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RESUMO

As macroalgas marinhas possuem classes de moléculas bioativas de grande importancia
industrial e farmacéutica. Dentre estes compostos quimicos, destacam-se os polissacarideos
sulfatados como o 4gar e carragenanas (ambas galactanas sulfatadas). Diferentes tipos de
galactanas, majoritariamente extraidas de algas rodofitas demonstraram atividade citotoxica
sobre diferentes tipos de linhagens tumorais. Nas Gltimas décadas, o cancer € considerado um
grave problema de saude publica, diante disso, este trabalho tem por objetivo extrair e
caracterizar polissacarideos sulfatados da alga vermelha Botryocladia occidentalis (Bgrgesen)
Kyline verificar seu potencial citotoxico e imunologico. Inicialmente, foi realizada uma
extracdo proteolitica no extrato aquoso da macroalga analisada, seguido de sucessivas
lavagens com etanol absoluto. A partir de analises como FTIR, RMN, UV-Vis e analise
elementar foi possivel determinar a estrutura do biomaterial em questdo,indicando a presenca
de galactanas sulfatadas.Foram realizados ensaios com células tumorais, onde foi observada
acdo citotoxica de 38% para leucemia mielocitica crénica (K-562),22% para adenocarcinoma
de mama humano (MCF-7) e 27%para Carcinoma de laringe humana (Hep-2), também foram
realizados ensaios com o polissacarideo extraido em células primarias a partir de um kit
contendo citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y) que promoveram agdo para TNF-
a. Diante do potencial biologico desse material, 0 mesmo pode ser aplicado para a producao
de futuros farmacos.

Palavras-chave:Citocinas.Rhodophyta. Carragenana.



ABSTRACT

As marine macroalgae they have classes of bioactive molecules of great industrial and
pharmaceutical importance. Among these chemical compounds, sulphated polysaccharides
such as agar and carrageenan (both sulfated galactans) stand out. Different types of galactans,
mostly derived from algae roddfitas demonstrate cytotoxic activity on different types of tumor
lineages. The aim of this article is to extract and characterize the sulfated polysaccharides of
the red alga Botryocladia occidentalis (Bgrgesen) Kylin and its cytotoxic and immunological
potential. Initially, a proteolytic extraction was performed without aqueous extract of the
macroalga analyzed, followed by successive washes with absolute ethanol. From analyzes
such as FTIR, NMR, UV-Vis and elemental analysis it was possible to determine a structure
of the biomaterial in question, indicating a presence of sulfated galactans. We found tumor
cell assays with a 38% cytotoxic action for chronic myelocytic leukemia (K-562), 22% for
human breast adenocarcinoma (MCF-7) and 27% for human laryngeal carcinoma (Hep-2) we
also performed primary cell assays from a kit containing cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF-a and IFN-y) that promote action for TNF-a. Given the biological potential of this
material, it can be applied to the production of future drugs.

Key words:Cytokines. Rhodophyta. Carrageenan.
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1INTRODUCAO

As algas marinhas sdo organismos eucariontes fotossintetizantes e avasculares, nao
possuem raizes, folhas, nem sementes e podem ser unicelulares ou multicelulares (OLIVEIRA
FILHO, 1981). As macroalgas sdo classificadas de acordo com sua pigmentacdo em:
Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas pardas) e Chlorophyta (algas verdes). Essa
coloracéo é determinada pelos pigmentos acessorios e clorofila, como a fucoxantina nas algas

marrons, a ficoeritrina nas vermelhas e clorofila nas algas verdes (COSTA, 2008).

As algas vermelhas sdo organismos pluricelulares abundantes em aguas tropicais
mornas (VIDOTTI & ROLEMBERG, 2004), e seus compostos bioativos apresentam alta
importancia industrial e farmacéutica, sendo que,muitos destescarboidratosextraidos de
macroalgas ja apresentaram propriedades anticancer, a exemplo tém-se os polissacarideos
sulfatados (DELATTRE, FENORADOSOA &MICHAUD, 2011).

As neoplasias sdo um grande problema de salde publica atualmente, e é provavel que
nas proximas décadas 80 por cento de mais de 20 milhdes de diagndsticos patologicos sejam
associados a algum tipo de carcinoma até o ano de 2025 (INCA, 2016). Novas substancias
com potencial antitumoral como as galactanas extraidas das algas vermelhas Bostrychia
montagnei e Porphyra columbina foram capazes de promover atividade anticancer frente as
células tumorais de célon uterino- HeLa (STEVAN et al.,, 2001). Outras classes de
polissacarideos sulfatados, as fucoidanas, extraidas de Undaria pinnatifida, demonstraram
acao citotoxica sobre linhagens tumorais humanas de cancer de préstata (PC-3), de colon
uterino (HelLa) e de carcinoma hepatocelular de figado (HepG2) (SYNYTSYA et al., 2010).

Diante do que foi explanado, é evidente a necessidade do desenvolvimento de novos
medicamentos que promovam o tratamento contra o cancer e a reducdo de tumores, pois
grandes avangos na area biomédica sdo derivados de quimioterapicos e anti-inflamatdrios
utilizados na clinica provenientes de produtos naturais (MANN, 2002; SHU, 1998). Entdo o
presente trabalho tem por objetivo extrair e caracterizar polissacarideos sulfatados da alga
vermelha Botryocladia occidentalis (Bargesen) Kylin e verificar se estes apresentam atividade
citotoxica frente as linhagens celulares tumorais especificas: HEP-2 (carcinoma de laringe
humana), adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) e K-562 (leucemia mielocitica
cronica). Alem disso, verificar a agdo imunolégica em células primarias do sangue periférico

a partir da producdo de citocinas do polissacarideo extraido.
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2REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALGAS MARINHAS

As algas (do latim, algae, singular: alga) representam a base da cadeia alimentar nos
oceanos e sustentam mais de dois tercos da biomassa mundial, sendo responsaveis por
aproximadamente metade da atividade fotossintética global (DAY; BENGSON; FLECK,
1999).Elas apresentam uma enorme variedade de formas e dois tipos de reproducédo, sexuada
e assexuada, podem ser classificadas como bent6nicas, quando estdo fixas em uma superficie
rochosa, ou arribadas, quando estdo espalhadas pela praia (SANTOS et al., 2013).De acordo
com sua estrutura, a maioria delas apresentafilamentos que crescem a partir de uma Unica
célula apical e se dividem em segmentos a partir de um Unico eixo, e formam, posteriormente,
verticilos de ramos laterais (RAVEN; EVERT; EICHORN, 1996).

As macroalgas sdo ricas fontes de sais,vitaminas, proteinas, carboidratos, aminoacidos,
fibras e antioxidantes.Os polissacarideos constituintes da matriz extracelular desempenham
funcBes de adaptacdo ao ambiente, conferindo regulacdo mecénica, osmotica e idnica
(KLOAREG & QUATRANO, 1998).

Elas podem, adicionalmente, ser utilizadas como fertilizantes e servirem de base na
indUstria de cosméticos e alimenticios, além de apresentarem diversificadas propriedades
farmacoldgicas (VAN; MANN; JANHS; 1989). Em paises ocidentais 0 consumo ainda nédo é
muito expressivo, porém o uso de suplemento alimentar a base de extrato de algas marinhas ja
é realizado por uma parte da populacdo (CRITCHLEY, 1997; MCHUGH, 2003).

As algas vermelhas, geralmente estdo distribuidas desde regides de clima tropical a
frio. Possuem clorofila a e d e pigmentos acessdrios em maior quantidade que promovem a
coloracdo avermelhada, que sdo a ficoeritrina e a ficocianina, localizadas no cloroplasto. A
parede celular delas é constituida de celulose e pectinas, e também de galactanas sulfatadas
(RAGAN et al., 1994). As algas vermelhas diferem em relacdo aos vegetais por apresentarem
usualmente galactanas sulfatadas como principais constituintes da parede celular na matriz
extracelular (PAINTER, 1983).

As algas pardas sdao macroalgas que tém ampla distribuicdo no planeta, maior do que
as algas vermelhas e verdes. A coloracdo marrom se da pela presenca de carotendides e o

principal deles é a fucoxantina. Sdo constituidas essencialmente de clorofilas a e c, e de
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alguns polissacarideos como: a celulose, o alginato e as fucanas (RAVEN; EVERT,
EICHHORN, 2001).

As algas verdes sdo constituidas basicamente de clorofila a e b, carotenoides, a parede
celular é composta de celulose e pectinas, e armazenam amido nos cloroplastos. Apresentam
ampla distribuicdo no ambiente aquatico e terrestre, seja em solos Umidos, troncos de arvores

ou em simbiose, formando os liquens (RAVEN et al., 2007).

O ambiente marinho possui uma ampla diversidade de organismos que podem oferecer
uma gama de estruturas quimicas a serem descobertas ainda. Segundo Simdes et al. (2002), os
metabdlitos presentes em fontes marinhas apresentam estrutura e grupos funcionais diferentes

dos que tém nas plantas.

2.1.1Botryocladia Occidentalis

O género Botryocladiae as espécies B. botryoides e B. occidentalis e B. canariensis,
foram descritas em detalhes por Afonso-Carrillo &. Sobrino (2003) a partir do material
coletado nas llhas Canarias. Este trabalho tornou-se referéncia, pois esclareceu as diferencas
vegetativas e reprodutivas das duas espécies inicialmente citadas, além de descrever uma
terceira. Este trabalho também confirma a ocorréncia de B. occidentalis no Atlantico Leste.
Em relacdo a morfologia, B. occidentalis (Figura 1) difere de B. botryoides principalmente
por suas paredes mais finas de vesiculas de trés camadas e pelo fato de que suas células

secretoras sdo suportadas exclusivamente em células medulares ndo modificadas.

Figura 1-Exemplares analisados de Botryocladia occidentalis (espécimes de liquido de
preservacao)

Barra = 10mm
Fonte:AFONSO-CARRILLO& SOBRINO(2003).
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Wilkes, Mclvor & Guiry (2006) realizaram o sequenciamento de 1.227 pares de bases
do gene cloroplasticial rcbL de 35 espécies diferentes e concluiram que o género Botryocladia
era polifilético e que a espécie B. boergesenii deveria ser transferido para o género Irvinea. Os

mesmos autores concluem que B. occidentalis se agrupa no género Botryocladia.

Segundo a biblioteca virtual ALGAEBASE (2017), espécies desse género foram
encontradas em diversas regides do globo: América do Norte (Flérida, Norte da Carolina,
Texas), América Central (Costa Rica), ilhas do Oceano Atlantico (Bermuda, llhas Canario),
Ilhas do Caribe (Bahamas, Barbados, Cuba, Porto Rico, Trindade e Tobago), América do Sul

(Brasil e Colémbia) e llhas do Pacifico (Nova Caledonia).

Virios constituintes quimicos ja foram identificados em algas desse género: o-
caroteno, P-caroteno, a-tocoferol (Sousa et al.,, 2008), contudo a espécie Botryocladia
occidentalis é conhecida na literatura pela acdo bioldgica dos seus polissacarideos sulfatados
(GOMES, 2006).

2.2CARBOIDRATOS

2.2.1 Estruturas bésicas dos carboidratos

O termo carboidrato foi definido no século XIX e estava relacionado aos compostos
representados pela formula geral (CH,0),. Atualmente o termo é atribuido a quaisquer
polidroxialdeidos ou poli-hidroxicetonas que formam estes compostos quando hidrolisados
esdo constituidos fundamentalmente por atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio
(LEHNINGER, 1991).

Existem trés classes principais de carboidratos: 0s monossacarideos, os dissacarideos e
0s polissacarideos. Os monossacarideos ou acucares simples sdo formados de uma Unica
unidade de polidroxialdeido ou poli-hidroxicetona apresentando de 3 a 7 carbonos e
geralmente possuem sabor adocicado. Podem ser classificados quanto a posicdo do grupo
carbonil em aldose (posicionado nas extremidades) ecetose (posicionado fora das
extremidades)(NELSON & COX, 2011) (Figura 2).

Figura 2-Representacdo de aldose (D-glicose) e cetose (D-frutose)
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Fonte: Arquivo pessoal (2017)

Os monossacarideos podem ser classificados também quanto ao nimero de atomos de
carbono: triose (3 carbonos), tetrose (4 carbonos), pentose (5 carbonos) e hexose (6 carbonos)
(NELSON & COX, 2011; LEHNINGER, 1991).

Todos os monossacarideos, com excecdo do diidroxiacetona, conttm um ou mais
atomos de carbonos assimétricos e ocorrem em formas isoméricas opticamente ativas,
chamadas de D (Dextrdgira) ou L (Levogira), porque desviam o plano da luz polarizada para
a direita ou esquerda, respectivamente. O monossacarideo mais abundante na natureza é uma
hexose conhecida como D-glicose, sendo a D-galactose encontrada frequentemente em
rodofitas (LEHNINGER, 1991)(Figura3).

Figura 3-Formas isomericamente ativas de monossacarideos; D-glicose e D-galactose

H\'/O H\"/O
H—4—OH H—4—OH

HO——H HO——H

H—4—OH HO——H
H—%—OH H—%—OH
E'CHQOH 6CHzOH

D-GLICOSE D-GALACTOSE
Fonte: Arquivo pessoal (2017)

Em solugcdo aquosa 0s monossacarideos com cinco ou mais 4tomos de carbono
apresentam forma ciclica (ou em forma de anel), formando derivados hemiacetais ou
hemicetais. Da mesma forma que na D-glicose o grupo hemiacetal da D-galatose do grupo
hidroxil livre do C-5 reage com o C-1 do aldeido gerando o carbono assimeétrico e produzindo
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dois estereoisdmeros designados o e B, com forma de barco ou cadeira.Os compostos com
anéis de 6 membros sdo chamados piranoses, pois se assemelham ao pirano (LEHNINGER,
2002) (Figura 4).

Figura 4- Formaciao das duas formas ciclicas da glicose:a-D-galactopiranose e f-D-

galactopiranose
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Fonte: Nelson & Cox (2011)

Os dissacarideos sdo formados pela ligacdo de unidades de monossacarideos (2 a 6)
unidas entre si por ligacdes glicosidicas e sdo considerados como oligossacarideos. Trés
importantes exemplos de oligossacarideos sdo os dissacarideos lactose (D-glicose + D-
galactose), maltose (D-glicose + D-glicose) e a sacarose, ou agucar da cana, o qual consiste de
dois monossacarideos, D-glicose e D-frutose, (LENINGHER et al., 2002).

J& os polissacarideos sdo polimeros de origem natural e podem ser constituidos por
mais de 20 unidades de monossacarideos, possuindo até centenas ou milhares de unidades.
Alguns, como a celulose, ocorrem em cadeias lineares, enquanto outros, como o glicogénio,
tém cadeias ramificadas.Os polimeros de aclcares simples como a glicose, apresentam trés
fungBes principais: reserva energética, componentes estruturais de parede celular tanto em
bactérias como de plantas e atuam no reconhecimento extracelular, ligando-se a proteinas
(NELSON & COX, 2011). Alguns polimeros mais curtos acoplados as proteinas de
membrana atuam como sinalizadores celulares especificos (NELSON & COX, 2011).

Os polissacarideos diferem-se uns dos outros, em relagdo as unidades de
monossacaridicas repetidas. Os homopolissacarideos contém somente uma unidade

monomeérica, enquanto que os heteropolissacaridios contém dois ou mais tipos diferentes,
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estes ainda podem se apresentar na forma ramificada ou linear (NELSON & COX, 2011)
(Figura 5).

Figura 5- Homo e Heteropolissacarideos: (A) polissacarideo ndo ramificado e (B)

polissacarideo ramificado

: : Presenca de ramificagdes
Quanto 3 variedade de unidades
monomeéricas

Lineares Ramificados

Homopolissacarideo --0000066 - ‘_w...-
Heteropolissacarideo --0-8-0-8-0-0 - W—@-

Fonte: Arquivo pessoal (2017)

2.2.2 Acdo bioldgica dos carboidratos encontrados na natureza

De acordo com as propriedades fisico-quimicas desses polimeros como, peso
molecular, grau de ramificacdo e a composicdo da cadeia, esses polimeros demonstraram
atividade antitumoral porque alteram e estimulam a resposta imunoldgica contra os tumores
(SOMENSI, 2014; GADELHA et al, 2001; BOHN & BEMILLER, 1995). Os polissacarideos
de algas verdes promovem atividade imunoldgica através da ligacdo aos receptores do
complemento 3 (CR3, CD11b\CD18) de células natural Killers (NK) e de fagdcitos (DABA
& EZERONYE, 2003; ROSS et al, 1999), tem-se também a intensificacdo do co-fator de

heparina Il como outra forma de a¢do imunol6gica (Hayakawa et al, 2000; Silva, 2008).

Na estrutura do polissacarideo, a existéncia de radicais amino, carboxila ou sulfato
determinam o tipo de carga idnica existente, como neutra, positiva ou negativa. Além disso, o
tipo de radical presente no arcabouco do polissacarideo € associado ha importantes atividades
farmacologicas como, anti-inflamatorias e antioxidantes (MELO, 2003; MARGARITIS

&PACE, 1985). Os que possuem o sulfato como o principal radical sd&o chamados de
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polissacarideos sulfatados, e estdo presentes em tecidos animais, pepinos do mar, ourigos e
macroalgas. As carragenanas e agaranas, encontradas em macroalgas vermelhas, e as fucanas,
em algas fedfitas, sdo classes de polissacarideos sulfatados que tém atividade anticoagulante e

antitrombdtica ja relatada e sdo utilizadas na industria farmacéutica (JIAO et al., 2011).

A celulose, formada por unidades de D-glicose com ligagdes B(1-4), € o principal
polissacarideo estrutural presente nas plantas, responsavel por proporcionar consisténcia,
firmeza, flexibilidade e por proteger a membrana celular contra a turgidez e a ruptura. A
estrutura da celulose € sintetizada pela enzima UDP-glicose celulose sintase, 0 precursor
UDP-D-glucose serve para alongar a cadeia de celulose em crescimento e para promover a
estagnacdo das moléculas de celulose no espaco extracelular (LEHNINGER, 2011). Na
parede celular das plantas também sdo encontrados polissacarideos neutros associados a
pectinas que sdo as galactanas, arabinogalactanas e arabinanas (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Em plantas e outros vegetais, o principal polissacarideo de reserva é o amido,
composto de mondémeros de a-D-glicose, na estrutura do polimero também se encontra a
amilose, que é um polissacarideo linear, e a amilopectina, polissacarideo de estrutura
ramificada. Vale salientar também a inulina, que é outro tipo polissacarideo de reserva dos
vegetais. Nos seres humanos, ela é utilizada como probiético, em razdo de nao ser digerida
pelas enzimas intestinais. Quimicamente, a inulina é formada por cadeias de frutose com um
grupo glicose terminal (MANO & MENDES, 2011).

Os peptideoglicanos, ou mureinas, sdo 0s heteropolissacarideo presentes na parede
celular de procariontes, sdo responsaveis por dar forma a bactéria, por proteger a célula da
pressdao osmotica e por favorecer mais rigidez a parede celular. Sdo formados por dois
polissacarideos, N-acetilglicosamina (GIcNAc) e acido N-acetilmurdmico (Mur2Ac) unidos e
alternados através de ligagdes glicosidicas (B1-4), ainda, as extremidades livres dos
oligopeptideos de N-acetilmuramico (Mur2Ac) sdo ligados a L e D- aminoacidos
(LEHNINGER, 2011). Os exopolissacarideos sdo outra classe de polissacarideos presentes na
superficie da parede celular das bactérias, que promovem protecdo mecanica, fixam e
impedem a perda de micronutrientes pela célula, além da importancia na arquitetura do
biofilme e adesdo a outras bactérias e ao hospedeiro (LAUDARES et al., 2010).

Em relacdo a acdo imunoldgica de polissacarideos,estes sédo capazes de interagir com o
sistema imunologico para regular ou minimizar aspectos especificos da resposta do

hospedeiro, durante a acdo imunolodgica,sdo classificados como imunomoduladores ou
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modificadores de resposta bioldgica. Os imunomoduladores de polissacarideos podem
aumentar ou suprimir as repostas imunes, para tal, a via de administracdo, a dose e 0 momento
da administracdo influenciam na acéo (TZIANABOS, 2000).

Geralmente os polissacarideos sdo considerados antigénicos classicos independentes
de células T que ndo provocam respostas imunes mediadas por células. A maioria dos
polissacarideos bacterianos provocam imunidade humoral que resulta na inducdo de
imunoglobulinas IgM e baixa resposta de afinidade para alguns anticorpos 1gG
(TZIANABOS, 2000).

Nas fucoidanas, j& foram demonstrados que estes polissacarideos sdo capazes de
estimular a proliferacdo in vitro de fibroblastos dérmicos e deposicdo da matriz extracelular.
A partir da analise de uma fracdo de fucoidana de 16KDa foi evidenciado que 0 mesmo foi
capaz de minimizar a atividade de elastase de leucécitos humanos, resultando na protecédo de
fibra elastica de pele humana contra a protedlise enzimética. A fucoidana sugere ainda que
possa ser usado no tratamento de patologias inflamatdrias em que a matriz extracelular nédo é

controlada e a degradacédo ocorre (SENNI et al., 2006).

2.3 POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE ALGAS VERMELHAS

Os polissacarideos sulfatados (PLS) sdo macromoléculas compostas por varias
unidades monossacaridicas repetidas, sdo ricos em grupos hidroxila, e alguns dos grupos
hidroxilas s&o substituidos pelos grupamentos sulfato (PEREZ-RECALDE et al., 2014). Estes
biopolimeros apresentam ampla distribuicdo na natureza e estdo presentes na matriz
extracelular mucilaginosa das algas e tém como principais fungdes: proteger a alga contra a
desidratacdo em periodos de maré baixa, e também de promover maior flexibilidade e rigidez
ao talo contra forgas mecanicas (DAVIS, VOLESKY & MUCCI, 2003). As algas marinhas
sd0 0s organismos que apresentam uma maior quantidade de PLS que apresentam

propriedades bioldgicas.

Por causa das propriedades reoldgicas, a capacidade de formar géis e a solubilidade
em agua dos polissacarideos sulfatados, sdo muito utilizadas na industria alimenticia,
farmacéutica, cosmética e biotecnoldgica, como geleificantes, estabilizantes e espessantes: em

alimentos lacteos, gelatinas, também em molhos para saladas, como excipiente em



23

medicamentos e para aumentar a viscosidade em meios de cultura utilizados na microbiologia
(RASMUSSEN & MORRISSEY, 2007; PRAJAPATI et al., 2014).

As algas verdes (Chlorophyta) possuem PLS em maior quantidade e apresentam
compostos com unidades de D-manose e galactose, classificados como arabino-galactanas
(PERCIVAL & MACDOWELL, 1967).

Os PLS encontrados em paredes celulares de algas marinhas pardas (Phaeophyta)
possuem como carboidrato mais representativo a: a-L—fucose, e sdo conhecidas como fucanas
(PANTANKAR et al.,, 1993), (Figura 6). As fucanas sulfatadas ou fucoidanas sé&o
polissacarideos bastante encontrados em algas,ouricos e pepinos do mar e apresentam dois
tipos de cadeia de homofucose com residuos de L-fucopiranosil repetidos ou residuos de L-

fucopiranosil alternados (LI et al., 2008).

FIGURA 6- Estrutura quimica de fucoidana isolada de Fucus vesiculosus

Fonte: Pangestuti & Kim (2011)

A laminarina € um PLS encontrada nos génerosLaminaria,Saccharina,Ascophyllum,
Fucus e Undaria. O contetdo polissacarideo varia de acordo com a sazonalidade e habitat,
sendo que 0 mesmo pode atingir até 32% do peso seco. Alaminarina ndo geleifica ou forma
qualquer solugdo viscosa e sua aplicacdo estende-se ao uso médico e farmacéutico (KRAAN,
2012). As formas sollveis e insollveis da laminarina sdo influenciadas principalmente pelo
tipo de ramificacdo (KADAM, TIWARI & O'DONNEL, 2015). A Laminarina € um PLS
encontrado em fedfitas de baixo peso molecular eé constituido de residuos de B-Glicose
(1-3) e B (1—6) (Figura 7)

Figura 7-Unidades de glicose de laminarina
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Fonte:VERA et al.(2001).

Ulvana é uma designacdo derivada dos termos ulvacina e ulvina introduzidos por
Kylin em referéncia a diferentes fracdes da Ulva lactuca sollveis em agua. Ulvanas séo
polieletroliticos sulfatados, compostos principalmente formados de raminose, &cido urénico e
xilose (Figura 8) (KRAAN, 2012).

Figura 8-Estrutura basica da ulvana
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Fonte: WANG, WANG & GUANG (2012)

2.3.1 Galactanas sulfatadas de Rhodophytas

As algas marinhas vermelhas (Rhodophyta) possuem galactose como seu monémero
majoritario, e contém polissacarideos sulfatados definidos como galactanas, carboidratos
abundantes em D-galactose(COSTA et al., 2014; MANDAL et al., 2008). Vale salientar que
as estruturas quimicas dos polissacarideos sulfatados diferem de espécie para espécie e por
vezes em diferentes partes na mesma alga (DIETRICH et al., 1995).Quando as galactanas sdo
extraidas de agarofitas e carragenofitas, sdo classificadas como agaranas e carragenanas,
respectivamente (ESTEVES et al., 2000). Adicionalmente, foi descoberto um terceiro grupo
de galactanas denominado, hibridos-D/L (STORTZ & CEREZO, 2000) ou carragar (CHOPIN
etal., 1999).
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As galactanas sulfatadas de Rhodophytas séo polissacarideos que apresentam unidades
repetitivas de ligagdes B (1-3) galactopiranose e o (1-4) galactopiranose(RODRIGUES &
FARIAS, 2008) (Figura 9)

Figura 9- Representacdo esquematica e global de galactanas sulfatadas de algas vermelhas.
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Fonte:DELATTRE, FENORADOSOA, MICHAUD (2011).

O é&gar é uma galactana que é formada por um conjunto complexo de polissacarideos
de dois polimeros principais a agarose linear com poder para formacao de géis e agaropectina
(Figura 10) um polimero sulfatado com baixo poder gelificante.

Figura 10-Representacdo esquematica de agarobiose e agarose.

B A

Fonte: DELATTRE, FENORADOSOA & MICHAUD (2011)

As carragenanas sao galactanas lineares formadas por residuos de D-galactose a-(1,4)
e B-(1,3) que estdo ligados alternadamente. A unidade de repeticdo € comumente chamada de
carrabiose e os residuos de galactose a-(1,4), denominada unidade A, ocorrem
geralmentecomo 3,6 anidro-D-galactose. Grupos de ésteres sulfatados sdo encontrados em
todas as galactoses, quanto mais elevados o grau de sulfatagdo maior o nivel de solubilidade e
menor resisténcia ao gel. (DELATTRE, FENORADOSOA e MICHAUD, 2011).0 primeiro
relato do uso da carragenana esté relacionadaa cidade de Carragheen, proxima ao condado de
Waterford, ao Norte da Irlanda, onde as algas eram utilizadas para aumentar a viscosidade do
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leite consumido pela populacdo, sendo batizada inicialmente de carrageen ou irish moss
(Pereira, 2004).

O contetdo e distribuicdo dos grupos éster sulfato nessas moléculas sdo responsaveis
pelas diferencas primarias entre os diversos tipos de carragenanas. A proporcao dessas
diferentes frac6es também varia em funcéo da espécie, do habitat e da época da colheita das
algas. Inicialmente, as carragenanas foram subdivididas em duas familias, em funcgdo da sua
solubilidade em KCI (cloreto de potassio). As fragdes soltiveis foram designadas pelo prefixo
Kappa (), enquanto que as insoliveis foram chamadas de Lambda (A) (PEREIRA, 2004).

Mais tarde, as classificacfes foram baseadas no nimero, na posi¢ao dos agrupamentos
sulfatos e na presenga de pontes 3°,6’-anidro nos residuos D-galactopiranosidios. Isso levou a
criacdo de sub-familias (Figura 11). O primeiro grupo que forma geis foi definido como a
familia Kappa e incluiu carrageninas iota (1) (Figura 11D) e kappa (k) (Figura 11C) bem
como seus precursores: os carragenatos X (1) e Y (v) respectivamente (ANDERSON et al.,
1973). Campo et al (2009) designa X e Y como “mu” e “nu” carragenana respectivamente.
Todos os membros desta familia sdo sulfatados na posicdo C4 da unidade A. As principais
diferengas entre as subfamilias k e 1 ¢ uma unidade B sulfatada C2 no caso de 1, além de um
maior teor de 3,6-anidrogalactose (28-35%) para k carrageninas em comparagdo com 1 um
(25-30%). As formas precursoras das subfamilias k (n) e 1 (v) apresentaram as mesmas
caracteristicas, exceto a presenca de residuos de 3,6-anidrogalactose substituidos por uma
unidade B sulfatada 6-O (DELATTRE, FENORADOSOA e MICHAUD, 2011).



Figura 11- Estruturas quimicas de carragenanas
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A segunda familia, chamada A carragenina, ndo ¢ sulfatada na posi¢cdo C4 da unidade
B e ndo apresenta 3,6-anhidrogalactopiranose. Trata-se da carragenana mais sulfatada com 3
grupos de sulfato por unidade de repeticdo. Estes sulfatos estdo localizados na unidade C2 de
A e em unidades C2 e C6 de B (Figura 11E). Este polissacarideo com carga altamente
anidnica possui propriedades espessantes, mas ndo gelificantes (REES, 1969; GREER e
YAPHE, 1984). A familia A contém subfamilias incluindo xi (§) (Figura 12A), theta (0)
(Figura 12E) e pi(n)(Figura 12B)carrageenanas, onde apenas a unidade de 4-a-
Dgalactopiranose varia. A estrutura theta possui uma unidade B somente sulfatada na posi¢édo
C2 (Figura 11E). Foi obtido por transformacdo alcalina lenta da carragenina lambda
(CIANCIA et al., 1993). Esta estrutura também foi detectada naturalmente presente em algas
como Callophyllis hambroniana(MILLER, 2003; FALSHAW et al., 2005). As outras
estruturas desta familia como & carragenana desulfatada (Figura 12A) (PENMAN e REES,
1973) e carragenana nt piruvado (Figura 12B) (DiNINNOet al., 1979) foram observadas em
tetrasporofitos de diferentes espécies de Gigartinaceae (McCANDLESS et al., 1983;
FALSHAW e FURNEAUX , 1995, FALSHAW e FURNEAUX, 1998).

Figura 12-Carragenanas: A) Xi (§); B) Pi(n)

Fonte: DELATTRE, FENORADOSOA, MICHAUD (2011).

A terceira familia Beta (3): ndo apresenta sulfatacdo nas unidades A e divide-se em
Beta (B)-, Alfa (o)-carragenanas e suas precursoras biologicas, Gamma (y)- e Delta (5)-
carragenana (Figura 11A e 11B respectivamente), a quarta familia,Omega (®), apresenta
sulfatacdo no C-6 das unidades A e divide-se em m-carragenana e sua precursora bioldgica Psi
(y)-carragenana (Figura 13A e 13B respectivamente)(CORDEIRO, 2014).
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Figura 13-Familia 6mega carragenana; A) Omega (w) carragenana; B) Psi (y)-carragenana
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Fonte:Cordeiro (2014).

2.3.2Atividades biologicas de pls de algas marinhas

Na literatura cientifica foramrelatadosdiversos PLS que apresentam a¢des bioldgicas
tais como: atividade antitumoral (SOEDA et al. 1994), antiproliferativa (McCAFREY et al.,
1992), antiadesiva (LEY; CERRITO; ARFORS, 1991), antiangiogénica (LINHARDT &
TOIDA, 1997), antiaterosclerdtica (ENGELBERG, 1991) e antimetastatica (ZACHARSKI &
ORNSTEIN, 1998) além de ter sido esclarecido o metabolismo da L-galactose, um de seus
principais componentes (MOURAO &ASSREUY, 1995).

As propriedades bioldgicas mais destacadas nas algas marinhassdo acgoes
anticoagulante e antitrombdtica, que foram estudadas focalizando a substituicdoda heparina
(MOURAO & PEREIRA, 2000).Farias e colaboradores (2000) descreveram que duas fracdes
(F2 e F3) da D-galactana sulfatada extraida da alga Botryocladia occidentalis sdo
polissacarideos anticoagulantes, pois aumentam a inibicdo da trombina e do fator X da
coagulacdo na presenca de antitrombina e/ou cofator Il da heparina. Foi também determinado
gue o contetido de sulfato destas moléculas é importante para a acdo anticoagulante, uma vez

gue galactanas dessulfatadas perdem esta atividade.

A heparina, um polissacarideo altamente sulfatado, apresenta alguns efeitos colaterais
no seu uso clinico, tais como a ineficacia para alguns pacientes com deficiéncia de

antitrombina, complicagdes hemorragicas e trombocitopenia (WEITZ, 1994).

Os PLS tambem tém demonstrado importantes efeitos na inibicdo da replicacdo de
virus, inclusive alguns patégenos humanos como o virus da imunodeficiéncia adquirida
(HIV), herpes simples, citomegalovirus e o virus da dengue (WITROUW et al., 1994;
DAMONTE et al., 1996). O virus humano herpes simples tipo 1 (HSV1) é largamente
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difundido no mundo, podendo causar vérias doencas e ameacar a vida de individuos
imunossuprimidos como pacientes transplantados ou com HIV (LEVIN, 1993; STEWART et
al., 1995).

Em individuos resistentes ao acyclovir (ACVR-HSV),foi realizado um estudo das
atividades antivirais de extratos aquosos das algas verdes (Ulva fasciata e Codium
decorticatum), pardas (Padina gymnospora, Laminaria abyssalis e Sargassum vulgare) e
vermelhas (Pterocladia capilaceae, Hypnea musciformis e Vidalia obtusiloba), provenientes
da costa do Rio de Janeiro-Brasil.Tais extratos mostraram-se efetivos e com baixa
toxicidade.O efeito mais significativo foi verificado na alga Laminaria abyssalis, que inibiu o
virus cerca de 100% em baixas concentrac@es de extrato (1,2% p/v) (SANTOS et al., 1999).

Foi também verificado que os PLS também apresentam efeito antinociceptivo em
camundongos. Tal atividade foi demonstrada por Vieira e colaboradores (2004) para
polissacarideos totais extraidos da alga Bryothamnion seaforthii, uma alga vermelha comum

no litoral do Ceara.

Tissot e colaboradores (2003) descreveram que fracGes de uma fucana extraida da alga
parda Ascophyllum nodosum, apresentam efeito inibitorio in vitro sobre o consumo das
proteinas C2, C4 e em menor grau de C3 com pouca ou nenhuma atividade anticoagulante.
Ou seja, este polissacarideo sulfatado tem a vantagem de inibir a ativacdo da via classica do
sistema complemento, evitando assim sua amplificacdo, porproducdo de peptideos pro-
inflamatdrios. Estes dois trabalhos sugerem que, as fucanas tém, portanto, grande potencial
farmacoldgico podendo ser utilizados na terapia anticomplemento e anti-inflamatdria atuando
na prevencao de danos teciduaisou apresentando algum provavel papel no transplante de

6rgdos ou biomateriais.

2.4 CANCER

O Cancer € um problema de saude publica a nivel mundial, e muito se tem investido
em medicamentos na busca de novos agentes antitumorais. O cancer pode ser adquirido
quando uma célula normal através da alteracdo genéticas provocam alteracdes na sintese de

proteinas conferindo perda ou ganho de sua funcdo bioldgica (BELIZARIO, 2002). De uma
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forma geral, resulta numa desordem genética a partir de mutacbes que controlam a
multiplicacdo celular (AMORIM, 2002).

O tumor é um conjunto de células que resulta em uma divisdo anormal do tecido, e
podem ser classificados como benignos ou malignos. Os tumores malignos podem se
propagar gerando metastases, devido ao fato das células na corrente sanguinea atingirem
outros 6rgdos (AMORIM, 2002). Algumas interacfes célula-célula e célula-matriz podem
agir diretamente na formacéo e disseminacdo de alguns tumores e certa cascata bioquimica
levam células tumorais a se desprender de células vizinhas ocasionando a metastase
(BELIZARIO, 2002).

O instituto Nacional do Céancer José de Alencar Gomes da Silva (INCA), publicou em
seu site algumas estimativas da incidéncia de cancer para os anos de 2016-2017, segundo o
INCA o cancer de maior incidéncia, com exce¢do do de pele ndo melanoma, € o de prostata
seguido de traqueia, brébnquio, pulmdo nos homens e mama colorretal e colo de Utero nas
mulheres. Neste trabalho foi realizada a pesquisa e estudo das seguintes linhagens: leucemia

mieloide cronica, adenocarcinoma de mama e carcinoma de laringe humana (INCA, 2017).

Para o tratamento do cancer, estima-se que o0 uso de sondas moleculares, com ajuda da
bioinformatica e a combinacdo de novos agentes antitumorais podem atuam em diferentes
alvos sejam enzimas quinases, receptores, e fatores de transcricdo bloqueando e
restabelecendo algumas das vias metabdlicas (BELIZARIO, 2002). Em relagdo as op¢des de
tratamentos, existem variasdrogas e terapias para o tratamento do cancer. No entanto, quase
todos os medicamentos e quimioterapias causam varios efeitos colaterais. A pesquisa
emnovas macromoléculas biolégicas como polissacarideos que possuem atividade
anticancerpoderdo contribuir no arsenal terapéutico ou até mesmo para aumentar a eficacia de
drogas convencionais (ZONG, CAO &WANG, 2012).
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2.4.1 Ensaios de citotoxicidade em cultura de células

A maioria das células animais podem se multiplicar ou mesmo expressar propriedades
diferenciadas em cultura e podem ser observadas a partir de microscopia ou bioquimicamente
(ALBERTS et al., 2004), podendo, portanto, ser utilizado para ensaios para avaliar

citotoxidade.

As células tumorais séo bastante utilizadas em ensaios de citotoxidade e podem atuar
como modelo de funcdo fisiologica antes de serem testadas em um modelo animal. A
atividade bioldgica de varios biomaterias, entre eles exopolissacarideos (NGUYEN &
NGUYEN, 2014) e metabolitos secundarios (WINK, 2015) podem ser testados em células
tumorais (ALVES & GUIMARAES, 2016).

Para analise de um material citotoxico é necessario o uso de MTT (brometo de [3-4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]). A técnica € bastante simples e baseia-se na reducédo
de um substrato amarelo, o sal de tetrazolium MTT. O material em analise age nas células
liberando ao meio enzimas mitocondriais resultando em um produto azul (formazan) esse
produto € quantificado por espectrofotometria e todas as células vivas que apresentam

mitocondrias ativas sdo usadas nesse ensaio de viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

2.4.21 eucemia mieloide crénica (LMC)

A leucemia mieloide crbnica é uma doenca caracterizada por uma proliferacdo
excessiva da linhagem mieloide. Esta pode se manifestar nas seguintes fases: crénica
(benigna, apresentando hiperplasia medular, e capacidade de maturacdo de células mieléides),
acelerada (esta fase apresenta resisténcia a terapia medicamentosa) e blastica (resistente a
terapia convencional e costuma ser agressiva permitindo ao doente uma sobrevida muito
curta) (INCA, 2003). A leucemia mieloide cronica apresenta leucocitose com acentuada
neutrofilia, basofilia, eosinofilia e uma quantidade demasiada de elementos mielGides.
(Duarte, 2005) (Figura 14), enquanto que a linhagem K-562 sdo tipicos de blastos com

didametro de cerca de 20um, ndo apresentam granulos e possuem dois ou mais nucléolos.
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Figura 14- Esfregaco sanguineo de um paciente com leucemia mieloide crénica

Fonte: KUMAR; ABBAS; ASTER (2013).

Os pacientes que possuem essa doenca apresentam como marcador principal para
auxiliar no diagndstico da doenca o cromossomo Philadephia, ocasionado por uma
translocacdo reciproca entre os bracos longos dos cromossomos 9 e 22. Os testes iniciais
realizados com essas células foram de CML-1 e K-562 (LOZIO & LOZIO, 1975).

O tratamento anual da LMC depende em sua maioria das vezes do estado fisico do
paciente. Geralmente o tratamento se da a partir do FCR (fludarabina, ciclofosfamida e
rituximabe), enquanto que para pacientes com idade avancada o clorambucil com ou sem o
rituximabe é bastante usada. O sistema publico ndo contabiliza o rituximabe no tratamento
desses pacientes. Outros tratamentos ainda sdo utilizados como o lenalidomida, ofatumumabe

e 0 campath, contudo existe sempre a busca por agentes naturais (HAMERSCHLAK, 2012).

2.4.3 Adenocarcinoma de mama

O céancer de mama atinge na maioria das vezes os ductos mamarios, sendo mais
comum em mulheres com idade entre 49 e 50 anos. Existem relatos que maioria dos canceres
de mama tem origem genética e 90%-95% deles sejam esporadicos enquanto que mutacdes
somaticas totalizam entre 5% - 10%. O cancer de mama pode ser detectado pelo auto-exame
das mamas pela realizacdo de mamografia ou ultrasonografia confirmado por biopsia da lesé&o.
A biopsia deve conter todos os elementos necessarios para o adequado manejo clinico. A

partir disso realiza-se avaliagdo imunohistoquimica e hormonal (TRUFFELI et al., 2008). O
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tumor mais comum chama-se carcinoma ductal e os que acometem os I6bulos sdo chamados

de carcinoma Lobular (s&o menos frequentes) (INCA, 2001) (Figura 15).

Figura 15-Fotomicrografia de um corte histoldgico carcinoma invasivo ductal
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Fonte: http://pathology.jhu.edu/breast/types.php (Disponivel 30/05/2017).

A linhagem MCF-7 foi isolada pela primeira vez em 1970 do tecido mamério de uma
mulher caucasiana, curiosamente pelo tecido possuir um epitélio mamario diferenciado. As
céulas apresentam receptores citoplasmaticos de estrogénio e podem processar estradiol. Para
contribuir no tratamento de pacientes acometidas pelo cancer de mama, os biomarcadores
(ER, PR e 0 HER-2) sdo os principais marcadores dosados pelos exames (NALWOGA,
2010).Em mulheres que sdo portadoras dos genes BRCA1\BRCAZ2, a mastectomia bilateral é

considerada a melhor prevengéo ao cancer de mama (PALMERO, 2013).

E mencionado por Barros e colaboradores (2001), que 90-95% dos casos ndo sejam
genéticos, a0 mesmo tempo em que, 5-10% dos casos sejam sucessivos na linha familiar. O
diagnostico correto do tipo de tumor deve-se considerar o tamanho, o tipo histoldgico e a
invasdo vascular peri-tumoral nos vasos sanguineos ou linfaticos. O tratamento para o
adenocarcinoma de mama € executado por uma equipe profissional multidisciplinar, estando a
opcéo de quimioterapia relacionada a um tratamento sistémico, ao passo que, a cirurgia e a

radioterapia sdo para tratamento loco-regional.
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2.4.4 Carcinoma de laringe humana

O céncer de Laringe ¢ uma das neoplasias mais comuns das vias aéreas superiores.
Nos ultimos anos 20 anos, foi estudada a eficacia dos protocolos de radioterapia e
quimioterapia em carcinomas localmente avancados da laringe (CARVALHO,
MANNARINI; KOWALSKI et al.,, 2011). Esta é uma das neoplasias mais freqlentes,
excluindo os carcinomas encontrados na pele. E costuma aparecer entre os 50 e 70 anos
(Figura 16) (PARE et al., 2009).

A biopsia é obrigatoria antes de qualquer procedimento terapéutico, pois a laringe
pode abrigar tipos diversos de lesbes sejam benignas ou malignas.Para saber qual é o
prognostico do carcinoma de laringe no paciente, tem gque se acompanhar através de exames
clinicos como estdo as taxas dos biomarcadores da doenca, além das técnicas por imagem do
6rgdo, importante por propiciar alta taxa de cura e boa preservacdo do 6rgdo e da voz
(RIBEIRO et al., 2015). Além disso, existem outras técnicas como tragueostomia e aspiracoes
(DEDIVITIS et al., 2011).

As células Hep-2 (American Type Culture Collection CCL-23) oriundas de carcinoma
de laringe humano, apos testes de cultivo em monocamadas sobre laminas de vidro passaram
a ser um 6timo substrato para fonte de auto-antigenos. (DELLAVANCE & ANDRADE,
2012).

Figura 16-Fotomicrografia de Carcinoma de Laringe humano

Fonte:http://www.wikiwand.com/ca/Neopl%C3%A0sia (Disponivel em 30/05/2017).
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2.5 MORTE CELULAR

As células de um organismo precisam de mecanismos de regulagdometabdlica. A
medida que estes mecanismos nédo sdo efetivados, ocorre o crescimento celular exacerbado e
as células se dividem desordenadamente. Alguns genes sdo responsaveis pelo estimulodo
crescimentode outras células, e caso sofram mutacdo, servirdo de estopim para um
crescimento ilimitado e desordenado de outras células e sdo conhecidos como proto-
oncogenes (THERIAULT, 1998).

A classificacdo da morte celular é detectadapela sua aparéncia morfoldgica, podendo
ser apoptotica, necrdtica, autofagica ou associada a mitose de acordo com critérios

enzimaticos, aspectos funcionais ou imunologicos (KROEMER et al., 2008).

Na apoptose, ocorre um processo coordenado que, pela maioria das vezes, depende de
energia, e um grupo de proteases de cisteina (caspases) é ativado formando uma cascata de
acontecimentos onde hd uma conexdo de estimulos do comego ao fim (ELMORE, 2007).
Normalmente ocorre no envelhecimento ou desenvolvimento da célula e na manutencdo de
populacdes de células nos tecidos para que haja um mecanismo homeostatico, também ocorre
como mecanismo de defesa, em reacdes imunes ou mesmo na eliminacdo de ceélulas

prejudicadas por agentes nocivos e doengas (ELMORE, 2007).

No episddio da necrose, a integridade da membrana plasmatica é rompida e 0s
conteudos celulares sdo degradados por enzimas e liberados (ABBAS; LICHTMAN, 2005). E
um processo toxico em que a célula é uma vitima passiva e morre sem depender de energia
(ELMORE, 2007).

A apoptose e a necrose sdo dois processos que podem ocorrer de forma independente,
sequencialmente ou simultaneamente; o que difere é o tipo ou o grau de estimulos, pois
muitos estimulos prejudiciais como, radiacdo, hipdxia, calor e drogas anticancerigenas
citotoxicas podem promover apoptose, porém em doses mais elevadas provocam necrose
(ELMORE, 2007).

2.6 ENSAIO DE CITOTOXIDADE COM CULTURA DE CELULAS PRIMARIAS



37

Existe um controle mais rigoroso sobre o uso de animais de laboratérios e a
necessidade de padronizar os testes in vitro e detectar dispositivos para uso em humanos. De
acordo com a ISO 10993 este ensaio € o primeiro teste quando se quer avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material em dispositivos biomédicos. E muitos das culturas
celulares sdo padronizadas testes de citotoxidade (ROGERO et al., 2003).As células em
cultivo sdo demasiadamente utilizadas como modelo de funcgdo fisiologica antes do modelo
animal. Na proliferacdo in vitro sua adesdo celular é reduzida e ndo apresenta caracteristicas
de um tecido in vivo; e este € 0 modelo mais usado em Comissdes de Etica de Uso Animais e
Pesquisa (ALVES&GUIMARAES, 2016).

As culturas primarias sdo preparadas diretamente dos tecidos de um organismo sem
proliferacdo celular in vitro chamada de culturas primérias. Os métodos in vitro apresentam
vantagens em relacdo aos in vivo tais como poder limitar 0o numero de varidveis
experimentais, obter dados significativos mais facilmente além do periodo de teste ser, em
muitos casos, mais curto(ROGERO et al., 2003).Contudo, ascélulas apresentam algumas
desvantagens, entre elas maior dificuldade de obtencdo, alto custo, e uma maior possibilidade
de contaminacdo. Quando as células as culturas priméarias sdo removidas da placa e sdo
subcultivada repetidamente durante semanas ou meses sdo conhecidas como culturas
secundarias (ALBERTS et al., 2004).

Ao se remover os glébulos vermelhos por centrifugacdo por gradiente de densidade,
no sangue periférico além das células polimorfonucleares, as células linfoides e mieloides sdo
fundamentaispara uma andlise detalhada do sistema imunoldgico humano. O isolamento de
células mononucleares do sangue periférico humano ou PBMC (do inglés Peripheral Blood
Mononuclear Cells) sdo obtidos através da centrifugacdo do sangue em solugdes comerciais
como o Lymphoprep, Ficoll Hypaque ou Percoll que contém polissacarideos e um composto
de alta densidade (diatrizoato de sddio).

OS PBMCs incluem linfocitos (células T, células B e células NK), monacitos e células
dendriticas. Nos seres humanos, as freqiiéncias dessas populagdes variam de acordo com o0s
individuosB. Na ausencia de células T ou resposta imune a maior fracdo das PBMCs isoladas

estdo principalmente presentes como células T naive ou de mémoria.

Desta forma, é possivel separar células de tipos diferentes conforme a sua densidade
por meio da formacdo de camadas. Apos o isolamento das células mononucleares, pode-se

fazer a purificacdo das células presentes de acordo com o tipo desejado sejam linfocitos B,
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linfocitos T, células Natural Killer (NK) ou mondcitos (AROSA; CARDOSO; PACHECO,
2012).

2.6.1 Linfécitos

Os linfécitos sdo semelhantes na aparéncia masvariam funcionalmente, este grupo
incluem as células T, B e natural Killers. Estas células sdo responsaveis pela producéo de
anticorpos, morte celular, e regulacéo da resposta imune. Os linfocitos séo células do sistema
imunologico capazes de reconhecer e distinguir especificamente uma grande variedade de
antigenos e sdo responsaveis pela habilidade de memoria imunoldgica e especificidade da
resposta imunoldgica adquirida. Possuem importantes fungdes como: producao de receptores
especificos de alta afinidade para os antigenos, possibilidade da transferéncia de imunidade
contra micro-organismos de pessoas imunizadas para as que nao possuem imunidade,
producdo de respostas in vitro atraves do estimulo de linfocitos em meios de cultura sendo
bem semelhantes as respostas in vivo, ajuda no diagnostico de doencas congénitas e
adquiridas e de alteracdes causadas por medicamentos e irradiacdo por meio da diminuicéo da
quantidade de linfécitos na circulacdo (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

As principais classes de linfocitos existentes sdo os linfocitos B, que fazem parte da
imunidade humoral, sendo ativados e diferenciados em plasmdcitos que sdo capazes de
produzir imunoglobulinas, e os linfocitos T, que participam da imunidade celular, onde s&o
ativados para produzir citocinas (BERNE et al., 2000; UNANUE; BENACERRAF, 1986).
As células NK (natural killers) sdo linfocitos bem diferentes dos linfécitos B e T por terem
receptores distintos e funcdes de destruicdo de células tumorais ou células infectadas por
virus, além de desempenhar papel significante na rejeicao de transplantes (CALDER, 1998).

2.6.2 Citocinas

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares hidrossollveis que
podem varia de 8 a 30 kDae sdo secretadas pelas células da imunidade inata e adaptativa e sdo
mediadorasde varias funcbes nessas células. Elas podem ser produzidas em reposta a micro-

organismos ou outros antigenos que medeiam e regulam reagbes imunes e
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inflamatorias.Diferente dos horménios as citocinas ndo sdo armazenadas como moléculas
preformadas e atuam especificamente por mecanismos autdcrinos e paracrinos. A sua
secrecdo costuma ser um evento breve e autolimitado. Abaixo algumas caracteristicas de
citocinas que foram abordados neste trabalhno(ABBAS; LICHTMAN, 2005).

TNF: A principal fonte celular de TNF é constituida essencialmente por fagécitos
mononucleares ativados. E o principal mediador da resposta inflamatéria aguda contra varios
micro-organismos infeciosos, e ainda de causar necrose em tumores in vivo.Em graves
infeccdes o TNF pode ser produzido e grandes quantidades causando anomalias clinicas e
patoldgicas (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

IL-2: E um fator de crescimento para linfocitos T estimulado por antigenos e s&o
responsaveis pela expansao clonadas células T ap6s o reconhecimento do antigeno.Alguns
dos seus receptores funcionais IL-2 é acentuada por estimulagdo antigénica, j& que as células
T reconhecem antigenos sdo células que proliferam preferencialmente em resposta a 1l1-2
produzindo respostas imunes adaptativas.Sdo responsaveis pela proliferacdo de células
antigeno-especificas, promove a proliferacdo e diferenciacdo de outras células imunes. Esta
também potencializa a morte apoptotica de células T ativadas por alguns antigenos (ABBAS;
LICHTMAN, 2005).

IL-4:Esta estimula para producdo de anticorpos IgE e para desenvolver células TH2 a
partir de células T auxiliares CD4+ naive.Essa interleucina ainda estimula o desenvolvimento
de células T CD4+ naive e funciona como um fator de crescimento autdcrino para células Th2
diferenciadas. Essa citocina consegue estimular a troca de classe de cadeia pesada da Ig da
célula B para o is6topo IgE (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

IL-6: Esta citocina atua tanto na imunidade inata e adaptativa e é sintetizada por
fagocitos mononucleares, células do endotélio vascular, fibroblasto e outras células em
reposta a micro-organismos e outras células. Na imunidade adaptativa a IL-6 estimula o
crescimento de linfocitos que se diferenciam em produtores de anticorpos. Ela também é
responsavel pela sintese de proteinas de fase aguda pelos hepatocitos e contribui para o efeito
sisttmico da inflamacg&o na fase aguda (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

IL-10:A 11-10 é conhecida por ser um inibidor de macréfago e células dendriticas
ativados e esté envolvida no controle das rea¢fes da imunidade inata e da imunidade mediada
por células.Seus efeitos bioldgicos resultam da sua capacidade de inibir muitas das suas

funcbes dos macrofagos ativados, sendo um excelente exemplo de feedback negativo Ela
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também inibe a producédo de 11-12 por macrofagos e células dendriticas e inibem a expressdo
de co-estimuladores e de moléculas MHC da classe Il em macréfagos e células dendriticas
(ABBAS; LICHTMAN, 2005).

2.7 TECNICAS UTILIZADAS PARA CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE
POLISSACARIDEOS

Apols o isolamento de um biomaterial com acdo bioldgica, faz-se necessaria a
caracterizacdo da estrutura e a partir dissouma gama de testes quimicos, cromatogréficos e

espectroscopicos S&o necessarios.

2.7.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho é um método sensivel, rapido e permite a
analise da amostra sem a necessidade de hidrélise do polissacarideo em andlise. Varios
compostos covalentes sejam organicos ou inorganicos podem absorver radiacdo
eletromagnética na regido de infravermelho do espectro (400 a 880nm).O infravermelho
também é um método para a determinacdo dos grupamentos funcionais de uma amostra assim
como verifica o tipo de ligacdo (simples, dupla ou tripla) e € igualmente atil como

complemento para verificacdo de proteinas (contaminantes) nas amostras (SILVA, 2007).

As moléculas quando absorvem na radiacdo do infravermelho elas se excitam até
atingir um estado de maior energia, tornando-se um processo quantizado. O espectro acontece
quando a radiacdo IV incide na amostra e parte da mesma € absorvida, e a energia
corresponde as frequéncias vibracionais de estiramento e dobramento das ligagdes que em
suamaioria sdo covalentesA espectroscopia FTIR (Fourier Transform Infrared) é um dos
métodos mais utilizados para a identificacdo para biomaterias entre esses, polissacarideos. No
FTIR uma parte da radiacdo de infravermelho passa através da amostra enquanto outra parte é
absorvida e transmitida. O FTIR foi desenvolvido para superar as limitagcdes encontradas com
instrumentos dispersivos. Uma das principais medidas para analisar todas as frequéncias de

infravermelho  simultaneamente foi desenvolver um dispositivo Optico chamado
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interferdmetro. Este aparelho produz um tipo de sinal que possui as frequéncias do
infravermelho codificadas e este sinal pode ser analisado na ordem de segundos.

Esta técnica permite a anélise qualitativa de compostos organicos que em frequéncias
especificas sdo influenciadas pela presenca de grupos funcionais proximos (RUSCHEL et al.,
2014).

O ATR (Reflectancia Total Atenuada) é uma técnica de escolha para analise de da
superficie de varios polimeros. Esta técnica utiliza um cristal com indice de refracdo muito
elevado e baixa absor¢do na regido do infravermelho. Esta técnica consegue analisar solidos e
liquidos e ndo precisa existir um preparo na amostra. A profundidade de penetracdo do feixe
depende de diversos fatores entre os quais angulo de incidéncia, e indice de refracdo da
amostra. Para que a técnica seja bem-sucedida a amostra deve estar em contato direto com o
cristal ATR e o indice de refracdo da amostra devem ser maiores do que a amostra em analise,
por isso € seguro assumir que a maioria dos solidos e liquidos tem indices de refracdo muito
baixos (SOUZA, 2009).

O resultado do infravermelho é normalmente expresso em comprimento de onda cm™.
Os polissacarideos apresentam uma grande quantidade de grupos O-H e apresentam bandas
largas intensas préximo a regido de 3300cm™ e proximo de 1080cm™ pelo estiramento C-O
(LEITE, 2008).
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2.7.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Uma das formas de caracterizar a estrutura de um material organico é a partir da

utilizacdo da espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear.

O RMN explora propriedades magnéticas dos ndcleos dos atomos. Esse pode nos dar
informagdes sobre os nucleos de hidrogénio assim como é possivel determinar o nimero de
cada um dos diferentes tipos de prétons ndo equivalentes e obter informacgdes a respeito da
natureza da amostra e ainda obter informacdes sobre os nucleos dos carbonos. Os nucleos dos
atbmos podem ser vistos como pequenos pides carregados que giram em torno do seu eixo
gerando o seu préprio campo magnético. Os nicleos que geralmente estdo dispostos de forma
aleatdria sob forte campo magnético se alinham em orientacGes especificas (LUZYANIN &
ABRANTES, 2010). Esta técnica pode ser utilizada em amostras solidas ou liquidas e o seu

preparo € costumeiramente feito a partir de um solvente deuterado (LEAL, 2013).

O principio da técnica se baseia pelo fato da amostra pode absorver radiacéo
eletromagnética na regido em frequéncias especificas. Algumas moléculas como o *H e *C
possuem spin nuclear quantizado por estarem associados a um campo magnético e
comportam-se como barras magnéticas. Apds essas moléculas estarem submetidas a um
determinado campo magnético externo ocorrerd uma interacdo quantizada entre o spin nuclear
e 0 campo magnético aplicado. Esses nlcleos entram em precessao e ocorrem o fenbmeno da
ressonancia (MASSARO, 2005).

Em certa molécula os ndcleos de hidrogénio podem estar em regiGes de maior ou
menor densidade eletrdnica e em consequéncia disso absorvem energias em diferentes
frequéncias com campo magnético constante. Os sinais ocorrerdo em diferentes posicdes no
espectro de RMN chamando isso de deslocamento quimico. No caso de &tomos de hidrogénio
a magnitude relativa de sinais € muito importante, mas o que importa ndo € a altura do pico,
contudo a area abaixo deles (MASSARO, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a atividade bioldgica da fragdo polissacaridica extraida da alga vermelha
Botryocladia occidentalis frente a linhagens celulares tumorais e cultura de células primarias

(linfocitos humanos).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacdo quimica da fracdo polissacaridica;

e Caracterizacdo estrutural a partir de FT-IR e RMN;

e Auvaliacdo da atividade citotdxica do polissacarideo em linhagens tumorais: MCF-7
(Adenocarcinoma de mama humana), K-562 (Leucemia mielocitica crénica) e HEP-2
(Carcinoma de laringe humana);

e Avaliacdo da atividade citotdxica e a inducdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias da fracdo polissacaridica extraida em linhagens de células primérias de

sangue periférico humano.
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AMATERIAIS &METODOS

4.1COLETA DAS MACROALGAS

A coleta da espécie foi realizada em janeiro de 2013, em maré baixa (0,1-0,2m) na
praia de Itamaraca a partir de exemplares arribados na zona entre-marés, apos a macroalga foi
identificada como Botryocladia occidentalis (Bgrgesen) Kylin (Figura 17) por um especialista

na area e foi tombada (n°. 60) na Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Fonte: Arquivo Pessoal (2017)

A amostra foi conduzida ao laboratorio em sacos plasticos, onde a alga foi lavadaem
agua corrente a fim de serem retiradas sujeiras, epifitas e incrustantes calcarios, sendo em
seguida secadas em estufa com circulacdo forca de ar a 45°C. Apds esta etapa, 0 material foi
triturado e guardado em recipientes plasticos.

4.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEQOS SULFATADOS

Inicialmente, o extrato seco da alga (20g) foi lavado 4 vezes a cada 24h seguidas com
acetona para retirar o0 maximo possivel de lipideos e pigmentos. Ap6s o material estar
completamente seco, foi realizada uma reacao de prote6lise com a enzima papaina, em que, 0
extrato seco foi hidratado em 40mL de tampéo acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) contendo
EDTA 5 mM e cisteina 5 mM por 6 horas a 60°C. Apds esse tempo, a solugcdo foi
centrifugada (7060g), e ao sobrenadante foram adicionados 80 mL de etanol gelado e foi

observado imediatamente o material se precipitando. Logo apds este processo, a solugéo foi
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incubada durante 24 horas a 4°C, o material precipitado foi seco e triturado para serem
realizadas as analises (SILVA et al., 2005; BARROSO, 2007).

4.3 TESTES PARA CARACTERIZACAO DO POLISSACARIDEO

4.3.1 Teste de molisch

O Teste de Molisch foi usado para confirmar a presenca de carboidrato. Para tanto, foi
preparada uma solugdo de 5 p/ 5mL de polissacarideo acrescido de 3 gotas de Alfa-naftol a
5%, em seguida foi adicionado 5 mL de &cido sulfarico (H.SO,), sendo acrescentado com o
tubo inclinado e lentamente. A ocorréncia de um anel roxo indica a presenca de agucares
(KASSAKUL, et al 2014).

4.3.2 Teste de bradford (doseamento de proteinas totais)

Para analisar o grau de contaminacdo proteica de um polissacarideo, um dos métodos
comumente utilizados é a dosagem de proteinas totais feita pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Para a quantificacdo de proteinas nas amostras, inicialmente foi
realizada uma curva de calibracdo utilizando-se a albumina de soro bovino nas concentragdes
de (1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,0625 mg/ml) em triplicata. Em seguida, em local sem irradiacao
direta de luz, foram pipetados e homogeneizados em microplaca 20 pl da amostra (padréo) de
cada uma das concentracdes, 1580 ul de agua ultra-pura e por ultimo, 400 pl do reagente de
Bradford, o branco foi agua + Bradford (1600 ul + 400 ul, respectivamente). Passados 10
minutos para que ocorresse a reacdo, foi realizada a leitura em espectrofotébmetro a 595 nm
para a plotagem do grafico e andlise do coeficiente de correlagdo (R). A quantificacdo de
proteinas nas amostras de polissacarideos foi realizada nas concentracdes diluidas e em
triplicata de (30; 20; 10; 5 e 2,5 pl) + &gua ultra-pura (130, 140, 150, 155 e 157,5 pl) e logo
apos foram adicionados 40 ul do reagente de Bradford as soluc@es, sempre protegidos da luz.
O branco foi Bradford (40 ul) e dgua ultra-pura (160 ul). Posteriormente foi realizada a leitura
da medida das absorbancias em espectrofotometro a 595 nm(BRADFORD, 1976).
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4.3.3 Teste do fenol-sulfarico (dubois)

O método baseia-se no fato de agucares simples, polissacarideos e seus derivados
eapds a desidratacdo dos mesmos pelo &cido sulfirico e subsequente complexacdo dos
produtos existira a formacdo de produtos com o fenol. Esta mudanca de cor é medida na
regido do visivel e é proporcional a quantidade de agucares presente na amostra. A reacao €
sensivel e de cor estavel (VICENTE, 2010).

Para esse teste foi feita uma solucdo padrdo de glicose (D-glicose) nas concentragfes
de 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L, onde foi comparada a fracdo polissacaridica em analise. Foram
preparados0,5 mL das amostras em 0,5 mL de agua destilada, apos isso foi adicionado 0,5 mL
de fenol a 5% e agitar os tubos vigorosamente. Apos agitacdo, adicionar rapidamente 2,5 mL
de 4&cido sulfarico concentrado (98N) pelas paredes dos frascos e agitar o conteldo
novamente. O célculo das quantidades de acucar total foi realizado através de uma curva
analitica obtida, com auxilio do software Origin (DUBOIS et al., 1956).

4.3.4Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A identificagdo dos grupos funcionais da fragcdo foi realizada utilizando um
espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier (Agilent Technologies Cary
630FITR), modulo ATR. A amostra (10mg) foi prensada contra o diamante usando um
grampo de pressdo do aparelho. Os espectros de transmissdo foram coletados mediante
resolucéo de 8, 4 scans, com uma varredura de 4000 a 750 cm’sob radiacao infravermelha.

4.3.5 Eletroforese

Antes da aplicagdo das amostras no gel, foi realizado uma reagdo de metacromasia,
em que 10 pl da amostra (1 mg/ml) reagiu com o cresol (5 pul) e com o azul de toluidina (10
pl), o que resultou em uma coloragéo roxa, o glicerol (10 ul) e o vermelho de cresol foram
utilizados para demarcar o trajeto da eletroforese. A aplicacdo no gel para a verificagdo das
bandas dos polissacarideos sulfatados foi comprovada através da técnica de eletroforese em

gel a base de bis-acrilamida 30% em tamp&o TBE (pH 9). A corrida foi realizada a 110 V por
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60 minutos. Em seguida, o gel foi corado com azul de toluidina e desidratado em &cido
acético glacial 1% (RODRIGUES & FARIAS, 2009).

4.3.6 Andlise elementar

A andlise da amostra (2mg) foi realizada em Analisador Elementar CHNS-O modelo
EA 1110 (Carlo Erba) na Central Analitica da Universidade Federal de Pernambuco.

4.3.7 Espectrocopia por RMN

Os espectros de 'H e *3C foram registrados usando um Bruker DRX 500 MHz com
uma sonda de ressonancia tripla. Cerca de 10mg de amostra foram dissolvidos em 0,5 ml de
D,0 a 99,9%. Todos os espectros foram registrados a 37°C com supressdo de HOD por pré-
saturacdo. Os espectros de *H/*H 2D TOCSY e de correlacéo heteronuclear *H/*C (HSQC)
foram registados utilizando incremento de fase de proporcéo estados-tempo para deteccdo em
quadratura na dimens&o indireta. Os espectros TOCSY foram executados com 4.096 x 1.024
pontos com um campo de rotacdo de cerca de 10 KHz e um tempo de mistura de 80 ms.
HSQC foram executados com 1,024 x 512 pontos e impulsos retangulares de fase alternada
otimizados globalmente para desacoplamento. Todas as alteragdes quimicas de *H foram

relativas ao acido trimetilsililpropidnico externo e ao **C-metanol, ambos a Opmm.

4.4 ATIVIDADE CITOTOXICA DO POLISSACARIDEO EM CULTURA DE CELULAS
TUMORAIS

As linhagens neoplédsicas MCF- 7 (adenocarcinoma de mama humana), K-562
(leucemia mielocitica crénica) e HEP-2 (carcinoma de laringe humana) foram obtidas do
banco de células do Rio de Janeiro, e mantidas em estufa a 37 °C contendo 5% de CO,, em
meios especificos RPMI 1640 (Gibco) e DMEN (Gibco), com 10% de soro fetal bovino
(Gibco), 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid) (Gibco) e
1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Para o repique utilizou-se tripsina/EDTA (0,25%).
As células foram plagueadas numa densidade de 0,3x10° (linhagem em suspensdo) e 1x10*

(linhagem aderida), por poco em placas de 96 pocos. As linhagens neoplasicas foram tratadas
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com 0s compostos na concentracdo final de 50 pug/mL e, em seguida incubadas por 72 horas.
Apos este periodo, 25 pL de MTT que, em células metabolicamente ativas serd convertido em
azul de formazan, foi adicionado, e as células foram reincubadas por 3h. A absorbancia foi
lida, ap6s dissolucao do precipitado com 100 pL de DMSO em espectrofotémetro de placa a
560 nm. Os experimentos foram realizados em quadruplicatas e a percentagem de inibicao foi
calculada no programa GraphPadPrism 5.0. A atividade citotdxica dos compostos de acordo
com a escala do National Cancer Institute (NCI), onde os compostos sdo considerados sem
atividade citotoxica quando a inibicdo percentual se apresenta no intervalo de 1 - 20%, com
pouca atividade quando essa percentagem situa-se entre 20 e 50%, atividade moderada
quando a inibicdo é de 50 para 70% e de alta atividade, quando o intervalo de inibigdo fica
entre 70 a 100% (COCCO et al., 2006)

45 ATIVIDADE CITOTOXICA DO POLISSACARIDEO SOBRE CULTURA DE
CELULAS PRIMARIAS

4.5.1 O Isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

Recolheram-se sangue (4mL) de 6 voluntarios saudaveis jovens (23 a 38 anos), sem
doencga infecciosa recente, imunossupressao e/ou doenca autoimune em tubos de heparina
(Vacuette) para obter as PBMCs através de uma técnica de gradiente de concentracdo (Ficoll-
Paque). As células foram lavadas duas vezes com PBS estéril e ap6s centrifugacao (400 g, 30
min, 20°C), obteve-se um anel de PBMC, recolheu-se e contou-se as células numa camara de
Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusdo do azul de tripano
(Sigma-Aldrich, EUA). As células foram utilizadas apenas quando a viabilidade foi > 98%.
As amostras foram coletadas ap6s aprovacdo de todos os voluntarios do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e protocolos experimentais aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFPE (UFPE, Brasil n° 1.870.360 / 2016).

4.5.2 Cultura de linfocitos e estimulagéo in vitro com o polissacarideo

Os linfécitos foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com
soro bovino fetal a 10% (p/v) (Sigma-Aldrich, EUA) em placas de 24 pogos (TPP Techno
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Plastic Products, Suica) a uma densidade de 106 células/pogo. As culturas de sobrenadantes
de linfécitos foram utilizadas em ensaios para avaliar a viabilidade celular e produgdo de
citoquinas. Todas as culturas foram tratadas com 50, 25, 12,5, 6 ¢ 3 pg/mL do
exopolissacarideo e permaneceram com este estimulo durante 24h em ensaios para analise de
viabilidade celular. Outros ensaios foram realizados utilizando 12,5 pg/mL do
exopolissacarideo em 24h de tempo de incubagdo. Os controles foram realizados utilizando

células ndo tratadas em meio de cultura.

4.5.3 Analise da viabilidade celular

Linfécitos tratados com exopolissacarido durante 24 horas de incubacdo bem como
células ndo tratadas foram centrifugados a 450g a 4°C durante 10min. ApoOs descartar o
sobrenadante, adicionou-se 1mL de PBS1X ao precipitado e ap6s ressuspensdo, as células
foram novamente centrifugadas (450g, 4°C, 10min). O sedimento foi ressuspenso em 300 pL
de tampéo de ligagédo (HEPES 10 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM e
CaCl; 1,8 mM), transferido para um tubo citométrico marcado e anexina V conjugada com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1: 500) e iodeto de propidio (PI, 20 pg/mL). A
citometria de fluxo foi realizada em uma plataforma FACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, EUA) e os resultados foram analisados utilizando o software CellQuest Pro (BD
Biosciences).A analise da anexoin-FITC negativo/Pl positivo células foram consideradas
como necroticas e Annexin-FITC positivo/PI negativo células foram consideradas no estagio

inicial de apoptose. Os negativos duplos foram considerados células viaveis.

4.5.4 Medicéo da producdo de citocinas

Os sobrenadantes de culturas tratadas com o exopolissacarideo (politotal) durante 24
h, assim como células n&o tratadas, foram recolhidos para quantificar as citocinas e 0s ensaios
de dxido nitrico. A avaliacdo de citocinas foi realizada utilizando a citoquina Th1/Th2
humana Il (Becton Dickinson Biosciences, EUA) para deteccdo simulténea das citocinas IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, factor de necrose tumoral alfa (TNF- a), e interferon-gama (IFN-y). A
medicéo de citoquinas foi baseada no principio da tecnologia Cytometric bead array (CBA) e
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todos os dados foram adquiridos na plataforma FACSCalibur. O CBA utiliza microparticulas
ou esferas marcadas com intensidade de fluorescéncia discreta. As pérolas de captura foram
marcadas com alo ficocianina e foram lidas a 650nm. O anticorpo de deteccao especifico para
citoquinas foi marcado com fluorocromo de ficoeritrina que emite a 585nm em parametros
amarelos. A intensidade de fluorescéncia do pardmetro amarelo é proporcional a quantidade
de citoquina presente nas amostras de teste. Resumidamente, amostras de teste (50uL) e
anticorpo de deteccdo de ficoeritrina foram incubadas com reagente de pérola de captura
durante 3h no escuro a temperatura ambiente. Todos os anticorpos nao ligados foram lavados
(1,0mL de tampao de lavagem kit) e ressuspensos em 300uL de tampao de fixagdo kit antes
da aquisicdo dos dados na plataforma FACSCalibur. Cada citoquina tinha um pico Unico e
bem separado e seis curvas padrdo de citoquina individuais (0-5000 pg / mL) foram
executadas em cada ensaio. O intervalo de deteccdo estava entre 3000 pg / mL e 5000 pg / mL

de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.5.5 Anélise estatistica

Os dados foram analisados por meio de testes ndo-paramétricos. Antes da andlise, 0s
dados das amostras foram avaliados utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov para indicar
se as amostras apresentaram distribuicdo gaussiana. Para a deteccédo das diferencas entre os
grupos, utilizou-se o teste de Wilcoxon. Todos os resultados foram expressos como média +

DP e um valor de p <0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.
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5RESULTADOS & DISCUSSAO

5.1 EXTRAGCAO E CARACTERIZACAO POR ENSAIOS PRELIMINARES

A partir de 20g de extrato seco da alga foi obtido um rendimento de massa do produto
final de 1,58% (Figura 18A). O teste de Molish realizado com o material apds a extracdo
indicou a presenca de carboidratos (Figura 18C), demonstrando assim, que o método de
extracdo foi capaz de extrair o polissacarideo. A analise espectroscépica na regido do UV-VIS
mostrou auséncia de proteinas (ensaio de Bradford) (Figura 18B)ou grupos aromaticos na
amostra, por ndo apresentar absorcdes caracteristicas desses grupos, Wang e colaboradores
também utilizaram estes tipos de ensaios para verificar a presenga de impurezas presentes na
extracdo de polissacarideos (WANG et al., 2015). O teste de fenol sulfurico (Figura 18D) é
representado na figura abaixo. O teste de fenol-sulfirico ndo detectou quantidade suficiente
de polissacarideos, acredita-se que o motivo seja por intermédio das substituicbes de grupos
OH por grupos So3 que sdo muito significativos na amostra, como vai ser enfatizado na
técnica de RMN e FT-IR.

Figura 18-Painel de extracdo e caracterizacdo do polimero; A) Extracdo do polimero; B)
Ensaio de Bradford amostra (seta branca), aloumina(seta azul); C) Ensaio de Molish amostra
(seta branca), glicose (seta azul), somente reagentes (seta verde); D) ensaio fenol- &cido

sulfarico.

Fonte: Arquivo pessoal (2017).
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5.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A partir da extracdo do precipitado sollvel coletado da macroalga vermelha, sdo
apresentados abaixo 0s seguintes espectros para a regido compreendida entre 750 e 4000 cm’
Y(Figura 19).

Figura 19-Espectro da regifo do infravermelho (4000-750cm™) das fracBes polissacaridicas
sulfatadas da B. occidentalis
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Fonte: Arquivo Pessoal (2017).

Absorcdes compreendidas entre a regido de 3000 cm™ sdo caracteristicos de grupos
funcionais OH. Os picos de 1700 cm™refere-se a ligacio C=0O. Ampliando a regido
compreendida entre 800 e 1500cm™ destaca-se grupos funcionais da regido entre 1200-950
cm™ referentes a ligacdo C-O. AbsorcBescaracteristicas especificas de polissacarideos
sulfatados como ja foram demonstradas nas absorbancias entre 1660 e 1220 cm ™. A partir da
analise de infravermelho é possivel deduzir que o método de extracdo abordado foi capaz de
isolar o polissacarideo em analise.

5.3ELETROFORESE DA FRACAO POLISSACARIDICA

O azul de toluidina possui a capacidade de integragdo com compostos sulfatados e
essa reacdo apresenta uma coloracdo violeta que foi observada no precipitado isolado. O
mesmo apresentou2 bandas definidas (Figura 20). Observou-se que o tipo de extracdo
realizada do polissacarideo apresentou sulfato, sendo comparado com o controle negativo que

foi o amido, pois ndo apresenta sulfato em sua estrutura polissacaridica.
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Figura 20-Eletroforese em gel de poliacrilamida 30% da extracdo de polissacarideos da alga
marinha vermelha B. occidentalis. 1° canaleta: Amido, 2° canaleta: Agarose; 3° canaleta:
Polissacarideo isolado. 10 puL da amostra juntamente com os padrdes foram aplicados ao gel a
pH 9 e submetidos a eletroforese a 110 V/cm por 1 hora. Apds o gel foi corado em solucgéo de
azul de toluidina 0,1% em &cido acético 1%. A descoloracdo do gel foi realizada com &cido

acético 1%

Fonte: Arquivo Pessoal (2017).

5.4 ANALISE ELEMENTAR

Com o objetivo de analisar a composi¢do quimica do polissacarideo extraido foram
realizadas medidas de analise elementar. Por meio dessa técnica foram presentadas as
seguintes porcentagens dos macro-elementos: Carbono (21,44%), Hidrogénio (3,88%),
Enxofre (8,33%), Nitrogénio (0,72%) e Oxigénio (65,63%) comprovando que a amostra
apresenta porcéo sulfatada. A presenca de carbono, hidrogénio e oxigénio indicam a presenca
de um carboidrato, a deteccdo do enxofre e oxigénio corrobora com os dados obtidos de FTIR

que sugerem a presenca de grupos sulfatos na amostra.

5.5ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros foram registrados a 37 ° C para amostras em solucdo de D,0. Os
deslocamentos quimicos séo relativos ao acido trimetilsililpropidnico externo a Oppm. A agua
residual foi suprimida por pré-saturacdo. O espectro de ‘H-RMN (Figura
21)1Dapresentousinais anoméricos atribuidos A (5,62 ppm) e B (5.17 ppm) que se referem
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aqueles produzidos por unidades a (1 — 3), enquanto que os produzidos por residuo B (1 —

4) foram rotulados como C (4,73 ppm).

Figura 21-Espectro de 1H RMN a 500 MHz do polissacarideo de B. occidentais
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Fonte: Arquivo Pessoal (2017).
A Tabela 1 em seguida obtém mais informacdes sobre mudancas de *H-quimica dos

residuos A, B e C do polissacarideo com perfil de galactanas. E estdo de acordo com o
espectro 2D*C-'H HSQC editado (Figura 22).

TABELAL.'H/*C residuos de o- e-galactopiranésidos em galactana nativa extraido de B.
occidentalis

4-0-D-Gal-non(SO, -1 4-a-D-Gal-2(SO,)-1  3-B-D-Gal-2(SO, )-1

Sinais (residuo A) (residuo B) (residuo C)
H1/C1 5.62/100.5 5.17/102.2 4.73/97.9
H2/C2 3.89/77.9 4.42/72.1 4.55/71.5
H3/C3 4.07/72.1 3.95/73.7 4.06/69.2
H4/C4 4.17/70.1 - -
H5/C5 3.93/73.7 - -
H6/C6 3.65/70.1 - -

®0Os deslocamentos quimicos eferenciados ao acido triemtilsilil propionico interno a 0 ppm.
Os valores em negrito indicam posi¢Ges com éster de sulfato. Fonte: Arquivo pessoal (2017).
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Figura 22- 2D*C/*H editado HSQC do Polissacarideo
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Fonte: Arquivo Pessoal (2017).

Diante dos resultados apresentados existe uma complexidade da amostra extraida e
isso impede uma caracterizagdo estrutural acurada. E necessaria a realizacio de uma
desulfatacdo completa da amostra para analisar o0 esqueleto de carbono total de ambos os
residuos da a- e B-galactopiranose. Os sinais destacados em negrito correspondem a alguns
pontos de sulfatacdo localizados (Tabela 1). Os sinais destacados em vermelho era para
estarem com deslocamento de préton em campo mais baixo dos quais foram detectados para
confirmar a 2,3-disulfatacdo desse residuo, porém isso ndo foi detectado o que indica uma
possivel dessulfatacdo desse residuo durante o processo de purificagdo. O uso de alguns

solventes organicos e aquecimento a 100 °C podem causar a dessulfatacdo de polissacarideo

sulfatados.

Os sinais correspondentes ao H2 (~4,64ppm) e H3 (~4.43pmm) correspondem aos *H
ligados aos carbonos 2SO3™ e 3SOg3’, respectivamente ndo aparecem no espectro para o residuo
A, 0s mesmos apareceram com deslocamentos em 3.89 e 4.07 ppm respectivamente (Figura

23). Provavelmente ocorreu a dessulfatacdo desse residuo de galactose em ambas posicdes.

Figura 23- 'H/"H 2D TOCSY: Espectros de galactano nativo das algas vermelhas B.
occidentalis a 500 MHz, 37 ° C, em D,0.



56

1H-1H 2D TOCSY
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Obs.:Os sistemas de rotacGes para unidades-a-unidade e b s&o mostrados como linhas
tracejadas. O galactana nativo mostra um espectro muito complexo, mas mostra picos
cruzados inequivocos de residuo B e C de H1 a H2 e H3. A alta intensidade do residuo A

permitiu uma sinalizagdo completa.
Fonte: Arquivo Pessoal (2017).

Os sinais correspondentes ao H2 (~4,64ppm) e H3 (~4.43pmm) que correspondem aos
'H ligados aos carbonos 2SO5 e 3SOg, respectivamente ndo aparecem no espectro para O
residuo A, os mesmos apareceram com deslocamentos em 3.89 e 4.07 ppm respectivamente,
provavelmente ocorreu a dessulfatacdo desse residuo de galactose em ambas posi¢oes.

5.6 AVALIACAO CITOTOXICA FRENTE A CELULAS CANCERIGENAS

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade realizados nas linhagens neoplésicas HEP-
2, MCF-7 e K-562, indicaram que o0 polissacarideo  extraido da
Botryocladiaoccidentalisapresentou baixo potencial citotoxico para Leucemia mielocitica
cronica (K-562) de 38%, paraadenocarcinoma de mama humano (MCF- 7) foi 22% e para o
carcinoma de laringe humana (HEP-2) de 27%. Alguns carboidratos induzem uma quantidade
enorme de atividades bioldgicas, como anticoagulante, co-fator para crescimento, ativacao de

quimiocinas, sinalizagdo celular, entre outras (DELATTRE et al., 2005).
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5.7CITOTOXICIDADE DO POLISSACARIDEO EM CULTURA DE CELULAS
PRIMARIAS

Quando testado frente a linhagem de células mononucleares humanas extraidas do
sangue periférico (PBMC), o polissacarideo apresentou citotoxicidade de forma dose-

dependente, sendo indutor de apoptose e necrose significativas em 50ug/mL (Figura 24).

Figura 24- Efeitos da viabilidade celular de linfocitos humanos tratados com opolissacarideo
em diferentes concentracdes.
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Obs.: A dose de seguranga a utilizar ¢ inferior a 12,5 pug/ml. Os valores apoptoticos ¢
necroticos encontrados nas células tratadas foram semelhantes as células do controle (células
+ meio) em 6 e 3 ug/ml. As barras horizontais representam a média de seis experimentos

independentes realizados em duplicata. # P = 0,03.
Fonte: Arquivo Pessoal (2017).

Foi demonstrado que polissacarideos extraidos de alga, como a fucoidana, inibem a
expressao e secrecdo do fator de crescimento endotelial vascular, e alguns polissacarideos sdo
capazes de suprimir a neovascularizacdo de células de sarcoma em implantes de ratos
(SENTHILKUMAR et al., 2013).

A literatura de compostos bioativos extraidos e verificados como citotéticos sobre
células cancerigenas € ampla em relacdo a algas vermelhas; a alga roddfitaGracilaria
lemaneiformis inibiu a proliferacdo de células tumorais de figado do tipo H22 e exibiu
notaveis atividades imunomoduladoras, 0 composto bioativo pertence a classe das galactoses,
um polissacarideo acido (ZHONG; CAO; WANG, 2012).
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Outros trabalhos relataram que as células T estimuladas com o polissacarideo A-
carragenana aumentaram a producdo de citocinas (TSUJI et al., 2003). Ap6s 0 ensaio
citotoxico frente as células normais, uma concentracdo baixa do polissacarideo sulfatado nédo
induziunenhum tipo de morte celular em células de PBMC que foram utilizadas para
investigacdo do possivel perfil imunomodulador do composto. Os resultados demonstraram
que o polissacarideo em anélise foi capaz de induzir a producdo apenas de TNF-a(Figura
25).

Figura 25- Perfil da producdo de TNF-a promovido pelo polissacarideo em culturas de

linfocitos humanos durante 24 horas de ensaio
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Obs.:O polissacarideo foi capaz de produzir maior TNF-o em relagdo as células de controle.
As barras horizontais representam a média de seis experimentos independentes realizados em

duplicado. # P = 0,03.
Fonte: Arquivo Pessoal (2017).

O TNF-a pode serproduzido por diversas células, sugere-se: linfécitos, macrofagos e
monocitos e podem induzir a apoptose celular. Estes resultados demonstraram que o
polissacarideo extraido se torna citotdxico para a concentracdo de 10pg.ml, contudo ja fora
demonstrado que 0 TNF- a quando liberado em baixas concentragdes pode agir nas células
endoteliais, estimular a producdo de outras citocinas e apresentar acdo quimiotaxica e de
sinalizacdo tumoral (VITALE; RIBEIRO, 2007; WAJANT et al., 2003).

Os polissacarideos sulfatados podem oferecer protecdo contra a degradacdo
proteolitica, assim como, prolongar o tempo de meia vida das citocinas e aumentar a atividade
biologica dentro dos tecidos (CLARKE et al., 1995). Alguns anti-inflamatorios ndo-esteroides

inibem parcialmente a hiperalgesia na inflamacdo quando induzidas porcarragenina, e a
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cascata de citocinas precede apds esta inducdo (NAKAMURA; FERREIRA, 1987). A
hiperalgesia induz a formagdo do horménio peptidico, a bradicinina estimulando a liberagdo
de TNF-a e consequentemente outras citocinas (CUNHA et al., 1982).

Estudo com a alga vermelha Gracillaria crinale revela que a galactana sulfatada
extraida apresenta mecanismos que nao envolvem a bradicinina, sugerindo que neste trabalho
0 TNF-a pode ser induzido segundo a inibi¢do da enzima COX-2 ou através da liberagdo/acéo
de eicosandides em atividades anti-inflamatorias, como afirmou Souza (2010). Algumas
citocinas como IL-2, IL-7 e INF-A mostraram que podem interagir com polissacarideos
sulfatados da alga verde Codium fragile (NIKA et al., 2003). Isso denota que as algas
produzem polissacarideos sulfatados que induzem respostas imunoldgicas diferentes ja que o
polissacarideo desta dissertacdo induziu apenas a formacdo de TNF-a na espécie Botryocladia
occidentalis. Outros polissacarideos sulfatados como a A- carragenana podem reduzir as agoes

alérgicas, devido a reducédo na IgE(JIAO et al., 2011)

Diante do observado e segundo Choi et al. (2005) sugere-se que existem evidéncias de
polissacarideos sulfatados que aumentam a citotoxidade celular e a resposta celular contra

tumores.
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6 CONCLUSAO

Com a metodologia de extracao utilizada foi possivel isolar um polissacarideo da alga
vermelha Botryocladia occidenlalis. E os testes quimicos (molisch, fenol-sulfurico, Bradford)
indicaram que a fracdo polissacaridica isolada da alga esta isenta de contaminagdes. Na
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-ATR) foi possivel
observar maximos caracteristicos de polissacarideos, enquanto que, na eletroforese foi
possivel detectar a presenca de grupos sulfatados a partir da reacdo de metacromasia,
adicionalmente, a presenca de sulfato foi confirmada também a partir da analise
elementar.Estruturalmente, o polissacarideo isolado apresentou caracteristicas de uma
galactana sulfatada. O espectro do RMN permitiu identificar ligagdes do tipo a (1 — 3) e B (1
— 4). Segundo os resultados obtidos do 2D**C-'H HSQC e *H/*H 2D TOCSY é necesséria
uma dessulfatacdo completa da amostra. O teste de citotoxicidade apresentou um potencial
farmacoldgico baixo para as linhagens cancerigenas testadas, cujo melhor resultado foi para a
leucemia miel6ide cronica (K-562), é importante considerar que a fracdo ainda pode ser
testada para outros tipos de canceres, e uma possivel purificacdo mais eficiente no futuro

possa intensificar a acdo cancerigena do polissacarideo.
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Resumo

As macroalgas marinhas possuem classes de moléculas bioativas de grande importancia industrial e
farmacéutica. Dentre estes compostos quimicos, destacam-se os polissacarideos sulfatados como o

agar, carragenanas e galactanas. Diferentes tipos de galactanas, majoritariamente extraidas de algas
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rodofitas, e fucoidanas extraidas de algas fedfitas demonstraram atividade citotéxica sobre
diferentes tipos de linhagens tumorais. Nas Ultimas décadas, o cancer é considerado um grave
problema de saude publica, diante disso, o presente artigo tem por objetivo extrair e caracterizar
polissacarideos sulfatados da alga vermelha Botryocladia occidentalis (Bgrgesen) Kyline verificar se
estes apresentam atividade antitumoral frente as linhagens celulares especificas: HEP-2 (carcinoma
de laringe humana), adenocarcinoma de cancer humano (MCF-7) e K-562 (Leucemia mielocitica
cronica). Inicialmente foi realizada uma técnica proteolitca para extra¢do de polissacarideos. Para a
caracterizacdo da amostra foram feitas analises por FTIR, andlise elementar, RMN e atividade
citotdxica sobre linhagens de células tumorais. A espectroscopia infra-vermelho por transformada de
Fourier e RMN, indicaram a presenca de polissacarideos sulfatados. Ademais, também foi observada
atividade citotéxica moderada frente a linhagens celulares testadas com citotoxidade maxima de
38%, e adicionalmente foi realizado um ensaio com células primarias a partir de um kit contendo
citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y) demonstrando que o polissacarideo promoveu apenas

acao em TNF-a.

Palavras-chave:

Botryocladia occidentalis, citotoxicidade, polissacarideo

1. Introdugao

As algas marinhas sdo organismos eucariontes fotossintetizantes avasculares, ndo possuem
raizes, folhas, nem sementes e podem ser unicelulares ou multicelulares [1]. As macroalgas sdo
classificadas de acordo com sua pigmentacdo em: Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas
pardas) e Chlorophyta (algas verdes). Essa coloracdo é determinada pelos pigmentos acessorios e
clorofila, como a fucoxantina nas algas marrons, a ficoeritrina nas vermelhas e clorofila nas algas

verdes [2].

As algas vermelhas sdo organismos pluricelulares abundantes em dguas tropicais mornas [3],
seus compostos bioativos apresentam alta importancia industrial e farmacéutica. Dentre estes
compostos, tém-se os polissacarideos sulfatados, como o agar, a carragenana e a galactana [4]. Os
polissacarideos destas macroalgas apresentam propriedades bioldgicas notdrias como,
anticoagulantes, antitrombdticas, capacidade imunomoduladora, antitumoral e antioxidante, sendo

aplicadas em muitos biomateiais (RAPOSO et al., 2015).

Novas substancias com potencial antitumoral como as galactanas extraidas das algas

vermelhas Bostrychia montagnei e Porphyra columbina foram capazes de promover atividade
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anticancer frente as células tumorais de célon uterino- Hela [6]. Outras classes de polissacarideos
sulfatados, as fucoidanas, extraidas de Undaria pinnatifida, demonstraram atividade antitumoral
sobre linhagens tumorais humanas de cancer de prdstata (PC-3), de célon uterino (Hela) e de
carcinoma hepatocelular de figado (HepG2) [7]. As neoplasias sdo um grande problema de saude
publica atualmente, e é provavel que nas préximas décadas 80 por cento de mais de 20 milhdes de

diagndsticos patoldgicos sejam associados a algum tipo de carcinoma até o ano de 2025 [5],

Tendo em vista a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos que promovam o
tratamento do cancer e a reducdo de tumores, o presente artigo tem por objetivo extrair,
caracterizar polissacarideos sulfatados da alga vermelha Botryocladia occidentalis (Bgrgesen)
Kylincoletado no litoral Pernambucano e analisar biologicamente o polissacarideo frente as linhagens
celulares especificas: HEP-2 (carcinoma de laringe humana), adenocarcinoma de cancer humano

(MCF-7) e K-562 (Leucemia mielocitica cronica)e linfécitos

2. Materiais e Métodos

2.1 Coleta das macroalgas

As coletas foram realizadas em janeiro de 2013, em maré baixa (0,1-0,2m) na praia de
Itamaraca. A macroalga B. occidentalis foi identificada por um especialista na area e tombada (n2. 60)
na Universidade Federal Rural de Pernambuco. As amostras foram conduzidas ao laboratorio, onde
foram lavadas e retiradas epifitas, sendo em seguida secadas em estufa com circulacdo forca de ar a

459C. Apds esta etapa, o material foi triturado e guardado em recipientes plasticos.

2.2 Extracao dos Polissacarideos sulfatados

Inicialmente, o extrato seco da alga foi lavado 4 vezes seguidas para retirar o maximo
possivel de lipideos e pigmentos, depois do material estar completamente seco, foi realizada uma
reacdo de protedlise com a enzima papaina, em que 20 g do extrato seco foram colocados em 2
volumes de solucdo tampdo a base de acetato de sddio 100 mM, EDTA 5 mM e cisteina5 mM a pH 5
por 6 horas a 60°C. Apds esse tempo, a solugdo foi centrifugada, e ao sobrenadante foram
adicionados 2 volumes de etanol gelado, observou-se imediatamente o material comecando a se
precipitar, logo apds a solugdo foi incubada durante 24 horas a 4°C, apds esse tempo, o material
precipitado foi seco e triturado para serem realizadas as analises, a metodologia modificada através

de dois protocolos (Silva et al, 2005; Barroso, 2007).
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Todo o processo de extracdo foi acompanhado através das anadlises quimicas qualitativas
para carboidratos através do método descrito por Molish (Pattabiraman, 1998), dosagem de
acucares totais presentes pelo método de fenol e acido sulfurico (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, &
Smith, 1956)e o método de Bradford (1976) para deteccdo de proteinas contaminantes no

exopolissacarideo.

2.3 Espectroscopia por Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A identificagdo dos grupos funcionais da fragdo foi realizada utilizando um
espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier (Agilent Technologies Cary
630FITR), médulo ATR. A amostra (10mg) foi prensada contra o diamante usando um grampo de
pressao do aparelho. Os espectros de transmissdo foram coletados mediante resolucdo de 8, 4 scans,

com uma varredura de 4000 a 750 cm*sob radiacdo infravermelha.

2.4 AnaliseElementar
A analise da amostra (2mg) foi realizada em Analisador Elementar CHNS-O modelo EA 1110

(Carlo Erba) na Central Analitica da Universidade Federal de Pernambuco.

2.5 NMR Spectroscopy

'H and C spectra were recorded using a Bruker DRX 500 MHz with a triple resonance probe.
About 10 mg of sample was dissolved in 0.5 ml of 99.9% D,0. All spectra were recorded at 37 °C with
HOD suppression by presaturation. ‘H/*H 2D TOCSY, and ‘H/*C heteronuclear correlation (HSQC)
spectra were recorded using states-time proportion phase incrementation for quadrature detection
in the indirect dimension. TOCSY spectra were run with 4,096 x 1,024 points with a spin-lock field of
about 10 KHz and a mixing time of 80 ms. HSQC were run with 1,024 x 512 points and globally
optimized alternating phase rectangular pulses for decoupling. All *H chemical shifts were relative to

external trimethylsilylpropionic acid and **C-metanol, both at Opmm.

2.6 Avaliagdo da atividade antitumoral do polissacarideo

As linhagens neopldsicas MCF- 7 (adenocarcinoma de mama humana), K-562 (leucemia
mielocitica crénica) e HEP-2 (carcinoma de laringe humana) foram obtidas do banco de células do Rio
de Janeiro, e mantidas em estufa a 37 °C contendo 5% de CO,, em meios especificos RPMI 1640
(Gibco) e DMEN (Gibco), com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazine ethanesulfonic acid) (Gibco) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Para o repique
utilizou-se tripsina/EDTA (0,25%). As células foram plaqueadas numa densidade de 0,3x10’ (linhagem

em suspensido) e 1x10* (linhagem aderida), por pogo em placas de 96 pocos. As linhagens neoplésicas
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foram tratadas com os compostos ha concentragdo final de 50 pg/mL e, em seguida incubadas por 72
horas. Apés este periodo, 25 puL de MTT que, em células metabolicamente ativas sera convertido em
azul de formazan, foi adicionado, e as células foram reincubadas por 3h. A absorbancia foi lida, apds
dissolucdo do precipitado com 100 puL de DMSO em espectrofotometro de placa a 560 nm. Os
experimentos foram realizados em quadruplicatas e a percentagem de inibicdo foi calculada no
programa GraphPadPrism 5.0. A atividade citotoxica dos compostos de acordo com a escala do
National Cancer Institute (NCI), onde os compostos sdo considerados sem atividade citotdxica
guando a inibicdo percentual apresenta-se no intervalo de 1 - 20%, com pouca atividade quando essa
percentagem situa-se entre 20 e 50%, atividade moderada quando a inibicdo é de 50 para 70% e de

alta atividade, quando o intervalo de inibicdo fica entre 70 a 100%. [11]

2.7 Isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)

Blood (4 mL) from 6 young healthy volunteers (23 to 38 years old), without recent infectious
disease, immunosuppression and/or autoimmune disease were collected in heparin tubes (Vacuette)
to obtain the PBMCs through a concentration gradient technique (Ficoll-Paque™ Plus, GE Healthcare
Life Sciences, Sweden). Cells were washed twice with sterile PBS and after centrifugation (400 g, 30
min, 202C), a ring of PBMCs was obtained, collected and cells were counted in a Neubauer chamber.
Cell viability was evaluated by the trypan blue (Sigma-Aldrich, USA) exclusion method. Cells were
only used when viability was >98%. Samples were collected after all of voluntaries signed the “Term
of Free and Informed Consent” and experimental protocols were approved by Federal University of

Pernambuco Research Ethics Committee (UFPE, Brazil n2 1.870.360/2016).

2.8 Culture of lymphocytes and in vitro stimulation with Polysaccharides

Lymphocytes were cultured in RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich, USA) with 10% (w/v) fetal
bovine serum (Sigma-Aldrich, USA) in 24-well plates (TPP Techno Plastic Products, Switzerland) at a
density of 10° cells/well. Lymphocytes supernatant cultures were used in assays to evaluate cell
viability, cytokine production and nitric oxide release. All cultures were treated with 50, 25, 12.5, 6
and 3 pg/mL of polysaccharides and remained with this stimulus for 24h in assays for analysis of cell
viability. Other assays were performed using 6 pg/mL of polysaccharide in 24h of incubation time.

Controls were performed using untreated cells in culture medium.

2.9 Analysis of cell viability

Lymphocytes treated with polysaccharide for 24 hours of incubation as well as untreated

cells and were centrifuged at 450 g and 4°C for 10 min. After discarding the supernatant, 1 mL of PBS
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1X was added to the precipitate and after ressuspension, the cells were centrifuged again (450 g,
49C, 10 min). The pellet was resuspended in 300uL of binding buffer (10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl, and 1.8 mM CacCl,), transferred to a labelled cytometer tube, and
annexin V conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC) (1:500) and propidium iodide (PI, 20
pug/mL) were added. Flow cytometry was performed in a FACSCalibur platform (BD Biosciences, San
Jose, USA) and the results were analyzed using CellQuest Pro software (BD Biosciences). Annexin-
FITC negative/PI positive cells were considered as necrotic and Annexin-FITC positive/Pl negative

cells were considered in the early stage of apoptosis. Double negatives were considered viable cells.

2.10 Measurement of cytokine production using Cytometric Bead Array (CBA) Kit

Supernatants of cultures treated with polysaccharide for 24 h as well as untreated cells were
collected to quantify cytokines and nitric oxide assays. Cytokine assessment was carried out using
human Th1/Th2 cytokine kit Il (Becton Dickinson Biosciences, USA) for simultaneous detection of the
cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), and interferon-gamma (IFN-y).
The cytokine measurement was based on the principle of cytometric bead array (CBA) technology
and all data were acquired on FACSCalibur platform. CBA utilizes microparticles or beads labeled with
discrete fluorescence intensity. The capture beads were labeled with allophycocyanin and were read
at 650 nm. The detection antibody specific for cytokines was labeled with phycoerythrin
fluorochrome which emits at 585 nm on yellow parameters. The intensity of fluorescence of the
yellow parameter is proportional to the amount of cytokine present in test samples. Briefly, test
samples (50 pL) and phycoerythrin detection antibody were incubated with capture bead reagent for
3 h in the dark at room temperature. All unbound antibodies were washed (1.0 mL kit wash buffer)
and resuspended in 300 uL kit fixing buffer before acquisition of data on FACSCalibur platform. Each
cytokine had a single and well separated peak and six individual cytokine standard curves (0-5000
pg/mL) were run in each assay. The range of detection was between 3000 pg/mL and 5000 pg/mL in

accordance with the manufacturer’s instructions.

2.11 In vitro nitrite analysis

The supernatants from cultures of cells incubated or not with polysaccharide at 6 pg/mL for
24 h were used for nitrite analysis by the colorimetric Griess method (Ding et al, 1988). Nitric oxide
(NO) concentration was estimated using a standard curve (3.12-100 umol/mL). The reading was
carried out in a microplate spectrophotometer (Thermo Scientific Multiskan FC, Waltham-USA) at

595nm.
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2.12 Statistical analysis
Data were analyzed using non-parametric tests. Before analysis, samples data were

evaluated using Kolmogorov-Smirnov test for indicates if samples showed Gaussian distribution. To
detect the differences between groups, the Wilcoxon test was used. All results were expressed as

mean = SD and a value of p < 0.05 was considered as statistically significant.

3. Resultados e discussdo

3.1 Caracterizagdo do polissacarideo

A partir da extracdo do precipitado soluvel coletados da macroalga vermelha, sdo
apresentados abaixo os seguintes espectros para a regido compreendida entre 750 e 4000 cm’

!(Figura 1).
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Figura 1: Espectro da regido do infravermelho (4000-750cm™) das fragdes polissacaridicas sulfatadas

da B. occidentalis

Absorcbes compreendidas entre a regido de 3000 cm™ sdo caracteristicos de grupos
funcionais OH. Os picos de 1700 cm™refere-se a ligagdo C=0. Ampliando a regido compreendida
entre 800 e 1500cm™ destaca-se grupos funcionais da regido entre 1200-950 cm™ referentes a
ligacdo C-O. Absorgbes caracteristicas especificas de polissacarideos sulfatados como ja foram
demonstrado nas absorbancias entre 1660 e 1220 cm™.

A partir da analise de infravermelho é possivel deduzir que o método de extra¢do abordado
foi capaz de isolar o polissacarideo em analise. A andlise elementar da amostra apresenta as
seguintes porcentagens dos macroelementos: Carbono (21,44%), Hidrogénio (3,88%), Enxofre
(8,33%) e Nitrogénio (0,72%), comprovando que a amostra apresenta porg¢do sulfatada. Os teste para
a elucidacdo estrutural em RMN permitiram identificar o composto isolado como uma carragenana

(FIG. S1) de estrutura (-4-a-D-Galp-133-b-DGalp-13), assim como o HSQC de *H-"*C 2D (FIG. S2) e o



79

espectro de TOCSY em 2D de 'H/*H 2D (FIG S$3). Estes testes comprovam que o polissacarideo ja fora

isolado e identificado anteriormente por Farias & cols. (2000).

3.2 Avaliagdo citotdxica frente a células cancerigenas

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade realizados nas linhagens neoplasicas HEP-2, MCF-
7 e K562, indicaram que o polissacarideo extraido da Botyocladiaoccidentalis, apresentou moderado
potencial citotoxico (38%) para Leucemia mielocitica cronica, (K-562), (22%) para adenocarcinoma de
mama humano (MCF- 7) e (27%) para o carcinoma de laringe humana (HEP-2).Alguns carboidratos
induzem uma quantidade enorme de atividades bioldgicas, como anticoagulantes, cofator para
crescimento, quimiocina, sinalizacdo celular entre outras (DELATTRE et al., 2005). Quando testado
frente a linhagem de células humanas extraidas do sangue periférico (PBMC), o polissacarideo
apresentou citotoxicidade de forma dose-dependente, sendo indutor de apoptose e necrose

significativas em 50ug/mL (Figura 2).
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Figura 2: Efeitos da viabilidade celular de linfécitos humanos tratados com polissacarideo em
diferentes concentracGes. A dose de seguranca a utilizar é inferior a 12,5 pug/ml. Os valores
apoptéticos e necrdticos encontrados nas células tratadas foram semelhantes as células de controle
(células + meio) em 6 e 3 ug/ml. As barras horizontais representam a média de seis experimentos

independentes realizados em duplicado. # P = 0,03

Foi demonstrado que polissacarideos extraidos de alga, como a fucoidana, inibem a
expressdo e secrecdo do fator de crescimento endotelial vascular e alguns polissacarideos sdo

capazes de suprimir a neovascularizagao de células de sarcoma em implantes de ratos [14]
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A literatura de compostos bioativos extraidos e verificados como citotdticos sobre células
cancerigenas é ampla em relacdo a algas vermelhas; a alga vermelha Gracilaria lemaneiformis inibiu
a proliferagdo de células tumorais de figado do tipo H22 e exibiu notaveis atividades
imunomoduladoras, o composto bioativo pertence a classe das galactoses, um polissacarideo
acido.[15]

Em outros artigos as células T estimuladas com o poissacarideo da A-carragenana
aumentaram a producdo de citocinas (TSUJI et al., 2003). Apds o ensaio citotoxico frente as células
normais, uma concentrac¢do baixa do polissacarido sulfatado, ndo indutora de nenhum tipo de morte
celular em células de PBMC, foi usada para investigacdo do possivel perfil imunomodulador do
composto. Os resultados demonstraram que o polissacarideo em analise, foi capaz de induzir a

producdo apenas de TNF-o(Figura 3).
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Figura 3: Perfil da producdo de TNF-a promovido pelo polissacarido em culturas de linfécitos
humanos em 24 horas de ensaio. O polissacarideo foi capaz de produzir maior TNF-a em relacdo as
células de controle. As barras horizontais representam a média de seis experimentos independentes

realizados em duplicado. # P = 0,03

O TNF- a pode se produzido por diversas células: linfécitos, macréfagos e mondcitos e
podem induzir a apoptose celular. Este resultado demonstraram que o polissacarideo extraido torna-
se citotdxico para a concentragdo de 10pg.ml, contudo ja fora demonstrado que o TNF- a quando
liberado em baixas concentra¢des podem agir nas células endoteliais, estimular a produgdo de outras
citocinas e apresentar acdo quimiotaxica e na sinalizacdo tumoral (VITALE & RIBEIRO, 2007; WAJANT
et al., 2003).

Os polissacarideos sulfatados podem oferecer protecdo contra a degradacdo proteolitica,
assim como prolongar o tempo de meia vida das citocinas e aumentar a atividade bioldgica dentro

dos tecidos (Clarke et al., 1995). Alguns anti-inflamatdrios ndo-esteroidais inibem parcialmente a
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hiperalgesia na inflamagdo quando induzidas com carragenina e a cascata de citocinas precede apds
esta inducdo (NAKAMURA; FERREIRA, 1987). A hiperalgesia induz a formac¢do do hormonio peptidico,
bradicinina, e que estimula a liberacdo de TNF-a e consequentemente de outras citocinas (CUNHA et
al., 1982).

Estudo com a alga vermelha Gracillaria crinale revela que a galactana sulfatada extraida
apresenta mecanismos que nao envolvem a bradicinina, sugerindo que neste trabalho o TNF-a pode
ser induzindo segundo a inibicdo da enzima COX-2 ou através da liberacdo/acdo de eicosandides em
atividades antiinflamatdrias segundo Souza (2010). Algumas citocinas como IL-2, IL-7 e INF-A
mostaram que podem interagir com polissacarideos sulfatados da alga verde Codium fragile (NIKA et
al;. 2003). Isso denota que as algas produzem polissacarideos sulfatados que induzem respostas
imunolégicas diferentes ja que o do presente artigo induziu apenas a formacdo de TNF-a, na espécie
Botryocladia occidentalis. Outros polissacarideos sulfatados como a A- carragenana podem reduzir as
acOes alérgicas, devido a reducdo na IgE (Jiao et al., 2011)

Diante do observado e segundo Choi & cols. (2005) sugere-se que existam evidéncias de

polissacarideos sulfatados que aumentam a citotoxidade celular e a resposta celular contra tumores.

4, Conclusdes

Diante dos resultados expostos conclui-se que o polissacarideo extraido da Botryocladia
occidentallis trata-se de uma carragenana ja identificada na literatura. A atividade citotdxica deste
material no presente estudo constatou citotoxicidade baixa para todas as linhagens celulares
tumorais testadas. Estes resultados sugerem que a galactana sulfatada da alga marinha Botrocladia
occidentalis pode ser utilizada na elaboracdo de novas substancias com grande potencial anti-

inflamatdrio e analgésico em concentragdes baixas, mas foi toxica para linfécitos humanos.
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FIG. S1. 'H NMR spectra at 500 MHz of the native galactan from B. occidentais. The spectra were
recorded at 37 °C for samples in D,0 solution. Chemical shifts are relative to external
trimethylsilylpropionic acid at 0 ppm. The residual water has been suppressed by presaturation. The
anomerics assigned as A and B refer to those produced by a(1->3) units, whereas those produced by
b(1->4) residue is labeled as C.
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FIG. S2

Table x. 'H/™C chemical shifts for residues of a- and b-galactopyranosides in native galactan
extracted from B. occidentalis.

4-0-D-Gal-non(SO, )-1

4-a-D-Gal-2(S0, )-1

3--D-Gal-2(S0,)-1

Signalsa (residue A) (residue B) (residue C)
H1/C1 5.62/100.5 5.17/102.2 4.73/97.9
H2/C2 3.89/77.9 4.42/72.1 4.55/71.5
H3/C3 4.07/72.1 3.95/73.7 4.06/69.2
H4/C4 4.17/70.1 - -
H5/C5 3.93/73.7 - -
H6/C6 3.65/70.1 - -

A complexidade da amostra impede uma caracterizagdo estrutural acurada. Além disso seria
necessario realizar a desulfatagdo completa da amostra para analisar o esqueleto de carbono total de
ambos os residuos da a- e B-galactopiranose. Os sinais destacados em negrito correspondem a
alguns pontos de sulfatagao localizados. Os sinais destacados em vermelho era para estarem com
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deslocamento de préton em campo mais baixo dos quais foram detectados para confirmar a 2,3-
disulfatacdo desse residuo, porém isso nao foi detectado o que indica uma possivel dessulfatacdo
desse residuo durante o processo de purificacdo. O uso de alguns solventes organicos e aquecimento
a 100 2C podem causar a dessulfatacdo de polissacarideo sulfatados
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Fig. S3. 'H/"H 2D TOCSY spectra of native galactan from the red algae B. occidentalis at 500 MHz, 37
°C, in D,0. The spins systems for a-unit and b-units are show as dashed lines. The native galactan
show a very complex spectrum but it shows unambiguous cross-peaks of residue B and C from H1 to
H2 and H3. The high intensity of residue A allowed a complete signaling.

Os sinais correspondentes ao H2 (~4,64ppm) e H3 (~4.43pmm) que correspondem aos ‘H
ligados aos carbonos 2503 e 3505, respectivamente ndo aparecem no espectro para o residuo A, os
mesmo apareceram com deslocamentos em 3.89 e 4.07 ppm respectivamente, propavelmente
ocorreu a dessulfatagdo desse residuo de galactose em ambas posic¢oes.
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APENDICE B

Avaliacdo quimica, antioxidante, antimicrobiana e citotdxica de macroalgas vermelhas do litoral
Pernambucano

Chemical, antioxidant, antimicrobial and cytotoxic evaluations of red algae from Pernambuco Littoral
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O Estado de Pernambuco é bastante conhecido por possuir uma vasta fauna e flora marinha. Hd uma
ampla diversidade de espécies de algas, podendo existir em forma de bentos (fixos) ou planctons
(suspensos na agua). As algas possuem grande importancia ecoldgica, ja que sdo produtores
primarios, e por isso mantém toda a biodiversidade marinha. Segundo a literatura, varias espécies
apresentam relevantes metabdlitos que jad sdo utilizados na drea cosmética, alimenticia e
farmacéutica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante,
citotéxica e o perfil quimico de algas vermelhas coletadas no litoral pernambucano. Foram
selecionadas trés rodoficeas(Botryocladia occidentalis (Bgrgesen) Kylin, Gracilaria caudatal.Agardhe
Digenea simplex(Wulfen) C.Agardh). A analise antimicrobiana foi realizada frente a representantes de
bactérias Gram-Positivas, Gram-negativas, alcool-acido resistentes e leveduras através do método de
difusdo em disco. As algas D. simplex e a G. caudata apresentaram uma discreta atividade frente a
Staphylococcus aureus. A atividade antioxidante pelo método do DPPH evidenciou moderada
atividade antioxidante independente da concentragao testada do extrato. No teste de citotoxicidade
frente a células Hela (adenocarcinoma cervical) observou-se uma discreta atividade pela D. simplex
(37,99%), seguido de G. caudata (14,53%). B. occidentalis ndao apresentou nenhum efeito citotdxico

frente a linhagem Hela.
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Palavras-chave: Antimicrobianos, antioxidante, citotoxicidade

Pernambuco State has a very rich marine ecosystem, with a wide diversity of species of algae, that
exist in the form of benthos (fixed) or plankton (suspended in water). The algae has an important
ecological value, since they are the primary producers, and maintain all the marine biodiversity.
According to the literature, several species present relevant secondary metabolites that are already
used in the cosmetic, food and pharmaceutical areas. This work evaluates the antimicrobial,
antioxidant, cytotoxic activity and chemical profile of red algae collected on the Pernambuco coast.
Three macrophytes (Botryocladia occidentalis (Bgrgesen) Kylin, Gracilaria caudata J.Agardh and
Digenea simplex (Wulfen) C.Agardh) were selected. The antimicrobial analysis was performed against
representatives bacteria of Gram-Positive, Gram-negative, alcohol-acid resistant and yeast by the
disc diffusion method. The algae D. simplex and G. caudata showed a discreet activity against
Staphylococcus aureus. The antioxidant activity by the DPPH method showed a moderate antioxidant
activity, independent of concentration evaluated of the extracts. In the cytotoxicity test against Hela
cells (cervical adenocarcinoma), it was observed a discrete activity by D. simplex (37.99%) and G.

caudata (14.53%). B. occidentalis had no cytotoxic effect against Hela.

Keywords: Antimicrobials, antioxidant, cytotoxicity

1. INTRODUGCAO

O litoral de Pernambuco é conhecido por sua exuberancia na fauna e flora marinha. Anualmente,
novas espécies vém sendo descobertas no ambiente marinho [1], e as algas tém grande destaque
neste ecossistema, pois sdo consideradas indicadores ambientais para o ambiente marinho, além de
fornecerem alimentacdo para a vida ndutica e humana, devido ao seu alto teor proteico, elevada
quantidade de fibras, e sais minerais [2].

As algas sdo utilizadas em diversos setores industriais, como suplementos alimentares, em
cosméticos e na producdo de farmacos [3]. Além disso, mediante seu efeito terapéutico,
propriedades bioldgicas como: antioxidante [4], anticoagulante [5], antitumoral, anti-inflamatdria [6],
antiviral [7], antibacteriana [8] e antiflngica [9], sdo continuamente estudadas, sendo os metabdlitos
secunddrios os principais responsaveis por essas atividades bioldgicas [10].

Os produtos naturais marinhos e a busca de novos agentes antimicrobianos e anticancer sdo
bastante explorados, devido ao aumento da resisténcia microbiana e do nimero de casos de
tumores malignos, respectivamente [11, 12]. Diante da busca de novos produtos que contenham
acdo bioldgica, as macroalgas se tornam mais acessiveis financeiramente e economicamente a
populagdo do que os medicamentos sintéticos, e fornecem uma gama de estruturas quimicas a
serem descobertas e que podem debelar varios problemas de saude [13, 14]. Além disso, substancias
antioxidantes tém o poder de impedir ou até mesmo de retardar o desenvolvimento do
envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares, diabetes, catarata e cancer [15, 16]. A atividade
antioxidante costuma estar relacionada a compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides e até
mesmo proteinas e polissacarideos presentes em algas marinhas [17, 18, 19].
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Devido a variedade de algas existente no Estado de Pernambuco e os beneficios ja relatados sobre
as substancias isoladas das algas marinhas, o objetivo deste trabalho é avaliar o perfil quimico,
antioxidante, antimicrobiano e citotéxico das algas marinhas rodoficeas encontradas no litoral
Pernambucano: Digenea simplex (Wulfen), Botryocladia occidentalis (Bgrgesen) Kylin e Gracilaria
caudata J.Agardh.

2. MATERIAL E METODOS

Coleta, armazenamento e produgio do extrato bruto

As coletas foram realizadas nas praias de: Boa Viagem (8°07'58.0"S 34°54'00.0"W), Maracaipe
(8232'23.0" S 35200'07.6"W) e Itamaraca (7°46'33.9"S 34°49'57.1"W), no litoral Pernambucano, em
maré baixa 0,1m ou na faixa de areia. As algas G. caudata e B. occidentalis foram coletadas nos
meses de setembro e dezembro de 2012, respectivamente, e D. simplex foi coletada em agosto de
2013. Apods as coletas, as espécies foram levadas em sacos e caixas de isopor para o laboratério de
Biofisica Quimica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e depois lavadas em agua corrente
para a retirada de detritos e outras impurezas. As algas foram postas para secar na estufa a 422C com
circulacdo forcada de ar. Depois de completamente secas, foram trituradas, pesadas e embebidas em
solucdo hidroalcodlica a 70%, permanecendo por sucessivas 48 horas até esgotamento, foram
preparados os extratos hidroalcodlicos de B. occidentalis (EHABo), G. caudata (EHAGc) e D. simplex
(EHADs) . Em seguida, o extrato fluido foi submetido a destilagdo a vacuo em evaporador rotativo (RV
10 Control da IKA), com temperatura maxima de 45° C e disposto em dessecador até peso constante.
O rendimento dos extratos das algas foi calculado segundo a formula de Okibo et al. (2009) [20]:

Rendimento (%) =Peso do extrato obtido (g) x100
Peso da amostra (p6 seco) utilizada (g)

Prospecgdo quimica

Foram realizados testes qualitativos para a pesquisa de saponinas e o teste para a pesquisa de
fendis e taninos de acordo com Matos (1997) [21]. Para a identificacdo de Saponinas: 1,0 ml de
solucdo do extrato hidroalcodlico foi diluido em 9,0 ml de dgua destilada e agitado vigorosamente. A
presenca de espuma determinou a presenca de saponinas. Para identificacdo de Fendis e taninos: Os
extratos foram tratados com 3-4 gotas de uma solugdo de cloreto férrico (5%). Qualquer variagdo na
coloracdo indicou a presenca de fendis; e a formacdo de precipitado azul ou verde foi sugestivo para
a presenga de taninos.

Atividade antioxidante

A partir dos extratos hidroalcodlicos foram preparadas as solugdes nas seguintes concentragdes:
1000, 500, 200, 100 e 50 pg/mL. Um controle negativo foi feito pela adi¢do de etanol e DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) e o controle positivo foi feito pela adi¢do de solugdo de um padrdo (acido
ascérbico) e DPPH. Adicionou-se a cada concentragdo de extrato hidroalcdolico uma solugdo de
DPPH 300 puM, exceto no branco, onde foi adicionado o solvente. Apds a adicdo do DPPH nos
extratos, esperou-se 30 minutos em um ambiente sem incidéncia direta de luz, e em seguida,
procedeu-se a leitura no espectrofotometro a 515 nm. A capacidade de eliminar o radical DPPH (%
de atividade antioxidante) foi calculada utilizando o calculo do IC 50, baseado na equacdo da reta dos
valores das absorbancias, onde o valor de y foi substituido por 0,5 (50%) e a porcentagem
antioxidante de eliminar o radical DPPH foi calculada utilizando-se a seguinte equacgdo [22]:

Atividade antioxidante (%) = A (controle) — A (amostra) x 100
A (controle)

Onde:

A (controle): absorbancia da solugdo de DPPH sem a amostra



90

A (amostra): absorbancia da amostra com o DPPH

Atividade antioxidante (50%): Y= Ax+ B

Teste Antimicrobiano

Os testes para a determinagdo da atividade antimicrobiana foram realizados de acordo com o
método de difusdo em disco [23], com modificacdes, segundo o Laboratdrio de Microbiologia
Aplicada do Departamento de Antibidticos da UFPE (UFPEDA), com os seguintes micro-organismos:
Staphylococcus aureus (UFPEDA 01), Mycrococcus luteus (UFPEDA 06), Bacillus subtilis (UFPEDA 16),
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39), Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71), Enterococcus
faecalis (UFPEDA 138), Escherichia coli (UFPEDA 224), Serratia marcescens (UFPEDA 398) e a levedura
Candida albicans (UFPEDA 1007). Foram utilizados 200 mg do extrato de cada espécie de alga
analisada, e para a dilui¢do foi utilizada uma solucdo de 2 mg/ml de DMSO em seguida, 20 pL das
amostras foram distribuidas em discos de papel de filtro esterilizados de 6 mm de diametro.
Paralelamente uma suspensdo contendo 10® UFC/mL de cada indculo, diluido em solucdo salina
correspondente a 0,5 na escala de McFarland foram semeados em meio agar Muller-Hinton (g/L):
extrato de carne 30; caseina hidrolisada 17,5; amido 1,5; agar 17 e pH final 7,3 e GL (g/L): peptona
10; extrato de carne 3; NaCl 5; extrato de levedura 10; glicose ou dextrose 10; agar 15 e pH final de
7,0; com um swab estéril. Os discos contendo os extratos foram depositados sobre o meio de cultura
correspondente para cada micro-organismo. As placas foram colocadas em geladeira por 20 minutos
(para inicio da difusdo antes do crescimento de cada micro-organismo) e em seguida, incubadas a
35°C durante 24 horas (bactérias) e a 30°C durante 24-48 horas (levedura), posteriormente, e foi
realizada a observacdo e medicdo dos halos. Os controles positivos utilizados foram: Ciclofosfamida
(CTX), Cefoxitina (CFO) e Clorafenicol (CLO). O controle negativo foram placas com apenas os micro-
organismos. Os testes foram realizados em triplicate.

Ensaio Citotdxico

A avaliacdo da atividade citotoxica foi realizada utilizando o método MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]
-2,5-tetrazolium diphenyl) [24, 25]. A metodologia utilizada para realizar este teste seguiu as regras
da International Standard Organization (ISO) 10993-5 (2009) [26]. Assim, as células na concentragdo
de 1x104 / mL em meio DMEM por pogo foram distribuidas em placas de 96 pogos (TPP, Darmstadt,
Alemanha) e incubadas durante 72 horas a 37 ° C numa incubadora celular com atmosfera
enriquecida a 5% de CO2 e 95% de ar para estabilizagdo. Apds este periodo, os extratos
hidroalcodlicos de algas, previamente dissolvidos em alcool e filtrados (filtro de seringa de 0,22 um -
TPP, Darmstadt, Alemanha) em concentra¢do de 50 ug / mL foram adicionados aos pogcos com as
células Hela. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e o meio de cultura celular foi o
controle negativo. Apds a incubagdo durante 24 horas de contato das células com o extrato, foram
adicionados 25 pl (5 mg / mL) de solu¢cdo de MTT a cada poco e a placa foi incubada durante 3 horas.
O MTT e o meio de cultura foram entdo removidos e foram adicionados 25 pul de dimetilsulfoxido
(DMSO) a cada poco para dissolver os cristais de formazan. Subseqiientemente, a analise da
atividade citotdxica foi feita baseada nos dados da escala do National Cancer Institute (NCl), onde os
compostos sdo considerados sem atividade citotdxica quando a inibi¢do percentual apresenta-se no
intervalo de 1 - 20%, com pouca atividade quando essa percentagem situa-se entre 20 e 50%,
atividade moderada quando a inibicdo é de 50 para 70% e de alta atividade, quando o intervalo de
inibicao fica entre 70 a 100%. [27]. A absorbancia foi lida apés dissolu¢do do precipitado com 100 pL
de DMSO em espectrofotometro de placas a 560 nm [28]. Os experimentos foram realizados em
triplicata e o percentual de inibi¢ao foi calculado através do programa GraphPadPrism 5.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise do rendimento e avalia¢do quimica

EHABo apresentou o maior rendimento de extracdo (1,20%), seguido de EHAGc (0,88 %) e EHADs
(0,77 %). Neste trabalho, a alga G. caudata apresentou um rendimento de 0,88%, inferior a outros
extratos hidroalcodlicos de algas do mesmo género relatados [29, 30]. Jd a alga B. occidentalis é
bastante citada na literatura devido a importancia atribuida aos seus metabdlitos primdrios e
polissacarideos sulfatados. Torres et al. (2005) [31], no estado do Ceard, no Brasil, verificaram o
melhor rendimento em extratos metandlicos (2,4%), possivelmente pelo fato do metanol ter menor
hidratacdo que alcool etilico, e provavelmente, é possivel extrair maior quantidade de compostos
fendlicos, como os flavonoides e os taninos [32]. Também foi verificado um baixo rendimento de
extracdo relacionado a D. simplex em relagdo a trabalhos anteriores, como o que foi realizado por Al-
Amoudi et al. (2009) [33]. O acido cainico foi relatado como a principal substancia ja isolada em D.
simplex, e o rendimento relatado para producdo de extratos foi entre 0,7% e 6% [34]. Observa-se que
é evidente a importancia que a metodologia de extragdo utilizada, o local de coleta e a sazonalidade
sdo fatores determinantes para o rendimento extrativo nessas espécies [36, 37, 38, 39 40]. Os
metabdlitos secundarios sdo substancias liberadas por espécies vegetais responsdveis pela protecdo
e disseminagcdo de novas espécies, além da acdo contra predadores e o estresse causado pelas
condicGes ambientais [41]. Estes metabdlitos secundarios sdo confirmados a partir das reacdes
guimicas de precipitacdo ou mudanca de coloracdo que sdao observados nos testes quimicos
gualitativos [42]. Nos testes quimicos, foi detectada a presenca de saponinas nas algas G. caudata e
D. simplex. Fendis e taninos ndao foram detectados em nenhuma das trés espécies. Em relatos
anteriores, foram detectadas flavonoides, alcaloides, fendis e taninos, além de saponinas nas
espécies D. simplex e G. caudata e foram atribuidas atividades antimicrobianas e antioxidantes a
estes glicosideos [37, 38, 39, 40, 41, 42]. Foram relatados compostos fendlicos ou tanicos em D.
simplex [43] e em G. edulis [44].

Avaliagdo antimicrobiana

Os extratos EHADse EHAGcapresentaram acdo antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus, conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Avaliagdo antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos

Espécies Micro-organismos analisados (média de halos)
3
1 6 16 71 138 224 398 1007
9
D. simplex 11,0040,0 - - - - - - - R
G. caudata 10,33+1,15 - - - - - - - -

B. occidentalis - - - - - - - - R

X 34 - 25 2 - - 38 36 -
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2

CFO 36 36 - - 30 26
1

CcLo 32 33 15 30 14
7

Legenda:(-): Auséncia de inibi¢do; Staphylococcus aureus UFPEDA 1; Bacillus subtilis UFPEDA 6;
Bacillus subtilis UFPEDA 16; Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 39; Mycobacterium smegmatis
UFPEDA 71; Enterococcus faecalis UFPEDA 138, Escherichia coli UFPEDA 224; Serratia marcescens
UFPEDA 398; Candida albicans UFPEDA 1007; #: Desvio padrdo; -: Sem apresentagdo de halo; CTX:
Ciclofosfamida; CFO: Cefoxitina; CLO: Clorafenicol.

O extrato EHADs apresentou maior atividade de inibicdo frente a bactéria Gram-positiva, S.
aureus, com um halo de 11 mm, resultados semelhantes foram determinados anteriormente [30]. No
entanto, Ibraheem et al (2017) [38], no Egito, verificaram para a mesma alga, inibicdo de 17 mm
frente a S. aureus. Em extracbes com diclorometano, foi observada uma discreta atividade
antimicrobiana (6-8 mm) por Bianco et al.,, 2013 [45]. Foram relatadas adicionalmente para D.
simplex, atividade antifungica [33, 34]. D. simplexé bastante conhecida pela alta concentracdo de
acido cainico, que possui multiplas atividades biolégicas, principalmente neuroprotetora e anti-
helmintica [35, 46], sendo este composto o provavel agente antimicrobiano. EHAGc apresentou um
halo de inibicdo sobre S. aureus de 10,33 mm. Este resultado estd de acordo com outras espécies
desse género, segundo Freile-Pelegrin (2004) [47], no México, o extrato etandlico de G. caudata
apresentou atividade antibidtica sobre importantes patédgenos, como B. subtilis e M. luteus, com
halos de 12 e 10 mm, respectivamente. Outra espécie, como o extrato alcodlico da G. edulis inibiu o
crescimento de S. aureus, apresentando 13,7 mm como halo de inibicdo [48]. Ndo foi observada
nenhuma atividade antimicrobiana em EHABo e a literatura relaciona a a¢do bioldgica desta alga
vinculada aos metabdlitos primarios e aos polissacarideos sulfatados presentes nesta espécie, como
descrito por Farias et al. (2000) que verificaram uma marcante atividade anticoagulante e antiofidica
contra Crotalus durissus cascavella [49].

Atividade Antioxidante

DPPH

Os extratos das macroalgas vermelhas foram avaliados quanto a sua capacidade de
sequestrar radicais livres de DPPH [43, 44].0s extratos avaliados ndo apresentaram uma variacdo
antioxidante significativa entre as 3 espécies testadas e a acdo ndo foi dependente da concentracgdo
do extrato. As algas vermelhas apresentaram moderada atividade antioxidante com valores
compreendidos entre 54 e 41% (para concentragdes de 1000ug/ml), apesar dos resultados serem
semelhantes, D. Simplex apresentou uma marcante ac¢do antioxidante na maior e menor
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concentragdo avaliadas 51,05% e 42,74%, respectivamente, com ICsy de 24,23 pg/mL; em seguida, a
G. caudata, apresentou atividade oxidante de 49,35% na maior concentracdo e 41,85%, na menor
concentracdo, com ICsy de 26,38 pg/mL. B. occidentalis apresentou a menor atividade antioxidante
dentre as trés algas rodoficeas, com 45,72% na maior concentracdo e 36,42% na menor
concentracdo, com ICspde 19,23 pg/mL.

A atividade antioxidante de espécies de Gracilariasp. sdo conhecidas na literatura, o extrato
etandlico de G. edulis apresentou atividade antioxidante no teste do DPPH de 73,81% na
concentragdo de 1 mg/ml [50]. Os polissacarideos sulfatados encontrados no género G. caudata
foram relacionados as atividades bioldgicas como antioxidante e gastroprotetora [51, 52]. Da mesma
maneira ocorre com a rodoficea B. occidentalis, onde foram descritas fracdes de polissacarideos
sulfatados com atividade anti-trombdtica e anti-ofidica frente a C. durissus cascavella [49]. Este é o
primeiro relato cientifico sobre avaliacdo da atividade antioxidante para extrato bruto de B.
occidentalis. O extrato metandlico da alga D. simplex no teste do DPPH no trabalho de Al-Amoudi et
al, (2009) [33], apresentou atividade antioxidante de 41% em 1 mg/mL de extrato, a atividade de D.
simplex observada neste trabalho foi de 51%.

Avaliagao Citotdxica

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade realizados com as linhagens neopldsicas Hela,
indicaram que o EHADs apresentou uma discreta citotoxicidade(38%). EHAGc (18%) e EHABo (10%)
nao apresentaram efeito citotdxico. Ja foram relatados anteriormente, o efeito inibitério de extratos
de algas frente a linhagem HelA, com extrato metandlico de B. Occidentalis que apresentou
atividade inibitéria em cerca de 20%[28], enquanto que algumas espécies do género Gracilaria
sp.apresentaram citotoxidade inferior a 50%.

4. CONCLUSAO

As algas Digenea simplex e Gracilaria caudata apresentaram uma discreta atividade frente
aStaphylococcus aureus. A atividade antioxidante avaliada pelo método do DPPH evidenciou uma
moderada atividade, independente da concentragdo do extrato nas trés algas avaliadas. Para a
avaliagdo de citotoxicidade frente a células Hela, observou-se uma discreta atividade em D. simplex
(37,99%) e G. caudata (14,53%). Botryocladia occidentalis ndo apresentou nenhum efeito citotdxico
frente a linhagem Hela.
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