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RESUMO

As pesquisas sobre novas fontes de produtos naturais encontraram nas microalgas fontes
alternativas de metabdlitos com propriedades bioldgicas e bioguimicas notaveis devido a
diversidade de suas moléculas e estruturas quimicas complexas. O presente trabalho teve como
objetivo estudar o potencial bioldgico dos extratos da cianobactéria Arthrospira platensis,
comumente conhecida como Spirulina. Para isso, quatro extratos foram preparados com
solventes de polaridade crescente (hexano — Hx, acetato de etila — ACOEt, metanol — MeOH e
metanol:dgua 1:1 — MeOH:H>O 1:1) e avaliados especificamente quanto ao contetdo de
compostos fendlicos totais (CFT), ao teor de flavonoides (TF), quanto as atividades
antioxidante in vitro, medidas pela capacidade de sequestro do radical DPPH, capacidade de
quelacéo de ions ferrosos (FIC), poder de reducdo de ions férricos (FRAP) e atividade inibitdria
do branqueamento do B-caroteno (BCB). A concentracéo inibitéria minima (CIM), determinada
pela técnica padrdo de microdiluicdo, foi testada frente as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella ser. Braenderup. A atividade antifungica, determinada
pela técnica da difusdo em disco, foi testada frente ao fungo filamentoso Aspergillus niger e a
levedura Candida albicans. A atividade antibiofilme, determinada pela técnica da aderéncia em
microplacas de poliestireno, foi testada frente a cepa Pseudomonas aeruginosa. A atividade
anticancer foi determinada pela investigacdo do efeito dos extratos de A. platensis sobre a
viabilidade celular das linhagens MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e LNCaP clone FGC
(carcinoma de prostata metastatico). Os valores de CFT (mg EAG g dos extratos Hx, AcOEt,
MeOH e MeOH:H20 1:1) foram, respectivamente, 73,34; 99,0; 30,49 e 26,21. Os valores de
TF (mg EQ g?! dos extratos Hx, AcOEt e MeOH) foram 318,15; 474,65 e 73,05,
respectivamente. As atividades antioxidantes in vitro, medidas pelo DPPH, FIC e BCB foram
mais elevadas no extrato AcOEt, enquanto que o FRAP foi maior no extrato MeOH:H20 (1:1).
Nenhum extrato apresentou atividade antimicrobiana (CIM) contra as bactérias E. coli, S.
aureus e Salmonella ser. Braenderup, porém foi observada uma atividade bacteriostatica do
extrato Hx frente a cepa S. aureus na concentracdo de 1.000 ug mL™. N&o foi observada
inibicdo da formacédo de biofilme de P. aeruginosa por nenhum dos extratos testados. N&o foi
possivel evidenciar atividade antifungica contra C. albicans, porém foi observada uma acao
fungistatica contra A. niger causada pelo extrato ACEOt na concentragdo de 500 ug mL?. A
viabilidade celular da linhagem LNCaP foi de 71,11%, 35,08% e 61,48% para os extratos HXx,
AcOEt e MeOH, respectivamente, enquanto que para as células da linhagem MCF-7, ela foi de
67,29%, 86,56% e 60,98% para os extratos Hx, ACOEt e MeOH, respectivamente. Os extratos



brutos da microalga A. platensis apresentaram elevados teores de compostos fenolicos e
flavonoides, podendo ser considerados uma fonte natural desses antioxidantes. Os extratos
brutos ndo apresentaram forte atividade antimicrobiana. Os extratos da A. platensis sdo uma
fonte promissora para a producéo de farmacos para o controle do crescimento das linhagens das
células cancerigenas MCF7 e LNCaP. Sdo necessarios novos estudos para a identificacdo dos

compostos bioativos presentes nos extratos de A. platensis, especialmente no extrato AcOEt.

Palavras-chave: Spirulina. Atividade antioxidante. Atividade anticancer.



ABSTRACT

Research on new sources of natural products found in microalgae alternative sources of
metabolites with remarkable biological and biochemical properties due to the diversity of their
molecules and complex chemical structures. The present work had as objective to study the
biological potential of the extracts of the cyanobacteria Arthrospira platensis, commonly
known as Spirulina. For this, four extracts were prepared with increasing polarity solvents
(hexane — Hx, ethyl acetate — AcOEt, methanol — MeOH, and methanol:water 1:1 — MeOH:H20
1:1) and evaluated specifically for the content of total phenolic compounds (TPC), the flavonoid
(flavonols and flavones of luteolin subgroup) quantification (FC), and the in vitro antioxidant
activities, measured by the DPPH radical scavenging activity, ferrous ion-chelating ability
(FIC), ferric reducing antioxidant power (FRAP) and B-carotene bleaching (BCB) inhibitory
activity. The minimum inhibitory concentration (MIC), performed by standard microdilution
technique, was tested against the bacteria Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Salmonella ser. Braenderup. The antifungal activity, performed by the disc diffusion technique,
was tested against the filamentous fungus Aspergillus niger and the yeast Candida albicans.
The antibiofilm activity, determined by the adhesion technique in polystyrene microplates, was
performed against the strain Pseudomonas aeruginosa. The anticancer activity was investigated
by the effect of extracts of A. platensis on the cell viability of MCF-7 (breast adenocarcinoma)
and LNCaP clone FGC (metastatic prostate carcinoma). The CFT values (mg EAG g extracts
Hx, AcOEt, MeOH and MeOH: H>0 1:1) were 73.34, 99.00, 30.49 and 26.21, respectively.
The FC values (mg EQ g extract Hx, AcOEt and MeOH) were 318.15, 474.65 and 73.05,
respectively. In vitro antioxidant activities measured by DPPH, FIC and BCB were higher in
the AcOEt extract, whereas FRAP was higher in the MeOH:H,O (1:1) extract. No extract
showed antimicrobial activity in MIC against E. coli, S. aureus and Salmonella ser. Braenderup,
but a bacteriostatic activity of the Hx extract was observed against the S. aureus strain at the
concentration of 1000 pg mL*. No inhibition of P. aeruginosa biofilm formation was observed
for any of the extracts tested. It was not possible to observe antifungal activity against C.
albicans, but it was observed a fungistatic activity against A. niger caused by the AcEOt extract
at the concentration of 500 pg mL*. The cell viability of the LNCaP line was 71.11%, 35.08%
and 61.48% for the extracts Hx, ACOEt and MeOH, respectively, whereas for MCF-7 cells, it
was 67.29%, 86.56% and 60.98% for extracts Hx, ACOEt and MeOH, respectively. The crude
extracts of the A. platensis microalga presented high levels of phenolic and flavonoids

compounds, being considered a natural source of these antioxidants. The crude extracts did not



show strong antimicrobial activity. The extracts of A. platensis are a promising source for the
production of drugs for the control of the growth of MCF7 and LNCaP cancer cell lines. Further
studies are needed to identify the bioactive compounds present in extracts of A. platensis,
especially in the AcOEt extract.

Keywords: Spirulina. Antioxidant activity. Anticancer activity.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo micro-organismos fotossintetizantes que apresentam clorofilas a
e ¢, além de outros pigmentos e formam a base da cadeia tréfica. Elas apresentam diversas
aplicacBes, por exemplo, na alimentacdo humana e animal, composi¢do de farmacos e
cosmeticos, tratamento de &guas residuais, producdo de biocombustiveis (LEE; HAN, 2015).
Ademais, as microalgas ndo precisam competir com as culturas agricolas para producao de
alimentos, pois podem ser cultivadas em terras ndo araveis (MOHAN et al., 2015), e ainda
apresentam rapido crescimento e elevado rendimento por unidade de area (ZENG et al., 2015).
As microalgas podem ser cultivadas utilizando-se nutrientes presentes em aguas residudrias
(CHIU et al., 2015), inclusive efluente da aquicultura, reduzindo, dessa forma, a carga de
nitrogénio e fdsforo e proporcionando o tratamento bioldgico do efluente residuario
(MARKOU; GEORGAKAKIS, 2011).

A selecdo da espécie de microalga a ser cultivada deve levar em consideragdo o
crescimento rapido nas condic@es de cultivo em que a microalga sera produzida (sem perda das
suas caracteristicas nutricionais), ser facilmente separada da agua por filtracdo, além de tolerar
alteracbes nos parametros fisico-quimicos como salinidade e temperatura e possuir valor
comercial (SILVA, 2013).

As microalgas sdo consideradas como fontes de cepas robustas e reprodutiveis para
produzir diferentes produtos antioxidantes e fenolicos (MOROWVAT; GHASEMI, 2016).

Muitos fatores podem causar mudancas na composicdo quimica e nutricional das
microalgas, como, a origem geografica ou area de cultivo, época de cultivo, temperatura e
salinidade, métodos de processamento, extracdo e armazenamento (LORDAN; ROSS;
STANTON, 2011), revelando a grande plasticidade desses micro-organismos e a sensibilidade
das espécies bioativas produzidas nas condicGes que lhes sdo dadas.

As microalgas podem ser cultivadas sob condicdes distintas com relagéo a radiacao
solar, exposicdo a metais tragos, concentracdes de oxigénio, temperatura, pH, que podem levar
a formacgdo de radicais livres e/ou espécies reativas (GUPTA; ABU-GHANNAM, 2011).
Quando em elevadas concentrages, estes agentes oxidantes podem atacar e danificar os acidos
nucleicos, proteinas e lipidios, levando a uma disfuncdo metabdlica permanente e,
consequentemente, a morte da célula (HAMED et al., 2017; PANDEY et al., 2015; SABATINI
et al., 2009). Os danos causados pelos radicais livres e/ou espécies reativas sdo minimizados
por meio do sistema de defesa antioxidante (HAMED et al., 2017; OLIVARES et al., 2016), o

qual pode incluir mecanismos enzimaticos (superoxido dismutase, ascorbato peroxidase,
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catalase) e ndo-enzimaticos (carotenoides, compostos fendlicos, polissacarideos sulfatados,
vitaminas, glutationa), conhecidos por protegerem plantas, macro e microalgas dos danos
causados por agentes oxidantes (CORNISH; GARBARY, 2010; CHOUDHARY et al., 2007;
HAMED et al., 2017; MACHADO; SOARES, 2016; SAEZ et al., 2015; TRIPATHI; GAUR,
2004).

Os antioxidantes naturais, como os produzidos pelas microalgas, sdo geralmente
mais adequados para o consumo humano do que os sintéticos, por exemplo, o hidroxi-butil
tolueno (BHT) e o hidroxi-butil anisol (BHA), os quais podem apresentar efeito carcinogénico
e/ou toxico, causando complicac@es renais (LAGANA et al., 2017).

Existe um interesse mundial crescente em encontrar novos antioxidantes, seguros e
poderosos a partir de fontes naturais, a fim de minimizar danos oxidativos as células e prevenir
a deterioracdo oxidativa em alimentos, produtos farmacéuticos ou cosméticos (MAADANE et
al., 2015). Os compostos antioxidantes exercem sua agdo por meio de diferentes mecanismos,
incluindo a quelacdo de catalisadores de ions de metais de transicdo, a decomposi¢do de
peroxidases, a prevencdo da extracdao continua de hidrogénio e a eliminacao de radicais livres
(VALKO et al., 2006). A atividade antioxidante normalmente se refere a habilidade de eliminar
radicais livres (BREWER, 2011).

Da mesma forma, hd uma busca por novos agentes quimioterapicos e
antimicrobianos. Atualmente, o método mais efetivo para tratar tumores malignos é a
quimioterapia (JABEEN et al., 2017). Entretanto, as técnicas quimioterapicas sdo limitadas pela
alta toxicidade celular, assim como pela ocorréncia de efeitos colaterais (AMEN et al., 2016).
Portanto, tratamentos bioldgicos seletivos tém surgido para tratar certos tipos de canceres ou
para marcar determinantes especificos expressos por muitos tumores diferentes (SCOTT;
ALLISON, WOLCHOK, 2012). Extratos de microalgas tém mostrado inibicdo do crecimento
de células cancerigenas in vivo e in vitro sem afetar as células sadias (JABEEN et al., 2017;
TALERO et al., 2015).

Os biofilmes, reconhecidas comunidades microbianas envoltas em uma matriz
extracelular, exibem uma estrutura caracteristica e elevada resisténcia a compostos
antimicrobianos e estresse ambiental (MULCAHY; CHARRON-MAZENOD; LEWENZA,
2008). Os biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, conferem uma resisténcia ou
tolerancia aos antibioticos da ordem de até mil vezes mais do que sua forma planctonica, sendo
necessario dirimir ou destruir o biofilme, para que as bactérias se tornem mais suscetiveis aos
antimicrobianos (AARON et al., 2002).
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A necessidade por novos agentes antifingicos também é inegéavel. Na prética
médica, 0s agentes antifingicos mais utilizados ndo sdo completamente eficazes devido ao
desenvolvimento de resisténcia dos fungos, toxicidade do hospedeiro e efeitos colaterais
indesejaveis que limitam seu uso (CAMPOY; ADRIO, 2017).

As pesquisas sobre novas fontes de produtos naturais encontraram nos organimos
que habitam o ambiente aquatico (bactérias, algas, briozoérios, cnidarios, equinodermos,
moluscos, esponjas, tunicados e outros), fontes alternativas de metabdlitos com propriedades
bioldgicas e bioquimicas notaveis devido a diversidade de suas moléculas e estruturas quimicas
complexas e dificeis de serem sintetizadas quimicamente (ALVAREZ-GOMEZ; KORBEE;
FIGUEROA, 2016; TIAN; LI; ZHAO, 2017).

O presente trabalho teve como objetivo estudar o potencial bioldgico dos extratos
da cianobactéria Arthrospira platensis, comumente conhecida como Spirulina. Para isso, 0s
extratos preparados com solventes de polaridades diferentes foram avaliados especificamente
quanto ao conteudo de compostos fendlicos, ao teor de flavonoides (flavonois e flavonas do
subgrupo luteolina) e guanto as atividades antioxidante in vitro, antibacteriana (concentracédo

inibitéria minima), antifungica, antibiofilme e anticancer.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As microalgas sdo uma colecdo diversa de micro-organismos que produzem
oxigénio por meio da fotossintese. Elas ndo pertencem a um Unico grupo monofilético, o que
dificulta a sua definicdo (RICHMOND; HU, 2013).

Estes micro-organismos fotossintetizantes podem crescer rapidamente utilizando-
se da energia solar e de compostos inorganicos como dioxido de carbono, nitrogénio e fésforo
(GRIMA et al., 2003). As microalgas normalmente apresentam uma eficiéncia na conversao da
energia solar em bioenergia cerca de dez vezes superior a das plantas terrestres por unidade de
area (AMARO; MACEDO; MALCATA, 2012; HALIM; DANQUAH; WEBLEY, 2012),
devido ao crescimento ocorrer em meio aquoso (ZHAO; MA; LIU, 2018).

Uma variadade de microalgas procariotas (cianobactérias) e eucariotas tem sido
identificada como candidatas promissoras para a produgdo de materiais Uteis, como compostos
quimicos e biocombustiveis, alguns dos quais sdo comercialmente viaveis (MAEDA et al.,
2018). Nao € apenas a presenca de um determinado composto em particular que torna esses
micro-organismos interessantes, mas também sua enorme diversidade, e a possibilidade de nao
apenas produzi-los, mas também de cultiva-los em diferentes condic@es, levando a um aumento
na producgdo de alguns compostos bioativos (PLAZA et al., 2010). As microalgas podem se
adaptar rapidamente as mudancas nas condi¢des de cultivo quanto a variacdo de salinidade,
temperatura, nutrientes e irradiacdo (MOBIN; ALAM, 2017), variando suas caracteristicas
quimicas de acordo com fatores como as condicdes e tempo de cultivo, método de extracgéo,
mesmo que a aparéncia delas seja similar (WAN; WU; KUCA, 2016).

Assim sendo, as microalgas podem produzir uma grande variedade de metabdlitos
secundarios (biologicamente ativos) com estruturas singulares e atividades biologicas que
geralmente ndo sdo encontrados em outros organismos (ANBUCHEZHIAN; KARUPPIAH;
LI, 2015; HERRERO et al., 2013; MOBIN; ALAM, 2017).

O sistema de cultivo precisa ser escolhido para cada cepa de microalga
considerando algumas caracteristicas basicas como iluminacéo, circulagdo e trocas gasosas
(suprimento de gés carbonico, eliminacéo de oxigénio) (MASOJIDEK; TORZILLO, 2014).

Basicamente, sdo empregadas duas formas de producao de biomassa de microalgas
em massa: (1) Tanques abertos ao ar livre, ou seja, reservatorios abertos que apresentam uma
area de cultivo relativamente grande; e (2) Fotobiorreatores, onde o cultivo acontece em
recipientes fechados ou semifechados, com luz natural ou artificial (MASOJIDEK:;
TORZILLO, 2014; SHIN et al., 2018).
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Os sistemas de producdo ao ar livre podem ser limitados por uma série de
parametros, como, por exemplo, intensidade luminosa, pH, temperatura, concentracdo de
oxigénio dissolvido, predacdo, os quais contribuem significativamente para o sucesso do cultivo
e devem ser monitorados continuamente. Contudo, esses sistemas de producdo apresentam um
menor custo de implantacdo e de operacdo, sendo mais durdveis e apresentando uma maior
capacidade de producdo quando comparado com fotobiorreatores mais sofisticados
(MASOJIDEK; TORZILLO, 2014). Nesse sistema, apenas um nimero limitado de espécies de
microalgas € adequado para ser cultivado por tolerarem um ambiente de cultivo severo. Os
exemplos cléssicos s&o: Dunaliella em salinidade elevada, Arthrospira em alcalinidade elevada
e Chlorella em concentracédo de nutrientes elevada (HARUN et al., 2010).

Os fotobiorreatores apresentam um menor risco de contaminagao, maior facilidade
de manutencdo das condigdes do cultivo, reducdo da perda de 4gua por evaporacdo e facilidade

de suprir a demanda de CO; em relacdo aos tanques abertos (LIAO et al., 2014).

2.1 Arthrospira platensis

A microalga Arthrospira platensis ¢ um organismo fotossintético, filamentoso, com
formato espiralado, multicelular, com coloragdao verde-azulada. Como este micro-organismo
contém clorofila @, do mesmo modo que os vegetais superiores, os botanicos o classificam como
microalga pertencente a Classe Cyanophyceae. Mas, de acordo com os bacteriologistas, ele é
classificado como bactéria (cianobactéria), devido a sua estrutura procariotica (KORU, 2012).

A classificacdo taxondmica dessa microalga tem sido bastante estudada e ainda ha
indefini¢des apesar dos continuos avancos resultantes das anéalises moleculares. Parece claro
que os géneros Arthrospira e Spirulina sdo diferentes, tomando como base os aspectos
morfoldgicos e os critérios moleculares (SILI; TORZILLO; VONSHAK, 2012). Divergéncias
a parte, de acordo com o AlgaeBase (2018), o género Arthrospira tem 24 espécies
taxonomicamente aceitas. A classificacdo taxondmica da microalga 4. platensis Gomont esta
apresentada abaixo.

Dominio Prokaryota
Reino Eubacteria
Subreino Negibacteria
Filo Cyanobacteria
Classe Cyanophyceae

Subclasse Oscillatoriophycidae
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Ordem Oscillatoriales
Familia Microcoleaceae
Género Arthrospira
Espécie A. platensis

Segundo a FAO (2016), os valores de producao global das Spirulinas cultivadas nos
anos de 2005, 2010, 2013 e 2014 foram da ordem de 48 mil, 97 mil, 82 mil e 86 mil toneladas,
respectivamente. A propria FAO reconhece que a produgdo de microalgas corresponde a uma
pequena parcela da aquicultura mundial e admite que os dados contabilizam apenas uma fragao
da produgdo real no mundo e, portanto, estdo significativamente subestimados. Na verdade, as
Spirulinas e outras microalgas sdo produzidas em larga escala ha muitos anos em paises como
Australia, India, Israel, J apao, Maléasia e Mianmar, sem que os dados de producdo sejam
reportados a FAO.

A. platensis é rica em proteinas e aminodcidos essenciais, vitaminas C ¢ E ¢
provitamina A, minerais como ferro, calcio, cromo, cobre, magnésio, manganés, fosforo,
potéssio, sodio e zinco, acidos graxos essenciais como acido gama-linolénico e pigmentos como
clorofila a, ficocianina e carotenoides (SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017).

A parede celular ¢ composta pelo peptideoglicano, por vezes denominado mureina,
que consiste em um heteropolissacarideo ligado a peptideos presentes na parede celular de
procariontes que, diferentemente da celulose, € facilmente digerido pelas enzimas digestivas
dos animais e, apos um periodo de 18 h, mais de 85% do contetido proteico da 4. platensis pode
ser digerido e assimilado (WAN; WU; KUCA, 2016).

Na parede celular de A. platensis também sdo encontrados lipopolissacarideos e, no
citoplasma, hd presenga de polissacarideos sulfatados com acdo imunomoduladora ja
demonstrada em mamiferos e peixes (CHEN et al., 2014; HIRAHASHI et al., 2002;
WATANUKI et al., 2006), somando-se ao aumento da imunidade inata e da resisténcia contra
infec¢des causadas pela bactéria Vibrio alginolyticus em camarao Penaeus vannamei (CHEN
etal., 2016; TAYAG et al., 2010).

Geralmente, A. platensis apresenta de 55% a 70% de proteina, de 15% a 25% de
polissacarideos, de 6% a 13% de acidos nucleicos, de 5% a 6% de lipidio e de 2,2% a 4% de
minerais (HOSEINI; KHOSRAVI-DARANI; MOZAFARI, 2013). A composi¢do quimica
média da A. platensis, produzida pela empresa australiana Swiss Wellness Pty Ltd. (Melbourne,
Australia), consistiu em 63,60% proteina, 6,38% gordura, 17,51% carboidrato, 7,03% cinza e
5,48% umidade. (ALAVI; GOLMAKANI, 2017). Batista et al. (2017) determinaram a
composigdo centensimal de A. platensis F & M-C256, originaria da empresa italiana Archimede


http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4538
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=123214
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614000453#bb0105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614000453#bb0285
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614000453#bb0255
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Ricerche S.r.I. (Camporosso, Imperia, Italia), tendo encontrado 68,9 + 1,0% de proteina, 12,8
+ 0,2% de carboidrato, 10,7 £ 0,6% de lipidio e 6,1 + 0,1% de cinza. Essa e outras trés espécies
de microalgas foram incorporadas na formulacéo de biscoitos, 0s quais exibiram caracteristicas
potenciais para se tornarem apreciados e consumidos como alimentos funcionais no futuro.

A. platensis apresenta uma ampla variedade de pigmentos fotossintéticos como a
clorofila a, B-caroteno, luteina, ficocianina e aloficocianina, os quais sdo compostos bioativos
que tém sido utilizados como corante natural em alimentos e cosméticos € como produto
farmacéutico para o consumo animal ¢ humano (CHEN et al., 2016; SONI; SUDHAKAR;
RANA, 2017). Além disso, 4. platensis apresenta propriedades que podem inibir a replicacao
viral, o desenvolvimento de cancer e ainda aumentar a produ¢ao de anticorpos (BELAY, 2002;
KHAFAGA; EL-SAYED, 2018). A administracdo por via oral de extrato aquoso quente de A.
platensis ativou o sistema imune inato humano pelo aumento da produgdo de interferon e
aumentou a citotoxicidade das células exterminadoras naturais ou natural killer cells (NK)
(YEGANEH; TEIMOURI; AMIRKOLALIE, 2015).

Em organismos aquaticos cultivados, o uso de uma dieta enriquecida com a
biomassa de A. platensis resultou em um aumento da atividade fagocitica e produ¢do do anion
superoxido por células fagocitarias isoladas dos rins da carpa comum, Cyprinus carpio
(WATANUKI et al., 2006). A suplementacdo de dietas de peixes com A. platensis nao
apresentou efeitos negativos no crescimento dos individuos e ainda melhorou a pigmentagdo

do fil¢ (TEIMOURI; AMIRKOLAIE; YEGANEH, 2013).

2.2 Compostos fendlicos e flavonoides

Os compostos fenolicos sdo originarios do metabolismo secundéario e podem ser
sintetizados pelos organismos em resposta a pressdes do meio ambiente, por exemplo, ataque
de patégenos, insetos, radiacdo UV, entre outros (CABRERA-CARRION et al., 2017), sendo
encontrados em frutas, cebola, farelo de arroz, Oleos essenciais e cianobactérias
(PAGNUSSATT et al., 2016).

Quando os organismos estdo sob estresse, aumenta-se a possibilidade de se
encontrar metabolitos funcionais Unicos de importancia farmacéutica, pois, nestas condigdes,
normalmente, ha um arranjo de adapatacdes fisiologicas e bioquimicas que frequentemente séo
acompanhadas por modificagdes na regulacdo de genes e rotas metabdlicas (TIAN; LI; ZHAO,
2017). Foi demonstrado que os compostos fenolicos causam efeitos benéficos em condicoes

ambientais adversas, tais como processos oxidativos e ataques patogénicos (PAGNUSSATT et
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al., 2016). Porém, é importante salientar que mesmo quando o0 ambiente causa um estresse
Intenso aos organismos Vivos, estes ndo necessariamente passardo a sintetizar novos compostos
bioativos. No caso da exposi¢do da microalga Euglena gracilis a elevadas concentracdes de
cadmio, por exemplo, ndo ocorreu um desencadeamento da producdo de novos compostos
fendlicos ou flavonoides (CERVANTES-GARCIA et al., 2010). Entretanto, Castro et al.
(2016) verificaram que os calos induzidos na planta Byrsonima verbascifolia, popularmente
conhecida como murici-do-cerrado, foram responsaveis por um incremento na producao de
compostos fendlicos e sugeriram que para a producdo industrial destes metabolitos a inducéo
de calos pode funcionar para aumentar a producdo desses metabdlitos.

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe de compostos com estruturas
simples ou complexas contendo um anel aromatico de carbono com um ou mais substituintes
hidroxilicos. Eles sdo classificados quanto ao seu esqueleto principal (nimero de aneis
aromaticos e hidroxilas), sendo encontrados no Reino Vegetal fazendo parte da estrutura de
proteinas, alcaloides e terpenos. Flavonoides, estilbenos, cumarinas, lignanos e taninos séo
representantes da familia dos fenois, considerada a mais numerosa dos metabdlitos secundarios
em plantas (ANGELO; JORGE, 2007; SILVA et al., 2010).

Compostos fendlicos, incluindo fenois simples, flavonoides, fenilpropanoides,
taninos, ligninas, acidos fenolicos e seus derivados, sintetizados como metabolitos secundarios,
sdo considerados como uma das classes mais importantes de antioxidantes naturais e tém
despertado crescente interesse tanto de consumidores quanto de fabricantes de alimentos, em
virtude de seus beneficios para a saude (BATISTA et al., 2017).

As classes de fenélicos englobam compostos com estruturas diferentes que exercem
influéncia sobre os efeitos bioldgicos, como o perfil de acidos fendlicos incluindo varios
componentes associados a a¢fes antimicrobianas e antioxidantes (OH; FERNANDO; JEON,
2016; SCAGLIONI; DE OLIVEIRA-GARCIA; BADIALE-FURLONG, 2018).

O perfil de &cidos fenolicos identificados na biomassa da Arthrospira sp.
correspondeu aos acidos gélico, salicilico, trans-cindmico e clorogénico (PAGNUSSATT et al.,
2014). Scaglioni, De Oliveira-Garcia e Badiale-Furlong (2018) relataram que os &cidos
fendlicos presentes no extrato de Spirulina sp. na concentragio de 10 pug mL™ foram os &cidos
clorogénico (93%), hidroxibenzoico (3,9%), protocatecuico (2,6%) e galico (0,3%).

A eficiéncia de extragdo de compostos fenolicos esta diretamente relacionada a
metodologia utilizada e & propor¢do massa/volume do solvente, sendo sua deteccéo feita por
meio de técnicas espectrofotométricas e cromatograficas (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
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2015). O processo de extracdo de compostos fendlicos consiste em um passo critico apds a
preparacdo da amostra (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

Embora compostos fenodlicos tenham sido encontrados em microalgas
fotossintizantes, sua determinacdo em microalgas nao é frequente. O estudo das células que
produzem esses compostos é ainda mais importante do que os préprios compostos fendlicos em
si. O estabelecimento dos perfis dos compostos fenolicos das células pode identificar fontes
fenolicas a serem aplicadas como conservantes naturais na cadeia alimentar ou no
desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos (SCAGLIONI; DE OLIVEIRA-GARCIA;
BADIALE-FURLONG, 2018).

2.3 Atividades biologicas da microalga Arthrospira platensis

2.3.1 Atividade antioxidante

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia capaz de retardar,
impedir ou remover o dano oxidativo de uma molécula-alvo (HALLIWELL, 2007). Do ponto
de vista bioldgico, antioxidantes podem ser definidos como compostos que protegem sistemas
bioldgicos contra os efeitos potencialmente danosos de processos ou reagcdes que promovem a
oxidacao de macromoléculas ou estruturas celulares (ROGINSKY ; LISSI, 2005).

A capacidade antioxidante total pode ser usada para avaliar compostos puros,
alimentos ou outras matrizes. Para compostos puros, a atividade antioxidante é equivalente ao
namero de &omos de hidrogénio labeis presentes em um composto, 0s quais podem ser
abstraidos por um radical livre, ou expressos como fator estequiométrico (GOUPY et al., 2003).
A atividade antioxidante total apresenta uma grande variacdo entre as diferentes fontes (frutas,
ervas, algas), podendo ser atribuida a abundancia dos diferentes compostos que sdo
responsaveis por essa atividade. Este parametro prové uma base quantitativa de comparacéo
entre as diferentes fontes de antioxidantes (KASOTE et al., 2015; YANG et al., 2017).

Existem dois tipos principais de defesa antioxidante nos organismos: o enzimatico
e ndo-enzimatico (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Os mecanismos antioxidantes enzimaticos
podem prevenir a formacdo ou neutralizar radicais livres (defesas enzimaticas primarias) ou
promover a reducdo de algum antioxidante que foi oxidado para que este possa novamente
neutralizar novos radicais livres (defesas enzimaticas secundarias), dessa forma, eles nédo
neutralizam os radicais livres diretamente (SHEBIS et al., 2013). O grupo dos antioxidantes

ndo-enzimaticos inclui varios subgrupos, sendo que os principais sdo: vitaminas (A, E e C),
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cofatores enziméticos, minerais (zinco e selénio), peptideos, compostos fenolicos e compostos
nitrogenados (&cido drico). Os antioxidantes podem agir inibindo a formac&o de radicais livres
resultantes da iniciacdo da oxidacédo de lipidios e as reacdes de oxidagdo pelos radicais livres,
interrompendo a propagacao das reacdes em cadeia no processo de auto-oxidacdo (CAROCHO;
FERREIRA, 2013).

Existe uma grande importancia em manter o balanco entre os antioxidantes e os
radicais livres moleculares. Para o homem, por exemplo, uma perturbagéo nesse balango pode
levar a varios problemas de satide como doencas neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer
(VALKO et al., 2007).

A maioria dos alimentos e produtos farmacéuticos contém antioxidantes sintéticos
0s quais sao adicionados para prolongar o tempo de prateleira dos produtos alimentares e para
aumentar a estabilidade dos agentes terapéuticos dos produtos farmacéuticos suscetiveis a
degradacdo quimica causada pela oxidacdo. Devido a isto, varias pesquisas tém sido
desenvolvidas na tentativa de produzir novos e eficientes antioxidantes de fontes alternativas
encontradas na natureza em grande quantidade (SHEBIS, et al., 2013).

O mercado global de produtos antioxidantes foi estimado em cerca de 86 bilhdes
de ddlares americanos em 2016, contudo, a oferta constante de antioxidantes bioativos naturais
continua sendo o fator limitante para aplicacdo biotecndliga, alimenticia e nutracéutica
(MURRAY et al., 2013).

Dentre o grupo de compostos que apresentam atividade antioxidante, destacam-se
0s compostos fenolicos os quais pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios contendo
um anel aromatico de carbono com um ou mais substituintes hidroxilicos. Eles séo classificados
guanto ao nimero de aneis aromaticos e hidroxilas, sendo encontrados como parte da estrutura
de proteinas, alcaloides e terpenos. Incluidos na classe mais numerosa de metabdlitos
secundarios em plantas, flavonoides, estilbenos, cumarinas, lignanos e taninos sdo todos
representantes da familia dos fenois (SILVA et al., 2017; SOUSA, 2017).

Estudos recentes demonstraram que algumas especies de algas contém grandes
guantidades de antioxidantes e compostos fendlicos. Os principais antioxidantes encontrados
em microalgas sdo as vitaminas C e E (BISHOP; ZUBECK, 2012), carotenoides (a- ¢ [-
caroteno, zeaxantina) (GOIRIS et al., 2012; MENDIOLA et al., 2007), compostos fenolicos
(PLAZA et al., 2010; KUNTZLER et al., 2018) e clorofila (CHA et al., 2010).

Frente a diversidade de estruturas quimicas dos compostos antioxidantes e de seus
mecanismos de acdo, varios ensaios tém sido utilizados para avaliar a capacidade antioxidante

de diferentes amostras (CRUZ, 2016). Nesses ensaios, um radical é gerado e reage com
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moléculas-alvo, normalmente para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia ou outra
mudanga mensuravel. A presenca de antioxidantes nos extratos testados altera esses sinais,

permitindo sua analise quantitativa (DAGLIA, 2012).

2.3.2 Atividade antimicrobiana

As doencas infecciosas sdo um problema grave e causam morbidade momentanea
e mortalidade em todo o mundo, particularmente nos paises em desenvolvimento, onde elas séo
responsaveis por aproximadamente 50% de todas as mortes, tendo em vista que 0 acesso a
assisténcia médica é inadequado. Nos paises desenvolvidos, esse percentual gira em torno de
20% (MOSAFFA-JAHROMI et al., 2016).

As infeccdes fungicas invasivas representam uma ameaca continua e séria a satde
humana e estdo associadas a pelo menos 1,5 milhdo de mortes anuais em todo o mundo
(PIANALTO; ALSPAUGH, 2016).

Em comparacdo com o desenvolvimento de novos farmacos antibacterianos, o
desenvolvimento de farmacos antifingicos é mais desafiador porque os fungos sdo eucariotos
e muitos alvos potenciais para terapia também sdo encontrados em humanos, com riscos
substanciais de toxicidade do hospedeiro (CAMPOY; ADRIO, 2017). Os antifingicos tém
varias desvantagens em termos de grau de toxidez, espectro de atividade, seguranca e
propriedades farmacocinéticas (PIANALTO; ALSPAUGH, 2016).

A avaliacdo da atividade antifingica de compostos extraidos de fontes naturais
como ervas, plantas medicinais, especiarias, frutas, verduras e macro e microalgas tem sido
realizada utilizando-se o teste de difusdo em &gar, no qual os discos de papel sdo embebidos
com o extrato-teste e colocados sobre um meio de crescimento ja inoculado com o micro-
organismo. O tempo de incubacdo depende do fungo (RASOOLI; ABYANEH, 2004,
SCAGLIONI; DE OLIVEIRA-GARCIA; BADIALE-FURLONG, 2018) ou da bactéria
(PALIWAL et al., 2016; RAUHA et al., 2000) que esta sendo avaliada. O teste pode ser
realizado com o extrato bruto ou com o composto isolado, adicionando-se ao meio o fungo,
inoculado a partir de uma solucéo de esporos ou um disco com um micélio de fungo para avaliar
o crescimento radial (NGUEFACK et al., 2004; PAGNUSSATT et al., 2014).

Biofilme consiste em um grupo de bactérias envolvidas em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares, que representa um importante fator de viruléncia
responsavel pela patogénese de Pseudomonas aeruginosa (LEWISOSCAR et al., 2018). A

formacgéo de biofilme € uma das caracteristicas dominantes de bactérias que desenvolvem
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resisténcia a maltiplos farmacos. Em P. aeruginosa, a formacao de biofilme é controlada por
um mecanismo de comunicacdo célula a célula chamado quorum sensing (COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999).

Vérias estratégias, por exemplo, revestimento antimicrobiano e nanoparticulas,
foram desenvolvidas contra o biofilme de P. aeruginosa, mas falharam devido a capacidade
dessas bactérias em desenvolver resisténcia intrinseca (LEWISOSCAR et al., 2018).

Compostos sintetizados quimicamente foram utilizados contra o biofilme de
P. aeruginosa, mas suas principais desvantagens foram alto custo, disponibilidade e efeitos
colaterais (TOUTAIN-KIDD et al., 2009). Considerando essas questdes, varias pesquisas
voltaram-se para as fontes naturais a fim de encontrar compostos bioativos com efeito contra o
biofilme de P. aeruginosa.

A identificacdo de novos alvos terapéuticos pelo uso de técnicas genémicas e 0
conhecimento crescente sobre os processos celulares necessarios para a sobrevivéncia e
viruléncia dos fungos e bactérias ajudardo a encontrar e desenvolver compostos com novas
formas de acdo (CAMPQY; ADRIO, 2017).

A concentracao inibitéria minima (CIM), cujo método se baseia na determinacao
da quantidade minima de extrato capaz de inibir o crescimento do micro-organismo de
interesse, pode ser determinada através de trés técnicas: diluicdo em caldo, diluicdo em agar e
microdiluicdo em caldo de cultivo, todas elas baseadas no emprego de diluicdes em série do
extrato aplicadas a uma mesma concentracdo da bactéria testada (CRUZ, 2016).

As variacOes referentes as determinagdes antimicrobianas dos extratos testados
podem ser atribuidas a diversos fatores. Dentre eles, é possivel destacar a técnica aplicada, o
micro-organismo e a cepa utilizada no teste, a origem do material utilizado, a época da coleta,
a preparacdo dos extratos se a partir de fontes frescas ou secas, as condi¢des de cultivo e a
guantidade de extrato testado. Assim, ndo existe método padronizado para expressar 0S
resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais (FENNELL et al., 2004; PLAZA et
al., 2010).

2.3.3 Atividade anticancer

O céancer é uma classe de doencas caracterizada por um crescimento celular fora do
controle, que se tornou uma das principais causas de morte no mundo. Os sintomas do cancer
sdo bastante variados e dependem de onde o cancer esta localizado, por onde ele se espalhou

ou 0 quanto os tumores cresceram (LI et al., 2015).
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Tradicionalmente, tem-se visto o desenvolvimento de cancer de uma forma linear;
as aberracOes na oncogénese e nos supressores de tumor se acumulam a um ponto em que as
células sdo totalmente malignas. Atualmente, tem-se uma compreensao limitada do numero de
mudangas necessarias ha maquinaria celular para a iniciacdo e a progressdo do tumor e o(s)
efeito(s) do microambiente tumoral nesses eventos (YADAV et al., 2018). Acredita-se que, na
maioria dos canceres, sejam necessarias entre duas e vinte mutagdes na maquinaria celular para
que o cancer se torne totalmente maligno (BEERENWINKEL et al., 2007).

O cancer de prostata tem elevada taxa de mortalidade, especialmente nos paises
industrializados. E uma doenca importante em termos de estratégias quimiopreventivas devido
a idade tardia de inicio, progressao lenta, alta incidéncia, lesGes pré-neoplasicas identificadas e
grupos de risco (SZLISZKA et al., 2011). Os métodos utilizados no diagndstico da doenca sdo
limitados por sua especificidade e sensibilidade. Além disso, esses métodos podem néo ser
capazes de distinguir entre pacientes com progndéstico mais favoravel e pacientes com maior
risco de morte. Portanto, o cancer de prostata € frequentemente diagnosticado em estagio
avancado (CIMINO et al., 2012; EROGLU et al., 2018).

Como o cancer de préstata geralmente se desenvolve tardiamente, identificar
compostos de fontes naturais que previnam ou retardem a progressdo da doenca pode ter um
efeito positivo na qualidade de vida alem de reduzir os custos de salde relacionados ao
envelhecimento da populacdo (CIMINO et al., 2012; SLUSARZ et al., 2010).

Em mulheres, o cancer de mama é o de diagnéstico mais comum. No mundo, foram
estimados 1,7 milh&o de casos de cancer de mama, e o nimero de mortes foi de 521.900 casos
em 2012. E sabido que o cancer de mama é responsavel por 25% de todos os casos de cancer
feminino e 15% das mulheres acometidas com cancer morreram por conta do cancer de mama
em 2012 (TORRE et al., 2015). Acredita-se que o cancer de mama seja responsavel por 30%
de todos 0s novos casos de canceres diagnosticados e que a nova taxa de mortalidade por cancer
de mama represente 14% de todos os canceres diagnosticados entre as mulheres em 2017
(JIANG et al., 2018; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017).

Algumas ficobiliproteinas apresentam atividade anticancer. A C-ficocianina
purificada de A. platensis, por exemplo, apresentou inibicdo da proliferacdo de células com
neoplasia e distarbio no ciclo celular de células cancerosas (JIANG et al., 2017; JIANG et al.,
2018; LI et al., 2005).

Os tratamentos clinicos do cancer incluem cirurgia, quimioterapia e radioterapia
apresentando desvantagens por geralmente ndo serem eficazes e especificos além de propiciar

efeitos colaterais como resisténcia a drogas e toxicidade (LI et al., 2015; PANDA et al., 2014;
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ZHANG et al., 2011). Assim, o direcionamento especifico de células cancerosas continua sendo
uma questdo-chave na pesquisa do cancer. As estratégias para alcancar tal direcionamento
seletivo dos sistemas terapéuticos e/ou dos sistemas e administracdo para as células
cancerigenas incluem pares anticorpo-antigeno e ligante-receptor, assim como vitaminas,
aptameros e estruturas proteicas (DISSANAYAKE et al., 2017; NYSTROM; MALMSTEN,
2018). Outra estratégia utilizada recentemente no tratamento de cancer consiste na inducao de
apoptose da célula cancerigena, e o0 uso de agentes desencadeadores com essa habilidade tem
atraido um interesse maior nos ultimos anos (DO NASCIMENTO-NETO et al., 2018).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo da microalga Arthrospira platensis

A microalga A. platensis foi cultivada em um meio contendo ureia (0,1 g L) e
superfosfato triplo (SPT — Ca(H2PQO4).2H20) (0,01 g L), mantendo-se o cultivo unialgal com
células em um bom estado fisioldgico.

O sistema de producéo consistiu em sete caixas d’agua de polietileno, sendo seis de
500 L e uma de 1.000 L de volume util. As caixas, mantidas abertas, foram instaladas ao ar
livre na Estacdo de Aquicultura Prof. Raimundo Saraiva da Costa do Departamento de
Engenharia de Pesca (DEP) da Universidade Federal do Ceara (UFC), em local ensolarado,
com iluminancia de aproximadamente 1.500 pE m? s,

Ao fim do dia, todas as caixas eram cobertas com as tampas, sendo abertas logo ao
amanhecer, para permitir a captagéo de luz solar pela A. platensis. Da mesma forma, as caixas
eram fechadas por ocasido de precipitacdo pluviométrica para evitar entrada de dgua da chuva.

As caixas estavam enfileiradas e conectadas por canos de PVC de 25 mm de
diametro no abastecimento e 100 mm de diametro na drenagem. A caixa de 1.000 L estava
disposta em uma cota inferior, comparada com as caixas de 500 L, de modo a permitir a
drenagem das caixas menores para a maior (FIGURA 1).

Figura 1 - Sistema de produgdo da microalga Arthrospira platensis na Estacdo de Aquicultura Prof. Raimundo

Saraiva da Costa do Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara.

Fonte: AUTOR

O retorno do cultivo para as caixas de 500 L ocorria por meio de uma bomba d’agua

com vazdo de 7.000 L h'* que promovia a recirculagio continua do cultivo, homogeneizando o
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contetdo de todas as caixas. Cada uma das caixas de 500 L possuia uma torneira que permitia
a regulagem individual do fluxo do volume do cultivo bombeado.

As condicdes de cultivo de A. platensis foram salinidade 10 e pH 10, mantidas pela
adicdo de sal marinho e bicarbonato de sddio, respectivamente, e temperatura de 32°C + 0,1°C

as 14 h (horario local).

3.2 Coleta ¢ liofilizacao da biomassa da microalga Arthrospira platensis

A densidade do cultivo foi acompanhada pela leitura da absorbancia no
comprimento de onda de 680 nm em espectrofotdmetro portatil (Hach DR 2700™). Leituras
superiores a 0,800 indicaram densidade ideal para obtencdo da biomassa da microalga,
momento em que foi realizado o processo de filtracdo em malha de nailon, um tipo de filtro
comercialmente denominado bag.

Apos a filtracdo, a biomassa foi lavada abundantemente com &gua corrente e,
posteriormente, com agua destilada. A biomassa foi transferida para placas de Petri, congelada
e liofilizada (Liotop L101), durante 4 a 5 dias a -57°C e 219 umHg. Apés a liofilizacéo, a
biomassa desidratada foi macerada e armazenada a —20°C para posterior uso nos procedimentos
de analise.

3.3 Preparacao dos extratos da microalga Arthrospira platensis

Para o pré-tratamento da biomassa liofilizada de A. plantesis, 9,02 g foram
colocados em um baldo de 500 mL e minimamente misturados com metanol, apenas o suficiente
para umedecer a biomassa (+ 0,6 mL g*), assim mantidos por 2 min. Este pré-tratamento com
metanol favoreceu a perda da estrutura da parede celular, devido a natureza polar do metanol
que aumenta a permeabilidade da parede celular da microalga, contribuindo para potencializar
o tratamento ultrassonico (DEY; RATHOD, 2013).

Apbs o pré-tratamento, em um baldo de 500 mL, foram adicionados 300 mL de
hexano a biomassa, o qual foi levado para o sonificador ultrassdnico (Branson Digital Sonifier
450), configurado para operar nas condi¢des semelhantes aquelas descritas por Dey e Rathod
(2013), a saber: pulso ligado 5 s, pulso desligado 3,1 s, ciclo de trabalho 61,7%, tempo 10 min,
frequéncia 20 Hz e poténcia 212 W.

Apbs a retirada da fase liquida (hexano mais os compostos nele dissolvidos), foi

colocado acetato de etila no mesmo baldo, junto com o material residual, os quais foram
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sonicados nas mesmas condi¢des anteriores. Esse processo se repetiu até que os extratos dos
quatro solventes, previamente escolhidos (hexano, acetato de etila, metanol e metanol e agua
1:1, v/v) fossem obtidos, respeitando-se a ordem crescente de polaridade dos solventes.

Os extratos obtidos nas quatro extracdes foram concentrados separadamente em
evaporador rotativo (Fisatom 802), tendo sido denominados de extrato hexanico (Hx), extrato
acetato de etila (AcOEt), extrato metandlico (MeOH) e extrato metanol:agua 1:1 (MeOH:H.O

1:1). Os rendimentos das extracdes foram determinados segundo a equacéo 1.

Biomassa extraida

Rendimento (%) = ( ) X 100% (1)

Biomassa total

Os extratos concentrados foram suspensos em metanol (MeOH), imediatamente
antes do uso, para a quantificacdo de compostos fendlicos totais e teor de flavonoides,
determinacdo da atividade antioxidante in vitro, analises microbioldgicas e atividade
anticancer. As concentragdes dos extratos utilizadas nos testes foram: 5, 10, 25, 50, 100, 250,
500 e 1.000 pg mL™.

3.4 Quantificacdo de compostos fenodlicos totais (CFT) nos extratos da microalga

Arthrospira platensis

O CFT foi determinado pela metodologia descrita por Ainsworth e Gillespie (2007).
A reacdo consistiu na mistura de 100 uL dos extratos (Hx, AcOEt, MeOH e MeOH:H20 1:1)
nas concentragdes de 5 a 1.000 ug mL, 200 pL do reagente de Folin-Ciocalteu a 10% e, ap6s
vigorosa agitacdo, 800 uL de carbonato de s6dio a 700 mM. Apds 2 h de incubacgéo no escuro
a temperatura ambiente, 200 puL do volume foram transferidos para placas de poliestireno de
96 pogos, e as absorbancias lidas no comprimento de onda de 765 nm em leitora de microplaca
(Biochrom Asys UVM 340), contra um controle contendo todos 0s reagentes exceto o extrato.
As analises foram realizadas em triplicata.

A quantificacdo de CFT foi feita por comparacdo com uma curva de calibracéo
usando acido gélico - 3,4,5-triidroxibenzoico (G7384, Sigma), nas concentracdes de 8,51 a
170,12 pg mL1. Os resultados foram expressos em miligrama de equivalentes de acido galico

(mg EAG) por grama (g) do extrato algal.
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A determinacio do CFT em todas as concentragdes (5 a 1.000 ug mL™) teve como
objetivo permitir que o resultado do CFT fosse calculado naquela(s) concentragdo(des) em que
os valores de absorbancia estivessem na regido de linearidade da curva padréo do acido galico.

3.5 Quantificacéo do teor de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) (TF)

nos extratos da microalga Arthrospira platensis

O teor de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) (TF) foi
determinado pelo método colorimétrico do cloreto de aluminio (AICI3), descrito por Ahn et al.
(2007) e Pekal e Pyrzynska (2014).

A reacéo consistiu na mistura de 0,5 mL dos extratos nas diferentes concentragdes
(5a1.000 ug mLY) e 0,5 mL da solucdo de AICI; em etanol (EtOH) a 2% (p/v). Apés 1 h de
incubagdo a temperatura ambiente, as absorbancias foram mensuradas em leitora de microplaca
(Biochrom Asys UVM 340), no comprimento de onda de 420 nm. No branco, o volume do
extrato foi substituido por metanol. As analises foram realizadas em triplicata.

A quantificacdo de TF foi feita por comparacdo com uma curva de calibracdo
usando quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentrag@es 10, 25, 50, 100 e 150 pug mL?. Os
resultados foram expressos em micrograma (pg) de quercetina por grama (g*) do extrato algal.

Similarmente ao CFT, a determinacdo do TF foi feita em todas as concentracées (5
a 1.000 pug mLt) para permitir que o resultado fosse calculado naquela(s) concentragio(des)
em que os valores de absorbancia estivessem na regido de linearidade da curva padrédo da

quercetina.

3.6 Atividades antioxidantes in vitro nos extratos da microalga Arthrospira platensis

3.6.1 Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

A atividade antioxidante, medida pela capacidade de sequestro do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila), foi determinada segundo Kato et al. (2016), com algumas
modificagdes, com base no método original descrito por Blois (1958). Em placas de poliestireno
de 96 pogos, nos pocos denominados amostra foram adicionados 10 pL dos extratos (nas
concentragdes de 5a 1.000 ug mL™) e 190 pL da solugio metandlica de DPPH (D9132, Sigma)

a 78 uM. Nos pocos denominados branco da amostra foram adicionados 10 pL dos extratos nas
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concentragdes supracitadas e 190 pL de metanol. Nos pogos denominados controle da amostra
(controle negativo) foram adicionados 10 puL de metanol e 190 pL da solugdo metandlica de
DPPH a 78 uM. O L-acido ascorbico (A5960, Sigma) foi utilizado como controle positivo, nas
mesmas concentracdes dos extratos e tratado de forma idéntica.

As placas contendo amostra, branco da amostra, controle da amostra e controle
positivo foram agitadas e incubadas a temperatura ambiente por 30 min no escuro.
Posteriormente, as absorbancias foram lidas em 517 nm em leitora de microplaca (Biochrom
Asys UVM 340). As andlises foram realizadas em triplicata para cada concentracdo. A
capacidade de sequestro do radical DPPH dos extratos e do controle positivo, expressos em
porcentagem, foram calculados pela equacgéo 2.

Capacidade de sequestro do radical DPPH (%) = [Absc"“"°le_(Absam"S"a_Absbra““’) x100% (2)

AbScontrole

3.6.2 Capacidade de quelacéo de ions ferrosos (FIC)

A capacidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC) foi determinada de acordo com
Wang, Jonsdottier e Olafsdottir (2009) com modificacdes. Em placas de poliestireno de 96
pocos, 100 L dos extratos nas concentragdes de 5 a 1.000 pg mL* foram misturados com 135
uL de dgua destilada, 5 pL de cloreto ferroso (FeCl2) a2 mM e 10 pL de ferrozina a 5 mM nos
pocos denominados amostra. Nos po¢os denominados branco da amostra, a ferrozina foi
substituida por igual volume de agua destilada, enquanto nos pocos denominados controle da
amostra (controle negativo), os extratos foram substituidos por dgua destilada. Como controle
positivo foi utilizado EDTA (etilenodiamino tetra-acético sal dissédico - C1oH14N2Na>Og.2H20
- Vetec), nas mesmas concentracdes dos extratos e sendo tratado de forma idéntica.

As placas contendo amostra, branco da amostra, controle da amostra e controle
positivo foram incubadas por 10 min a temperatura ambiente e, em seguida, as absorbancias
lidas em 562 nm utilizando uma leitora de microplaca (Biochrom Asys UVM 340). As analises
foram realizadas em triplicata para cada concentragéo.

O FIC dos extratos e do controle positivo, expresso em porcentagem, foi calculado

pela equacéo 3.

AbScontrole—(AbSamostra —AbSbranco)] x 100% (3)

Capacidade de quelagdo de ions ferrosos (%) = [ Abs :
controle
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3.6.3 Poder de reducéo de ions férricos (FRAP)

O poder de reducdo de ions feérricos (FRAP) foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Khatua, Roy e Acharya (2013) com algumas modificagbes. Foram
adicionados 2,5 mL de tampdo fosfato a 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio a
1% aos tubos contendo 0,5 mL dos extratos nas concentragdes de 5 a 1.000 pg mL™ e incubados
a 50°C por 20 min. Apos o periodo de incubacdo e resfriamento dos tubos, 1,25 mL de 4cido
tricloroacético (TCA) a 10% foi acrescentado aos tubos para parar a reagdo. Apos centrifugacéo
a 3.000 rpm por 10 min, 2 mL da camada superior da mistura reacional foram retirados e
misturados com 2 mL de agua destilada e 0,4 mL de cloreto férrico a 0,1%, totalizando um
volume final de 4,4 mL. Os tubos foram incubados por 10 min em temperatura ambiente.
Depois disso, 200 pL da mistura reacional dos tubos de ensaio foram transferidas para placas
de poliestireno de 96 pocos, e as absorbancias lidas em 700 nm em uma leitora de microplaca
(Biochrom Asys UVM 340). Como controle positivo foi utilizado L-acido ascérbico (A5960,
Sigma), nas mesmas concentragdes dos extratos, o qual foi tratado de forma idéntica. As
andlises foram realizadas em triplicata para cada concentracéo.

Quanto maior a absorbancia dos extratos e do controle positivo, maior o poder de

reducdo de ions férricos (FRAP).

3.6.4 Atividade inibitoria do branqueamento do p-caroteno (BCB)

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada usando-se o sistema f3-
caroteno e &cido linoleico (DUAN et al., 2006). Incialmente, 4 mL de uma solugdo de B-
caroteno (C9750, Sigma) em cloroférmio (1 mg mL™?) foram transferidos para um baldo
contendo 40 mg de acido linoleico e 400 mg de Tween 40. Em seguida, o cloroférmio foi
evaporado sob vacuo a 40°C em evaporador rotativo, e 100 mL de agua destilada saturada de
oxigénio foram adicionados lentamente ao residuo semisolido, sob vigorosa agitacdo por 1 min
até a formacdo de uma emuls&o estavel, denominada emulséo com (-caroteno (ECp).

As absorbancias foram medidas, imediatamente (tempo 0), em leitora de
microplaca (Biochrom Asys UVM 340) em 470 nm, contra um branco da amostra consistindo
em 50 pL dos extratos nas concentragdes de 5 a 1.000 pg mL* mais 200 pL de uma outra
emulsdo que foi preparada nas mesmas condi¢fes da ECP porém sem o acréscimo [3-caroteno

(ESB). Também foram preparados controles da amostra (controles negativos) com 50 uL de
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MeOH e 200 uL de ECB. As placas foram deixadas a temperatura ambiente (23°C), e as leituras
das absorbancias conduzidas em intervalos de 30 min até 300 min (tempo final). As anélises
foram realizadas em triplicata para cada concentragéo.

O L-4cido ascorbico (A5960, Sigma), nas mesmas concentracdes dos extratos, foi
utilizado como controle positivo, sendo tratado da mesma forma dos extratos.

As atividades antioxidantes dos extratos e do controle positivo foram avaliadas em
termos de atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB), usando a equacéo 4,

descrita por Dhongade e Chandewar (2013).

Degradacio do — caroteno (%) = <M> x 100% (4)

AbStempo inicial
3.7 Analises microbiolégicas

O potencial antimicrobiano (concentracdo inibitéria minima e antifingico) e
antibiofilme dos quatro extratos de A. platensis (Hx, AcOEt, MeOH e MeOH:H;0 1:1) foi
avaliado. Os micro-organismos usados como indicadores desse potencial foram provenientes
da American Type Culture Collection (ATCC) e/ou da cole¢cdo microbiolégica do Laboratério
de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR)/UFC, onde as analises foram realizadas. Os extratos foram diluidos com agua
destilada para obtencéo da solugdo na concentragdo de 5.000 pg mL™?, a partir da qual foram

feitas as demais solugdes nas concentr¢des adequadas para 0s experimentos.
3.7.1 Concentracdo inibitoria minima (CIM)

A determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) dos extratos de A.
platensis, sobre o crescimento bacteriano, foi realizado pela técnica padrdo de microdiluicéo
em placas de poliestireno de 96 pocos.

Utilizando a solugdo estoque de 5.000 ug mL™* de cada extrato, foram obtidas as
menores concentragdes nos micropocos adicionando-se as aliquotas de cada extrato (5.000 pg
mL1), o caldo Muller Hinton (MH) duplo e o in6culo bacteriano ajustado a escala de McFarland
0,5 de maneira que o volume final em cada pogo fosse de 200 pL.

Foram testadas as concentragdo de 100, 250, 500 e 1.000 ug mL™* dos extratos HXx,
AcOEt, MeOH e MeOH:H20O (1:1) frente as bactérias: Escherichia coli (ATCC 25922),
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Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella ser. Braenderup (LAMAP18), com o0s
testes feitos em triplicata (QUADRO 1).

Quadro 1 - Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) nos extratos hexano (Hx), acetato de etila
(AcOEt), metanol (MeOH) e metanol:dgua 1:1 (MeOH:H,O 1:1) da microalga Arthrospira platensis, nas
concentragdes 100 a 1.000 pug mL™.

Concentracao Extrato Caldo MH duplo In6culo Volume
(ug mL?) (5.000 pg mL™?) (uL) bacteriano (uL) final (uL)
100 4 146 50 200
250 10 140 50 200
500 20 130 50 200
1.000 40 110 50 200

Fonte: AUTOR

Como controle negativo (CN) foram utilizados 150 pL de caldo MH duplo mais 50
uL do indculo bacteriano ajustado a escala de McFarland 0,5 e, como controle positivo (CP),
foram utilizados 100 puL de caldo MH duplo mais 50 pL. do inoculo bacteriano mais 50 pL de
solucdo de canamicina a 120 pg mL™, de modo que os pogos do CP tivessem uma concentragio
final do antibiotico de 30 pg mL™.

As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Para avaliar o crescimento bacteriano
apos a incubacdo, foi observada a turbidez dos pogos €, em cada poco da microplaca, foram
adicionados 20 uL de uma solugdo de cloreto trifenil tetrazélio (CTT) a 5%, procedeu-se entdo
nova incubacgdo da microplaca a 35°C por 3 h. Apds esse périodo, foi avaliado o cescimento
bacteriano pela presenca ou ndo de coloracdo vermelha nos pocos.

Apos 0 CIM, foram retiradas aliquotas dos pogos de 100 e de 1.000 pg mL™* com
auxilio de uma alca de niquel-cromo, as quais foram estriadas em placas contendo agar Muller
Hinton (MH) e testadas frente a cepa S. aureus. Posteriormente, as placas foram incubadas em
estufa a 35°C por 24 h.

3.7.2 Atividade antifungica
Para determinar a atividade antiflngica, foi utilizado o método de difusdo em disco

(CLSI, 2010). Discos brancos de celulose (Laborclin) estéreis foram embebidos com os extratos

de A. platensis nas concentragdes (100 e 500 pg mL1), sendo sete discos para cada extrato. No



40

CN os discos foram embebidos em &gua destilada e no CP, eles foram embebidos com nistatina
(100 pg mL1). Os quatro extratos Hx, AcCOEt, MeOH e MeOH:H,0 (1:1) de A. platensis foram
testados frente ao fungo filamentoso Aspergillus niger e a levedura Candida albicans.

As culturas fungicas foram repicadas para placas de Petri contendo agar dextrose
batata (ADB) e incubadas por 7 dias a 28°C. Apo0s esse periodo de tempo, os discos com as
diferentes concentracfes dos extratos (100 e 500 pg/mL), CN e CP (100 pg/mL) foram
dispostos em novas placas de Petri contendo ADB. Nas placas onde houve crescimento de A.
niger, foram retirados slots para serem depositados na regido central da placa, proximos aos
discos dos extratos, do CN e do CP.

Para os testes com a levedura C. albicans, a cultura foi ajustada a escala de
McFarland 0,5 e, com um swab estéril, foram feitos tapetes na surperficie de placas de ADB.
Posteriormente, os discos embebidos com os extratos nas diferentes concentracdes (100 e 500
g mLY), com o CN e com o CP foram dispostos nas placas, as quais foram incubadas por 7
dias a 28°C. O resultado foi considerado positivo quando houve surgimento de zona de inibicédo

de crescimento, em qualquer grau, ao redor dos discos de papel.

3.7.3 Atividade antibiofilme

Para o teste de inibicdo da formacédo de biofilme, foi utilizada a técnica da aderéncia
em microplacas de poliestireno (TMC) de acordo com a descri¢do de Christensen et al. (1985),
com adaptacdes.

A atividade antibiofilme dos extratos (Hx, ACOEt, MeOH e MeOH:H>0 1:1) de A.
platensis foi testada frente a cepa Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
reconhecidamente produtora de biofilme.

Inicialmente, foi feita a repicagem das cepas bacterianas a serem testadas para tubos
de ensaio contendo agar triptona de soja (TSA) inclinado, os quais foram incubados em estufa
bacterioldgica a 35°C por 24 h. Em seguida, o inoculo bacteriano foi ajustado a escala de
McFarland 0,5 com solucdo salina 0,85%. A turbidez foi determinada pela leitura de
absorbancia no intervalo de 0,08 a 0,1 em espectrofotdmetro (Thermo BioMat3) no
comprimento de onda de 625 nm.

Também utilizando a solugdo estoque de 5.000 ng mL? de cada extrato, foram
obtidas as concentracdes de 100 e 1.000 pg mL™ nos micropogos adicionando aliquotas de cada

extrato (5.000 pg mL1), caldo Luria Bertani (LB) duplo e o indculo bacteriano ajustado a escala
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de McFarland 0,5, de maneira que o volume final em cada poco fosse de 200 uL. (QUADRO
2).

Quadro 2 - Determinacdo da atividade antibiofilme nos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol

(MeQOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0 1:1) da microalga Arthrospira platensis, nas concentracdes 100 e 1.000

pg mL 2,
Concentracéo Extrato Caldo LB In6culo Volume
(ug mL?) (5.000 pg mL™?) duplo (uL) bacteriano (uL) final (uL)
100 4 96 100 200
1.000 40 60 100 200
Controle negativo - 100 100 200

Fonte: AUTOR

Em seguida, as microplacas de poliestireno com 96 pogos com fundo em U foram
incubadas a 35°C por 48 h. O teste foi realizado em triplicata.

Apbs o periodo de incubacéo, os indculos contidos nos pocos foram desprezados, e
as placas foram lavadas trés vezes com agua destilada. As placas foram incubadas para secagem
em estufa a 60°C por 1 h. Logo apds, os pocos foram corados com solucdo de cristal violeta a
1% e deixados a temperatura ambiente por 1 min. Procederam-se trés lavagens sucessivas dos
po¢os com agua destilada e secagem das microplacas em temperatura ambiente.

Apbs a secagem das microplacas foi realizada uma analise visual dos pogos para
verificar a presenca ou auséncia de coloracdo roxa. Para avaliar a capacidade de inibi¢do da
formacgé@o de biofilme, foram considerados positivos os extratos que inibiram a aderéncia,

evidenciado pela auséncia de coloracao roxa no interior dos pogos.

3.8 Atividade contra células de cancer

3.8.1 Linhagens celulares e condicdes de cultivo das células de cancer

Foram utilizadas as linhagens MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e LNCaP clone
FGC (carcinoma da prostata metastatico), ambas obtidas da ATCC® (American Type Culture
Collection, USA) através do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As linhagens foram
cultivadas em frascos T-25 contendo meio RPMI 1640 (GE-Hyclone®), suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) (GIBCO® - Life Technologies), 1% de L-glutamina, penicilina
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(100 U mL™) e estreptomicina (100 pg mL™1) (GIBCO® - Life Technologies), e mantidas a
37°C, em uma atmosfera de 95% de umidade e 5% de CO.. O meio foi trocado a cada trés dias
e, ao atingirem 90% de confluéncia, as células foram tripsinizadas (0,025% tripsina / 0,1%

EDTA) para subcultura e/ou ensaios de viabilidade e migracgéo celular.

3.8.2 Ensaio de viabilidade celular

Apos a tripsinizacio, as células (2 x 10%/200 puL/pogo) foram incubadas em placas
de poliestireno de fundo chato (96 pocos), mantidas por 24 h em estufaa 37°C, 95% de umidade
e 5% de COz. Posteriormente, o meio foi retirado e adicionaram-se 200 uL. de meio RPMI
contendo os extratos Hx, ACOEt, MeOH e MeOH:H20 (1:1), nas concentra¢des de 200; 20; 2
e 0,2 ug mL™. Apoés 48 h, o meio foi retirado e substituido por 100 pL de meio ndo
suplementado no qual adicionaram-se 20 uL da solugio de sal tetraz6lio MTS (CellTiter 96®
Aqueous MTS Reagent Powder, Promega, WI, USA), de acordo com as recomendacgdes do
fabricante.

A absorbéancia foi mensurada no comprimento de onda de 490 nm em um leitor de
microplacas (SpectraMax i3 Multi-Mode Microplate Reader). Foram realizados trés ensaios de

viabilidade independentes e em triplicata. A viabilidade celular foi calculada pela equagéo 5.

AbS490 nm(extrato)

Viabilidade celular (%) = X 100% (5)

AbS490 nm (controle)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Condicdes de cultivo da microalga Arthrospira platensis e rendimentos das extragdes

As condigdes escolhidas para o cultivo da microalga A. platensis foram
consideradas ideais e estabelecidas de modo a se obter o melhor desempenho produtivo
possivel. Com o objetivo de manter o cultivo unialgal, e atentos para o fato de que o sistema de
cultivo foi montado proximo a tanques da Estacdo de Aquicultura e ao Agude Santo Anastacio,
0 que poderia representar uma possivel fonte de contaminagéo, o pH elevado garantiu condi¢Ges
severas para impedir a entrada de microalgas competidoras e/ou predadores como copépodos e
rotiferos (DEAMICI; SANTOS; COSTA, 2018; HUANG et al., 2014).

Tradicionalmente, a extracdo de varios compostos bioativos a partir de produtos
naturais tem sido realizada em muitas industrias usando diferentes solventes. Os métodos
convencionais de extracdo, como maceracdo e extracdo em Soxhlet apresentam muitos
inconvenientes como a utilizacdo de grandes quantidades de solventes, longo tempo de extracao
e menor rendimento de extracdo. Recentemente, 0s pesquisadores concentraram-se em técnicas
de extragdo mais eficientes como a extragdo assistida por ultrassom, extracdo assistida por
micro-ondas, extracdo com fluido supercritico e extracdo de fluido pressurizado, com o objetivo
de superar essas desvantagens (DEY; RATHOD, 2013; WANG; WELLER, 2006). Contudo,
dentre todas essas técnicas, o ultrassom é uma opcdo que se destaca por ser barata e simples,
podendo substituir as técnicas tradicionais de extracdo (WANG et al., 2008).

O processo de extracdo por ultrassom usa cavitacdo acustica para produzir bolhas
de cavitacdo que implodem resultando em altas forgas de cisalhamento. Isso causa uma
perturbacao na parede celular permitindo que o solvente penetre no material alvo da extracédo e
aumente a area de superficie de contato entre o solvente e o composto de interesse, resultando
em uma maior transferéncia de massa, além de proporcionar uma melhor mistura (DEY;
RATHOD, 2013; VINATORU et al., 1997). Assim sendo, o uso do ultrassom fornece maior
rendimento na extracdo, maior taxa de extragéo, tempo de extracdo reduzido e maior taxa de
processamento com a vantagem da reducdo da temperatura e do volume de solvente utilizado
(LUQUE-GARCIA; DE CASTRO, 2003), o que é muito util para a extracdo de compostos
termicamente labeis (DEY; RATHOD, 2013; VINATORU, 2001).

No presente trabalho, as condi¢Ges de extracdo por ultrassom foram estabelecidas

para otimizar a extracdo dos compostos com atividade bioldgica da microalga A. platensis. A
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otimizacdo das condigdes de extragdo € um processo critico pois varios parametros podem
potencialmente afetar o processo de extragéo por ultrassom.

O uso de uma série de solventes de polaridade crescente € comum para alcancar um
certo grau de fracionamento (SARKER; LATIF; GRAY, 2006).

A biomassa inicial de A. platensis corespondeu a 9,02 g e foi considerada 100%. A
partir dela, foram obtidos 0,310 g de extrato Hx, 0,113 g de extrato AcOEt, 0,319 g de extrato
MeOH e 0,0474 g de extrato MeOH:H20 (1:1), equivalendo a rendimentos de 3,44%, 1,25%,
3,54% e 0,52%, ou 34,37 mg g}, 12,53 mg g}, 35,37 mg g e 5,25 mg g}, respectivamente
(GRAFICO 1).

Gréfico 1 — Rendimento das extracdes da biomassa da microalga Arthrospira platensis com os solventes hexano
(Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0 1:1), em ordem crescente de

polaridade.

Concentragdo (mg g")

T -

. I
Hx AcOFt MeOH MeOH:H,0O

Solvente

Fonte: AUTOR

De acordo com a literatura, os rendimentos de extratos de microalgas, assim como
0s de macroalgas, sdo sempre baixos quando comparados com aqueles de vegetalis terrestres.

Michael et al. (2018) relataram rendimentos entre 6,83% e 21,63%, resultado
superior ao obtido no presente trabalho, porém o processo de extracdo utilizado por eles foi
repetido trés vezes para cada biomassa, enquanto que no presente trabalho a biomassa inicial
foi extraida uma unica vez com cada solvente e de forma sequencial.

Os rendimentos mais altos (3,54% e 3,44%) foram encontrados usando metanol e

hexano, respectivamente. Um alto rendimento na extracdo de biomoléculas pelo hexano
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(solvente apolar) pode ser explicado pelo fato de as interacGes entre a membrana e o solvente
reduzirem a hidrofobicidade da membrana por apresentar uma maior afinidade por solventes
apolares levando a alteracbes nas caracteristicas da membrana o que contribui para sua
disrupcédo (VAN GESTEL et al., 2003) e, provavelmente, por conter uma grande quantidade de
lipidios (SARKER; LATIF; GRAY, 2006).

O alto rendimento do extrato MeOH pode ser explicado pela alta extracdo de
compostos polares (SARKER; LATIF; GRAY, 2006).

Ja os rendimentos dos extratos AcOEt (1,25%) e MeOH:H20 1:1 (0,52%) foram
inferiores. Deve-se observar que as quatro extracdes foram feitas em sequéncia sobre a mesma
biomassa (substrato), obedecendo a ordem crescente de polaridade dos solventes.

Estes resultados mostram que a extracdo de biomoléculas de A. platensis, sob as
condicdes utilizadas no presente trabalho, ocorre com uma menor exposi¢éo de tempo e com
um maior rendimento do que os empregados por outros métodos para a mesma microalga
(DEJSUNGKRANONT; CHEN; SIRISANSANEEYAKUL, 2017; DEY; RATHOD, 2013;
SILVA et al., 2017).

4.2 Quantificacdo de compostos fendlicos totais (CFT) nos extratos da microalga

Arthrospira platensis

A curva padrdo do acido galico (G7384 Sigma) nas concentracBes de 8,51 a
170,12 pug mL™* foi usada para a quantificagdo dos compostos fendlicos totais dos extratos Hx,
ACOEt, MeOH e MeOH:H0 (1:1) de A. platensis (GRAFICO 2).

O presente estudo mostrou que os solventes tiveram efeito sobre a extracdo dos
compostos fendlicos (TABELA 1). Os extratos Hx e AcOEt apresentaram 0S maiores
rendimentos na extracdo dos compostos fendlicos (73,34 e 99,00 mg EAG g? extrato,
respectivamente), enquanto os extratos MeOH e MeOH:H20 (1:1) apresentaram rendimentos
inferiores (30,49 e 26,21 mg EAG g extrato, respectivamente).

A variacdo do rendimento das extragdes pode ser explicada pelas diferentes
polaridades de compostos fendlicos que foram seletivamente mais sollveis em diferentes
solventes (NGO et al., 2017). Como as extracdes foram feitas de forma sequencial e os
solventes Hx e ACOEt apresentam altos rendimentos, a disponibilidade dos compostos
fendlicos para as extragfes subsequentes usando solventes de maior polaridade (MeOH e

MeOH:H.0 1:1) pode ter sido reduzida. Além disso, este resultado mostra que nenhum solvente
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é capaz de retirar todos os compostos fenolicos, evidenciando a grande variedade de polaridade

desses metabdlitos.

Gréfico 2 - Curva padrao do 4cido galico (G7384 Sigma) em concentragdes de 8,51 a 170,12 pug mL™2.

0.8 - y=0,00556 + 0,00443x
n=5 r=0,9785

0.0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Concentragao (ug/mL)

Fonte: AUTOR

Tabela 1 — Compostos fendlicos totais (CFT), expressos em mg de equivalente acido galico (EAG) por g dos
extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e metanol:dgua 1:1 (MeOH:H,O 1:1) da

microalga Arthrospira platensis.

Extratos CFT (mg EAG g extrato) (x + s)
Hx 73,34 £ 6,94
AcOEt 99,00 = 7,89
MeOH 30,49 £ 3,32
MeOH:H20 (1:1) 26,21 £4,19

Fonte: AUTOR

Batista et al. (2017) reportaram CFT, expresso em mg EAG/g, de 19 para A.
platensis, de 9,2 para Tetraselmis suecica, de 8,4 para Phaeodactylum tricornutum e de 6,4 para
Chlorella vulgaris. Estes autores realizaram a extracdo utilizando solventes de diferentes
polaridades (hexano, acetato de etila e agua), unindo o sobrenadante de cada extracdo para
realizar uma Unica andlise de CFT. Por sua vez, Bolanho et al. (2014) relataram valores de CFT

para a biomassa de A. platensis de 12 mg EAG/g.
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Machu et al. (2015) encontraram CFT no extrato aquoso de A. platensis de 43,2 mg
EAG/g. Michael et al. (2018) encontraram CFT de 292, 17 e 409,20 mg EAG/g de biomassa
seca de A. fusiformes, cultivada tanto no meio padrdo Zarrouk, quanto em um meio de baixo
custo desenvolvido pelos préprios autores, respectivamente. A extracao foi feita com etanol a
95%, tendo o processo sido realizado trés vezes para maximizar o rendimento do processo de
extracao e, consequentemente, os resultados de CFT.

Os resultados de CFT encontrados no presente trabalho estdo dentro do amplo

intervalo de variacéo relatado na literatura para microalgas.

4.3 Quantifiacdo do teor de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) (TF)

nos extratos da microalga Arthrospira platensis

A curva padrdo da quercetina (33.795-1 Aldrich) em concentragdes de 10 a 150 pg
mL* foi utilizada para quantificar o teor de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo
luteolina) (TF) nos extratos Hx, AcOEt, MeOH e MeOH:H.0 (1:1) de A. platensis (GRAFICO
3).

Gréfico 3 - Curva padrdo da quercetina (33.795-1 Aldrich) em concentragdes de 10 a 150 pug mL™.
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Fonte: AUTOR

Novamente foi evidenciado que os solventes tiveram efeito sobre a extragcdo dos
flavonoides (TABELA 2). Da mesma forma, os extratos Hx e ACOELt apresentaram 0s maiores

rendimentos na extracéo dos flavonoides (318,15 e 474,65 mg EQ g extrato, respectivamente),
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enquanto que o extrato MeOH apresentou rendimento inferior (73,05 mg EQ g* extrato). No
extrato MeOH:H,0 (1:1), mesmo na maior concentracio (1.000 pg mL™), os flavonoides néo
foram detectados ou por estarem ausentes ou por causa da concentracao do extrato que deveria

ter sido mais elevada.

Tabela 2 — Teor de flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) (TF), expressos em mg de equivalente
quercetina (EQ) por g dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e metanol:agua 1:1

(MeOH:H0 1:1) da microalga Arthrospira platensis.

Extratos TF (mg EQ g extrato) (¥ + s)
Hx 318,15 + 6,05
AcOEt 474,65 £ 6,15
MeOH 73,05+1,94

MeOH:H.0 (1:1) -
Fonte: AUTOR

A extracao dos flavonoides é dependente da polaridade do solvente usado. H& um
consenso de que os flavonoides sdo geralmente mais solliveis em solventes orgénicos polares
(WANG; JONSDOTTIR; OLAFSDOTTIR, 2009), contudo, no presente trabalho, foi
encontrado elevado teor de fendlicos em um solvente apolar (HX) e em um solvente de
polaridade moderada (AcOEt).

A variagdo do rendimento das extracbes novamente pode ser explicada pelas
diferentes polaridades dos flavonoides (flavonois e flavonas do subgrupo luteolina) que foram
seletivamente mais soltveis em diferentes solventes (NGO et al., 2017). E importante destacar
que as extracOes foram feitas de forma sequencial e os extratos Hx e AcOEt apresentaram altos
rendimentos (TABELA 2), enquanto que a disponibilidade dos flavonoides para a extracéo pelo
metanol pode ter sido reduzida. Este solvente, aparentemente, foi capaz de remover todos 0s
fendlicos polares, ndo restando compostos fendlicos para extragdo pelo MeOH:H20 (1:1). Além
disso, este resultado mostrou que nenhum solvente é capaz de retirar todos os flavonoides,
evidenciando a grande variedade de polaridade desses compostos.

Michael et al. (2018) encontraram valores de TF de 11,25 e 13,25 mg RE/g de
biomassa seca de A. fusiformes cultivadas no meio padrdo Zarrouk e em um meio de baixo
custo desenvolvido pelos proprios autores, respectivamente. A extracdo foi feita com etanol a
95%, tendo o processo de extracdo sido realizado trés vezes para maximizar seu rendimento e,

consequentemente, os resultados de TF.
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4.4 Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

Os resultados da capacidade de sequestro do radical DPPH dos extratos Hx, AcOEt,
MeOH e MeOH:H20 (1:1) da microalga A. platensis estdo acompanhados daqueles obtidos
para o controle positivo (4cido ascorbico) (TABELA 3, GRAFICO 4).

Tabela 3 - Capacidade de sequestro do DPPH do 4cido ascérbico (controle positivo) e dos extratos hexano (Hx),
acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,O 1:1) da microalga Arthrospira
platensis, nas concentragdes de 100 a 1.000 pg mL™.

DPPH (%) (x £ s)
Concentracao _
Acido MeOH:H20
(g mL?) o Hx AcOEt MeOH
ascorbico (1:1)
100 149+22 19,8+2,6 18,9+3,9 239+0,1 16,3+ 0,0
250 236+4,1 23,0+0,6 24,3+0,9 20,5+0,1 19,3+£0,0
500 41,1+32 23,8+2,0 244 £27 24,6 £0,1 19,0£0,0
1.000 83,2120 28,6 +1,7 47,7+1.8 20,7+£0,0 30,1+0,1

Fonte: AUTOR

Gréfico 4 — Capacidade de sequestro do DPPH do éacido ascérbico (AA, controle positivo) e dos extratos hexano
(Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e metanol:adgua 1:1 (MeOH:H,0 1:1) da microalga Arthrospira
platensis, nas concentragdes de 100 a 1.000 pug mL™.

Fonte: AUTOR
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E possivel observar que na concentragdo de 1.000 ug mL?, os extratos Hx, MeOH
e MeOH:H>O (1:1) apresentaram capacidade de sequestro do radical DPPH entre 20,7% e
30,1%, enquanto que o extrato AcOEt apresentou 47,7%, uma atividade semelhante aquela
encontrada para o controle positivo (acido ascorbico) na concentragdo de 500 pg mL
(TABELA 3).

A capacidade de sequestro do DPPH, um radical livre estdvel que contém
nitrogénio, é um dos métodos mais comuns para determinar a atividade antioxidante por causa
da elevada estabilidade na conducdo do experimento e da facilidade de execucdo da analise
(TANG et al., 2008; YANG et al., 2017). Este método avalia a capacidade antioxidante; as
espécies antioxidantes testadas eliminam o DPPH, cuja absorbancia méxima ocorre em 515 nm,
resultando na diminuicdo dessa absorbancia. Nesse método, o DPPH é posto em excesso, de
trés a dez vezes mais em relacdo a amostra testada. Apos o periodo de incubacdo, o DPPH
residual é quantificado pela determinacdo da absorbancia em 515 nm (MISHRA; OJHA;
CHAUDHURY, 2012; YANG et al., 2017). Entdo uma menor leitura da absorbancia indica
gue o extrato apresenta uma alta capacidade de sequestro do radical DPPH. A capacidade de
sequestro do radical DPPH ¢é feita com base na capacidade de reducdo do antioxidante o qual
serve como doador de hidrogénio em tal caso (CEPOI et al., 2009).

Michael et al. (2018) encontraram DPPH variando entre 72% e 95% para 0s extratos
de A. fusiformis na concentragéo de 500 pg mL™. Sengupta et al. (2018) reportaram DPPH de
40,26% no extrato de A. platensis, enquanto Cepoi et al. (2009) relataram DPPH nos extratos
etanolicos a 40% e a 70% de A. platensis iguais a 30% e 52%, respectivamente, resultados
semelhantes ao encontrado no presente trabalho.

Ali et al. (2014) fizeram uma extracdo sequencial da biomassa de A. platensis
usando os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol a 70% e agua (225 pg mL™1),
determinaram a atividade de sequestro do DPPH e observaram que o0s extratos apresentaram
atividades mais ou menos semelhantes, em torno de 47%.

A presenca de compostos bioativos na biomassa de A. platensis pode estar associada
ao potencial antioxidante, dentre outras fungdes bioldgicas.

Shanab et al. (2012) relataram que o cultivo de espécies de cianobactérias (Nostoc
muscorum, Oscillatoria sp. e A. platensis), sob condicGes de estresse de nitrogénio, provocou
um aumento consideravel das ficobiliproteinas, seguido por um aumento em suas atividades
antioxidantes.

Siriwardhana et al. (2003) reportaram uma alta correlagdo entre a capacidade de

sequestro do radical DPPH e o contetdo fenolico total.
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Comparadas com outras microalgas, as cianobactérias como A. platensis possuem
capacidade antioxidante gracas a alta quantidade de ficobiliproteinas, especialmente a
ficocianina (FERNANDEZ-ROJAS; HERNANDEZ-JUAREZ; PEDRAZA-CHAVERRI,
2014), e aos compostos fendlicos, incluindo fenois simples, flavonoides, fenilpropanoides,
taninos, ligninas, &cidos fendlicos e seus derivados, sintetizados como metabolitos secundarios
(EL-BAKY; EL BAZ; EL-BAROTY, 2009), os quais sdo considerados como uma das classes
mais importantes de antioxidantes naturais (BATISTA et al., 2017).

4.5 Capacidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC)

Na determinacéo da atividade antioxidante por meio da capacidade de quelacao de
jons ferrosos (FIC), a ferrozina forma um complexo (quelato) com ifons ferrosos (Fe?*),
resultando em uma coloracdo rosea. Porém, esta reacao é restringida na presenca de agentes
quelantes, resultando na diminuicéo da intensidade da colorag&o rosea do complexo ferrozina-
Fe2*. A perda da cor determina a capacidade de quelacio da amostra (extrato) por competir com
a ferrozina pelos ions ferrosos (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013). Assim, menores
leituras de absorbancia indicam que o extrato apresenta alta capacidade de quelagéo de Fe?*.

Os resultados de FIC dos extratos Hx, AcCOEt, MeOH e MeOH:H,O (1:1) da
microalga A. platensis estdo acompanhados daqueles obtidos para o controle positivo (EDTA)
(TABELA 4, GRAFICO 5). As atividades antioxidantes dos extratos de A. platensis s&o baixas
em comparacdo com o controle positivo (EDTA), mas é possivel observar que nas
concentragOes mais altas (250 a 1.000 pg mL™?) do extrato MeOH:H20 (1:1), os valores de FIC
ficaram entre 45,2% e 55,2% (TABELA 4, GRAFICO 5).

Em todas as concentragdes testadas, os extratos Hx, AcOEt, MeOH e MeOH:H>0
(1:1) de A. platensis interferiram na formacio do complexo Fe?*-ferrozina, sugerindo que eles
sdo possuidores de atividade quelante. No geral, a atividade medida pelo FIC foi considerada
dependente da concentragdo e aumentou com 0 aumento da concentracao do extrato (TABELA
4: GRAFICO 5).

Extratos que apresentam capacidade de quelacdo de ions ferrosos podem atuar
como antioxidantes a medida que eles formam complexos com os ions metalicos e reduzem o
potencial redox, estabilizando a forma oxidada dos ions metélicos (HASSOUANI et al., 2017).
Por essa razao, o FIC da microalga A. platensis investigada no presente trabalho foi estimada

pela ruptura do complexo Fe?*-ferrozina.
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Hassouani et al. (2017) relataram FIC superior a 80% para os extratos da
cianobactéria Lyngbya aestuarii preparados com diclorometano/metanol na concentracdo de
500 a 1.000 pg mL™.

Tabela 4 — Capacidade de quelagdo de ions ferrosos (FIC) do EDTA (controle positivo) e dos extratos hexano
(Hx), acetato de etila (AcOELt), metanol (MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H>0 1:1) da microalga Arthrospira

platensis, nas concentracdes 10 a 1.000 pug mL™.

FIC (%) (x £ 5)
Concentracdo
MeOH:H20
(ug mLY) EDTA Hx AcOEt MeOH
(1:1)

10 265+24 13,0+4,1 126+2,0 141 +3,9 15,3+ 3,8
25 61,9 +6,2 147+1,8 14,1+£0,5 24,0+ 6,2 18,4 £ 14,3

50 86,6 + 7,6 16,1+1,5 151+£2.2 27,2+6,0 75+£35
100 97,221 20,0422 17,6 + 3,8 29448 21,6 £55
250 102,4+£1,8 224+28 20,9+ 3,7 33,3+1,0 452 £ 47
500 101,1+2,3 25,8 +4,5 28,2 %37 37,0+6,8 49,7+ 44
1.000 1054+ 1,0 31,5+0,7 39,0+4,2 39,6 £4,2 55,2+27

Fonte: AUTOR

Gréfico 5 — Capacidade de quelacdo de ions ferrosos (FIC) do EDTA (controle positivo) e dos extratos hexano
(Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e metanol:4gua 1:1 (MeOH:H;0 1:1) da microalga Arthrospira

platensis, nas concentragdes 100 a 1.000 pg mL™.
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4.6 Poder de reducdo de ions férricos (FRAP)

Os resultados do poder de reducéo de ions férricos (FRAP) dos extratos Hx, AcOEt,
MeOH e MeOH:H20 (1:1) da microalga A. platensis estdo acompanhados daqueles obtidos
para o controle positivo (acido ascorbico) (TABELA 5, GRAFICO 6). Neste trabalho, todos os
extratos testados apresentaram baixa atividade antioxidante pelo método FRAP.

Tabela 5 — Poder de reducdo de ions férricos (FRAP) do acido ascérbico (controle positivo) e dos extratos hexano
(Hx), acetato de etila (AcOELt), metanol (MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0 1:1) da microalga Arthrospira

platensis, nas concentragdes 25 a 1.000 pug mL™2.

) Poder de reducdo de ions férricos (Abs7oo nm)
Concentragao _
Acido MeOH:H.0
(ug mLY) o Hx AcOEt MeOH
ascorbico (1:1)

25 0,126 + 0,006  0,092+0,009 0,101+0,027 0,088+0,011 0,079+0,012

50 0,225+ 0,009 0,095+0,015 0,074+0,006 0,080+0,004 0,069+ 0,010
100 0,356 + 0,016 0,088 +£0,004 0,080+0,007 0,088+0,006 0,071+0,001
250 0,559 +0,003 0,103+£0,005 0,092+0,005 0,101+0,016 0,082 0,005
500 1,329+£0,041 0,100+0,009 0,128+0,007 0,111+0,012 0,084 = 0,003
1.000 1,707+0,014 0,148+0,010 0,149+0,004 0,152+0,005 0,106 = 0,001

Fonte: AUTOR

Gréfico 6 — Poder de reducdo de ions férricos (FRAP) do acido ascorbico (AA, controle positivo) e dos extratos
hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0O 1:1) da microalga
Arthrospira platensis, nas concentragdes 25 a 1.000 pg mL™,
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Batista et al. (2017) avaliaram o FRAP, expresso em mmol TEAC kg™!, de quatro
cepas de microalgas: 4. platensis, Chlorella vulgaris, Tetraselmis suecica € Phaeodactylum
tricornutum, tendo encontrado maior capacidade antioxidante na biomassa de P. tricornutum
(248), seguida da de C. vulgaris (193) e das de A. platensis e T. suecica (cerca de 160).

Golmakani et al. (2018) reportaram FRAP dos extratos de 4. platensis de 12,06
AAE mL!. Sengupta et al. (2018), também estudando a mesma microalga, encontraram valores
de FRAP muito inferiores (0,20 pg g'). A comparagdo desses resultados com os do presente

trabalho ¢ dificultada pelo fato de estarem expressos em unidades diferentes.

4.7 Atividade inibitoria do branqueamento do p-caroteno (BCB)

Os resultados da atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB) dos
extratos Hx, ACOEt, MeOH e MeOH:H>0 (1:1) da microalga A. platensis estdo acompanhados
daqueles obtidos para o controle positivo (acido ascérbico) (TABELA 6, GRAFICO 7).

Tabela 6 — Atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB) (média + desvio padrdo) do &cido
ascorbico (controle positivo) e dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e
metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0 1:1) da microalga Arthrospira platensis, nas concentragdes de 5 a 1.000 pg mL™,

apos 300 minutos.

BCB (%) (x £ s)
Concentracao _
Acido MeOH:H20
(g mL?) _ Hx AcOEt MeOH
ascorbico (1:2)

5 723+19 88,6 +0,8 1148+29 1129+8,8 78,8 + 3,6

10 715+24 86,0+14 116,4+4,4 1154 +£5,1 80,5+4,7

25 62,3+29 86,8+ 0,6 113,1+3,3 1141 +6,4 77,3+45

50 63,3+1,5 90,7+1,5 1156+3,8 112,742 76,8+1,9
100 59,0+ 7,0 89,6 +0,8 1121+48 116,0+23 73,8+132
250 66,8 +0,8 91,1+14 117,2+20 118,4+8,3 86,5+ 3,2
500 71,4+31 101,4+0,4 130,9+ 3,6 1159 +4,0 84,1+8,0
1.000 79,4 +3,1 110,3+6,5 121,3+50 1039+6,9 772+3,1

Fonte: AUTOR
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Grafico 7 — Atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB) (média + desvio padrdo) do acido
ascorbico (AA, controle positivo) e dos dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e
metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0 1:1) da microalga Arthrospira platensis, nas concentragdes de 5 a 1.000 pg mL™?,

apos 300 minutos.
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Fonte: AUTOR

O impacto dos solventes sobre 0 BCB de A. platensis no presente trabalho pode ser
explicado pela variacdo dos grupos bioativos extraidos pelos diferentes solventes, cada um
contribuindo com uma atividade antioxidante diferente (NGO et al., 2017).

Ali et al. (2014) realizaram uma extracdo da biomassa de A. platensis de forma
sequencial, usando os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol a 70% e &gua (225
ug mLY) e analisaram a atividade antioxidante pelo BCB. Os autores observaram que 0 extrato
acetato de etila apresentou a maior atividade antioxidante (93,64%), melhor resultado
encontrado também no presente trabalho, enquanto que os extratos hexano e cloroférmio
apresentaram atividade moderada (73,36% e 76,77%, respectivamente).

Gargouri, Magné e El Feki (2016) encontraram uma forte atividade de inibicdo do
branqueamento do B-caroteno (ICso = 4,01 pg mL™), resultado semelhante ao encontrado no
presente trabalho para BCB.

As reducdes da atividade inibitoria do branqueamento do B-caroteno (BCB) do
controle positivo (acido ascérbico) e dos extratos Hx, AcOEt, MeOH e MeOH:H.0 (1:1) da
microalga A. platensis, medidas a cada 30 min, no intervalo de 0 a 300 min, duragéo total da

determinacAo, estdo mostradas nos GRAFICOS 8A a 8E.
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Grafico 8 — Atividade inibitéria do branqueamento do B-caroteno (BCB) (média + desvio padrao), de 0 a 300 min,
medidas a cada 30 minutos, do acido ascorbico (controle positivo - A) e dos extratos hexano (Hx - B), acetato de
etila (AcOEt - C), metanol (MeOH - D) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,O 1:1 - E) da microalga Arthrospira

platensis, nas concentracdes de 5 a 1.000 pg mL™.
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Fonte: AUTOR

Em todas as concentracOes testadas, os extratos de A. platensis interferiram no
branqueamento do -caroteno, sugerindo atividade antioxidante. O extrato AcOEt apresentou
o melhor BCB (TABELA 6, GRAFICOS 7 e 8). No geral, a atividade do BCB foi considerada
dependente da concentragdo e aumentou com 0 aumento da concentragdo do extrato
(GRAFICOS 8A a 8E).



57

Estudos revelaram que varios géneros de microalgas, incluindo Arthrospira,
contém potentes antioxidantes, tanto nos extratos lipofilicos quanto naqueles hidrofilicos (ALI
et al., 2014; ROMAY et al., 2003). Ao usar extratos brutos de cianobactérias como fonte de
antioxidantes naturais, ndo apenas compostos fendlicos, mas também outros compostos devem
ser considerados. Da mesma forma, os carotenoides cianobacterianos (a- e [-caroteno,
licopeno, zeaxantina, luteina, echinenona, astaxantina e cantaxantina) apresentam importante
atividade antioxidante contra radicais livres (HASSOUANI et al., 2017). Além disso, outros
compostos como acidos graxos poli-insaturados e polissacarideos também podem desempenhar
um papel importante na atividade de eliminacdo de radicais (PARWANI et al., 2017).
Resumindo, como as cianobactérias sdo matrizes complexas de varios compostos, a atividade
antioxidante ndo estaria intimamente ligada a um composto especifico, mas a sistemas
antioxidantes multicomponentes, que sdo geralmente mais eficazes devido a interac6es aditivas
ou sinérgicas entre os diferentes componentes antioxidantes (BABIC et al., 2016;
HASSOUANI et al., 2017).

4.8 Concentracao inibitéria minima (CIM)

Os compostos fenodlicos, carotenoides, peptideos e outras substancias presentes nos
extratos de microalgas sdo conhecidos por serem responsaveis por suas propriedades
antimicrobianas (PAGNUSSATT et al., 2014; PALIWAL et al., 2016; SCAGLIONI; DE
OLIVEIRA-GARCIA; BADIALE-FURLONG, 2018).

Os resultados da CIM contra as cepas-padrdo Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Salmonella ser. Braenderup (LAMAP18) e dos
controles positivo e negativo estdo apresentados nas FIGURAS 2, 3 e 4.

Com relacdo ao S. aureus, que € uma bactéria Gram-positiva, 0s extratos ndo foram
capazes de inibir seu crescimento, nem mesmo na maior concentragéo testada (1.000 pg mL™)
(FIGURA 2).

Os resultados da CIM contra as cepas-padréo E. coli e Salmonella ser. Braenderup
também foram negativos, ou seja, 0s extratos, do mesmo modo, ndo foram capazes de inibir o
crescimento dessas bactérias Gram-negativas (FIGURAS 3 e 4).

Apesar dos resultados negativos quanto a atividade antibacteriana, compostos
ativos contra bactérias Gram-negativas sdo muito importantes tendo em vista que, geralmente,

os antibidticos sdo menos efetivos contra elas, por causa da complexidade de sua estrutura
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multicamada da parede celular contendo lipopolissacarideos na parte mais externa da superficie
celular, o que dificulta a penetracdo do composto ativo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016).

Figura 2 — Concentragdo inibitdria minima (CIM) dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol

(MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0 1:1) da microalga Arthrospira platensis, nas concentra¢des 100, 250,
500 e 1.000 pug mL?, frente a cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
100 250 500 1.000
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H:0
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Cont - | |

Fonte: AUTOR

Figura 3 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol

(MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0 1:1) da microalga Arthrospira platensis, nas concentracfes 100, 250,
500 e 1.000 pug mL:, frente a cepa Escherichia coli (ATCC 25922).
100 250 500 1.000

Fonte: AUTOR
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Figura 4 — Conconcentragdo inibitoria minima (CIM) dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol
(MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0 1:1) da microalga Arthrospira platensis, nas concentra¢des 100, 250,
500 e 1.000 pg mL™, frente a cepa Salmonella ser. Braenderup (LAMAP18).

Fonte: AUTOR

Embora os extratos Hx, AcOEt, MeOH e MeOH:H.O (1:1) da microalga A.
platensis ndo tenham apresentado atividade inibitdria contra as bactérias testadas, foi observada
uma reducdo da carga bacteriana do extrato Hx de 100 para 1.000 pug mL™, o que indica uma
possivel atividade bacteriostatica desse extrato (FIGURA 5).

Fu, Lu e Zhou (2016) demonstraram que o acido galico apresentou atividade
antibacteriana contra oito cepas bacterianas. Lima et al. (2016) também testaram a atividade
antibacteriana dos &cidos galico e cafeico contra as bactérias E. coli, S. aureus e Pseudomonas
aeruginosa, e obtiveram potencial inibicdo do crescimento dessas cepas.

Os &cidos fendlicos, como galico e cafeico, afetam a membrana celular microbiana,
alterando a carga e a hidrofobicidade da superficie celular (BORGES et al., 2013;
PAGNUSSATT et al., 2016).

Alguns autores relataram que determinados &acidos graxos apresentam alguma
atividade antimicrobiana, especificamente os 4cidos laurico, palmitoleico, oleico e,
principalmente, o acido y-linolénico (DE MULE, 1996; MENDIOLA et al., 2007).

Os extratos Hx, AcCEOt, MeOH e MeOH:H20 (1:1), avaliados neste trabalho, ndo
apresentaram qualquer tipo de atividade contra as bactérias analisadas, provavelmente devido
ao fato de os compostos que promovem a agdo antimicrobiana estarem em uma concentragdo

insuficiente para auferir tal atividade.
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Figura 5 — Verificacdo da atividade bacteriostatica dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol
(MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0O 1:1) da microalga Arthrospira platensis, nas concentra¢des 100 e 1.000
pg mLt (A). Verificagdo da atividade bacteriostatica do extrato hexano (Hx) na concentragdo 1.000 pg mL* frente

a cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923) na concentragdo 100 ug mL* (B).
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Fonte: AUTOR

4.9 Atividade antiflngica

Foi possivel constatar a inexisténcia de atividade fungicida dos extratos testados
neste trabalho. Entretanto, foi observada uma demora ou retardamento no crescimento de A.
niger nos discos embebidos com o extrato AcOEt. Primeiramente o fungo cresceu de forma
mais lenta ao redor dos discos e depois por cima deles, evidenciando uma provavel acdo
fungistatica (FIGURA 6).

Ndo foi possivel demonstrar atividade antifungica contra Candida albicans
(FIGURA 7).

Alguns estudos comprovaram efeitos antifungico e antimicotoxigénico de
compostos fendlicos extraidos de microalgas (PAGNUSSATT et al., 2014; SCAGLIONI;
BADIALE-FURLONG, 2017; SCAGLIONI; DE OLIVEIRA-GARCIA; BADIALE-
FURLONG, 2018; SOUZA et al., 2011).

Pagnussatt et al. (2016) e Souza et al. (2011) demonstraram a capacidade
antifangica de extratos de Arthrospira sp. e Chlorella sp. contra espécies dos géneros Fusarium

e Aspergillus, respectivamente.
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Figura 6 — Verificacdo da atividade antifingica dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol
(MeOH) e metanol:dgua 1:1 (MeOH:H,O 1:1), em duplicata, da microalga Arthrospira platensis, nas

concentragdes 100 e 500 pg mL™, frente ao fungo Aspergillus niger.

Fonte: AUTOR

Figura 7 — Verificacdo da atividade antifingica dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol
(MeOH) e metanol:dgua 1:1 (MeOH:H,O 1:1), em duplicata, da microalga Arthrospira platensis, nas

concentragdes 100 e 500 pg mL?, frente ao fungo Candida albicans.

Fonte: AUTOR

Scaglioni, De Oliveira-Garcia e Badiale-Furlong (2018) encontraram eficiéncia
média de inibi¢do da producéo de tricotecenos, um importante grupo de micotoxinas, de 82%
e 68% apos tratamento com extratos fendlicos de Nannochloropsis sp. e Arthrospira sp.,
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respectivamente. Em comparagdo, o tebuconazol, um antiflngico sintético, foi menos eficiente
na prevencao da producdo de tricotecenos (12%). Além disso, os extratos das microalgas foram
capazes de inibir fortemente o crescimento de Fusarium graminearum, comprovando seu
potencial antifungico e antimicotoxigénico em culturas de trigo in vitro.

Durante o processo de extracdo ou purificacdo de compostos de interesse com
aplicacdo pretendida, pode haver uma exposicéo destes a processos hidroliticos ou oxidativos
capazes de reduzir a atividade biologica como efeito antifngico, antimicotoxina ou
antimicrobiano (PAGNUSSATT et al., 2016).

Estudos anteriores mostraram que os acidos fendlicos, particularmente o acido
clorogénico, o qual estd presente em A. platensis, estdo associados ao efeito antiflngico
(ATANASOVA-PENICHON; BARREAU; RICHARD-FORGET, 2016; SCAGLIONI; DE
OLIVEIRA-GARCIA; BADIALE-FURLONG, 2018).

Nos discos embebidos com o extrato ACOEt do presente trabalho foi observado
apenas um efeito fungistatico contra A. niger. Com os demais extratos (Hx, MeOH e
MeOH:H0 1:1), nenhum tipo de atividade antifungica foi verificada; talvez os compostos
associados com tal acdo estivessem em uma concentracao insuficiente para auferir atividade
fungicida ou até mesmo fungistatica.

Novos estudos precisam ser realizados para determinar 0 mecanismo para inibir o
desenvolvimento de fungos e a producdo de micotoxinas, assim como as quantidades de
compostos fendlicos necessarias para neutraliza-los, e para determinar a viabilidade de
aplicacdo em escala comercial (SCAGLIONI; DE OLIVEIRA-GARCIA; BADIALE-
FURLONG, 2018).

4.10 Atividade antibiofilme

Os extratos Hx, ACOEt, MeOH e MeOH:H-0 1:1 de A. platensis ndo foram capazes
de inibir a formac&o de biofilme de Pseudomonas aeruginosa (FIGURA 8).

Os biofilmes podem ser formados por bactérias ou por associa¢fes delas com outros
micro-organismos. As microcoldnias podem ser formadas por células da mesma espécie ou de
especies distintas (ELIAS; BANIN, 2012), e funcionam como um escudo contra antibioticos

ou contra algum estresse ambiental.
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Figura 8 — Verificacdo da atividade antibiofilme dos extratos hexano (Hx), acetato de etila (AcOEt), metanol
(MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H,0 1:1) da microalga Arthrospira platensis, nas concentra¢des 100 e 1.000
pg mL frente a bactéria Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

1,‘1)0‘ 1.000

Pseudomonas aeruginosa |

Fonte: AUTOR.

Carvalho et al. (2017), analisando extratos brutos de seis espécies de macroalgas
marinhas, Canistrocarpus cervicornis, Sargassum vulgare, Colpomenia sinuosa, Padina sp.,
Spyridia aculeata e Pterocladiella capillacea, com ou sem a associagdo de microsimbiontes
como fontes de compostos ndo-toxicos capazes de impedir o processo de incrustagdo,
verificaram inibicdo da formagdo de biofilmes de P. aeruginosa. Segundo os autores, 0s
extratos de C. cervicornis e Padina sp. com associa¢do e 0s de C. sinuosa sem associacao
interferiram significativamente na agregacgdo de P. aeruginosa.

Lewisoscar et al. (2017) relataram que o extrato metandlico de A. platensis na
concentracdo de 100 ng mL* foi testado frente a cepas bacterianas seletivas de importancia
clinica e apresentou baixa atividade antibiofilme.

E importante encontrar compostos capazes de impedir a associa¢do dos organismos
em biofilmes, considerando que os biofilmes podem se formar em qualquer ambiente e em
qualquer superficie, primeiramente se fixando e, em seguida, aderindo a ela como resultado da
producdo de uma matriz polissacaridica exopolimérica, responsavel pela fraca penetracao e
difusdo das drogas antimicrobianas (PANE et al., 2015).
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4.11 Atividade contra células de cancer
4.11.1 Efeito dos extratos da microalga Arthrospira platensis sobre a viabilidade celular

Para avaliar os efeitos dos extratos Hx, ACOEt e MeOH da microalga A. platensis
sobre a viabilidade celular, linhagens celulares de MCF7 e LNCaP foram incubadas com doses
crescentes dos extratos. O extrato MeOH:H.O (1:1) néo foi testado. Foi possivel observar uma
reducdo na viabilidade celular das células MCF7 e LNCaP para todos os extratos testados na

concentragdo de 200 ug mL* (GRAFICOS 9, 10 e 11).

Gréfico 9 — Avaliacdo da viabilidade celular das linhagens MCF7 e LNCaP tratadas com varias concentragdes (0,2

a 200 pug mLY) do extrato hexano (Hx) da microalga Arthrospira platensis.

I MCE-7 1 LNCAP

1401
130

% Viabilidade celular

[ ] pg/mL

Fonte: AUTOR
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Grafico 10 — Avaliacdo da viabilidade celular das linhagens MCF7 e LNCaP tratadas com varias concentragGes
(0,2 a 200 pug mL™) do extrato acetato de etila (AcOEt) da microalga Arthrospira platensis.
Bl MCF-7 [ INCAP

1407

% Viabilidade celular

Fonte: Autor

Gréfico 11 — Avaliacdo da viabilidade celular das linhagens MCF7 e LNCaP tratadas com varias concentragfes

(0,2 a 200 pug mL™?) do extrato metanol (MeOH) da microalga Arthrospira platensis.
Bl MCE-7 [ LNeap

1404
1304

% Viabilidade celular

[ ] ng/mL

Fonte: AUTOR

O céancer é uma doenca que afeta seriamente a satde e a qualidade de vida dos seres

humanos. A maioria dos estudos sobre a patogénese do cancer esta concentrada na regulacéo



66

da proliferacdo das células cancerigenas. Quando essas células estdo se proliferando fora de
controle, elas podem invadir os tecidos normais adjacentes ou entrar no sistema circulatorio ou
no sistema linfatico e se espalhar pelo corpo (LI et al., 2015).

A inibicdo do crescimento da linhagem celular pode variar de acordo com o tipo de
solvente, concentracdo do extrato ou composto e periodo de tratamento (HERNANDEZ;
KHANDUAL; LOPEZ, 2017).

Muitos agentes anticancer sdo provenientes de micrébios, plantas, organimos
marinhos e microalgas (DO NASCIMENTO-NETO, 2018; SHANAB et al., 2012). Na
literatura, a citotoxicidade de A. platensis é considerada um dos mecanismos de acdo
anticarcinogénica. Por exemplo, Czerwonka et al. (2018) demonstraram que o extrato aquoso
de A. platensis comercial exerceu atividade citotdxica e antiproliferativa contra células de
cancer de pulmdo humano (linhagem Ab549), porém o extrato ndo apresentou atividade
citotoxica contra fibroblastos da pele humana (HSF) normais. Ja Shanab et al. (2012)
examinaram a viabilidade celular de linhagens de células cancerigenas e encontraram que 0
extrato aquoso de A. platensis na concentragdo de 200 pg mL* exibiu uma eficiéncia anticancer
moderada de 67% e 54,8%, respectivamente, contra o tumor ascitico de Ehrlich e contra o
carcinoma hepatocelular humano. Os autores atribuiram o0s resultados ao conteldo de
ficobiliproteinas e a alta producdo de metabdlitos secundarios de A. platensis.

Estes resultados foram semelhantes aos encontrados no presente trabalho para os
extratos Hx e MeOH, na mesma concentragdo (200 pg mL™). Entretanto, as células LNCaP
tratadas com o extrato AcOEt apresentaram uma viabilidade anticancer ainda mais eficiente
(35,08%) (TABELA 7).

Tabela 7 — Avaliag8o da viabilidade celular das linhagens MCF7 e LNCaP tratadas com os extratos hexano (Hx),

acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) da microalga Arthrospira platensis na concentragéo de 200 pg mL™,

Linhagem Viabilidade celular (%) (x + s) dos extratos
celular Hx AcOEt MeOH
LNCaP 71,11 +7,31 35,08 +£1,83 61,48 +£ 9,93
MCF-7 67,29 £ 2,92 86,56 + 7,22 60,98 £ 1,92

Fonte: AUTOR

Este fato demonstra que o efeito citotdxico do extrato de A. platensis sobre as
células cancerigenas depende fortemente do tipo de célula cancerigena (CZERWONKA et al.,
2018).
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Hernandez, Khandual e Ldpez, (2017) examinaram a viabilidade celular das
linhagens de células da leucemia humana Kasumi-1 e K-562 frente aos extratos etanol a 70%,
etanol absoluto e aquoso de A. platensis. As células cancerigenas foram expostas aos extratos
por 72 h, e os pesquisadores observaram que, na concentagdo 6,25 mg mL™, o extrato etanol a
70% se mostrou mais eficiente apresentando uma viabilidade de 21,89% contra a linhagem
Kasumi-1 e de 43,18% contra a linhagem K-562.

No presentete trabalho, os extratos de A. platensis em concentracGes inferiores a
100 pg mL™ ndo apresentaram efeito toxico sobre as células cancerigenas MCF7 e LNCaP.

Deve-se considerar que no presente trabalho foi utilizado o extrato bruto e ndo
compostos isolados, como a ficocianina ou o B-caroteno, por exemplo, e, mesmo assim, foi
possivel observar forte atividade no caso do extrato ACOEt para a linhagem LNCaP e atividade
moderada para os demais extratos na concentragio de 200 pg mL™?. A elevada atividade
anticarcinogénica do extrato AcOEt pode ser devido as altas quantidades de compostos
fenolicos e flavonoides (TABELAS 1 e 2) e pela possivel atividade sinérgica entre esses e
outros compostos, como polissacarideos, ficobiliproteinas e carotenoides (SHANAB et al.,
2014), os quais, em conjunto, parecem apresentar uma atividade anticarcinogénica mais intensa
do que a atividade de cada composto isolado (HERNANDEZ; KHANDUAL; LOPEZ, 2017).

Os resultados do presente trabalho demonstraram que 0s compostos responsaveis
pela atividade anticarcinogénica sdo de natureza polar e apolar, sendo, na sua maioria, extraidos
por um solvente de polaridade moderada, o acetato de etila (TABELAS 1 e 2). Como a extracao
foi feita de forma sequencial e o acetato de etila apresentou grande capacidade de extracéo, a
disponibilidade desses compostos para as extragcdes subsequentes por solventes de maior
polaridade pode ter sido reduzida.

A microalga A. platensis contém acidos fendlicos, tocoferol e varios pigmentos,
como B-caroteno, clorofila e ficocianina, os quais sé@o conhecidos por apresentarem atividade
antioxidante (PAK et al., 2012; RAVI et al., 2010).

Li et al. (2015) demonstraram que a C-ficocianina, um componente natural da
microalga A. platensis, foi capaz de inibir o crescimento de células cancerigenas tanto in vivo
quanto in vitro. O efeito anticancer da ficocianina pode ser atribuido a interferéncia na sintese
do DNA das celulas cancerigenas (LIU et al., 2016) ou a melhoria das fun¢des imunologicas
(HERNANDEZ; KHANDUAL; LOPEZ, 2017; ZAID; HAMMAD; SHARAF, 2015).

Do Nascimento-Neto et al. (2018) demonstraram que uma lectina da esponja

marinha Haliclona caerulea foi capaz de induzir a apoptose e a autofagia de células do cancer
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de mama MCF-7. E necesséario a realizacdo de estudos para investigar se a microalga A.
platensis também apresenta lectinas com essa atividade.

O B-caroteno € outro proeminente composto bioativo encontrado na microalga A.
platensis. As células cancerigenas normalmente ndo sao capazes de receber sinais quimicos de
controle de crescimento provenientes de outras células. O [B-caroteno abre os canais de
comunicacdo da membrana das células cancerosas e pré-cancerosas, permitindo o recebimento
do sinal para interromper a diviséo celular. Por isso, os alimentos ricos em carotenoides, dentre
eles o B-caroteno, sdo capazes de prevenir o cancer (HERNANDEZ; KHANDUAL; LOPEZ,
2017; SHETE; QUADRO, 2013).

Em resumo, os extratos Hx e MeOH apresentaram atividade anticarcinogénica
moderada contra as linhagens MCF7 e LNCaP, enquanto o extrato AcOEt apresentou atividade
moderada contra MCF7 e atividade forte contra LNCaP, mostrando que ele claramente
apresenta intensa atividade citotoxica.

O extrato AcOEt pode funcionar como um novo tipo de agente terapéutico podendo
ser utilizado para desenvolvimento de novos farmacos no futuro. De qualquer forma, é

necessario que se desenvolvam mais estudos para viabilizar este pensamento.
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5 CONCLUSOES

A extracdo sequencial da biomassa da microalga Arthrospira platensis em hexano
(Hx), acetato de etila (AcEOt), metanol (MeOH) e metanol:agua 1:1 (MeOH:H;O 1:1)
favoreceu a extracdo de compostos fendlicos totais (CFT) e de flavonoides (flavonois e flavonas
do subgrupo luteolina) (TF) com os solventes menos polares, diminuindo a quantidade extraida
nos solventes de maior polaridade.

As atividades antioxidantes in vitro, medidas pela capacidade de sequestro do
radical DPPH, capacidade de quelacdo de ions ferrosos (FIC) e atividade inibitoria do
branqueamento do -caroteno (BCB) foram mais elevadas no extrato AcCOEt, enquanto que o
poder de reducéo de ions férricos (FRAP) foi maior no extrato MeOH:H20 (1:1).

Os extratos Hx, ACEOt, MeOH e MeOH:H>O (1:1) ndo apresentaram atividade
inibitéria contra os fungos e as bactérias testadas, contudo foi observada uma reducéao da carga
bacteriana do extrato Hx frente a bactéria Staphylococcus aureus, o que mostra uma possivel
atividade bacteriostatica desse extrato. Além disso, no teste antifungico foi observado que
houve uma demora ou retardamento no crescimento de Aspergillus niger nos discos embebidos
com o extrato AcOEt, evidenciando uma possivel atividade fungistatica. Os extratos testados
nédo apresentaram atividade antibiofilme.

O presente trabalho sugere que os extratos brutos da microalga A. platensis, obtidos
com os solventes Hx, AcOEt e MeOH podem ser usados eficazmente no controle do
crescimento das linhagens das células cancerigenas MCF7 e LNCaP. Porém sao necessarios
novos estudos para identificar os compostos bioativos presentes nos extratos de A. platensis,

especialmente no extrato AcOEt.
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