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RESUMO
A inflamagdo é uma resposta fisioldgica protetora desencadeada por estimulos nocivos,
caracterizada principalmente pela produgdo de mediadores pr6é e anti-inflamatorios. A
inflamacao ativada de forma excessiva, ou persistente, pode levar a danos teciduais podendo
causar doengas inflamatoérias cronicas. Dito isto, controlar a inflamacao ¢ vital para a prevengao
e tratamento das doencgas inflamatorias. O lipopolissacarideo (LPS) estimula os macréfagos,
através de receptores TLR4, ativando vias de sinalizagdo inflamatoria incluindo MAPK, NF-
kB e a producao de 6xido nitrico, levando a ativagao génica e a producdo de mediadores pro-
inflamatoérios e citocinas. Dessa forma, trata-se de um modelo bem estabelecido para sele¢ao
de compostos anti-inflamatdrios. As algas despertam um interesse crescente na area
farmacéutica devido ao fato de possuirem uma grande diversidade de compostos bioativos com
potencial biologico. Nesse contexto, foi avaliado o efeito dos extratos aquosos, etandlicos e
metanolicos de microalgas verdes (Chlamydomonas sp., Coccomyxa sp., Scenedesmus sp.),
coletadas em Ontario-Canada, em um total de 15 amostras, sobre a viabilidade celular, assim o
seu potencial anti-inflamatorio sobre a producao de nitrito em células J744A.1 estimuladas por
LPS. A viabilidade celular foi avaliada para todos os extratos, nas concentracdes de 25 e 50
ng/mL, pelo método do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio). Os
extratos que ndo mostraram citotoxicidade foram avaliados quanto a capacidade de redugdo da
producao de nitrito em células J744A.1 estimuladas por LPS, usando para isso a técnica de
Griess. Todos os extratos aquosos, € o extrato metanolico de Coccomyxa sp. apresentaram
redu¢do da viabilidade celular apds exposicdo por 24h. Os extratos etanolicos de
Chlamydomonas sp. (amostra LL2A), Scenedesmus sp. (amostras CC, LLI e P918), reduziram
os niveis de nitrito em sobrenadante de cé€lulas J744A.1 estimuladas por LPS. Os extratos
etandlicos de Scenedesmus sp. (CC) e de Chlamydomonas sp. (amostra LL2A) demonstram
potencial a¢do anti-inflamatdria, em concentragdes sem citotoxicidade, contudo mais estudos

s30 necessarios para uma maior compreensao desse efeito.

Palavras-Chave: Chlamydomonas sp.; Coccomyxa sp., Senedesmus sp.; lipopolissacarideo;

inflamacao



ABSTRACT

Inflammation is a protective physiological response triggered by harmful stimuli, characterized
mainly by the production of pro- and anti-inflammatory mediators. Excessively or persistently
activated inflammation can lead to tissue damage and can cause chronic inflammatory diseases.
That said, controlling inflammation is vital for the prevention and treatment of inflammatory
diseases. Lipopolysaccharide (LPS) stimulates macrophages via TLR4 receptors, activating
inflammatory signaling pathways including MAPK, NF-«B and nitric oxide production, leading
to gene activation and the production of pro-inflammatory mediators and cytokines. Thus, it is
a well-established model for the selection of anti-inflammatory compounds. Algae are
attracting increasing interest in the pharmaceutical field because they contain a wide range of
bioactive compounds with biological potential. In this context, we evaluated the effect of
aqueous, ethanolic and methanolic extracts of green microalgae (Chlamydomonas sp.,
Coccomyxa sp., Scenedesmus sp.), collected in Ontario-Canada, in a total of 15 samples, on cell
viability, as well as their anti-inflammatory potential on nitrite production in J744A.1 cells
stimulated by LPS. Cell viability was assessed for all the extracts, at concentrations of 25 and
50 pg/mL, using the MTT method (3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide). The extracts that showed no cytotoxicity were evaluated for their ability to reduce
nitrite production in J744A.1 cells stimulated by LPS, using the Griess technique. All the
aqueous extracts and the methanolic extract of Coccomyxa sp. showed a reduction in cell
viability after exposure for 24 hours. The ethanolic extracts of Chlamydomonas sp. (sample
LL2A), Scenedesmus sp. (samples CC, LLI and P918), reduced nitrite levels in the supernatant
of J744A.1 cells stimulated by LPS. The ethanolic extracts of Scenedesmus sp. (CC) and
Chlamydomonas sp. (sample LL2A) show potential anti-inflammatory action, at concentrations

without cytotoxicity, but more studies are needed to better understand this effect.

Keywords: Chlamydomonas sp.; Coccomyxa sp.; Senedesmus sp.; lipopolysaccharide;

inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Inflamacao

A inflamacdo, do latim, inflammatio, que significa atear fogo e refere-se ao
processo inflamatorio como uma resposta do organismo a uma agressao sofrida, sendo este, o
principal componente dos mecanismos de defesa do organismo. Nesse contexto, classifica-se
como agressdo qualquer processo capaz de causar lesdo celular ou tecidual. Essa resposta-
padrdo ¢ comum a varios tipos de tecidos e pode ser mediada por diversas substancias
produzidas pelas células danificadas, bem como as células do sistema imune que se encontram
eventualmente nas proximidades da lesio (BARARDI; CAROBREZ; PINTO, 2010).

A sobrevivéncia dos organismos requer a eliminag@o de invasores estranhos, como
agentes infecciosos e tecidos lesados. A inflamacgao realiza sua fungdo protetora mitigando,
destruindo ou neutralizando os agentes nocivos. Ela estimula os eventos que reparam e curam
os sitios de lesdo. No contexto das infec¢des, a inflamagdo ¢ parte de uma resposta protetora
mais ampla, chamada de imunidade inata (ROBBINS et al., 2013). O processo inflamatorio
envolve a ativacao de macrofagos e neutrédfilos, que produzem mediadores, como 6xido nitrico
(NO), prostaglandina E2, citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatérias (APOSTOLOVA et
al., 2020).

As células do sistema imune interagem entre si durante os estagios de iniciagdo e
efetor das respostas imunes. Muitas dessas interagdes sao mediadas por citocinas que formam
um extenso grupo de proteinas secretadas com diferentes estruturas e fungdes, que sdo
responsdveis por regular e coordenar muitas atividades das células da imunidade inata e
adaptativa (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2019). Desta forma, as principais citocinas com
acdo na imunidade inata e inflamagdo, sio o fator de necrose tumoral- o (TNF- a) ¢ a
interleucina 1 (IL-1), um grupo de substancias quimiotaticas chamadas de quimiocinas. Ha
também as interleucinas IL-12, IFN-y, IL-6, IL-23 e outras citocinas que participam da resposta
imunoldgica inata inicial, sendo consideradas marcadores de inflamacdo (ROBBINS et al.,
2013).

Adicionalmente, se a integridade e a homeostase dos tecidos forem restauradas, a
inflamagao desaparece durante o reparo. No entanto, se a resposta a inflamagdo excessiva nao
for adequadamente resolvida pode comprometer progressivamente a estrutura saudavel dos
tecidos, prejudicando sua fun¢do, podendo causar doencas inflamatérias cronicas. Portanto,

controlar a inflamacdo € vital para a prevencdo e tratamento das doengas inflamatorias. Isso
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ocasiona um aumento na demanda por substancias seguras administradas por via oral com
propriedades anti-inflamatorias (OISHI; MANABE, 2018; APOSTOLOVA et al., 2020;
FACCHIN et al., 2022).

1.1.1 Participagdo dos macréfagos no processo inflamatorio

Os macréfagos estdo presente em todos os tecidos e compartimentos do corpo sob
condigoes fisioldgicas homeostaticas. Sua funcao primordial ¢ a fagocitose, no qual compdem
a primeira linha de defesa contra infeccoes (LOCATI; CURTAL; MANTOVANI, 2020).
Possuem mecanismos para reconhecer e reagir a patdogenos, tornando-se importantes para
imunidade inata, e participam da cooperagdo com os linfocitos para desenvolver respostas
imunes adaptativas (PARHAM, 2001).

Além de agirem na defesa do hospedeiro, desempenham papéis fundamentais em
quase todos os aspectos da biologia do organismo, desde o desenvolvimento, a homeostase, o
reparo e as respostas imunoldgicas (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013). A presenca de
infeccdo ¢ percebida pelos macrofagos residentes, que sdo responsaveis por secretar moléculas,
citocinas e outros mediadores, que induzem e regulam a resposta inflamatéria (ROBBINS et
al., 2013). Essas células possuem receptores de padrdo molecular associado a patogenos
(PAMP), como por exemplo, o receptor Toll-like 4 (TLR4) capaz de reconhecer antigenos
extracelulares, como lipopolissacarideos bacterianos, e a partir disso desencadear diferentes
vias de sinaliza¢des envolvidas na resposta inflamatdria, incluindo citocinas pré-inflamatorias,
radicais superdxido e 6xido nitrico (SOMENSI, 2019).

Os macrofagos sdo heterogéneos e seu fenotipo e fungdes sdo regulados pelo
microambiente circundante, existindo em dois subconjuntos distintos, os macrofagos
classicamente ativados (M1; inflamatdrios) e os alternativamente ativados (M2; cicatrizantes).
Os macréfagos M1 e M2 indicam seu estado e, dependendo de sua localizacdo e ambiente, o
M1 pode mudar para M2 e vice-versa (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018;
KADOMOTO; IZUMI; MIZOKAMI, 2021).

Desta forma, os macrofagos M1 sdo pro-inflamatérios e polarizados por
lipopolissacarideo (LPS), isoladamente ou em associa¢ao com citocinas Th1, como IFN-y, GM-
CSF, e produzem citocinas pro-inflamatorias como IL-1f3, IL-6, IL-12, IL-23 e TNF-a. Os
macrofagos sdo capazes de matar organismos infecciosos e fagocitar células mortas
(SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018). Enquanto, os M2 s3o anti-inflamatorios e

imunorreguladores e sdo polarizados por citocinas Th2, como IL-4 e IL-13, e produzem
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citocinas anti-inflamatdrias, como IL-10 e TGF-B. Os macréfagos M2 estdo envolvidos na
supressdo da inflamacdo, contribuindo para o reparo tecidual, remodelacdo, vasculogénese e
manuten¢do da homeostase. (KADOMOTO; [ZUMI; MIZOKAMI, 2021).

Assim, quando estas células encontram um tecido infectado por patdogenos ou
danificado, eles podem iniciar duas respostas diferentes: destruir o tecido infectado (resposta
inflamatoria, M1) ou reparar o tecido danificado (resposta regenerativa,
M?2). Consequentemente, os fendtipos M1/M2 possuem diferentes programagdes metabodlicas
capazes de influenciar a resposta imune de maneiras oposta (SHAPOURI-MOGHADDAM et
al., 2018).

Desta maneira, diversas diferencas metabdlicas sdo encontradas entre macrofagos
M1/M2 e as mais estudadas sdo aquelas relacionadas ao metabolismo da arginina. O fen6tipo
M2, ao contrdrio dos M1, exibe um aumento na via da arginina produzindo ornitina, um
precursor da prolina que aumenta a sintese de colageno e estimula a proliferacdo celular,
necessaria para a fung¢do reparadora dos M2, e simultaneamente inibe a atividade da 6xido
nitrico-sintase induzida (iNOS). Por outro lado, os fenotipos M1 sdo capazes de produzir niveis
elevados de oxido nitrico (NO), a partir da iNOS (FUNES ef al., 2018). O NO, dessa forma,
pode induzir reagdes toxicas contra os tecidos do hospedeiro e, uma vez que é gerado em niveis
elevados em certos tipos de inflamacdo, pode agir como um agente pré-inflamatorio
(COLEMAN, 2001).

O Oxido Nitrico (NO) é um vasodilatador, que apresenta citotoxicidade mediada
por macrofagos e modulam reagdes inflamatodrias e anti-inflamatorias, dependendo do estimulo
e do tipo celular (ADAMS, 1996). O 6xido nitrico pode ser um redutor ou um oxidante a
depender do meio em que ele esta e € rapidamente destruido pelo oxigénio, como resultado da
sua oxidagdo, produz nitrito e nitrato (KIECHELE, 1993).

A vista disso, durante a inflamacfo aguda e consecutivos processos de cicatrizagio
desencadeados por agressdes, os macrofagos sdo essenciais para uma reparacao eficiente e
recuperagdao da homeostase. No entanto, sob condi¢des de estresses continuos resultantes por
exemplo, distarbios genéticos ou desregulacdo metabdlica sistémica, as suas fungdes
contribuem para o desenvolvimento patoldgico de fibrose, aterosclerose, cancro e outras

doengas cronicas (OISHI; MANABE, 2018).
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1.2 Algas

As algas sdao organismos protistas fotossintetizantes (RAVEN, 2014). Assim,
apresentam uma vasta distribuicdo geografica, podendo ser encontradas em quase todas as
condi¢des ambientais do mundo (GRAHAM; GRANHAM; WILCOX, 2009). Sao classificadas
em trés grupos, as algas vermelhas (Rhodophyceae), pardas (Phaeophyceae) e algas verdes
(Chlorophyceae). Cada grupo possui propriedades bioldgicas tinicas com um amplo espectro
de aplicacdes (PALANIYAPPAN et al. 2023) Sao produtores primarios € atuam na base da
cadeia trofica, desempenhando importante papel para o funcionamento e equilibrio ecologico
(VALENTIN, 2010). Podemos citar as algas como fontes ricas em metabolitos bioativos
estruturalmente diversos. Estudos sobre sua importancia, como novas fontes de compostos
bioativos, estd crescendo rapidamente, e pesquisas tém revelado que compostos originados de
algas apresentam inimeras atividades bioldgicas (WIJESEKARA; YOON; KIM, 2010).

Desta forma, produtos naturais derivados de diferentes espécies de algas, como
alcaloides, flavonoides, terpenoides, esteroides e fendis, tém recebido maior atengdo devido as
suas diversas propriedades farmacoldgicas, dentre essas, acdes antioxidante, anti-inflamatoria,
antidiabética, atividade citotdxica, antitumoral e antimicrobiana (ABO-SHADY, 2023).

Ante o exposto, a triagem de extratos de microalgas ¢ um método comumente
utilizado para determinar a atividade bioldgica desses componentes. Estas tém sido retratadas
como fontes ricas de diversos compostos bioativos e de interesse comercial (VOLK;
FURKERT, 2006).

O estresse oxidativo causado pela acidez, metais, radia¢do ultravioleta e limitagdes
de nutrientes pode induzir a produgao de antioxidantes em muitas espécies de microalgas verdes
fotossintéticas, além disso, sua composi¢do bioquimica ajusta-se as mudancas no ambiente
permitindo que esses organismos sirvam de modelos para inimeros testes, visto sua
versatilidade e resisténcia (GAUTHIER; SENHORINHO; SCOTT, 2020).

A microalga Scenedesmus, pertencente a ordem Chlorococcales da familia
Scenedesmaceae, ¢ frequentemente dominante em lagos e rios de agua doce (GUIRY; GUIRY,
2014). Muitas espécies desse género estdo sendo usadas em todo o mundo para varias
finalidades devido a sua capacidade de se adaptar a condi¢cdes ambientais adversas, a
capacidade de crescer rapidamente e a sua capacidade de se desenvolver em condi¢des de alta

temperatura.
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1.3 Algas com acio anti-inflamatodria

Microalgas produzem altos niveis de metabolitos primarios, incluindo proteinas,
carboidratos e lipidios. Além de possuirem metabdlitos secundarios como &cidos graxos
omega-3 e carotendides. Esses bioativos, em especial os carotenoides, possuem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatodrias e anticancerigenos (LAAMANEN et al., 2021)

Ademais, propriedades anti-inflamatérias foram encontradas anteriormente em
outras microalgas, como Dunaliella Bardawil, em diatomaceas Porosira glacialis, Atheya
longicornis e no dinoflagelado Phaeodactylum tricornutu. O extrato da microalga Scenedesmus
bajacalffornicus também apresentou atividades inibitorias contra bactérias patogenas (PATIL;
KALIWAL, 2019). Estudo mostrou que a ficocianina, uma proteina auxiliar fotossintética,
componente ativo da alga verde, Microcystis aeruginosa, demonstraram atividades anti-
inflamatorias (LI et al., 2016). Assim como, produtos do metabolismo secundario, chamados
de micosporina, de Chlamydomonas sp. possuem atividade possuem atividade bioldgica e
antioxidante. Atuando como compostos absorventes de UV, modulando a expressao de genes
associados ao estresse oxidativo, a inflamacao e ao envelhecimento da pele causado pelos raios
UV (SUH et al. 2014).

Em complemento, a microalgas Chlamydomonas sp., Coccomyxa sp., Scenedesmus
sp. presentes em corpos d'agua impactados pela mineracdo, apresentaram atividade biologica,
como por exemplo antimicrobiana contra Staphylococcus aureus € Bacillus subtilis. As
microalgas Coccomyxa onubensis possuem agdo contra: Escherichia coli, Salmonella enterica,
Proteus mirabilis e Staphylococcus aureus (LITTLE, et al 2021).

O presente estudo investigou o potencial anti-inflamatério de extratos algais em
macrofagos J744A.1. sobre a viabilidade celular e produgdo de nitrito como resposta

inflamatoéria induzida por LPS.
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2. JUSTIFICATIVA

A inflamacao estimulada de forma excessiva, ou persistente, pode causar inimeras
doencgas autoimunes incluindo artrite reumatoide, psoriase, esclerose multipla, lapus
eritrematoso e doenca inflamatoéria intestinal. Outrossim, a inflamag¢do aguda dando origem a
um processo cronico ¢ um colaborador para doengas como cancer, arteriosclerose, diabetes,
asma e doengas neurodegenerativas (CALDER 2009). Nesse contexto, ha uma busca continua
por novos anti-inflamatoérios, onde anualmente centenas de compostos sao avaliados
experimentalmente.

A escolha dessas células de linhagem macrofagica para os ensaios foi baseada na
premissa que tais células possuem uma importante fun¢ao do sistema imune, participando da
resposta inata, através da fagocitose de microrganismos e particulas estranhas ao hospedeiro, e
condicionamento da resposta adaptativa pela sua fungdo de apresentagao de antigenos (NEVES,
2015). Essas células, além de desempenhar um papel importantissimo na iniciacao,
desenvolvimento e resolucdo da inflamacdo, sdo fundamentais na remocdo de células
danificadas e patogenos por fagocitose e na ativagao de células do sistema imunolodgico (YANG
et al., 2014).

Macréfagos murinos ativados por LPS sdo amplamente utilizados como um modelo
celular essencial para rastrear potenciais compostos anti-inflamatorios e seu mecanismo de agao
subjacente in vitro (FANG et al., 2021). Nesse contexto, o ensaio com macrofagos in vitro €
um modelo padronizado para identificar extratos/compostos com potencial agdo anti-
inflamatoria (FACCHIN et al., 2022).

Em revisdo realizada por Sathasivam et al. 2019, as microalgas sdao apresentadas
como uma rica fonte de metabdlitos que promovem a satde e suprimem doengas, apresenta
diversas atividades biologicas desses organismos, dentre elas, fonte potencial de compostos
antibacterianos que podem aturar contra patogenos humanos, além de possuirem propriedades
de protecao UV, antioxidantes, anti-inflamatérias, imunossupressoras, anticancer, antiobe-
sidade, prevencdo de cardiopatias, dentre outras. Dessa forma, estudar os extratos desses
individuos ¢ de suma importancia para que novos insumos sejam descobertos para o

desenvolvimento farmacéutico e cientifico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial efeito anti-inflamatério de extratos de microalgas verdes
Coccomyxa sp., Scenedesmus sp. ¢ Chlamydomonas sp. coletadas em Ontario-Canadd em

macrofagos J744A.1.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os extratos aquoso, etanodlico e metandlico das microalgas verdes Coccomyxa
sp, Scenedesmus sp. € Chlamydomonas sp. sobre a viabilidade celular de macrofagos
J744A.1.

e Avaliar os extratos aquoso, etandlico e metanolico de microalgas Coccomyxa sp.,
Scenedesmus sp. € Chlamydomonas sp. sobre a produgdo de nitrito em macrofagos

J744A.1 estimulados com lipopolissacarideo (LPS).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes

Substancia Fabricante

Acido Fosférico Dinamica, Brasil
Dexametasona Sigma, Aldrich, EUA
Dimetilsulféxido (DMSO) Dinamica, Brasil

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco by Life Technologies, EUA

Lipopolissacarideo Sigma, Aldrich, EUA
Naftil)-etilenodiamina Sigma, Aldrich, EUA
Nitrito de Sodio (NaNO3) Vetec Quimica, Brasil
Soro bovino fetal Gibco, EUA
Sulfanilamida Sigma, Aldrich, EUA
Penicilina/estreptomicina Gibco, EUA

3-(4,5-dimetil-tiazol-2,5-difenil-2-H-brometo de Sigma, Aldrich, EUA
tetrazolio (MTT)

4.1.2 Coleta das Microalgas Verdes

Todas as microalgas foram coletas na cidade de Sudbury, em Ontério, Canada. A
microalga Scenedesmus sp. foi obtida de uma mina ativa encontrada atras da Escola Publica
Copper Cliff, e de uma lagoa de polimento. Enquanto Chlamydomonas sp. e Scenedesmus sp.
foram coletadas de bacias de rejeitos encontradas na mina de ouro abandonada de Long Lake e
de um outro tanque de polimento (residuo da fundi¢ao).

A coleta das microalgas e a preparagdo dos extratos foram realizadas pelo Prof. Dr.
John Ashley Scott, da Lauretian University (Sudbury, em Ontario, Canadd) e de seus

pesquisadores Gerusa Senhorinho e Corey Laamanen da Ongen R&D.
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4.2 Métodos

4.2.1 Obtencao dos extratos das microalgas

Para preparagdo dos extratos, as algas foram crescidas em 1L de liquido BBM em
frascos de 2 L por 28 dias, a 2 °C, sob um ciclo claro:escuro de 12:12 h (70-80 umol fo6tons m°
2 g1, Os procedimentos de extracdo foram de acordo com Wathnani et al. (2012) com
modificacdes. As algas foram colhidas, lavadas duas vezes em agua estéril, centrifugadas (2.000
x g por 15 min) e liofilizadas, sendo entdo congeladas a -80 °C. A biomassa seca (108-297 mg)
foi pesada e foram adicionados 0,08 ml de metanol (mg!) de biomassa seca. Os tubos foram
agitados por 24 h a temperatura ambiente. Para o extrato aquoso e etanolico, apds a
centrifugacdo, foi utilizado um sonicador (Sonic Dismembrator, Fisher Scientific, modelo
150E). As células foram sonicadas por 30 min em ciclos de 5 segundos sonicando e 15 segundos
em repouso. O procedimento foi repetido trés vezes. Os tubos foram entdo colocados sob vacuo
para evaporar o solvente, apds o qual os extratos foram pesados (1049 mg) e 100% de
dimetilsulféxido (DMSO) foi adicionado para criar uma concentragdo final de 50 mg/mL™.

Para cada alga, trés extratos foram preparados para triagem (metanoélico, etandlico e aquoso).

4.2.2 Cultura de Células J744A.1

Foi utilizada a linhagem de macréfagos murinos J744A1 (ATCC ® TIB-67), obtidos
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRIJ). As células foram cultivadas em frascos para
cultura (K11-2250, 250mL, estéril, Kasvi®) com meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) high glucose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico
contendo 100 unidades/mL. de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(Penincilin/Streptomycin, Gibco®), em atmosfera umidificada a 37 °C e 5% de CO>. A
manutencdo das garrafas ocorreu em média de 3 - 4 dias de passagem, até atingir a confluéncia
de 70 - 80% das células na garrafa. Para a desagregagdo das células, foi utilizado um recurso
mecanico, scraper, que ¢ um raspador de haste fixa e ponta flexivel (K26-0025, 25 cm, estéril,
Kasvi®).

Todos os testes in vitro foram realizados no Laboratorio de Produtos Naturais, do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina da UFC. Os protocolos

de cultura foram realizados em cabine de fluxo laminar ESCO classe II, modelo AC2-4ES.
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4.2.3 Avaliacdo da Viabilidade Celular

O teste de viabilidade celular foi feito pelo método do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio), descrito inicialmente por Mosmann (1983) e
adaptado por outros autores (TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987; REILLY et al., 1998),
tendo por base a avaliagao da atividade metabolica de células viaveis por desidrogenases
mitocondriais, a partir da redugao do MTT ao sal de formazan, que possui uma coloragao violeta
caracteristica.

Para os testes de viabilidade celular, as células foram incubadas em placas de fundo
chato de 96 pocos (K12 - 096, 200 pL/pogo, estéril, Kasvi®) em uma concentragio de 1x10°
células/mL, entre 24 - 48h. As células foram tratadas com as concentragdes (25 e 50 ug/mL)
dos extratos aquosos, etanolicos e metanolicos de Coccomyxa sp. (S5), Scenedesmus sp. (CC,
LL1, P918), Chlamydomonas sp. (LL2A) por 24h. Utilizou-se como grupo controle, o veiculo
com o dimetilsulféxido (DMSO 2%, empregado na diluicdo dos extratos), € como controle de
citotoxicidade o DMSO 100%, sendo este um estimulo lesivo as células. Apds o periodo de
incubag¢do, 100 pL do sobrenadante foi desprezado, sendo adicionados a cada pogo 100 pL do
MTT dissolvido em tampao fosfato salina (PBS), pH 7,4, em uma concentrag¢do final de 500
pg/mL. Apds incubacdo por 4 h, a 37 °C, em estufa com 5% de CO2, o sobrenadante foi
descartado, adicionando-se 150 uL. de DMSO P.A. para solubilizar os cristais de formazan. A
leitura foi realizada em leitor de microplacas (Asys UVM340, Biochrom®), sob comprimento

de onda de 570 nm. Para calcular a viabilidade foi usado a equagao:

(Absorbancia da amostra x 100)

Viabilidade (%) =
iabilidade (%) Absorbancia do grupo controle

4.2.4 Avaliacio da Atividade Anti-inflamatoria

4.2.4.1 Indugdo de Inflamagdo pelo Lipopolissacarideo (LPS) em Células J774A.1

Para testar a modulacdo da inflamacdo os macréfagos foram estimulados com
Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli. As células J744A.1 foram plaqueadas na
concentracio de 1x10° células/pogo, em placas de fundo chato de 96 pogos e incubadas por 24
h em ambiente com 5% de CO; a 37 °C. As células foram pré-tratadas com as concentragdes
de 25 e 50 ug/mL, dos extratos etandlicos de Coccomyxa sp. (S5), Scenedesmus sp. (CC, LL1,
P918) e Chlamydomonas sp. (LL2A). Passada 1h de incubacdo, metade dos pogos de cada
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grupo foram estimulados com LPS 1pug/mL. Apds 24h de incubagao com o LPS, o sobrenadante

de cada pogo foi coletado para a determinag@o dos niveis de nitrito.

4.2.4.2 Dosagem de Nitrito em Células J744A.1 estimuladas pelo LPS

Para a dosagem dos niveis de nitrito, o sobrenadante de cada pogo do protocolo
4.2.4.1 foi adicionado em placa de fundo chato de 96 pogos, acrescidos de 150 puL do reagente
de Griess (75 pL de sulfanilamida 1% em &cido fosforico a 5%, em seguida adicionado 75 pL.
N-(1-naftil)-etilenodiamina a 0,1% em agua destilada) (GREEN et al., 1982; GASPARRINI et
al., 2018). As placas passaram por um intervalo de incubagdo de 10 min, a temperatura
ambiente e sobre a protecdo da luz. A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Biochrom®
Asys UVM340) em comprimento de onda de 540 nm, sendo os resultados expressos como uM

Nitrito (NO2)/mL, a partir de uma curva padrao de nitrito de s6dio (NaNO»; 3,12 - 200 puM/mL).

4.3 Analise Estatistica

Os valores médios e seus respectivos desvios padrdo foram calculados a partir de
triplicatas biolodgicas. A significancia estatistica da diferenca entre as médias foi testada usando
ANOVA unidirecional, seguida por um teste multivariado de Tukey, usando o programa
GraphPadPrism® versio 5.00. Valores de p <0,05 foram considerados para indicar
significancia estatistica. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média

(E.P.M) para as variaveis com distribuicdo normal.

5. RESULTADOS

5.1 Efeito dos Extratos de Microalgas sobre a Viabilidade de Células J744A.1

5.1.1 Efeito dos extratos da microalga Coccomyxa sp. (amostra S5) sobre a viabilidade

celular

O efeito dos extratos aquoso, etanolico e metandlico de Coccomyxa sp. (amostra
S5), nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL, sobre a viabilidade de células J744A.1, estdo

demonstrados no Grafico 1.
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Os resultados evidenciaram que todos os extratos reduziram a viabilidade celular
quando comparados com o grupo veiculo (22,8%; 25,2%; 19,5%; 18,7%, 20,54 e 20,31%
respectivamente) dessa forma, esses extratos nao foram selecionados para avaliacao atividade

anti-inflamatéria. O DMSO 100% reduziu a viabilidade celular em 92,7%.

Grafico 1 - Efeito dos extratos da microalga Coccomyxa sp. (amostra S5) sobre a viabilidade
celular de células J744A.1
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representaram a porcentagem de viabilidade
celular em relagdo ao controle (veiculo) (ANOVA, seguindo do Teste de Tukey). * p < 0,05;
**p <0,01; *** p <0,001 em comparagao ao grupo veiculo. Veiculo (2% DMSO em meio
DMEM); Extrato aquoso (Aq), etandlico (Et) e metandlico (Met). DMSO: Estimulo lesivo
(DMSO 100%).

5.1.2 Efeito dos extratos da microalga Chlamydomonas sp. (amostra LL2A) sobre a

viabilidade celular

O efeito dos extratos aquoso, etandlico e metandlico de Chlamydomonas sp, nas
concentracgoes de 25 e 50 pg/mL, sobre a viabilidade de células J744A.1 estdo representados no
Gréfico 2.

Os resultados evidenciaram que a exposicao ao extrato aquoso na concentragdo de
25 pg/mL apresentou redugao (24,8%) na viabilidade celular em relagdo ao grupo veiculo, ja
as amostras etandlica e metanolica, assim como a amostra aquosa na concentragao de 50 pg/mlL,
ndo apresentaram redu¢do na viabilidade celular, assim sendo, os extratos etanolico e

metanodlico possuem potencial para investigacao da atividade anti-inflamatoéria.
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Grafico 2 - Efeito dos extratos da microalga Chlamydomonas sp. (amostra LL2A) sobre a
viabilidade celular de células J744A.1
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os dados foram expressos como média = E.P.M. e representaram a porcentagem de viabilidade
celular em relag@o ao controle (veiculo) (ANOVA, seguindo do Teste de Tukey). ** p < 0,01;
*#% p < 0,001 em comparagdo ao grupo veiculo. Veiculo (2% DMSO em meio DMEM);
Extrato aquoso (Aq), etanolico (Et) e metanolico (Met). DMSO: Estimulo lesivo (DMSO
100%).

5.1.3 Efeito dos extratos da microalga Scenedesmus sp. (amostras CC, LLI, P918) sobre a

viabilidade celular

O efeito dos extratos aquoso, etanodlico e metandlico de Scenedesmus sp. (amostras
CC, LLI, P918), nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL, sobre a viabilidade de cé¢lulas J744A.1,
estdo demonstrados nos Graficos 3 — 5.

A amostra CC refere-se a coleta da microalga em uma mina ativa, a amostra LLI
refere-se a coleta em bacias de rejeitos encontradas na mina de ouro abandonada, enquanto para
a amostra P918 a coleta foi feita em tanque de polimento.

Os resultados demonstram que os extratos etandlico e metanoélico (25 e 50 pg/mL),
assim como o extrato aquoso (50 pg/mL) da amostra CC, ndo demonstraram citotoxicidade
quando comparados ao veiculo (grafico 3). Apenas o extrato aquoso (25 pg/mL) foi capaz de
reduzir a viabilidade celular em 22,5%. Assim sendo, os extratos etanolico € metanolico de CC
demonstraram potencial para a avaliacdo de atividade anti-inflamatéria. O DMSO 100%

reduziu a viabilidade celular em 92,7%.
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Grafico 3 - Efeito do extrato da microalga Scenedesmus sp. (amostra CC) sobre a viabilidade
celular de células J744A.1
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os dados foram expressos como média = E.P.M. e representaram a porcentagem de viabilidade
celular em relagdo ao controle (veiculo) (ANOVA, seguindo do Teste de Tukey). * p < 0,05;
*#% p < 0,001 em comparagdo ao grupo veiculo. Veiculo (2% DMSO em meio DMEM);
Extrato aquoso (Aq), etanolico (Et) e metanolico (Met). DMSO: Estimulo lesivo (DMSO
100%).

O efeito dos extratos aquoso, etanolico e metanolico de Scenedesmus sp. (amostra LLI),
nas concentracdes de 25 e 50 pg/mL, sobre a viabilidade de células J744A.1, estdo
demonstrados no Grafico 4.

Os resultados evidenciaram que a exposicao ao extrato aquoso, nas concentragoes de 25
e 50 ug/mL apresentaram redugdo significante na viabilidade celular (27,85% e 20,52%,
respectivamente) quando comparada com o grupo veiculo. As amostras etanodlica e metandlica
de LLI, nas concentracoes de 25 e 50 pg/mL, ndo apresentaram diferenca estatistica significante
na viabilidade celular quando comparada com o grupo veiculo. Assim sendo, as amostras
etanolicas e metandlicas de LLI mostraram potencial para a avaliacdo de atividade anti-

inflamatoria.
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Grafico 4 - Efeito do extrato da microalga Scenedesmus sp. (amostra LLI) sobre a viabilidade
celular de células J744A.1
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os dados foram expressos como média = E.P.M. e representaram a porcentagem de viabilidade
celular em relagdo ao controle (veiculo) (ANOVA, seguindo do Teste de Tukey). * p < 0,05;
*#% p < 0,001 em comparagdo ao grupo veiculo. Veiculo (2% DMSO em meio DMEM);
Extrato aquoso (Aq), etanolico (Et) e metanolico (Met). DMSO: Estimulo lesivo (DMSO
100%).

O efeito dos extratos aquoso, etandlico e metanodlico de Scenedesmus sp. (P918),
nas concentragoes de 25 e 50 pg/mL, sobre a viabilidade de células J744A.1 estdo representados
no Grafico 5.

Os resultados evidenciaram que a exposi¢cdo ao extrato aquoso, na concentragao de
25 ng/mL apresentou reducao significante na viabilidade celular (16,02%) quando comparada
com o grupo veiculo. A amostra etandlica e metanolica (25 e 50 pg/mL), assim como a amostra
aquosa, na concentracdo de 50 pg/mL ndo apresentaram reducdo significante na viabilidade
celular quando comparada com o grupo veiculo, assim sendo, o extrato etandlico P918 foi

selecionado para investigacao da atividade anti-inflamatoria.
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Grafico 5 - Efeito dos extratos da microalga Scenedesmus sp. (amostra P918) sobre a
viabilidade celular de células J744A.1
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os dados foram expressos como média = E.P.M. e representaram a porcentagem de viabilidade
celular em relag@o ao controle (veiculo) (ANOVA, seguindo do Teste de Tukey). ** p <0,01;
% p < 0,001 em comparagdo ao grupo veiculo. Veiculo (2% DMSO em meio DMEM);
Extrato aquoso (Aq), etanolico (Et) e metanolico (Met). DMSO: Estimulo lesivo (DMSO
100%).

5.2 Atividade Anti-inflamatoria dos Extratos de Algas em Células J744A.1

Considerando todos os resultados obtidos nos ensaios de avaliagao da viabilidade
celular, observou-se que todos os extratos de Coccomyxa sp. (S5) demonstraram citotoxicidade
e ndo seguiram para os ensaios de avali¢do do potencial anti-inflamatorio. De todas as outras
amostras, os extratos etandlico e metanolico ndo demonstraram citotoxicidade, apenas por uma
questao de comparagao com os resultados obtidos com os outros laboratérios que também estao
estudando as mesmas amostras, decidiu-se avaliar a o potencial anti-inflamatorio dos extratos

etanolicos.

5.2.1 Efeito do Extrato Etandlico de Chlamydomonas sp. (amostra LL2A) sobre os niveis de Nitrito

em células J744A.1 na auséncia e apos o estimulo por LPS

LPS (1 ug/mL) foi capaz de aumentar os niveis de nitrito em células J744A.1

quando comparada as células que ndo receberam o LPS (Grafico 6).



32

O extrato etanolico de Chlamydomonas sp. (amostra LL2A), nas concentragdes de
25 e 50 pg/mL, assim como a dexametasona (1 pg/mL) ndo foram capazes de aumentar per si
os niveis de nitrito, quando comparado ao grupo veiculo (Grafico 6). Contudo, foram capazes
de reduzir em 31,2% e 42,4%, respectivamente, os niveis de nitrito quando as células foram

estimuladas com LPS (Gréfico 6).

Grafico 6 - Efeito do Extrato Etandlico de Chlamydomonas sp. (amostra LL2A) sobre os niveis

de Nitrito em Células J744A.1 estimuladas com LPS

30- O Sem estimulo com LPS
@ Estimulo com LPS

a,b

a,b

NO,™- (nM/mL)

b b b

Veiculo LL2A [25 pg/mL] LL2A [50 pg/mL] DEXA

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os dados foram expressos como média = E.P.M. e representaram os niveis de nitrito (NO2"
uM/mL) em sobrenadante de células estimulas ou ndo com LPS (1 pg/mL). Veiculo (2%
DMSO em meio DMEM). Dexametasona (DEXA, 1 uM/mL). # p < 0,05 comparado ao grupo
veiculo sem estimulo com LPS; ® p < 0,05 comparado ao grupo veiculo estimulado com LPS
(ANOVA, seguindo do Teste de Tukey).

5.2.2  Efeito dos Extratos Etandlicos de Scenedesmus sp. (amostras CC, LLI, P918) sobre os niveis

de Nitrito em células J744A.1 na auséncia e apos o estimulo por LPS

LPS (1 ug/mL) foi capaz de aumentar os niveis de nitrito em células J744A.1
quando comparada as células que nao receberam o LPS (Graficos 7 — 9).

O extrato etanolico de Scenedesmus sp. (amostra CC), nas concentracdes de 25 e
50 pg/mL, assim como a dexametasona (1 pg/mL) ndo foram capazes de aumentar per si 0s

niveis de nitrito, quando comparado ao grupo veiculo (Grafico 7). Contudo, foram capazes de
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reduzir em 52,9% e 34,1%, respectivamente, os niveis de nitrito quando as células foram

estimuladas com LPS (Gréfico 7).

Grafico 7 - Efeito do Extrato Etandlico de Scenedesmus sp. (amostra CC) sobre os niveis de

Nitrito em Células J744A.1 estimuladas com LPS

30- O Sem estimulo com LPS
a @ Estimulo com LPS

a,b

a,b

NO, - (nM/mL)

b b b b

Veiculo CC[25 pg/mL] CC[50 ygmL] DEXA

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representaram os niveis de nitrito (NO2"
uM/mL) em sobrenadante de células estimulas ou ndo com LPS (1 pug/mL). Veiculo (2%

DMSO em meio DMEM). Dexametasona (DEXA, 1 uM/mL). * p < 0,05 comparado ao grupo
veiculo sem estimulo com LPS; ® p < 0,05 comparado ao grupo veiculo estimulado com LPS
(ANOVA, seguindo do Teste de Tukey).

O extrato etandlico de Scenedesmus sp. (amostra LLI), nas concentragdes de 25 e
50 pg/mL, assim como a dexametasona (1 pg/mL) ndo foram capazes de aumentar per si 0s
niveis de nitrito, quando comparado ao grupo veiculo (Grafico 6). Contudo, reduziram em
36,2% e 27,8 %, respectivamente, os niveis de nitrito os nitritos quando as células foram
estimuladas com LPS. Porém, os valores ndo representam diferenca estatistica significativa em

relacdo ao grupo LPS (Gréfico 8).
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Grafico 8 - Efeito do Extrato Etandlico de Scenedesmus sp. (amostra LLI) sobre os niveis de

Nitrito em Células J744A.1 estimuladas com LPS

O Sem estimulo com LPS
a @ Estimulo com LPS

a

NO, - (nM/mL)

Veiculo P918 [25 pg/mL] P918 [50 pg/mL] DEXA

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representaram os niveis de nitrito (NO2"
uM/mL) em sobrenadante de células estimulas ou ndo com LPS (1 pg/mL). Veiculo (2%

DMSO em meio DMEM). Dexametasona (DEXA, 1 uM/mL). # p < 0,05 comparado ao grupo
veiculo sem estimulo com LPS; ® p < 0,05 comparado ao grupo veiculo estimulado com LPS
(ANOVA, seguindo do Teste de Tukey).

O extrato etandlico de Scenedesmus sp. (amostra P918), nas concentracdes de 25 e
50 pg/mL, assim como a dexametasona (1 pg/mL) ndo foram capazes de aumentar per si 0s
niveis de nitrito, quando comparado ao grupo veiculo (Grafico 9). Contudo, ndo foram capazes
de reduzir os niveis de nitrito quando as células foram estimuladas com LPS, apresentando uma
reducdo de 26% e 17%, respectivamente. A dexametasona (1 pg/mL) reduziu em 65,5% os

niveis de nitrito quando comparado ao grupo LPS (Gréfico 9).
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Grafico 9 - Efeito do Extrato Etandlico de Scenedesmus sp. (amostra P918) sobre os niveis de

Nitrito em Células J744A.1 estimuladas com LPS

O Sem estimulo com LPS
a @ Estimulo com LPS

a

NO,™- (1M/mL)

Veiculo P918 [25 uL/mg] P918 [50 pL/mg] DEXA

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os dados foram expressos como média + E.P.M. e representaram os niveis de nitrito (NO2"
uM/mL) em sobrenadante de células estimulas ou ndo com LPS (1 pg/mL). Veiculo (2%
DMSO em meio DMEM). Dexametasona (DEXA, 1 pM/mL). * p < 0,05 comparado ao grupo
veiculo sem estimulo com LPS; ® p < 0,05 comparado ao grupo veiculo estimulado com LPS
(ANOVA, seguindo do Teste de Tukey).

6. DISCUSSAO

A busca por propriedades farmacologicas de produtos naturais, bem como o
melhoramento dos métodos de triagem de compostos, tem permitido a descoberta de
substancias bioldgicas farmacologicamente ativas que apresentem importantes aplicagdes tanto
na area experimental, como na identificacao de principios ativos (PERAZA et al., 2007). Dado
exposto, trabalhar com microalgas torna-se vantajoso uma vez que o seu cultivo possui alta
produtividade e uma ampla gama de compostos que podem ser produzidos, quando comparado
a cultivos tradicionais de outros microrganismos (BARROS, 2015).

O teste de viabilidade celular pelo método MTT ¢ um modelo bastante utilizado
devido a sua sensibilidade de detec¢do de citotoxicidade. Esse teste quantifica o dano induzido
por um composto no metabolismo celular, pela avaliagdo da atividade de desidrogenases

mitocondriais. Dessa forma, a viabilidade mitocondrial ¢ entdo quantificada pela reducdo do
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MTT a sal de formazan. Em suma, a redu¢do do MTT a formazan ¢ diretamente proporcional
a atividade mitocondrial ¢ a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Os extratos algais foram obtidos em diferentes regides de Ontario, Provincia
Canadense. Notou-se que as amostras P918, extraida de um tanque de polimento, € a amostra
CC, obtida em uma mina ativa, apresentaram menor citotoxicidade ou auséncia de
citotoxicidade quando em comparagdo com as amostras LL1, encontrada em mina desativada,
porém todas pertencem a espécie Scenedesmus sp. Nesse contexto, a quantidade de compostos
bioativos nas algas sofre influéncia de fatores como a prépria espécie e as condi¢des ambientais,
que variam desde exposicao a luz, estacdo do ano, disponibilidade de nutrientes, temperatura,
presenca de contaminantes, salinidade, disponibilidade CO; e interagdes bidticas, dessa forma,
individuos da mesma espécie podem produzir diferentes contetidos bioquimicos (CARILLO et
al., 2020; PALANIYAPPAN et al., 2023).

As amostras utilizadas foram cedidas pelo professor John Ashley Scott, da
Laurentian University, em Sudbury, Canada, para a realizagdo do trabalho, as concentra¢des
dos extratos que apresentaram menor toxicidade em modelos com células cancerigenas,
realizados por laboratdrio parceiro, foram selecionadas para serem testadas em macrofagos
J744A.1. Os dados ndo foram trazidos para o presente trabalho, pois ainda nido foram
publicados. Nossos resultados mostraram que a viabilidade das células ndo foi afetada nas
condigdes testadas pelas microalgas verdes, com excegdo dos extratos aquosos na concentragao
de 25 pg/mL, assim como a amostra S5 de Coccomyxia sp. que apresentou toxicidade em todos
os diluentes e concentragdes trabalhadas. Dessa forma, os extratos etandlicos ¢ metanodlicos das
amostras CC, LLI, LL2A e P918, uma vez que ndo apresentam toxicidade para macrdofagos
J744A.1, apresentam potencial para serem avaliados quanto ao efeito anti-inflamatorio e
imunomodulador, afim de estudar as vias de sinalizagdo dessas células mais profundamente.

No trabalho executado por Senhorinho, Lannér e Scott (2018), foram realizados
testes sobre viabilidade celular pelo método MTT de amostras de Chlamydomonas sp.
selvagens em células malignas e ndo malignas. Os resultados mostraram que todos os extratos
diminuiram a viabilidade celular de linhagens malignas, e para células ndo malignas os extratos
afetaram a viabilidade nas concentragdes acima de 50 pg/mL, e ainda, alguns extratos afetaram
as c¢lulas nas concentragdes mais baixas. Esse comportamento também foi observado em
nossos resultados, haja vista que as amostras de Chlamydomonas sp. (LL2A), Scenedesmus sp.
(CC, LLI e P918) apresentaram maior toxicidade na concentragdo mais baixa (25 pg/mL) sobre

macrofagos J744A.1.
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A inflamagdo ¢ uma resposta importante que envolve a participacdo de varios
mediadores quimicos e vias de sinaliza¢do. A principio, a resposta inflamatoria padrao pode ser
controlada por 4 componentes principais: os indutores da inflamacgao, os sensores que sao
responsaveis pelo reconhecimento dos indutores, os mediadores inflamatorios e o tecido alvo
que s3o os componentes afetados pelos mediadores. Cada um desses componentes ira atuar de
diferentes formas ¢ vias inflamatérias (MEDZHITOV, 2010). Nesse contexto, o LPS,
componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas, ¢ detectado por receptores
do sistema imune, os receptores Toll-like (TLRs), que sdo expressos em macrdofagos presentes
nos tecidos induzindo e modulando a produgao de citocinas inflamatorias e espécies reativas de
oxigénio, inclusive, 6xido nitrico (NO) (MEDZHITOV, 2010; SOMENSI et al., 2019).

Dessa forma, os macrofagos sdo peca-chave associadas a modulacdo da resposta
imune inata ¢ uma vez ativados, induzem inflamagao ao liberar mediadores pro-inflamatorios
como 0 NO (WADLEIGH et al., 2000; MA et al., 2015). Stuchr e Marletta relataram que os
macrofagos de camundongos produzem nitrito e nitrato em resposta ao lipopolissacarideo
bacteriano. Em solugdes aquosas o NO prontamente reage com o oxigénio (O2) formando
trioxido dinitrogénio (N203) em um processo denominado autooxidagdo do NO. O N2O3 ¢
decomposto rapidamente em ion nitrosonio (NO+) e nitrito (NO2). A taxa de autooxidacao
depende principalmente das concentragcdes de NO e oxigénio, isto significa que a taxa de
formagdo de N>Os ¢ alta no local de sintese de NO (STAMLER; LAMAS; FANG, 2001).

Em suma, o NO ¢ reconhecido como um agente regulador e mediador das respostas
inflamatorias. Ele possui propriedades citotoxicas contra organismos infecciosos, mas também
pode ter efeitos prejudiciais nos tecidos do hospedeiro. O NO reage com a guanilato ciclase
soluvel (GCs), para formar o monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), que por sua vez,
modulam muitos dos efeitos do NO. Pode ainda, interagir com o oxigénio molecular e o anion
superoxido para produzir espécies reativas de nitrogénio que modificam vérias fungdes nas
células. Esses efeitos indiretos do NO tém um papel importante na inflamacao, € produzido em
grandes quantidades pela 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e espécies reativas de oxigénio
sdo sintetizadas por células inflamatdrias ativadas (KIECHELE, 1993; COLEMAN, 2001;
KORHONEN et al., 2005).

Os dados por nos obtidos demonstraram que os extratos etanolicos de Chlamydomonas
sp. (LL2A) e Scenedesmus sp. (CC, LLI e P918), nas concentracdes empregadas, ndo foram
capazes de estimular por si s6 a produgao de nitrito no sobrenadante de células J744A.1 quando
em comparacdo com células estimuladas por LPS, demonstrando assim que eles ndo sdo

capazes de induzir uma resposta inflamatoria em macrofagos J744A.1. Outrossim, 0s pocos
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tratados com extratos etanolicos de Chlamydomonas sp. (LL2A) e Scenedesmus sp. (CC),
estimulados com LPS, reduziram os niveis de nitrito em comparagdo com o grupo Veiculo,
enquanto as amostras de LLI e P918 de Scenedesmus sp. ndo apresentaram redugdo
estatisticamente significativa nos niveis de NO>. Os niveis teciduais de nitrito sdo um
importante e bem estabelecido marcador do processo inflamatério no sobrenadante de células
(GREEN et al., 1982; GASPARRINI et al., 2018).

As microalgas sdo importantes reservatorios de compostos bioativos, produzem
inimeros metabolitos secundarios que lhes conferem essa caracteristica, dentre os principais
estdo: compostos fendlicos, flavondides e carotendides (PATIL & KALIWAL, 2019). A
produgdo desses metabolitos nas microalgas responde a alteragdes do ambiente externo, assim,
a manipulacdo das condigdes de cultivo ¢ capaz de estimular a biossintese de compostos
bioativos especificos (SUASNAVAS et al., 2018).

Nesse contexto, o solvente extrator constitui um importante fator e deve ser
avaliado em funcdo da quantidade e dos metabolitos presentes na amostra (ANIBAL;
PEIXOTO; FOGLIO; HOFLING, 2013). Embora os metabélitos responsaveis pela acio
antiproliferativa e anti-inflamatéria das espécies de algas estudadas ndo tenham sido
caracterizados quimicamente neste estudo, sabe-se que o etanol ¢ um solvente no qual apresenta
carater anfifilico, permitindo a extragdo tanto de substdncias com caracteristicas apolares
quanto polares, apresentando maior teor de substancias fendlicas no extrato etandlico. Os
extratos aquosos extraem substidncias com potencial atividade antimicrobiana, como os
flavonoides. Sdo hidrofobicos, ndo interagem com substancias polares e tem a capacidade de
formagdo de micelas. Ja a utilizagdo do metanol na fase de extracdo de compostos quimicos ¢
considerada um dos mais eficientes em relagdo a extragdo dos compostos fendlicos (SIMOES,

2010; CRUZ et al., 2013; OLIVEIRA, 2016).

7. CONCLUSAO

Os extratos aquosos de Coccomyxia sp., Scenedesmus sp. € Chlamydomonas sp. sao
citotoxicos para macrofagos J744A.1, assim como o extrato etandlico e metandlico de
Coccomyxia sp. Os extratos etandlicos e metandlicos de Scenedesmus sp. € Chlamydomonas
sp., nas concentracoes utilizadas, ndo sdo citotoxicos para macrofagos J744A.1.

O extrato etandlico de Scenedesmus sp. (amostra CC) foi aquele que demonstrou
maior ac¢do anti-inflamatoria, seguido do extrato etandlico de Chlamydomonas sp. (amostra

LL2A). Os extratos de Scenedesmus sp. (amostra P918 e LLI) ndo demonstraram atividade anti-
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inflamatoria. Porém a amostra P918, foi a amostra que apresentou menor toxicidade,
apresentando potencial para outros testes de atividade biologica. Assim sendo, a amostra CC ¢
aquela que demonstrou um maior potencial para a continuidade dos estudos de sua acgao anti-

inflamatoria.
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