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RESUMO

A costa nordeste brasileira é caracterizada pela ocorréncia de algas que produzem
polissacarideos, tais como espécies do género Gracilaria (agardfitas). No entanto, ha
uma escassez de publicacbes sobre o potencial bioativo dos compostos do
metabolismo secundario, principalmente para as espécies de ocorréncia no litoral
baiano. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antibiético, antioxidante,
bem como, realizar teste de letalidade dos extratos etandlicos para o género em
guestdo. As espécies Gracilaria cervicornis, Gracilaria -curtissiae, Gracilaria
domingensis, Gracilaria ferox e Gracilaria smithsoniensis, foram investigadas. O
potencial antibiético foi analisado através do método de difusdo em disco, frente a
bactérias Gram-positivas (Bacillus subtillis (ATCC 6633); Micrococcus luteus (ATCC
10240); Staphylococcus aureus (ATCC 6538)) e Gram-negativas (Escherichia coli
(ATCC 94863) e Pseudomonas aeruginosa (15442)); o extrato de G. cervicornis (Gce-
PM) foi responsavel pela formag¢do de um halo inibitério de aproximadamente 8 mm
para a bactéria Bacillus subtilis. A capacidade antioxidante foi positiva para a maioria
das espécies e avaliada através de trés ensaios — DPPH, FRAP e Fenois Totais —
dentre as espécies testadas, G. smithsoniensis obteve maior percentual redutor,
guando observada a concentracdo de 400 pug/mL, sugerindo uma forte correlacao
entre os resultados de dosagem de fendis e aqueles obtidos nos ensaios de DPPH e
FRAP. O ensaio de letalidade frente a Artemia salina evidenciou quatro extratos
toxicos para a concentracdo de 1 mg/mL, estes representados pelas espécies
Gracilaria cervicornis — Gce-B, Gracilaria domingensis, Gracilaria curtissiae, Gracilaria
ferox. Os resultados do presente trabalho caracterizam-se como inéditos para as
espécies do género Gracilaria ocorrentes na costa da Bahia. E entre as espécies
analisadas, G. smithsoniensis apresenta-se como promissora, uma vez que
apresentou um potencial antioxidante interessante e nenhuma toxicidade, o que
atorna alvo de novos estudos para verificar os beneficios para a industria como
um aditivo em produtos alimenticios e cosmeéticos.

Palavras-chave: macroalgas, Gracilaria, antibidtico, antioxidante, toxicidade



SANTOS, P. S. Antibiotic, Antioxidant potentials and Lethality test against Artemia
salina of Gracilaria extracts (Rhodophyta, Gracilariales). 76f. 2015. Master
Dissertation. Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Bahia.

ABSTRACT

The Brazilian northeast coast is characterized by the occurrence of algae that produce
polysaccharides, such as species from the genus Gracilaria (agarophyte).However,
there is a scarcity of publications about the bioactive potential of compounds from the
secondary metabolism, especially for species of occurrence in the Bahia coast.
This study aimed to evaluate the antibiotic and antioxidant potentials as also the
lethality of ethanol extracts of plants from the genus in study. The species Gracilaria
cervicornis, Gracilaria curtissiae, Gracilaria domingensis, Gracilaria ferox e
Gracilaria smithsoniensis, were investigated.The antibiotic potential was analyzed
using the disk diffusion method, against Gram- positive bacteria (Bacillus subtillis
(ATCC 6633); Micrococcus luteus (ATCC 10240); Staphylococcus aureus (ATCC
6538)) and Gram — negative ((Escherichia coli (ATCC 94863) and Pseudomonas
aeruginosa (15442)).G. cervicornis extract (GCE-PM) was responsible for the
formation of an inhibitory halo approximately 8 mm in Bacillus subtilis.The
antioxidant activity was positive for the majority of species and assessed by
three tests - DPPH, FRAP and Total Phenol. Among the species tested, G.
smithsoniensis obtained the highest percentage of reducing activity, in the
concentration of 400 mg / mL, suggesting a strong correlation between phenols
dosing results and those obtained using DPPH and FRAP assays. The lethality assay
against Artemia salina showed four toxic extracts at the concentration of 1 mg / ml,
from the species Gracilaria cervircornis - GCE-B, Gracilaria domingensis,
Gracilaria curtissiae and Gracilaria ferox. The results of this study are unprecedented
for all species of Gracilaria genus occurring on the coast of Bahia. And among the
analyzed species, G. smithsoniensis can be promising, since it presented an
interesting potential antioxidant and no toxicity, which makes the subject of further
studies to verify the benefits to industr y like an additive in food and cosmetics
products .

Key words: Macroalgae, Gracilaria, Antibiotic, Antioxidant, Lethality
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1. INTRODUCAO

O ambiente marinho cobre cerca de 70% da superficie do planeta,
apresentando imensa diversidade biolégica. A costa brasileira ocupa uma extensdo
de 7.367 Km (IBGE, 2013) a qual possui diferentes habitats, caracterizados por uma
heterogeneidade de fatores abidticos e consequentemente, uma biota marinha
invejavel.

O Brasil possui em seu territorio um valioso ecossistema marinho, todavia, com
um diminuto grupo de espécies exploradas frente ao seu potencial biotecnoldgico. Os
estudos iniciados ha mais de cinco décadas em relacdo a quimica de produtos
naturais marinhos, proporcionou uma atencao maior a vida marinha, principalmente
no que diz respeito a conservacdo da fauna e da flora. Contudo, busca-se uma
participacdo brasileira mais relevante tanto no aproveitamento dos recursos naturais
quanto na prospeccéo de novos compostos quimicos, oriundos do mar, com potencial
a farmacos, ja que de 18.500 substancias originadas do ambiente marinho, a nivel
global, menos de 3% foi estudada (COSTA-LOTUFO et al., 2009, LACERDA, 2010).

As pesquisas brasileiras, no mar, voltadas para a busca de novas compostos
bioativos, concentraram-se principalmente em invertebrados (Equinodermos,
Celenterados, Poriferas, Tunicados e Moluscos), em algas verdes, algas pardas e
vermelhas e algumas espécies de peixes (BLUNT et al., 2003, 2005, 2008, 2010,
2014; KELECOM, 1997).

As algas marinhas sdo conhecidas devido a sua importancia secular na
alimentacdo, principalmente nos paises asiaticos, jA& que sdo ricas em varios
compostos nutritivos (vitaminas, proteinas, acidos graxos poliinsaturados, fibras,
minerais, dentre outros). Constituem um grupo promissor devido ao seu potencial
biotecnoldgico, desde o uso de substancias coloidais, os ficocoloides (como o agar, a
carragenana e o alginato), em inumeros setores da industria (alimenticia, farmacéutica
e téxtil, principalmente), o que caracteriza sua relevancia a nivel econdémico, a
aplicacdo de compostos com potencial utilizagdo farmacologica, com uma atencao
especial dedicada a compostos com atividade antiviral, antibacteriana e antifingica
(GRESSLER, 2010; LIMA-FILHO et al., 2002; MCHUGH, 2003; SILVA, 2009; VIDOTTI
E ROLLEMBERG, 2004).

O conhecimento acerca da quimica de organismos marinhos ainda infimo,

porém, crescente, tem direcionado diversos grupos de estudos no Brasil a firmar
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linhas de pesquisas em relacao as algas, a partir de estudos de taxonomia, ecologia,
manejo, fisiologia, uso sustentavel e estabelecer novas frentes como atividades
bioldgicas, isolamento, identificacéo e caracterizacdo de moléculas.

O Brasil vem ganhando espaco junto aos grupos de pesquisa em Biotecnologia
Marinha no mundo. Entre os paises em desenvolvimento, o Brasil ficou atras da Coreia
do Sul, China, india e de Cingapura. Cerca de 84% das patentes nacionais versa sobre
0 uso de algas (extratos, produtos e cultivo) como fonte de produtos ou energia
(biocombustiveis). A despeito da exploracdo dos produtos naturais de algas, 0s
estudos ainda sdo particulares as universidades e centros de pesquisa. Os Estados
Unidos lideram o ranking com quase um terco dos depdsitos solicitados. Contudo, ao
contrario do que ocorre nos paises desenvolvidos, no Brasil, 80% dos pesquisadores
estdo trabalhando nas universidades e apenas 20% encontram-se nas empresas
(BRASIL, 2010).

Os compostos bioativos de algas tem apresentado importante notoriedade na
prospeccao de novas drogas de origem marinha, frente a diversidade estrutural
guimica apresentada por esses organismos. A resisténcia de inUmeros
microrganismos patoldgicos a antibiéticos comercialmente conhecidos, instiga a
pesquisa por novos farmacos. No Brasil, € crescente os estudos que destacam o
potencial antimicrobiano, antiviral, anti-inflamatério desses compostos, bem como
fontes de substancias antioxidantes (valor nutracéutico). A multidisciplinaridade dessa
linha de pesquisa esta centrada em determinados grupos nos estados de Sédo Paulo
(USP-IBt), Rio Grande do Norte (UFRN), Paraiba (UFPB) e Santa Catarina (UFSC).
(AMORIM et al., 2012; FERNANDES, 2014; MACHADO, 2010; PAULERT, 2005;
SILVA, 2009; TISCHER et al., 2006).

Dentre os estados brasileiros litoraneos, a Bahia possui o litoral mais extenso,
cerca de 1.200 Km e apresenta grande diversidade de ambientes (praias arenosas,
recifes de corais, formacoes de arenito, costdes rochosos e manguezais), bem como
acidentes geograficos, que favorecem a heterogeneidade da flora marinha. Os
estudos realizados com as algas, no litoral baiano, tém sido de cunho taxonémico e
também relacionados a biologia e ecologia da flora marinha da regidao (NUNES, 2005,
2008). Portanto, considerando a extensdo territorial e diversidade de espécies
existentes, estudos visando conhecer o potencial biolégico desse grupo representa

um passo importante para a abertura de novas fronteiras do conhecimento.
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As macroalgas sao divididas em grupos com base na presenca dos pigmentos,
dentre elas, as pardas representam o grupo com maior nimero de espécies estudadas
a nivel de compostos quimicos. As algas vermelhas, apesar das evidéncias da
presenca de compostos halogenados, com estruturas impares, ainda representam um
grupo com poucos estudos (TEXEIRA, 2012). Para o género Gracilaria, representante
das macroalgas vermelhas, poucos sao os relatos de estudos investigando o potencial
dos compostos do seu metabolismo secundario. Fatos também observados para o
Nordeste do Brasil, onde o foco das pesquisas sobre compostos bioativos deste
género, esta voltado para as espécies agarofitas, devido a importancia econémica do
agar para fins alimenticios, dentre outras aplicacdes (MCHUGH, 2003).

A presente proposta tem por objetivo avaliar o potencial biolégico de extratos
obtidos de macroalgas do género Gracilaria, coletadas no Estado da Bahia, uma vez
que estudo recente de revisdo, demonstrou que esses extratos possuem atividade
citotdxica, antibittica, antifingica, antioxidante, antiinflamatoéria, contraceptiva e
antirretroviral (ALMEIDA et al., 2011). No entanto, trabalhos cientificos desta natureza
nao foram encontrados para o Estado da Bahia, neste sentido o presente trabalho

caracteriza-se como inédito.
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2.0. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo avaliar o potencial bioldégico dos extratos de

Macroalgas Marinhas do género Gracilaria (Rhodophyta, Gracilariales).

2.2. Objetivos especificos

» Avaliar o potencial antibiético dos extratos etandlicos usando bactérias Gram
positivas e Gram negativas

» Avaliar atividade antioxidante

» Comparar a Atividade Antioxidante por trés diferentes métodos

> Testar a letalidade dos extratos utilizando larvas de Artemia salina

> Determinar as melhores concentracdes para as atividades biologicas testadas

» Comparar o potencial biol6gico das diferentes espécies
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3.0. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Produtos Naturais Marinhos

A presenca de uma grande diversidade de organismos vivos reflete, ndo
somente nos aspectos morfofisioldgicos, mas também, sobre a diversidade genética
e, consequentemente, nos produtos quimicos gerados de diferentes processos
metabdlicos, regulando varios niveis de interacdes ecoldgicas dos seres vivos. Os
compostos quimicos resultantes dos metabolismos primario e secundario, geralmente
sdo produzidos em resposta a mudancas adversas no ambiente (temperatura,
umidade, pressdo etc.) e através de mecanismos de defesa contra herbivoria e
incrustacdo, ou seja, a producdo de tais compostos € intrinseca a fisiologia dos
organismos (GRESSLER, 2010; KAJIWARA et al., 1989; PINTO et al., 2002).

O metabolismo primario é caracterizado por apresentar processos que Sao a
unidade fundamental de toda matéria viva e 0s compostos oriundos desses
processos, tais como carboidratos, proteinas, acidos graxos e acidos nucléicos, sdo
denominados metabdlitos primarios. Por outro lado, os compostos produzidos pelo
metabolismo secundario, geralmente, conhecidos como produtos naturais,
desempenham fun¢des ndo essenciais a sobrevivéncia da espécie que o produz, mas
estdo diretamente relacionadas a manutencdo do individuo no ambiente e as
interacbes ecoldgicas. Estas substancias sdo comumente limitadas em sua
distribuicdo biolégica, na maioria das vezes produzidas em pequenas quantidades,
encontradas geralmente em alguns grupos de organismos especificos, revelando,
assim, a individualidade das espécies (DEWICK, 2002; HAY 2009; MASCHEK &
BAKER 2008;).

A definicdo de produtos naturais ndo € algo unanime entre os autores, no
entanto, estes sdo geralmente considerados compostos oriundos do metabolismo

secundario, também denominados de compostos bioativos.

A diversidade quimica dos compostos naturais de origem marinha tem
direcionado o foco de inUmeras pesquisas ha alguns anos (HAEFNER, 2003; PLAZA,
2010; SCHWARTSMANN et al., 2001). A industria farmacéutica tem valorizado tais
produtos, uma vez que estes apresentam diferentes funcdes bioldgicas, promissores

alvos terapéuticos e potencial farmacolégico (MAYER, 2010).
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A pesquisa com produtos naturais marinhos teve uma maior visibilidade no
periodo po6s Il guerra mundial. Dentre os fatores que contribuiram para a evolugéo dos
estudos no ambiente marinho, destacam-se os avancos em mergulho autbnomo e o
desenvolvimento de equipamentos de coleta para maiores profundidades, bem como,
técnicas espectroscopicas, de cromatografia, cultivo, dentre outras. Outro aspecto
importante foi o isolamento de novos compostos quimicos e a compreensao dos
mecanismos de biossintese dos metabdlitos secundarios. Nesse sentido, a utilizacéao
do carbono radioativo imprimiu um enorme avanco neste campo (PINTO et al., 2002).
A exploracdo do ambiente marinho a partir desse progresso descrito, resultou no
isolamento de compostos com estruturas singulares, as quais demonstraram ser
promissoras em testes preliminares (COSTA-LOTUFO et al., 2009; PINTO et al.,
2002).

O isolamento de esterdides de alguns animais como esponjas e moluscos
representou um marco inicial, impulsionando novas pesquisas com 0S 0rganismos
marinhos. Em meados dos anos 50, Bergman e colaboradores, investigaram o efeito
biolégico de substancias extraidas e isoladas de esponja Cryptotethya crypta, os
nucleosideos espongotimidina e espongouridina que deram base para 0
desenvolvimento de drogas antivirais, 0 ARA — A (principio para desenvolvimento do
AZT- utilizado no tratamento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) e
anticancer, ARA-C. Estas substancias foram os primeiros produtos de origem marinha
a atingir o mercado (LIRA, 2007; MAYER et al., 2010; PINTO et al., 2002).

Na década de 60, estudos utilizando um octocoral (Plexaura homomalla),
permitiram a descoberta da presenca de grandes concentragcdes de prostaglandinas,
despertando o interesse e o investimento da industria farmacéutica em laboratorios
de pesquisa de produtos naturais visando novos farmacos de origem marinha
(WEINHEIMER; SPRAGGINS, 1969).

Organismos marinhos como algas, esponjas e ascidias, frequentemente
competindo para sobreviver em um ambiente indspito, produzem uma variedade de
metabdlitos secundarios que geralmente diferem dos terrestres, no que diz respeito a
novidade estrutural, apresentando novos esqueletos carbénicos e combinacdes de
grupos funcionais pouco comuns (BLUNT et al., 2009; SIMOES et al., 2004; MAYER
e HAMANN, 2005). Diante da grandeza dos oceanos frente a sua enorme diversidade
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biolégica e quimica, surge um novo cenario visando novos agentes terapéuticos a

partir dos produtos naturais marinhos, a farmacologia marinha (MAYER et al., 2010).

Em 1975 ja havia trés linhas de estudo paralelas na quimica de produtos
naturais marinhos: toxinas marinhas, substancias com potencial medicinal e ecologia
quimica marinha. A integracdo dos trés campos de estudo proporcionou a quimica de
produtos naturais marinhos seu caréater unico (FAULKNER, 2000).

Pesquisas com toxinas marinhas foram e ainda sdo alvo de investigacdo
guimica, uma vez gque estas substancias sdo estocadas em outros animais marinhos
atraves da filtracdo da agua do mar e retirada do alimento, realizada por exemplo, por
moluscos e diversos frutos do mar. Toxinas isoladas de organismos como o
dinoflagelado plancténico Gymnodinium breve tiveram suas estruturas quimicas
determinadas ja na década de 80, por pesquisadores japoneses (LIN et al., 1981).
Estes organismos estdo presentes em grandes floragdes algais nocivas, que podem
ser ingeridas por peixes recifais, e sdo produtores de toxinas (ciguatoxinas e
maitotoxinas), a exemplo de Gambierdiscus toxicus (CASTRO; MOSER, 2012).

Apesar da maioria dos produtos isolados descritos terem sido oriundos de
invertebrados marinhos, estudos recentes defendem a hipbétese de que muitas
substéancias da biota marinha podem ser produtos de simbiose destes animais com
fungos e bactérias, ampliando assim a diversidade estrutural (SIMMONS et al., 2008).
Esses microrganismos podem constituir grande parte da biomassa invertebrada,
chegando a atingir 40% da estrutura (FELICIO et al., 2012).

A briostatina € uma substancia que foi isolada em 1972 a partir do briozoario
Bungula neritina. Este composto apresenta atividade anticancerigena e atualmente
estd em Fase | de estudo clinico. Sabe-se atualmente que esta substancia € um
metabolito produzido por uma bactéria (Candidatus Endobugula sertula) simbionte
deste briozoario. Apesar deste organismo ser eficiente em aquacultura, procura-se por
um meio de cultivo seletivo para o crescimento da bactéria, de maneira que a
producdo do composto seja mais eficiente (COSTA-LOTUFO et al., 2009 MAYER et
al., 2010).

As esponjas sao 0s organismos de maior novidade em estrutura de compostos
quimicos, bem como os cnidarios, apresentando diversas atividades biologicas, com

enorme notoriedade na acdo anticancerigena (LEAL et al., 2012). A caracterizagédo
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de novas substancias a partir de fungos e bactérias isolados de esponjas, demonstra
a importancia desses organismos para 0s centros de pesquisa em bioativos, uma vez
que apresentam metabdlitos produzidos nunca antes observados para organismos
terrestres (BLUNT et al., 2005; COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Aproximadamente 20.000 metabolitos j4 foram isolados de organismos
marinhos com mais de 30 compostos em fases clinicas distintas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2010). Em sua ultima revisdo anual sobre os produtos naturais marinhos,
Blunt e colaboradores (2010) relacionam mais de 1000 moléculas isoladas apenas no
ano de 2008 em todo o mundo. E sabido que ja existem 4 farmacos relacionados a
substancias de origem marinha em uso clinico: como o anticarcinogénico (ara-C —
[Citarabina] e trabectedina), antiviral (ara-A — Vidarabina) e analgésico neuropatico
(ziconotideo) (COSTA-LOTUFO et al., 2009).

Os estudos mais significativos na area de produtos naturais marinhos no Brasil
sdo os isolados de algas, ascidias, pepinos e ourigcos-do-mar, com enfoque nos
polissacarideos sulfatados o0s quais possuem atividade anticoagulante e
antitrombdtica (PINTO et al., 2002).

3.2.  Macroalgas Marinhas Bentonicas

As macroalgas marinhas bentbnicas s&o organismos multicelulares,
fotossintetizantes, que crescem sobre substratos consolidados (costdes rochosos,
formacdes recifais). Podem ser diferenciadas pela sua coloracdo, ou seja, pelos
pigmentos predominantes nos espécimes. Sao agrupadas em trés principais divisdes:
Algas verdes (Chlorophyta), Algas pardas (Heterokontophyta) e Algas vermelhas
(Rhodophyta) (MCHUGH, 2003; OLIVEIRA et al., [s.d.]). Estes organismos constituem
a base da cadeia alimentar, desempenham um papel vital na manutenc¢ao do equilibrio
marinho, na preservacédo da biodiversidade e na mitigacdo do aquecimento global
(MARINHO-SORIANO et al., 2011).

Diferentemente dos vegetais terrestres que apresentam divisbes em sua
estrutura como raiz, caule e folhas, as macroalgas séo formadas por um talo e um
apressorio que fixa o talo ao substrato (ACCIOLY, 2003; OLIVEIRA et al., [s.d.]).

Uma caracteristica fundamental na estrutura quimica desses organismos, € a

presenca de polissacarideos que compdem a parede celular. Estes compostos sao
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oriundos do metabolismo primario e apresentam-se como um importante alvo para as
industrias alimenticia e farmacéutica. Possuem caracteristicas de hidrocoldide,
formam solucdo aquosa espessa, sendo assim denominados ficocoloides, por serem
produzidos por algas (MCHUGH, 2003).

Os ficocoldides de maior interesse comercial sdo o agar, a carragenana —
tipicos de algas vermelhas - e o alginato — presente em algas pardas. De maneira

geral, esses coldides atuam como espessantes e estabilizantes.

Diante de suas caracteristicas gelificante (devido ao baixo teor de sulfatos que
confere uma alta forca gel) e baixa viscosidade, o agar-agar € bastante utilizado pelas
industrias de cosméticos, alimenticia, farmacéutica, produtos de laboratério (substrato
na preparacao de meios de cultivo de bactérias, por exemplo) e matéria prima para a
biologia molecular. Na industria de alimentos é usado como aditivo em diversos
produtos lactaceos (sorvetes, pudins, flans, iogurtes, entre outros). E utilizado
também, como laxativo e agente terapéutico no tratamento de disfunc¢des digestivas.
Aplicado na formacéo de proteses dentarias, capsulas e ingrediente de comprimidos
(IBERAGAR, 2010). As espécies de algas com alto teor na producéo deste ficocolbide
sdo denominadas agardfitas, destacando-se o0s géneros Gracilaria, Gelidium e
Pterocladia (PEREIRA, 2008).

No Brasil, as algas produtoras de agar séo alvo de colheitas intensas para suprir
a economia regional. Comunidades litoraneas nordestinas (Rio Grande do Norte,
Ceard e Paraiba) recebem orientacdo para o uso racional desse recurso marinho,
substituindo a atividade extrativista pelo incentivo ao cultivo das algas (algocultura)
pelas comunidades costeiras de maneira sustentavel (BEZERRA, 2008; CARVALHO
FILHO 2004; MIRANDA et al. 2004). Contudo, a produgéo ainda € incipiente, como
consequéncia os maiores gastos com produtos algaceos sao devido a importacdo dos
mesmos (OSTRENSKI et al., 2008).

A carragenana € um polissacarideo sulfatado tipico das espécies da ordem
Gigartinales, com destaque para 0s géneros Gigartina, Hypnea, Eucheuma,
Chondrus e Iridaea. Esta substancia é tradicionalmente usada como agente
gelificante, emulsificante e estabilizante em produtos alimenticios, farmacéuticos e
cosmeticos. A industria de alimentos, em patrticular, € responséavel pelo uso de 70 - 80
% da producdo mundial de carragenana. Dentre estas ganha destaque a de lacticinios

e produtos carneos (WEBBER, 2010).
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O alginato, tipico de algas pardas, é utilizado na inddstria alimenticia, como
espessante, estabilizante de sorvetes e achocolatados, e farmacéutica,
caracteristicas tipicas dos ficocoloides citados. No entanto, com aplicacdo especial
para a indastria de tintas para tecido, papéis e também na producédo de espuma de
cerveja (YAMASAKI et al., 2005).

A industria utiliza dos cultivos de macroalgas para atender a demanda da
producdo de ficocoloides, uma vez que os bancos naturais ndo sdo suficientes e
sobretudo o manejo inadequado destes pode causar fortes impactos no ambiente
(MCHUG, 2003).

A movimentacdo da industria financeira de algas esta estimada em cerca de
US$ 5,6 bilhdes ao ano, onde o cultivo representa grande parte do total,
principalmente devido aos géneros utilizados na alimentagdo humana (Laminaria,
Undaria e Porphyra). No Brasil, o impacto causado por este setor, ainda esta restrito
a regido Nordeste. O valor relacionado aos recursos com algas custa cerca de US$
10 milhdes anuais, onde, apenas 2 milhdes representa a producdo nacional
(OLIVEIRA et al., 1998; YOSHIMURA, 2006).

~

Além da importancia dada a alimentacdo e cultivo, as algas também sao
empregadas no uso como fertilizantes. Geralmente os extratos sao ricos em nitrogénio
e potassio, porém com baixo teor de fésforo. As algas calcarias contribuem com mais
de 90% de teores de carbonato, sendo aplicadas como corretores de pH em solos
acidos (LANG, 2006). Extratos da alga Ascophyllum nodosum (alga parda) geralmente
sao adicionados em produtos comerciais, pois Sao ricos em compostos como iodo,
minerais e vitaminas e demonstram aumento na germinacéo e vigor de plantulas de
uma vasta gama de plantas (CARVALHO E CASTRO, 2014).

De maneira geral as macroalgas sdo ricas em horménios vegetais e podem
atuar como bioestimulantes. Algas vermelhas incluindo espécies dos géneros
Chondracanthus, Hypnea, Gelidium, Gracilaria e Porphyra foram analisadas quanto
ao perfil de horménios, evidenciando a presenca comum de citocininas, auxinas e
acido abscisico (YOKOYA, 2010).

Apesar da rigueza na flora marinha, o Brasil ainda faz o uso esporadico e de
maneira mais artesanal, desses biofertilizantes (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).
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3.2.1. Macroalgas Marinhas e seus Compostos Bioativos

Os estudos com compostos bioativos de algas foram iniciados h& mais de trés
décadas. O periodo que compreende os anos de 1977 e 1987 foi promissor na
descoberta de novos compostos representando 35% com algas, seguidos de esponjas
e cnidarios com 29 e 22%, respectivamente, responsaveis pelos novos bioativos
oriundos do ambiente marinho (LANG, 2006).

Com o0 avanco tecnolégico e de técnicas sofisticadas para caracterizacéo
estrutural e quimica, cerca de 13.000 novos compostos isolados de algas foram
determinados nos ultimos 35 anos (MARINHO-SORIANO et al., 2011). A diversidade
de compostos produzidos € ampla. Substancias como carotendides, acidos graxos
poli-insaturados, terpendides (mono e sesquiterpenos), xantofilas, polifendis,
compostos halogenados, micosporinas, e polissacarideos sulfatados (carragenana,
proteoglicanos e alginato) sdo amplamente utilizadas e explorados pela induastria,
algumas inclusive apresentaram atividade anticancerigena em modelos de estudos in
vitro (CARDOZO et al., 2007; CARVALHO; ROQUE, 2000; MACHADO et al., 2010;
PEREIRA; TEIXEIRA, 1999).

O forte perfil bioativo observado em estudos recentes sugerem que alguns
metabdlitos de algas podem ser futuramente utilizados como farmacos ou como
protétipos de novos agentes antitumorais e antibacterianos (MACHADO et al., 2010).
Atualmente, as algas representam cerca de 9% dos compostos biomédicos obtidos
no mar (JHA e ZI-RONG, 2004). Pesquisas por novos antimicrobianos, por exemplo,
sdo de grande importancia diante da resisténcia de inUmeros microrganismos a
diversos farmacos. Além dessas, outras atividades como antiinflamatoria, citotoxica,
imunossupressora e anti-helmintica foram descritas para metabolitos secundarios
isolados de algas. (BURKHOLDER et al., 1960; EOM et al., 2012; GAMAL, 2010;
LUSTIGMAN e BROWN, 1991; MACHADO et al.,, 2010; MAYER et al., 2010;
PEREIRA, 2012; SHANMUGHAPRIYA et al., 2008).

Considerando-se que o0s metabdlitos ativos podem estar em baixa
concentracgéo, o isolamento de um principio ativo e sua validagdo como farmaco, por
si sO, ndo garante sua utilizacdo como produto comercial, uma vez que sua exploracao
a partir da natureza, na maioria, das vezes € impraticavel. No entanto a possibilidade
de cultivo das algas, € fator atraente para as pesquisas com esses organismos. Uma
vez que, no ambiente a disponibilidade das algas em quantidade, bem como a
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viabilidade de cultivo em relagcdo a outros organismos marinhos como esponjas e
demais invertebrados, sao fatores vantajosos que tem despertado o interesse das
indUstrias para a exploracdo desses recursos. Assim, esforcos tem sido realizados
para o desenvolvimento de cultivo em larga escala em detrimento da utilizacao
indiscriminada dos bancos naturais (CARDOZO et al., 2007).

Diversos trabalhos cientificos foram publicados a despeito do potencial
biotecnolégico destes organismos. Sao utilizadas no tratamento de doencas
glandulares como hipertireoidismo (ALMEIDA et al., 2011) e também como vermifugo,
agentes hipocolesterolémicos e hipoglicémicos e até empregadas como curativos e
pomadas (GAMAL, 2010).

A literatura relata algumas atividades biologicas de extratos da alga verde,
Caulerpa racemosa, na inibicdo da enzima a-amilase em ensaios de melanomas
humanos (ROCHA et al., 2007). Outros estudos tratam da caulerpina, um composto
isolado de algumas espécies dos géneros Caulerpa e Codium, bem como outros
géneros de algas como a Laurencia e Chondria. Esta substancia, presente nos
extratos de duas espécies do género Caulerpa foi responsavel por apresentar
atividade antiinflamatéria e antinociceptiva (BLUNT et al., 2010; BITENCOURT et al.,
2011).

Pesquisas da regido Sul do Brasil demonstraram eficiéncia no potencial
antimicrobiano de extratos de espécies de algas verdes, como a Ulva fasciata, frente
a microrganismos prejudiciais a saude humana e as plantacfes de feijao. Além disso,
0s extratos demonstraram atividade antioxidante (PAULERT, 2005; RAYMUNDO et
al., 2004).

Lima-Filho et al., (2002), relataram atividade antibacteriana de extratos de algas
da costa do nordeste brasileiro (Ulva fasciata DELILE, Caulerpa cupressoides WEST
IN VAHL, Caulerpa prolifera FORSSKAL (algas verdes), Gracilaria domingensis
SONDER, Gracilaria sp. e Amansia multiida LAMOUROUX (algas vermelhas)). Os
compostos das algas foram testados, observando a acéo inibitéria contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. As algas Caulerpa cupressoides (H. West in Vahl)
C. Agardh (alga verde) e Amansia multifida (J.V. Lamour) (alga vermelha) obtiveram

destaque no potencial antimicrobiano.
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As algas pardas constituem o grupo mais bem estudado no Brasil em diversas
linhas de pesquisas, desde o isolamento de novas moléculas e potenciais atividades
biologicas a dados de biogeografia baseados em informacdes quimicas de seus
produtos naturais (TEIXEIRA, 2012).

Os compostos bioativos mais encontrados nas algas pardas s&o o0s
hidrocarbonetos volateis que atuam como feroménios sexuais (florotaninos) e
parecem estar relacionados a diminuicdo da herbivoria e incrustacdo. Os polifendis,
carotendides, terpenos e esterdides também sdo compostos de interesse nestes
organismos (FLEURY et al., 1995; TEIXEIRA et al.,1990; 1989).

Os terpenos constituem o grupo de substancias mais estudado no mundo e no
Brasil. Possuem potencial para diversas atividades biolégicas e servem como
marcadores taxondmicos e biogeografico para algumas familias e géneros de algas
pardas. Os diterpenos, caracteristicos do género Dictyota, apresentam potenciais
antimicrobiano e antiviral. Estudos recentes demonstraram que compostos extraidos
das espécies Dictyota menstrualis e D. pfaffii apresentaram eficiéncia contra os virus
HIV-1 e HSV-1 (DE PAULA et al., 2011; MICELI et al., 2012; TEIXEIRA, 2012).

No ambiente marinho, as algas vermelhas sédo as principais produtoras de
compostos secundarios (MACHADO et al., 2010) que apresentam uma variedade
estrutural no esqueleto de suas moléculas. Entre elas estdo 0s compostos

halogenados, as principais substancias produzidas (TEIXEIRA et al., 1991).

Os compostos bioativos de espécies de algas vermelhas se caracterizam por
apresentarem diversas propriedades bioldgicas: antibidticas (terpendides
halogenados de Delisea pulchra (Grev.) Mont.), atividades citotéxicas contra células
do cancer coloretal e nasofaringeal (chondriamida A de Chondria atropurpurea Harv.),
atividades antihelminticas (chondriamidas A, B e C de Chondria atropurpurea; acido
domdico de Digenea simplex (Wulfen) C. Agardh e Chondria armata (Kuetz.)
Okamura) e atividades antiinflamatérias (prostaglandinas de Gracilaria lichenoides
Grev. G. asiatica Zhang & Xia e G. verrucosa (Hudson) Papenfuss). Os compostos
volateis de Bostrychia tenella J. Agardh apresentaram propriedades fungicida,
tripanocida e leishmanicida (SMIT, 2009; Felicio et al., 2010).

O género Laurencia (J. V. Lamour) é o mais estudado mundialmente devido as

propriedades de seus compostos. Atualmente, as pesquisas se concentram no estudo
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dos mecanismos e nas vias de sintese dos metabdlitos secundérios. Varios
compostos isolados desse grupo se encontram nas fases mais avancadas dos
estudos pré-clinicos e clinicos (LHULIER, 2005). Pesquisas com oito compostos
halogenados de espécies do género Laurencia (J. V. Lamour), evidenciaram um
amplo espectro de acao inibitéria contra bactérias Gram-positivas, principalmente
contra aquelas resistentes a antibitticos vigentes no mercado, como a penicilina
(VAIRAPPAN et al, 2004).

Os polissacarideos sulfatados sdo amplamente estudados como alvo
terapéutico substituindo drogas comercialmente aplicadas no mercado farmacéutico
apresentando as seguintes atividades biolégicas: antivirais, antitrombdtica,
anticoagulantes e antitumorais (CUNHA et al., 2009). A carragenana, por exemplo,
possui atividade antiviral demonstrada através da inibicdo da sintese de proteinas
virais dentro das células do hospedeiro. Ha registros de que esse polissacarideo
possui acao contra os virus da herpes e do papiloma virus humano (HPV) e que pode
apresentar certa protecdo ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(BARTOSIKOVA e NECAS, 2013; CABRAL, 2012). Pesquisas com fracfes
polissacaridicas de algumas algas vermelhas (Amansia, Botryocladia, Gigartina e
Halymeina por exemplo) estdo sendo realizadas para avaliar o potencial
anticoagulante e antitromboético e tem-se obtido resultados promissores para uma
nova droga, uma vez que seus efeitos colaterais sdo infimos comparados ao da
heparina e possui uma vantagem em relacdo a contaminacdo com prions, ja que o
composto n&o é obtido de mamiferos (MOURAO, 2010; MOURA, 2011; RODRIGUES
et al., 2009; SOUZA, 2010).
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3.2.2. Atividades Bioldgicas
3.2.2.1. Atividade Antibiética

O aparecimento de microrganismos cada vez mais resistentes aos antibidticos
comerciais tem intensificado o interesse continuo da industria farmacéutica na busca
de novos agentes bioativos. As fontes naturais apresentam-se como alvos
interessantes na prospeccao de farmacos, uma vez que possuem organismos com

estruturas quimicas geralmente mais complexas (GUIMARAES et al., 2010).

As algas marinhas sdo potenciais fontes de agentes antibioticos. As trés
divisbes de macroalgas (algas verdes, pardas e vermelhas) apresentam compostos
bioativos para diferentes cepas de bactérias e fungos. Estudos prévios demonstraram
o efeito de extratos de algas na inibicdo do crescimento dos microrganismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Mycobacterium smegmatis, Candida
albicans, com destaque para Amansia multifida, Laurencia obtusa, Dictyopteris justii.
Todos os extratos foram efetivos principalmente contra S. aureus (BURKHOLDER et
al., 1960).

Shanmughapriya et al., (2008) relataram alta bioatividade de espécies de
macroalgas da costa da india frente a bactérias patogénicas multiresistentes, a

exemplo de Gracilaria corticata contra Proteus mirabilis (bactéria Gram negativa).

Estudos evidenciando a acdo antibiética de algas marinhas, constatam que
existe uma variedade de compostos com diferentes estruturas como terpenos
halogenados, florotaninos, aglutininas, bromofendis, lectinas, acidos graxos e
compostos fendlicos, como agentes bactericidas ou bacteriostatico (LIAO et al., 2003;
WATSON e CRUZ-RIVIERA, 2003).

Existem diversas formas de analisar os potenciais antibidticos, por exemplo:
bioautografia, método de difusdo em &gar, microdiluicdo, macrodiluicdo (OSTROSKY
et al., 2008; Pereira et al., 2009). No presente trabalho, foi empregado o método de

difusédo em agar.
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3.2.2.2. Atividade Antioxidante

Os organismos fotossintetizantes s&o os principais produtores de sistemas de
defesa antioxidante em suas células. As membranas fotossintéticas (tilacéides) que
possuem lipideos ndo saturados em sua estrutura, tornam-se alvos dos efeitos
deletérios oxidativos (ROCHA et al., 2007). As algas possuem diferentes mecanismos
de protecao contra os efeitos dos radicais livres (principalmente as espécies reativas
de oxigénio (EROs), bem como previne a formac&o dos mesmos, uma vez que sempre
estdo submetidas a variacGes de intensidade de luz e concentracdes de Oz e CO2 na
coluna d’agua. Assim a sobrevivéncia destes organismos depende da acdo de
substancias antioxidantes que tem como principal funcéo proteger o cloroplasto frente
ao estresse oxidativo. Em algas, tais substancias estdo presentes ao longo do talo
(MATSUKAWA et al., 1997).

Os radicais livres de uma forma geral sdo prejudiciais as células dos
organismos, jA que possuem uma estrutura altamente instavel e podem atacar
diversos alvos celulares (proteinas, lipideos e DNA, principalmente) com o objetivo de
estabilizar sua estrutura molecular. Desta forma, influenciando na viabilidade celular
e por vezes resultando na morte da célula (SILVA, 2009; VANNUCCHI et al., 1998).
A despeito dessas caracteristicas, os radicais livres estdo intimamente relacionados a
patogénese de algumas doencas como aterosclerose, diabetes mellitus, inflamacgéo
cronica, certos tipos de cancer e desordens neurogenerativas (COLLIER et al., 1990;
BOYNES et al., 1991).

Considerando o efeito negativo de tais produtos do metabolismo aerébio
(radicais livres, EROs) nos processos fisiologicos dos organismos (humanos
principalmente), tem-se buscado compostos com atividade redutora e neutralizadora
de radicais livres que possam diminuir o efeito ou até mesmo prevenir o aparecimento
de novas moléculas. A pesquisa por novos antioxidantes esta voltada para a obtencéo
de compostos seguros e menos toxicos ao organismo, logo o interesse € despertado

acerca dos produtos de origem natural (LI et al., 2007).

Antioxidantes sintéticos como o hidrixianisol butilado (BHA), o hidroxitolueno
butilado (BHT), o Propilgalato (PG) e a hidroxiquinona butilada (TBHQ) séo
comercialmente utilizados (VADLAPUDI, 2012). No entanto, 0 uso desses compostos
ainda é restrito devido a toxicidade e seguranca, que podem levar a problemas sérios
de saude humana (ROCHA et al., 2007; VADLAPUDI, 2012).



32

A definicdo mais aceita para antioxidante menciona que é uma substancia
presente em baixas concentra¢des, quando comparada ao substrato oxidavel, atrasa

ou inibe a oxidacao desse substrato de maneira eficaz (SIES; STHAL, 1995).

As algas marinhas apesar de conterem &acidos graxos poliinsaturados,
conseguem manter-se estocadas e desidratadas por longos periodos sem o risco de
deterioragdo oxidativa, o que tem instigado os pesquisadores a compreender o
mecanismo de acdo antioxidante das mesmas. Os Japoneses iniciaram os estudos
com algas marinhas no sentido de verificar a acdo antioxidante das substancias
extraidas e assim substituir os aditivos sintéticos (o hidrixianisol butilado (BHA) e o
hidroxitolueno butilado (BHT)) devido ao potencial carcinogénico dos mesmos,
observado em testes com animais (ROCHA et al, 2007; VADLAPUDI, 2012).

Assim como as plantas vasculares, as algas marinhas também apresentam
moléculas antioxidantes como florotaninos, acido ascorbico, tocoferois, carotendides,
fosfolipidios, compostos relacionados a clorofila, bromofendis, aminoacidos do tipo
micosporina, polissacarideos, etc (GANESAN et al., 2011; RUPEREZ et al., 2002;
YUAN et al., 2005).

A utilizacdo das algas na dieta tem atraido o foco de muitas pesquisas a
respeito do potencial antioxidante oferecido pelos compostos produzidos por tais
organismos, bem como potencial anticarcinogénico e antiproliferativo (YUAN e
WALSH, 2006; KOKABI et al., 2013; GANESAN et al., 2011). Nestes estudos, os

compostos fendlicos sdo os principais relacionados ao potencial antioxidante.

Takamatsu e colaboradores (2003) realizaram uma screening com VAarios
grupos de organismos marinhos, inclusive algas, para verificar seu potencial
antioxidante. As espécies de algas marinhas apresentaram em sua maioria, forte
potencial antioxidante a partir do método DPPH (TAKAMATSU et al., 2003).

Apesar da rigueza apresentada pela flora marinha brasileira, pouco tem-se
explorado a nivel de substancias com potencial antioxidante (ROCHA et al., 2007).

O efeito antioxidante de algumas espécies foi notado através dos extratos de
espécies de algas verdes do litoral de Santa Catariana (Codium decorticatum,
Enteromorpha intestinalis, Ulva fasciata e Chaetomorpha anteninna), as quais
exibiram altas taxas de potencial redutor ocasionadas pela composi¢cdo de compostos
fendlicos, carotendides e clorofilas (RAYMUNDO et al., 2004).
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Diversos métodos séo utilizados para avaliar o potencial antioxidante de
diferentes tipos de amostras. Os mais comumente usados sdo o DPPH (2,2-diphenil-
1-picrilidrasila), o Folin-Ciocalteu e o FRAP (Poder Antioxidante de Reducéao do Ferro).
Este dltimo surgiu como alternativa para determinar a reducédo do ferro em fluidos
biolégicos e solu¢bes aquosas de compostos puros. Estas trés metodologias foram
empregadas neste trabalho.

3.2.3. Teste de Letalidade Frente a Artemia salina Leach

A Artemia salina Leach € um microcrustaceo, conhecido como camaréo de agua
salgada, utilizado em diversos estudos de fisiologia. Possui algumas caracteristicas
gue o torna alvo como organismo teste na utilizacdo de bioensaios preliminares em
detrimento daqueles mais caros. S&o sensiveis frente a diversos compostos, os cistos
eclodem facilmente, entre 24 e 48 horas, ainda que estocados por anos a temperatura
ambiente, permanecem viaveis. O teste ndo requer métodos assépticos e tdo pouco
eguipamentos especiais na realizacdo, é um teste rapido, de baixo custo, eficiente e
gue requer uma pequena quantidade de amostra (2 — 20 mg) (McLAUGHLIN et al.,
1998; SIQUEIRA et al., 1998).

Este bioensaio tem correlagdo com ensaios de citotoxicidade previamente
realizados com agentes antitumorais, onde o teste com Artemia salina se equiparou
aos resultados de LC50 (concentracgdo letal), o que sugere que ensaios de letalidade
com o microcrustaceo pode ser utilizado como preliminar em analises de compostos
citotoxicos. Resultados positivos em testes com A. salina sdo considerados uma forma
de triagem de substancias que serao testadas de maneira especifica e onerosa, como
0s bioensaios com células tumorais (CARBALLO et al., 2002; HARADA, 2009;
McLAUGHLIN et al., 1998).

Verificar a letalidade em um organismo menos complexo torna-se necessario uma
vez que, este bioensaio pode ser usado em um monitoramento simples e rapido da
resposta bioldgica (LHULLIER et al., 2006).

A literatura relata alguns trabalhos que utilizam o teste de letalidade com A. salina
para avaliar a toxicidade de extratos de algas marinhas, quando comparado com

pesquisas referentes a plantas terrestres.
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Lhullier et al., (2006) realizaram uma triagem a partir do teste de letalidade para 19
espécies de algas coletadas no litoral catarinense com representantes das trés
divisbes. As algas vermelhas obtiveram maior porcentagem de extratos com
resultados estatisticamente significativos pelo método do qui-quadrado e também
menores valores de CL50, com destaque para Acanthophora spicifera, Hypnea

musciformis e Pterocladiella capilacea.
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3.3. O Género Gracilaria Grevile

O género Gracilaria Grevile pertence ao filo Rhodophyta (algas vermelhas), a
ordem Gracilariales e familia Gracilariaceae. Este filo é fonte dos principais compostos
secundarios relatados na literatura cientifica. Com mais de 1.500 compostos descritos,
as algas vermelhas se destacam em relagcdo aos outros grupos (algas verdes e
pardas) diante da abundéncia e diversidade quimica produzida (MASCHECK E
BAKER, 2008). E o grupo mais diversificado no litoral da Bahia, com
aproximadamente 260 espécies, constituindo-se o terceiro maior numero ja registrado
para a regido brasileira (FLORA DO BRASIL, 2015).

O género em questdo € o mais representativo das algas vermelhas e com
aproximadamente 170 espécies reconhecidas (Guiry and Guiry, 2014), distribuidas na
maior parte dos mares tropicais e temperados do mundo (MCHUGH, 2003; NUNES,
2005; SIMOES, 2009). No Brasil, as populacdes se concentram ao longo da costa da
regido nordeste. Foram registradas 18 espécies para Gracilaria no litoral baiano, as
quais incluem Gracilaria cervicornis (Turner) J., Gracilaria curtissiae J. Agardh,
Gracilaria domigensis (Kutzing) Sonder ex Dickie, Gracilaria smithsoniensis Gurgel,
Fredericq & J.N. Norris, e Gracilaria ferox J. Agardh (LYRA, 2014; NUNES, 2005).

As agardfitas, assim denominadas as espécies produtoras de agar, incluindo
as espécies de Gracilaria, sdo de grande importancia para a economia devido a
exploracdo deste ficocolodide de alto valor econémico, o agar é utilizado em diversos
setores da indastria como o ramo alimenticio, medicinal, cosmético, quimico,
farmacéutico, téxtil. Diante da aplicabilidade deste ficocolbide, algumas espécies de
Gracilaria tornaram-se alvo de estudos no sentido de verificar a viabilidade do cultivo
de algas produtoras de agar e analisar aquelas que produzem melhor teor de gel como
observado em G. domingensis, G. caudata, G. cornea (FLORENCIO et al, 2012;
SANTOS, 2011; SALLES et al., 2010; YOSHIMURA, 2006). No Brasil, a espécie
Gracilaria birdiae Plastino & E. C. Oliveira é uma das principais fontes de agar, oriunda
da Regidao Nordeste, no Ceara (MARINHO-SORIANO, 2011). A literatura cientifica
relata diversas propriedades dos ficocolbides, dentre elas a de antioxidantes,

observados, por exemplo, em G. birdiae (SOUZA et al, 2012).

Tratando-se do Nordeste, o Estado da Bahia ndo apresenta publicacdes sobre
o potencial bioativo dos compostos secundarios de Gracilaria. Foram encontrados

apenas dois artigos, um referente a Gracilaria domingensis, que trata da qualidade do
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agar produzido pela mesma (SANTOS, 2011) e do valor nutracéutico da espécie
Gracilaria cornea (MOTA, 2011).

Extratos brutos de polissacarideos sulfatados de Gracilaria ornata foram
investigados em relacdo ao seu efeito antimicrobiano. Dentre os microrganismos
testados (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogens,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonela choleraesuis e Salmonela

typhi) o extrato foi efetivo apenas contra a bactéria E. coli (AMORIM, 2012).

Almeida et al., (2011) em estudos de revisdo, revelaram a importancia da
bioatividade dos compostos do género Gracilaria além dos compostos primérios
(ficocolbides). A cerca da representatividade do género, nesta pesquisa extratos e
fracOes de 19 espécies foram testados quanto ao perfil quimico e potencial biolégico
como: toxicidade, citotoxicidade, atividade espermicida, antibacteriana, antiviral,
antifangico,  antiprotozoario, anti-hipertensivo, antioxidante, antiinflamatorio,

analgésico e efeitos espasmoliticos no trato gastrointestinal humano.

Pesquisas recentes com a espécie Gracilaria gracilis (Stackhouse) Steentoft,
Irvine et Farnham, indicaram forte atividade antioxidante dos extratos testados,
comparavel aqueles compostos antioxidantes comerciais, quando também foi
observado uma alta concentracdo de compostos fendlicos, principalmente para a
biomassa coletada no verdo (FRANCAVILLA et al., 2013).

A atividade antibiética para Gracilaria vém ganhando destaque, uma vez que
seus extratos possuem acao inibitdria contra algumas estirpes de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, como Vibrio cholera e Staphylococcus aureus (LIMA-
FILHO et al., 2002). Outros estudos revelam a agédo de extratos etandlicos de G.
debilis (Forsskal) com acdo inibitéria contra bactérias consideradas multi-resistentes

a antibioticos, por exemplo, a bactéria Staphylococcus aureus (ALMEIDA et al., 2011).

Kanjana et al., (2012) investigaram o efeito do extrato etanélico de Gracilaria
fisheri frente a um vibrio que infecta camardes. O extrato mostrou-se significativo, com

acdo imunoestimulante e protetora contra a infecgéo do Vibrio harveyi.

Pesquisas sobre a toxicidade dos extratos de algumas espécies de Gracilaria
(G. foliifera, G. coronopifolia e G. edulis) demonstram que alguns compostos oriundos
desses organismos sdo toxicos para o ser humano, bem como para o0 microcrustaceo

Artemia salina (G. domingensis) (ALMEIDA et al., 2011). Essa caracteristica é
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relevante, uma vez que as espécies de Gracilaria também s&o utilizadas na
alimentacdo. Assim, torna-se necessario compreender a respeito dos compostos
presentes nestes organismos, sobretudo em relacdo ao nivel de toxicidade e /ou

letalidade causado pelos mesmos.
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4.0. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta das Macroalgas

As coletas foram realizadas em praias pertencentes aos municipios de Marau
e Cairl (Baixo-sul da Bahia) e ao municipio de Vera Cruz, Itaparica (Regido
Metropolitana de Salvador). O material foi coletado em periodo de maré baixa (marés
baixas de sizigia), de acordo com a tabua de marés emitida pela Diretoria de
Hidrografia e Navegag¢do do Ministério da Marinha (sitio www.dhn.mar.mil.br). As
praias escolhidas foram, Ponta do Muta (13°52'45,61"S x 38°56'50,79"W), Trés
Coqueiros (13°54’17,35” S x 38°55'47,52” W), Bombaga (13°54’39,06” S x
38°55'42,32" W), 4° Praia (13°23'16,8"S x 38°54'18,6"W), Tassimirim (13°34'49,01"S x
38°54'50,84"W), Boca da Barra (13°34'44,38"S x 38°55'25,21"W), Garapua
(13°29'17,35"S x 38°54'22,70"W), Moreré (13°37'58,27"S x 38°53'31,57"W) e Praia da
Penha (13°01'51"S 38°29'25"W) visualizadas na figura 1.

Todos os exemplares foram devidamente preservados e registrados no
Herbéario Alexandre Leal Costa (ALCB) do Instituto de Biologia da Universidade
Federal da Bahia. Foram identificadas 5 espécies do género Gracilaria Grevile:
Gracilaria cervicornis (Turner) J. (ALCB 120517; 120518; 120519), Gracilaria
curtissiae J. Agardh (ALCB 120520), Gracilaria domigensis (Kutzing) Sonder ex Dickie
(ALCB 120521), Gracilaria smithsoniensis Gurgel, Fredericq & J.N. Norris (ALCB
120522), e Gracilaria ferox J.Agardh (ALCB 120523).

4.2. Processo de Extragdo

Foram coletados cerca de 500 gramas de biomassa algal umida. Apds a coleta
o material foi lavado em agua do mar filtrada, para eliminar organismos epifiticos e
secas a temperatura ambiente (25°C). As algas entdo secas foram maceradas em
nitrogénio liquido com o auxilio de um almofariz. O solvente etanol a 99,5% foi
colocado em contato a massa seca triturada (p6) seguindo uma proporgéo solvente:
massa algal de 1:10, ou seja, para cada 1 grama de massa foi adicionado 10 mL de
solvente. A extracédo foi repetida por 3 vezes a cada 24 horas. O extrato foi filtrado em
papel filtro. Posteriormente, os extratos foram evaporados a 25°C para eliminar o

solvente e obter o extrato bruto. Os extratos brutos foram armazenados em
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eppendorfs e acondicionados na geladeira. O processo de extracdo esta representado

na figura 2.
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FIGURA 1 - MAPA EVIDENCIANDO OS PONTOS DE COLETA NA REGIAO DO BAIXO SuL DA BAHIA E PRAIA DA PENHA, ILHA
DE ITAPARICA.

Extrato Etanodlico Bruto

FIGURA 2 - PROCESSO DE OBTENGAO DO EXTRATO ETANOLICOS (FRAGAO POLAR).
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4.3. Ensaios Bioldgicos

Para os ensaios foram utilizados cédigos para representar espécie/praia, (Tabela
1), j& que as amostras foram coletadas de diferentes praias e houve repeticdo de

uma mesma espécie para trés diferentes localidades.

Tabela 1. Codigos utilizados para representar as espécies e praias.

Amostra Praia
(Gd-PM) Gracilaria domingensis Ponta do Mut&a
(Gce-PM) Gracilaria cervicornis Ponta do Muta
(Gs-BB) Gracilaria smithsoniensis Boca da Barra
(Gcu-T) Gracilaria curtissiae Tassimirim
(Gce-Tc) Gracilaria cervicornis 3 Coqueiros
(Gce-B) Gracilaria cervicornis Bombaca
(Gf-P) Gracilaria ferox Penha

4.3.1. Atividade Antibidtica

A atividade antibacteriana dos extratos foi determinada pelo método de difusédo
em disco, proposto por Rabanal et al., (2002) e Karamam et al., (2003), utilizando
cepas ATCC (American Type Culture Collection). Cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (15442), Bacills subtillis (ATCC
6633), Micrococcus luteus (ATCC 10240) e Escherichia coli (ATCC 94863) foram
cultivadas em agar nutriente. Foram utilizadas as concentra¢gdes de 3mg/mL e 30
mg/mL para os extratos. Estas concentragbes foram escolhidas considerando a
concentragdo do controle positivo (Img/mL) e também a pureza do composto,
divergindo do extrato bruto produzido neste trabalho, que pode ser constituido
guimicamente por diferentes substancias, variando nas concentragdes de cada
composto, o que reflete na agéo bioldégica dos mesmos. Por isso as concentragdes
utilizadas neste ensaio para o extrato etanélicos foram de 3 a 30 vezes a mais que
a concentracéo do controle positivo. Testes anteriores foram realizados em outras

concentracfes com valores intermediarios as concentracdes escolhidas.
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Como controles negativo e positivo foram usados a solugdo de DMSO
(dimetilsulfoxido) (10%) e um antibiético comercial, o cloranfenicol (1mg/mL),
respectivamente. O ensaio antibacteriano foi analisado em duplicata, observando
a medida (mm) do halo inibitério com o uso de um paquimetro, quando formado,
ao redor dos discos (6mm) apds 24 h de incubacédo a 37°C.

Para cada concentracéo testada, foi adicionado 10uL da solucdo do extrato em

cada disco, bem como a mesma quantidade para o controle DMSO.

4.3.2. Atividade Antioxidante

43.2.1. Dosagem de fendis pelo método Folin-Ciocalteu

Este ensaio é um método simples e um dos mais antigos de quantificacdo de
fendis em uma amostra, portanto também conhecido como ensaio de fendis totais.
Baseia-se na propriedade redutora de substancias fendlicas que reagem com o
Folin-Ciocalteu em condi¢des alcalinas, alcancadas pela solucdo de carbonato de
sédio. A representacdo da atividade antioxidante é observada na mudanca de cor
da solucéo, onde quanto mais intenso a cor azul, maior a atividade apresentada
pela amostra.

O Protocolo utilizado neste ensaio foi proposto por Singleton & Rossi (1965)
com modificagcdes (CHOW, com.pess.).

O ensaio foi realizado utilizando os reagentes como agua ultrapura (200 pL),
extrato (20 uL), Folin (20 pL) e carbonato de sddio saturado (60 pL). Assim como
para os ensaios anteriores descritos, a concentracdo inicial das amostras foi de
7,5 mg/mL e concentracgbes finais de 200 pg/mL, 300 pg/mL, 400 pg/mL e 500
pg/mL. O controle negativo foi dado pelas solugcdes branco amostra (todos o0s
reagentes exceto o Folin e carbonato de sodio, substituidos por etanol) com as
mesmas quantidades em volume das solugbes teste. Todo o procedimento foi
efetuado em microplacas de 96 poc¢os. Apds a mistura dos reagentes, as placas
foram incubadas em temperatura ambiente e no escuro por 30 minutos.
Transcorrido o tempo de incubacéo, as absorbéancias das amostras foram lidas
através do leitor de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotomete), a partir de

um comprimento de onda de 760nm.
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Diante dos resultados de leitura das absorbancias, foi efetuado um célculo
para avaliar a atividade antioxidante dos extratos frente as concentragdes
testadas. A formula para o célculo segue:

% inibicdo = (Abs amostra—Abs branco amostra) x 100/ Abs branco amostra.

4.3.2.2. Atividade sequestradora de radicais DPPH

O ensaio antioxidante de captura do radical livre DPPH (2,2—Difenil-1—picril—
hidrazila) é considerado um dos métodos mais comuns para se determinar a atividade
antioxidante de modo prético, rapido e sensivel. O DPPH € um radical croméforo que
simula as espécies reativas de oxigénio (EROs). A presenca de antioxidantes leva ao
desaparecimento da cor deste radical (2,2-Difenil-1—picril-hidrazila), produzindo um
decréscimo de absorbéancia a 515/517nm. A reducao do radical DPPH é caracterizada
pela modificacdo da cor roxa da solucdo, tornando-a amarelada. A reacao quimica

esta representada na figura 3.

o O o ()
L ]
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DPPH DPPH-H

FIGURA 3 - REAGAO QUIMICA DE REDUGAO DO DPPH — A-A-DIFENIL- B-PICRILHIDRAZILA (ROXO) COM UMA MOLECULA
ANTIOXIDANTE DOADORA DE HIDROGENIO (DPPH-H - AMARELO).

O protocolo utilizado com modificagdes (CHOW, com.pess.) para este ensaio
foi proposto por Brand-Williams e colaboradores (1995), Rufino e colaboradores
(2007) e Serra (2012).

A reacéao foi realizada em microplacas de 96 pocos de fundo chato. O volume
final em cada poco foi de 300 pL, o qual foi obtido a partir da adicao de 280 pL da
solugéo de DPPH e 20 pL do extrato (concentragao inicial de 7,5 mg/mL). O ensaio
foi realizado com réplicas (n=5) para as amostras e as solu¢cdes branco-amostra. O

controle negativo foi caracterizado pela solucdo do extrato com etanol (o solvente
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substituiu 0 DPPH), a partir dos mesmos volumes para a solugcao-teste. A preparagéo
foi incubada no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido o tempo de
incubacéo, foi realizada a leitura das absorbancias a 517 nm no leitor de microplacas
(Epoch Microplate Spectrophotomete).

As concentracoes finais testadas dos extratos foram de 200 pg/mL, 300 pg/mL,
400 pg/mL e 500 pg/mL.

O célculo da Atividade sequestradora de DPPH foi realizado a partir da seguinte
formula:

% inibicdo = (Abs amostra—Abs branco amostra) x 100/ Abs branco amostra.

4.3.2.3. Atividade de reducao do Ferro (FRAP)

O método FRAP baseia-se na reducédo do Ferro, em reac¢fes de transferéncia
de elétrons. A reacao ocorre, quando em pH &cido, o complexo Tripiridil hidrazina
férrica (Fe 3+ TPTZ) se reduz onde ira ocorrer a formacgéo do ion ferroso (Fe 2+) a
partir do ion férrico (Fe3+) (Figura 4), havendo mudanca na cor da solugédo
(produzindo intensa cor azul), o que pode ser monitorado pela medida da absorbancia

a 595 nm (comprimento de onda).
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FIGURA 4 - ACAO DO ANTIOXIDANTE (E) SOBRE O COMPLEXO FE(III)TPTZ.

Para este ensaio foi utilizado o protocolo proposto por Brito e colaboradores,

com modificagdes (CHOW, com.pess.).

A reacao foi realizada em placas de 96 pocos. O ensaio requer uma substancia
especial, o reagente FRAP, oriunda da combinacdo de quatro solucbes-chave:

solugéo de HCL 40 mM (para diluir a solugdo TPTZ) (cerca de 10 mL), solugcdo TPTZ
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10mM (2,5 mL), Solucdo de cloreto férrico 20mM (2,5 mL) e Tampéo acetato 0,3 M
pH 3,6 (25 mL).

Assim como o ensaio com DPPH, para o FRAP foi utilizado um volume final de
300 pL em cada poco. Para as amostras-teste foram utilizados 15 pL de agua
ultrapura, 20 pL de extrato e 265 pL do reagente FRAP. A concentragao inicial dos
extratos foi de 7,5 mg/mL. As concentracdes finais dos extratos foram de 200 pg/mL,
300 pg/mL, 400 pug/mL e 500 pg/mL. O teste foi realizado com réplicas tanto para
amostras quanto para as solu¢des branco amostra. Como controle negativo foram
empregadas as solugcdes branco amostra (extrato com etanol e demais reagentes com
excecao do reagente FRAP, o qual foi substituido pelo etanol) a partir do mesmo
volume utilizado para a solugcédo teste. Ap6s a montagem da microplaca, esta foi

incubada no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente.

Passado o tempo de incubacéo, as absorbéancias foram obtidas através do leitor
de microplacas (Epoch Microplate Spectrophotomete), a partir de um comprimento de
onda de 595 nm. Com os resultados da leitura foi calculado a porcentagem de reducéo

do reagente FRAP para as amostras testadas com a férmula:

% inibicao = (Abs amostra—Abs branco amostra) x 100/ Abs branco

amostra.

4.3.2.4. Teste de Toxicidade frente Artemia salina

Para todos os extratos foi avaliada a letalidade dos mesmos frente a Artemia
salina (micro crustaceo). As concentracdes finais dos extratos foram de 1000 pg/mL,
100 pg/mL e 10 pg/mL. Foram utilizados DMSO a 4% bem como agua do mar (filtrada
e autoclavada) como controles negativo, seguindo a metodologia descrita por Meyer
et al., 1982.

O ensaio seguiu 0 seguinte procedimento: os cistos de Artemia salina foram
incubados em agua do mar filtrada e autoclavada com salinidade ajustada a 38% em
um recipiente com dois compartimentos, um protegido da luz, onde foram colocados
0s cistos do micro crustaceo, e outro que recebeu luminosidade até o momento da
eclosdo, uma vez que os nauplios (as larvas) sao atraidos pela luz. Apés 48 horas os

cistos eclodidos, cerca de 10 larvas de A. salina foram transferidas para uma placa de
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cultura de células de 24 pocos, cada po¢o com capacidade de 3mL, onde foi realizado
0 ensaio de letalidade.

O teste foi feito em triplicata para as trés concentracfes finais citadas. A
luminosidade foi constante ao longo do ensaio. Apds 24 horas, a leitura do teste foi
realizada, a partir da contagem dos vivos e dos mortos em microscopio 6tico invertido
(MOTIC AE 2000). A partir desses dados prosseguiu-se com a andlise estatistica. O
organismo teste em questdo é ativo em agua salina (agua do mar), assim a falta de

movimento e sedimentacao sédo os indicadores de morte do mesmo.

4.4. Andlise estatistica

A partir dos resultados obtidos através das leituras de absorbancia dos ensaios
antioxidantes supracitados, utilizou-se o programa STATISTICA 6, para uma analise
estatistica ANOVA unifatorial, com teste T Student Newman-Keuls a “posteriori”.
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5.0. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtencéo dos extratos etandlicos

As espécies Gracilaria cervicornis, Gracilaria curtissiae, Gracilaria domingensis
e Gracilaria ferox foram submetidas a extracdo por solvente etandlico absoluto. Os
resultados de rendimento da fracdo etandlica do extrato bruto, gerados a partir da
biomassa seca estdo representados na tabela 2.

Tabela 2. Rendimentos obtidos do processo de extracdo etandlica das espécies de

algas (*Praia Ponta do Muta; ** Praia de Bombaca; *** Praia 3 Coqueiros).

Espécie Biomassa seca (g) Fracgdo etandlica Rendimento (%)
(extrato  bruto)

(@)

Gracilaria 51,17 0,272 0,53
domingensis

*Gracilaria cervicornis 24,4 0,152 0,62

Gracilaria 28,5 0,207 0,73
smithsoniensis

Gracilaria curtissiae 20 0,147 0,74

**Gracilaria 20 0,2 1,00
cervicornis

***Gracilaria 20 0,2 1,00
cervicornis

Gracilaria ferox 20 0,155 0,78

A literatura relata dados de rendimento acerca dos processos de extracdo de
maneira muito especifica. Geralmente tem-se resultados a partir da extracdo de um
determinado composto de um organismo, mas dificlmente sdo apresentados os
valores quanto aos extratos brutos, como demonstrados na tabela 2, onde a mesma
mostra 0 quanto de extrato € gerado em gramas a partir da proporgédo estabelecida
entre solvente (etanol absoluto) e massa seca. Assim, neste trabalho observou-se que
para cada grama de massa seca em contato com 10 mL de solvente,
aproximadamente 0,15 g de extrato bruto foi gerado. Este calculo é importante para
analises futuras de possiveis fracionamentos e isolamentos de substancias de
interesse do organismo a ser estudado, dado que, quanto maior o seu rendimento,
menor a quantidade de biomassa necessaria para a obtencdo de substancias puras
em quantidade (LHULIER, 2005).
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A respeito dos solventes usados para a extracdo, € importante ressaltar que
nao existe um padréo. Alguns trabalhos realizam ensaios com diferentes tipos de
solventes e obtém resultados diversos, a depender da espécie, do carater da
substancia a ser extraida e das condic¢des (técnicas) de extracdo (TUNEY et al., 2006).
Portanto, o produto gerado pelo processo de extracdo pode apresentar diferentes
respostas em relacdo a sua bioatividade.

Neste estudo foi utilizado o solvente organico etanol afim de realizar a extracéo
de metabdlitos secundarios, considerando que o solvente € polar os compostos
extraidos foram polares, em sua grande maioria. Resultados prévios de screenings
com amplo espectro de algas marinhas, tiveram seus extratos analisados comparando
diferentes tipos de solventes. O etanol se destacou, uma vez que 0s extratos
produzidos apresentaram maior atividade antibacteriana e antifUngica em relacéo aos
demais solventes (metanol e acetato) (ORANDAY et al., 2004; TUNEY et al., 2006; YI
et al., 2001) e o potencial citotoxico apresentou-se moderado (SELVIN & LIPTON,
2004).

5.2. Atividade Antibi6tica

A maioria dos extratos etandlicos das espécies de Gracilaria ndo apresentaram
inibicdo do crescimento dos microrganismos testados para as duas diferentes
concentracdes (3 e 30 mg/mL), exceto a espécie Gracilaria cervicornis (Gce-PM) que
apresentou um halo discreto, com aproximadamente mm de diametro para a bactéria
Bacillus subtilis (Gram-negativa) na concentracdo de 30 mg/mL, considerando um
disco com 6mm de diametro, o que representou 40% de sensibilidade em relacéo ao

controle com o antibiético (~20mm).

Estes resultados estdo de acordo com alguns trabalhos prévios, os quais
demonstraram que extratos e fracbes de G. birdiae e G. domingensis né&o
apresentaram atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (SILVA,
2009), assim como diversas espécies dentro das rodoficeas, originadas das llhas
Canarias, onde o largo espectro de microrganismos testados ndao se mostrou sensivel
aos extratos (DEL VAL et al., 2001). Lima-Filho et al., (2002) avaliaram o efeito dos
extratos hexanicos de algas do nordeste brasileiro contra bactérias Gram-positivas e

negativas, 0s quais nao revelaram efeito inibitério contra as mesmas, com excecao do
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extrato hexanico de Gracilaria sp. (concentracdo de 1mg/0,02mL) que apresentou um
leve efeito para Bacillus subtilis bem como observado no presente trabalho para
Gracilaria cervicornis. O efeito inibitorio do extrato de G. cervicornis foi observado por
Perez et al., (1990) frente a bactéria Staphylococcus aureus numa concentracao de
5mg/mL para extrato etandlico, contudo a faixa de concentracbes no presente
trabalho, é menor, talvez uma razdo de néo ter encontrado efeito inibitorio para o

extrato.

A espécie Gracilaria changii apresentou atividade antibactericida frente a
Pseudomonas aeruginosa, a partir do seu extrato metandlico através da técnica de
difusdo em disco, que revelou um halo inibitério de 13 mm, a partir de uma
concentracdo 100 mg/mL do extrato (SREENIVASAN et al., 2010). Esta caracteristica
de G. changii, diferente do perfil das espécies citadas no texto, pode estar relacionada
com a producdo de metabdlitos secundarios diferenciada para o ambiente de origem
da alga, visto que esta espécie € encontrada em regiées de manguezal da Malasia.

E interessante ressaltar que os resultados encontrados neste trabalho est&o
relacionados a acdo dos metabdlitos secundarios. Os extratos de algas do género
Gracilaria podem apresentar propriedade antibidtica (KOLANJINATHAN e
SARANRAJ, 2014; LIMA-FILHO et al., 2002), contudo os extratos brutos das espécies
do screening exposto, ndo foram efetivos aos microrganismos testados. Uma
possibilidade é que os compostos secundarios responsaveis por tal bioatividade
poderiam estar em menor quantidade devido ao solvente extrator, a metodologia de
extragcdo utilizada ou as baixas concentragfes finais do extrato. Porém, os estudos
prévios demonstraram que mesmo para outras fracdes (hexanica, metandlica, acetato
e extrato aquoso) (SILVA, 2009) a acao inibitoria ndo foi observada para espécies de
Gracilaria, considerando o uso de cepas bacterianas semelhantes e mesma faixa de

concentracéo dos extratos.

Em algumas espécies de rodoficeas a atividade antibidtica esta relacionada
aos compostos polissacaridicos (AMORIM et al., 2012; VIEIRA et al., 2004), o que
demanda método de extracdo especifico. Portanto, uma op¢ao para obter uma analise
com maior acuracia em relacdo as espécies aqui investigadas, € realizar ensaios de

sensibilidade a partir das fracdes polissacaridicas das amostras.
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5.3. Atividade Antioxidante

5.3.1. Dosagem de fendis pelo método Folin-Ciocalteu

7z

O método Folin-Ciocalteu € bastante utilizado para verificar compostos
fendlicos totais em amostras de vegetais e alimentos (SILVA, 2009). Tais metabdlitos,
sdo considerados bons agentes sequestradores de radicais livres, ou seja,

antioxidantes.

Neste trabalho foram analisados os extratos etandlicos das espécies de
Gracilaria afim de verificar a presenca de fendis e correlacionar com a capacidade
antioxidante dos compostos presentes nesses extratos. A Figura 5 (A-G) apresenta
os resultados a partir da correlacdo entre absorbancia e concentracdo. A partir da
andlise de regressao realizada (R? =0,8), pode-se notar que, apesar dos baixos
valores de correlagdo (R?) para a maioria das amostras, os valores de absorbéancia
aumentaram proporcionalmente com o aumento das concentracdes dos extratos, o
gue é esperado para este tipo de ensaio. Ao considerar valores proximos do R2
estabelecido, a amostra de Gracilaria smithsoniensis (Figura 5C) exprimiu melhor
correlacdo absorbancia x concentracdo (R? = 0, 80). Ou seja, quanto maior foram as
concentracfes, maiores 0s picos obtidos de absorbéncia. As demais espécies
apresentaram correlagéo baixa com valores de Rz entre 0, 50 e 0, 68 (Figura 5, exceto
a 5C).

Sabe-se que quanto maior a atividade antioxidante ou a presenca de
compostos sequestradores de radicais livres numa solucdo com o reagente Folin,
maior sera a intensidade da cor azul apresentada pela reagéo (TIVERON, 2010), fato
este observado nas microplacas, para a espécie que obteve maior correlagdo no

presente estudo.

As demais amostras apresentaram uma mudanca discreta na cor da solucao,
provavelmente relacionado a baixa concentragdo dos compostos antioxidantes que

reagem com o Folin, o que confere essa caracteristica na coloragéo.

Tratando-se da comparacdo entre as amostras a partir de uma Uunica
concentracdo (400 pg/mL) (Figura 6), as espécies G. cervicornis (Gce-PM) e G.
smithsoniensis estatisticamente nao foram distintas entre si, bem como, G.

domingensis e G. curtissiae. A diferenca entre os pares foi significativa (p < 0,15).



50

0,15 ~ . 0,15 4 .
Folin - Gd-PM Folin - Gce-PM {
y = 0,0001x + 0,0453
01 - y = S5E-05x + 0,0402 01 - R?=0,5246
2 R? = 0,5583 2 }
& &
2 2
o o
2 3
Ed ES
0,05 3 0,05 3
0 T T T T 1 0 T T T T 1
@ 0 100 200 300 400 500 @ 0 100 200 300 400 500
Concentragiio de Extrato (pg.mL -1) Concentragio de Extrato (pug.mL -1)
0,15 - 0,15 4 -
Folin - Gs-BB Folin - Gcu-T
y = 0,0001x + 0,0445 {
R? = 0,8002 y = 4E-05x + 0,0424
0,1 4 0,1 4 R?=0,507
= 2
o o
& &
£ £
o o
2 2
= =
0,05 3 0,05 3
0 T T T T 1 0 T T T T J
@ 0 100 200 300 400 500 @ 0 100 200 300 400 500
Concentragio de Extrato (ug.mL -1) Concentragio de Extrato (ug.mL -1)
0,15 4 . 0,15 4 -
Folin - Gce-B Folin - Gce-TC
01 4 y = 2E-05x + 0,032 on
T B s y = 2E-05x +0,04
& = R? =0,2085
£ £
5
2 2
0,05 4 0,05 3 }
| T ——
i ! { i L p |
0 T T T T 1 0 T T T T 1
@ 0 100 200 300 400 500 e 0 100 200 300 400 500
Concentragio de Extrato (pg.mL -1) Concentragdo de Extrato (pg.mL -1)
0,15 .
’ Folin - Gf-P
y = 6E-05x + 0,0433
0,1 R?=0,6878
[*)
c
«0
]
=3
c
28
<Q,05 3
O T T T T 1
@ 0 100 200 300 400 500
Concentragdo de Extrato (pg.mL -1)

FIGURA 5 - GRAFICOS DE DISPERSAO PARA O ENSAIO FOLIN-CIOCALTEU, COM COMPRIMENTO DE ONDA A 760 NM.
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS ETANOLICOS OBSERVADA ATRAVES DA CORRELAGAO ENTRE VALORES DE
ABSORBANCIA E CONCENTRAGAO DO EXTRATO (uG/ML) (R2 20,9).
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Figura 6 - COMPARAGAO DO PERCENTUAL DE INIBIGAO DO FOLIN-CIOCALTEU, PARA A CONCENTRAGAO DE 400

UG/ML DOS EXTRATOS ETANOLICOS DAS ESPECIES DE GRACILARIA. AS LETRAS DIFERENTES (A, B E C) NAS BARRAS
EXPRESSAM DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS ENTRE AS AMOSTRAS, LETRAS JUNTAS E IGUAIS (AB) INDICAM
AUSENCIA DE DIFERENGAS, COMO DETERMINADO PELO TESTE STUDENT NEWMAN-KEULS (P< 0,15). O BRANCO FOI

CONSIDERADO SEM ATIVIDADE.

As espécies de G. cervicornis (Gce-B e Gce-Tc) foram estatisticamente
diferentes das demais, contudo semelhantes entre si e com pouca expressividade no
potencial antioxidante. Dentre essas amostras, G. cervicornis (Gce-PM) e G.
smithsoniensis, foram mais expressivas em relagéo a atividade antioxidante, dada em
porcentagem (~ 270 e 250%). As respostas para espécies de mesma praia, G.
domingensis e G. cervicornis, apresentaram diferencas significativas no potencial

redutor, com destaque para G. cervicornis (270 %).

No que tange as espécies de Gracilaria, poucos estudos sao descritos
relacionados aos compostos fendlicos. Silva (2009), verificou extratos etandlicos
brutos de G.birdiae e G. domingensis, as quais apresentaram baixo teor fendlico
comparado ao de plantas. Contudo, Martins (2008) avaliou o conteudo de varias
espécies de algas marinhas, inclusive o de Gracilaria cearensis, que apresentou
grande conteudo fendlico, segundo a autora, este resultado foi concordante com o fato

dessa espécie ter apresentado também atividade antioxidante frente ao DPPH.
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Francavilla et al., (2013), encontraram alto teor de conteudo fendlico para a
espécie Gracilaria gracilis, a partir do extrato de acetato de etila. Neste estudo, os
autores pressuporam que a sobreposicdo dos resultados de outros ensaios como
DPPH e FRAP, para a mesma espécie, detectava a atividade antioxidante da
G.gracilis devido aos compostos fendlicos soluveis extraidos pelo solvente utilizado

no processo de extracao.

As algas possuem geralmente em sua composicdo quimica compostos
fendlicos. O teor total destes compostos nao foi verificado neste trabalho, contudo foi
avaliado a presenca ou ndo dos fendis através da relacdo entre 0s picos de
absorbéancia e concentracdo, bem como, mudanca na coloragdo observada na

microplaca durante o ensaio com o reagente Folin.

A atividade antioxidante estabelecida pelo método Folin-Ciocalteu, tém
demonstrado que hd uma correlacdo com os compostos fendlicos presentes nas
amostras. Geralmente, quando ha um aumento de compostos fendlicos numa
solucéo, ocorre aumento da atividade antioxidante. Os compostos fendlicos atuam
como doadores de elétrons e podem neutralizar as reacfes indesejadas criadas por
radicais livres no corpo (RAJESH et al., 2008).

5.3.2. Atividade sequestradora de radicais DPPH

O sistema DPPH é considerado, do ponto de vista metodoldgico, um dos mais
faceis, precisos e reprodutivos na avaliacdo da atividade antioxidante de sucos de
frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais como flavonoéides e terpendides. E
um ensaio colorimétrico, onde observa-se o decaimento da absorbancia do radical
DPPH, em um determinado comprimento de onda entre 515 a 528 nm, na presenca
de um composto com acado antioxidante a solucdo de DPPH (ALVES et al., 2010;
CHEN et al., 2000). O DPPH, que inicialmente apresenta coloracéo violeta, a solucéo
torna-se amarelo a medida que o radical é reduzido, ocorrendo a formacéo do DPPH-
H (forma reduzida e estavel) e os picos de absorbancia da solu¢do tendem a decair.
A mudanca pode ser medida por um espectrofotbmetro e plotada contra a
concentracdo (REZENDE, 2010). E essa caracteristica de mudanca de coloracéo que

permite 0 acompanhamento visual da reacao.
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Neste trabalho, ao analisar a atividade antioxidante de extrato etandlico de sete
espécies de Gracilaria, empregando o DPPH como método de analise, pode-se
observar (figura 7) que a atividade antioxidante aumenta com a concentracdo dos

extratos, refletindo na absorbancia da amostra.

Para cada espécie, foi analisada a correlacao entre os valores de absorbancia
e a variagao nas concentracoes (ug/mL), afim de avaliar se a concentracao do extrato
possui variagdo na atividade antioxidante, medida mediante a absorbancia das
amostras. Tratando-se da capacidade antioxidante de cada extrato, considerou-se a
andlise de regresséo (R? 20,9), para avaliar os diferentes potenciais de cada espécie.
Assim, todas as espécies, Gracilaria cervicornis, Gracilaria curtissiae, Gracilaria
domingensis, Gracilaria ferox e Gracilaria smithsoniensis, apresentaram valores de R?
bastante correlacionados a mudanca nas concentracdes, observados nos graficos
individuais (Fig 7. A-G), ou seja, a medida que ocorreu aumento nas concentracoes
testadas, observou-se uma diminuicdo no sinal do radical DPPH, portanto, uma
reducado nos valores de absorbéancia. Considerou-se uma baixa atividade antioxidante
dos extratos diante da inobservancia da modificacdo na cor da solucdo (cor purpura
para a cor amarela). Contudo, a atividade foi analisada mediante os picos de
absorbéancia detectados pelo espectrofotdmetro.

Neste modelo experimental, a nivel de comparacao entre as espécies, foi
escolhida, apenas uma concentracdo, a partir dos graficos individuais, a de 400
pug/mL, onde observou-se melhor representatividade dos valores de absorbancia em
relacdo as demais concentracbes, 0S quais se apresentaram mais homogéneos
(figura 8). Esta analise comparativa foi realizada a partir dos valores em porcentagem

das absorbancias (considerando os valores de média) de cada amostra.

O valor de p < 0,10 nas analises estatisticas (ANOVA unifatorial e teste T
Student Newman-Keuls) foi significativo quando comparadas as meédias de cada
amostra para a concentragéo selecionada (Figura 8).

Na avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de Gracilaria (figura 6), a
partir do percentual de atividade, observa-se que G. domingensis (Gd-PM) e G. ferox
(Gf-P), apresentaram resultados mais expressivos, com aproximadamente 15 e 13%
de inibicdo do DPPH, respectivamente. As demais amostras ndo apresentaram
diferencas significativas (Gce-PM, Gs-BB, Gcu-T e Gce-BB), com valores proximos as

duas espécies citadas. Foram consideradas estatisticamente iguais a G. domingensis
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e G. ferox. O extrato etanodlico de Gracilaria cervicornis (Gce-TC) foi o que apresentou

atividade relativamente fraca.

Zubia et al., (2007) verificaram o potencial antioxidante de diversas espécies
de algas marinhas (48) que pertenciam as trés divisdes principais (Chlorophyta,
Heterokonthophyta e Rhodophyta). A respeito das Rhodophyta, a espécie Chondria
baileyana apresentou forte potencial antioxidante, com IC50 de 2,84 mg/mL. As
espécies de Gracilaria (G. Bursa-pastoris, G. caudata, G. cornea, G. cylindrica,
G.tikvahiae), apresentaram atividade discreta, com destaque para G. tikvahiae com IC
50 de 28,94 mg/mL. Portanto, esses dados corroboram com os resultados observados
para esse trabalho, observando a faixa de concentragcdo testada que também foi de
acordo. Desse modo, baixa atividade antioxidante das Gracilaria.
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FIGURA 7 - GRAFICOS DE DISPERSAO PARA O ENSAIO DPPH, COM COMPRIMENTO DE ONDA A 517 NM. ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS ETANOLICOS OBSERVADA ATRAVES DA CORRELAGAO ENTRE VALORES DE ABSORBANCIA

E CONCENTRAGAO DO EXTRATO (uG/ML) (RZ 20,9).



56

17 A
DPPH - 400 pg.mL?! extrato

— 16 -
X
T
& 15 -
=)
£ 14 -
5
3
S 13 A
=
©
o
" 12 4
=
£
<T 11 -

10

Gd-PM Gece-PM Gs-BB Gecu-T Gce-B Gcece-TC
Espécie /Local

FIGURA 8 — PERCENTUAL DE INIBICAO DO DPPH PARA A CONCENTRAGAO DE 400 pG/ML DOS EXTRATOS
ETANOLICOS DAS ESPECIES DE GRACILARIA. AS LETRAS DIFERENTES (A, B E C) NAS BARRAS EXPRESSAM
DIFERENGAS SIGNIFICATIVAS ENTRE AS AMOSTRAS, LETRAS JUNTAS E IGUAIS (AB) INDICAM AUSENCIA DE
DIFERENGAS ESTATISTICAS COMO DETERMINADO PELO TESTE STUDENT NEWMAN-KEULS. O BRANCO FOI
CONSIDERADO SEM ATIVIDADE.

Zubia et al., (2009), avaliaram o potencial de algas vermelhas e observaram
que das 24 espécies testadas apenas quatro exibiram expressiva atividade
antioxidante (Aglaothamnion pseudobyssoides, Furcellaria fastigiata, Polysiphonia
lanosa e Heterosiphonia plumosa). A espécie Gracilaria gracilis, apresentou discreto
poder redutor (IC50 de 9,30 mg/mL) para o radical DPPH, neste caso atentando ao
fato de que a faixa de concentragao utilizada (50, a 500 mg/mL) foi 1000 vezes maior
do que a analisada no presente trabalho (200 a 500 pg/mL).

Zhang et al., (2007), avaliaram extratos obtidos de 28 espécies de algas. A
maioria dos extratos testados apresentaram niveis diferentes de atividade
antioxidante. A alga Symphyocladia latiuscula (alga vermelha) exibiu maior atividade
na eliminacdo de radicais livres quando comparado aos antioxidantes comerciais, a
partir do método DPPH. As espécies de Gracilaria no entanto expressaram baixa
atividade, com percentual de inibicdo variando de 10 a de 20%. Esses dados
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corroboram com os resultados encontrados no presente estudo, onde as espécies

exibiram percentual redutor em torno de 10 a 15 % (Figura 8).

Extratos de 26 espécies de algas da costa litoranea do Sul e Sudeste do Brasil
foram avaliados quanto ao potencial antioxidante. Foram considerados
potencialmente ativos os extratos que apresentaram resultados superiores a 60% de
inibicdo do radical DPPH, com destaque para Amansia sp, Bostrychia tenella,
Cryptonemia seminervis, Hypnea musciformis, Plocamium brasiliense e Spyridia
clavata. As amostras de Gracilaria cervicornis, Gracilaria domingensis e Gracilaria sp.
revelaram atividade abaixo do valor minimo estabelecido. No entanto, Amansia sp,
C.seminervis exibiram mais de 70% de atividade nas trés concentracfes testadas.
Assim, essas espécies demonstraram ser promissoras como fontes de compostos
com alto potencial antioxidante, a partir de extratos diclorometano:metanol (MARTINS,
2012).

A investigagdo realizada por Guaratini et al., (2012) demonstrou que as
espécies G. birdiae e G. domingensis, expressaram atividade redutora frente ao DPPH
para as fracoes hexanicas. A amostra de G. birdiae apresentou maior poder redutor,
fato que é corroborado por Silva (2009). No entanto, quando tais amostras foram
comparadas com os valores de IC50 e IC30 calculados para substancias controle
(Guaco) considerou-se baixo o potencial antioxidante das espécies. Dada a andlise
quimica de ambas espécies, G. birdiae revelou alto contetdo de carotendides e acidos

graxos, compostos sugeridos por expressar tal poder redutor das algas investigadas.

Sreenivasan et al., (2007), demonstraram um potencial distinto dos trabalhos ja
citados, considerando que a espécie € diferente, mas do mesmo género, 0 extrato
metanolico a 80% de Gracilaria changii apresentou potencial redutor moderado frente
ao DPPH. Por outro lado, Chan et al., (2014), verificaram o poder redutor de seis
extratos diferentes, onde o etandlico apresentou capacidade de sequestro do radical
DPPH maior que 50% (2.36+0.13 mg/mL), considerando o controle BHT (0.069+0.01
mg/mL).

Os trabalhos acima citados utilizaram diferentes protocolos de extragéo,
sobretudo, solventes. Os ensaios analisados por Zubia et al., (2007 e 2009), utilizaram
como solvente diclorometano: metanol (2:1), bem como a investigacao realizada por
Martins (2013), ou apenas metanol. Os solventes e diferentes metodologias de

extracdo podem influenciar nos resultados dos ensaios, o que dificulta a comparacéo



58

entre os mesmos (SILVA, 2009). Contudo, os resultados encontrados neste modelo

experimental estdo de acordo com aqueles demonstrados na literatura.

Neste estudo, néo foi calculada a concentracao inibitoria que reduz o DPPH a
50% (IC 50), pois seria preciso um espectro maior de concentracdes, em relacéo as
que foram verificadas e analisar com valores intermediarios e até mesmo superiores,
como encontrado em alguns trabalhos. Outro fator, foram os ensaios nao realizados
em funcao da disponibilidade de extrato. Ja que operacdes logisticas impediram novas

coletas.

5.3.3. Atividade de reducéao do Ferro (FRAP)

Outro método utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos
fendlicos de plantas e alimentos é feito com base na reducédo do ferro (FRAP), é
relativamente simples. Geralmente observa-se uma mudanca na cor da solugcao
guando ocorre o processo de reducédo no complexo Fe(lll) TPTZ a Fe(ll), neste caso
€ um perfil inverso ao que acontece com o DPPH, a solucéo passa de uma cor amarela
para um azul intenso (TIVERON, 2010).

Considerando a anadlise de regressao obtida para cada amostra (R? 20,9)
(Figura 9. A- G), os extratos de Gracilaria submetidos ao ensaio de reducéo do ferro
(FRAP), demonstraram que dentre as espécies investigadas, os dados de correlacao
(R) absorbancia x concentracéo sao diretamente proporcionais. A medida que ocorreu
aumento na concentragdo, os valores de absorbancia foram maiores. As amostras de
G. cervicornis (Fig. 9F), G. domingensis (FIG. 9A), G. ferox (Fig. 9G) e G.
smithsoniensis (Fig. 9C) foram mais representativas no que diz respeito a tal
correlagcao, apresentaram um R maior que 0,89, ou seja, cerca de 90% das variagdes
nos picos de absorbancia estdo relacionados com o aumento da concentracdo do

extrato.

A partir da comparacao obtida das espécies para a concentracdo de 400 pg/mL,
pode-se observar que G. curtissiae e G. smithsoniensis ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, assim como G. domingensis e G. ferox, e as espécies de G.
cervicornis (Gce-B, Gce,-PM e Gce-TC). No entanto, foram significativamente
diferentes (p<0,05) quando considerado o0 agrupamento par a par (Figura 10). Assim

o par G. curtissiae e G. smithsoniensis bem como G. domingensis e G. ferox
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apresentaram os maiores valores de porcentagem de reducéo do ferro (cerca de 412

e 330%, respectivamente).
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FIGURA 9 - GRAFICOS DE DISPERSAO PARA O ENSAIO FRAP, COM COMPRIMENTO DE ONDA 595 NM. ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS ETANOLICOS OBSERVADA ATRAVES DA CORRELAGAO ENTRE VALORES DE ABSORBANCIA
E CONCENTRAGAO DO EXTRATO (uG/ML) (RZ 20,9).
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FIGURA 10 - COMPARAGAO DO PERCENTUAL DE INIBIGAO DO FRAP PARA A CONCENTRAGAO DE 400 uG/ML DOS
EXTRATOS ETANOLICOS DAS ESPECIES DE GRACILARIA. AS LETRAS DIFERENTES (A, B E C) NAS BARRAS
EXPRESSAM DIFERENCAS SIGNIFICATIVAS ENTRE AS AMOSTRAS, LETRAS JUNTAS E IGUAIS (AB) INDICAM
AUSENCIA DE DIFERENGAS COMO DETERMINADO PELO TESTE STUDENT NEWMAN-KEULS (P<0,05). O BRANCO FOI
CONSIDERADO SEM ATIVIDADE.

As espécies G. domingensis (Gd-PM) e G. cervicornis (Gce-PM) mostraram-
se significativamente distintas, com baixa atividade, mesmo quando oriundas da

mesma praia, consideradas espécies do mesmo género.

Chan et al., (2014), utilizaram no processo de extracdo da espécie Gracilaria
changii, seis tipos de solventes, com o0 objetivo de avaliar o efeito destes na
capacidade antioxidante através do método FRAP, bem como verificar o teor fendlico
e de carotenoides. Dentre os diferentes extratos testados, o etandlico apresentou
melhor rendimento, no entanto ndo foi significativa sua capacidade redutora para o

ferro.

Francavilla et al.,, (2013) ao investigar extratos de Gracilaria gracilis
demonstraram moderado poder redutor para o ferro, comparando quatro tipos de
extratos, neste estudo, nao foi utilizado o etanol. A capacidade de reduzir o Fe(lll) foi
melhor representada pelo extrato de acetato de etila como observado em outros
estudos (CHAN et al., 2014).
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Algumas analises utilizam com frequéncia o extrato metandlico. Ramah et al.,
(2013), investigaram dentre algumas espécies a resposta dos extratos metanolicos de
Gracilaria salicornia, para o FRAP, o0s quais nédo apresentaram resultados

significativos no poder redutor.

A despeito da abilidade redutora do ferro por metabdlitos secundarios
especificos, os compostos fendlicos e polifendlicos se destacam. Neste sentido, a
espécie Gracialria caudata foi avaliada como potencial antioxidante a partir de seus
compostos fenolicos, frente ao ensaio FRAP. O extrato dessa espécie apresentou-se
significativo (MOVAHEDINIA & HEYDARI, 2014).

A partir dos dados supracitados, nota-se que a influéncia do tipo de solvente
para o0 ensaio antioxidante a partir do método FRAP, parece ser especifica para
acetato de etila, o qual apresenta resultados mais expressivos na capacidade dos
extratos de reduzir o ferro. Os resultados do presente trabalho para este tipo de
ensaio, estdo de acordo com a literatura descrita, apesar da diferenca entre espécies
citadas, técnicas de extracdo e solventes utilizados. As algas do género Gracilaria,

aparentemente possuem baixa a moderada atividade redutora de ferro.

5.4. Atividade Antioxidante — Concluséo geral dos ensaios

De maneira geral, as espécies de Gracilaria analisadas no presente estudo
apresentaram respostas positivas em relacéo a atividade antioxidante. Os resultados
observados nas figuras 7 e 9, demonstraram que, para os ensaios de DPPH e FRAP,
as amostras foram mais expressivas, com alta correlacdo entre os valores de

absorbancia e concentracéo.

Contrastando os trés ensaios antioxidantes (figura 11), o extrato de G.
smithsoniensis foi mais expressivo no potencial sequestrador de radicais livres, em
relacdo as demais espécies. Quando observado o resultado para a dosagem de fendis
totais do extrato de G. smithsoniensis, sugere-se que dos grupos de compostos que
podem ter relacdo com o ensaio DPPH sdo os compostos fendlicos, uma vez que em
ambos ensaios antioxidantes (Folin-Ciocalteu — Fig.11A e DPPH — Fig. 11B) tal extrato

obteve maior notoriedade em relagéo aos demais.
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E interessante notar que ao observar os extratos das espécies em cada ensaio,
houve uma expressividade diferente. O extrato da espécie que se repetiu em praias
diferentes, apresentou diferencas no poder redutor de radicais nas diferentes
localidades. Assim leva-se em consideracdo a influéncia determinante dos fatores
abidticos na producédo de diferentes compostos e/ou diferencas nas concentracdes
dos mesmaos.
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FIGURA 11-COMPARAGCAO GERAL ENTRE OS TRES ENSAIOS ANTIOXIDANTES PARA A CONCENTRACAO DE 400uG/ML.
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5.2. Teste de Letalidade frente Artemia salina Leach

O bioensaio com Artemia salina é considerado um teste preliminar para avaliar
substancias toxicas e possivel acdo antitumoral das mesmas (CARBALLO et al.,
2002). A Tabela 3, demonstra que apenas as espécies G. curtissiae (Gcu-T), G.
domingensis (Gd-PM), G. ferox (Gf-P) e G. cervicornis (Gce-B) apresentaram
toxicidade as larvas quando estas foram expostas a maior concentracédo dos extratos,
1,0 mg/mL.

A toxicidade dos extratos das amostras foi verificada através do calculo de
média e desvio-padrao (dados em porcentagem, Tabela 4), a partir da contagem dos

organismos mortos.

Tabela 3. Toxicidade dos extratos etandlicos para 1 mg/mL.

Amostra %Média %Desvio-padrao
Gcu-T 83,3 15,3
Gce-B 76,7 20,8
Gd-PM 100 0
Gf-P 93,3 11,5
Controle* 0 0
*Agua do mar e DMSO 0 0

No tocante a toxicidade da espécie Gracilaria domingensis, o extrato foi ativo
somente na concentragcdo de 1,0 mg/mL, com 100% de mortalidade das larvas de
Artemia salina, corroborando com os dados observados por Lhullier et al., (2006), que
mostraram citotoxicidade para os extratos de G. domingensis a partir da concentracao
de 100 pg/mL.

A partir da analise dos dados para o presente estudo, € possivel observar que
0s extratos apresentaram respostas diferentes em relacdo a mesma amostra coletada
em praias diferentes, neste caso, a espécie Gracilaria cervicornis (Gce-B), que revelou
toxicidade do extrato na maior concentracéo (1,0 mg/mL). Caracteristicas ambientais

como mudancas drasticas de temperatura, hidrodinamismo, pH, salinidade e



64

herbivoria podem influenciar o metabolismo secundario dos organismos marinhos
(FELICIO et al, 2012). Tais aspectos ambientais podem ter atuado de maneira distinta
na producdo dos compostos secundarios da espécie G. cervicornis nas praias onde

foi coletada, refletindo no grau de toxicidade dos seus extratos.

A despeito das algas marinhas vermelhas (rodoficeas) a citotoxicidade foi
avaliada para extratos etandlicos de algumas espécies como Acanthophora spicifera,
Hypnea musciformis, Meristiella echinocarpa e Pterocladiella capillacea (ALENCAR et
al., 2014; LHULLIER et al., 2006), destas, apenas A. spicifera e M. echinocarpa néo

foram potencialmente citotoxicas.

Estudos realizados por Ara et al., (1999), verificaram a citotoxicidade de 22
extratos etandlicos de algas marinhas (13 - pardas, 6 - verdes e 3 - vermelhas), destes,
apenas 6 amostras tiveram niveis significativos de letalidade (5 amostras de algas
pardas e 1 de alga verde), com respectivos valores de CL50 443, 507, 612, 928, 735
pg/ mL. Para as espécies de algas vermelhas ndo foram estimados os valores de CL
50.

De maneira geral a literatura cientifica ficolégica no Brasil possui poucos dados
acerca da toxicidade e citotoxicidade dos extratos das espécies de Gracilaria,
sobretudo para a regido Nordeste. Ndo foram encontradas publicacbes a despeito da
toxicidade, para as algas G. curtissiae e G. ferox frente a Artemia salina, o que

representa resultados inéditos para a regiao nordeste.

Visto que os resultados obtidos de toxicidade para as larvas de Artemia salina
foram encontrados apenas para a maior concentracao testada (1,0mg/mL), n&o foi
possivel calcular a CL 50 e estabelecer a dose que afetaria 50 % da populacédo. Para
isto, & necessario um espectro maior de concentracdes testadas. Fazer uma gradacao
com concentracdes intermediarias, para assim, obter dados mais conclusivos a

respeito da letalidade dos extratos.

Os resultados obtidos a partir de bioensaios de toxicidade com Artemia salina
utilizando extratos de algas marinhas, podem ser indicativos da presenca de
metabdlitos com potencial atividade bioldgica, desde a aplicacdo farmacoldgica ao uso

na industria alimenticia.



65

6. CONSIDERACOES FINAIS

No atual estudo, a analise do potencial antibidtico, antioxidante e toxicidade

frente a Artemia salina, exibiu um perfil interessante das respostas por espécie.

Na andlise da atividade antibitica, os microrganismos testados ndo foram
sensiveis aos extratos, exceto para a espécie Gracilaria cervicornis (Gce-PM) que
formou um discreto halo inibitério com aproximadamente 8mm de diametro, cerca de

40% em relacao ao controle (disco com cloranfenicol, ~20mm).

Os ensaios antioxidantes evidenciaram para a maioria das amostras atividade
positiva e alta correlacéo entre os valores de absorbancia e concentragéo, resultados
foram coerentes com a literatura citada. A espécie G. smithsoniensis foi mais
expressiva nos trés ensaios realizados. No entanto, o potencial considerado ainda
baixo. Deve-se ressaltar que, no presente estudo foram analisados extratos etanolicos
brutos, que podem conter variados tipos de compostos secundarios (principalmente
polares) em diferentes concentracbes, que possivelmente, refletiu na resposta
biolégica dos mesmos. Assim pressupde-se que, a expressividade dos antioxidantes
de Gracilaria pode ter sido influenciada pela baixa concentracdo de metabdlitos como
os fendis, por exemplo. Quando as substancias sdo puras, ou seja, apresentam
apenas o0 composto responsavel por tal atividade bioldgica, a resposta em relacao aos
extratos brutos € mais pronunciada, caracteristica principal de inUmeros compostos

utilizados comercialmente.

Com relacao ao fator localidade, foi observado que para Gracilaria cervicornis
(a Unica espécie que se repetiu em trés praias diferentes) as respostas pareceram ser
espécie-especifico a despeito da bioatividade das espécies. O extrato da espécie
correspondente a praia de Ponta do Muta demonstrou baixa atividade bacteriana (para
Bacillus subtilis) com halo de inibicdo de aproximadamente 8mm, a partir de um disco
de 6 mm, e maior expressividade nos ensaios antioxidantes. O extrato referente a
espécie da Praia de Bombaca foi a Unica a apresentar toxicidade na maior

concentracéo testada (1 mg/mL).

O teste de toxicidade dos extratos frente a Artemia salina, demonstrou que as

amostras foram atoxicas para as concentracdes 0,1 e 0,01 mg/mL. Dentre os sete
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extratos, quatro foram toxicos na maior concentracao (1 mg/mL) (Gracilaria cervicornis

— Gce-B, Gracilaria domingensis, Gracilaria curtissiae, Gracilaria ferox).

A despeito do litoral da Bahia, ndo ha registro de trabalhos na literatura sobre
atividade biologica de compostos do género Gracilaria. Com o objetivo de investigar
0s compostos bioativos das espécies deste género, sugere-se um estudo fitoquimico,
onde, o presente trabalho poderd nortear novos questionamentos a respeito da
composicao quimica, por exemplo, as diferentes classes quimicas das espécies, bem
como, as concentracbes das mesmas. E a partir desses novos estudos, realizar
ensaios mais acurados do potencial biolégico dessas espécies. Estabelecer a relacao
entre os resultados de cada ensaio aqui trabalhado € interessante, uma vez que pode-
se sugerir e até mesmo confirmar a presenca de grupos quimicos especificos dentre

as espécies correlacionando esses dados com os fatores ambientais.

Os dados da literatura a respeito do potencial biolégico dos metabdlitos
secundarios de Gracilaria sdo escassos, geralmente encontra-se resultados
relacionados aos compostos primarios, que ndo foram considerados para a discussao
deste trabalho. Dentre as espécies aqui investigadas, ndo foram encontrados
resultados nas publicac6es acerca do potencial biol6gico das espécies G. curtissiae,

G. ferox e G. smithsoniensis, para as demais, 0s relatos séo incipientes.

Portanto, o atual estudo constitui-se como investigacdo inédita referente ao
potencial bioativos das espécies de macroalgas marinhas do género Gracilaria, do
litoral da Bahia, considerando o potencial antibiético, antioxidante e a toxicidade dos
seus extratos. E dentre as espécies analisadas, G. smithsoniensis demonstrou ser
promissora, uma vez que apresentou interessante potencial antioxidante e nenhuma
toxicidade, o que a torna alvo de novos estudos a fim de avaliar a capacidade
nutraceutica desta alga, bem como em se tornar um aditivo em produtos alimenticios

e cosméticos.
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