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RESUMO

Dictyota € um género de alga parda, que apresenta metabolitos secundarios com
atividades biologicas importantes do ponto de vista biotecnoldgico, nesse contexto
esse trabalho teve por objetivo avaliar a agéo citotoxica, genotoxica, mutagénica e
antioxidante dos extratos etéreo, cloroférmico e acetbnico, de Dictyota mertensii
coletada em trés praias do litoral de Pernambuco, Cupe, Itapuama e Pontas de
Pedras. A analise com CG apresentou um padrao distinto de picos, para os trés
extratos analisados. A praia do Cupe mostrou um padrdo mais complexo com 22
picos em relacdo a Itapuama que apresentou sete picos, ja Pontas de Pedra
apresentou apenas trés picos. A analise do padrao de fragmentagdo dos espectros
de massas dos compostos levou a identificacdo do fenol,4,6-di(1,1-dimetilletil)-2-
metil, sendo este o produto comum as trés amostras, e também o produto majoritario
no extrato etéreo de Pontas de Pedras. Para o teste citotoxico, por apresentar um
melhor rendimento, foi utilizado o extrato etéreo das trés praias em linhagens de
células tumorais humanas, NCI-H292 (carcinoma mucoepidermdide de pulméo
humano), HCT-116 (adenocarcinoma colorretal humano) e MCF-7 (cancer de mama
humano). O ensaio cometa foi escolhido para verificar-se a eventual agao
genotodxica, foram utilizadas larvas de Drosophila melanogaster, linhagem Oregon-R.
As larvas foram expostas por 24 horas ao extrato etéreo, nas concentragdes 0,64,
1,28, 2,56, 5,12 e 10,24 mg/mL, e aos solventes Etanol e Tween 80 (grupo controle
negativo). O teste SMART foi o escolhido para se avaliar eventual atividade
mutagénica. Sendo utilizadas linhagens de fIr e mwh de D. melanogaster. As larvas
foram expostas aos extratos nas concentragdes acima descritas, a toxicidade foi
avaliada e construida uma curva de sobrevivéncia para os extratos avaliados. As
manchas e pelos mutantes das asas dos individuos adultos tratados foram
analisadas em microscopio optico e comparados aos resultados do grupo controle
negativo. A atividade antioxidante pelo ensaio do 2,2- difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
avaliou a agao dos trés extratos das trés praias, usando acido galico, quercetina e
hidroxitolueno butilado (BHT). Os extratos de Cupe e Ponta de pedras apresentaram
agao citotdxica estatisticamente significante, a concentragdo de 50ug/mL. Sendo
observadas inibicdes de 91% na linhagem NCI e 100% nas linhagens HCT e MCF e
de 100% em HCT e 68,7% frente a MFC, respectivamente para as duas praias,

ltapuama n&o apresentou resultado estatisticamente significante. O teste Genotdxico



mostrou que em 80% dos nucledides o dano foi classificado como zero, numa escala
que vai de 0 a 4. Quando comparado ao controle negativo, o composto apresentou
danos menores. De modo que os extratos etéreos de ambas as praias nao
apresentam efeito genotdxico, dentro dos parametros experimentais usados. Os
resultados dos ensaios antioxidantes mostraram, para os quatro extratos avaliados,
agao superior ao acido galico, quercetina e BHT, com destaque para o extrato etéreo
de Pontas de Pedras, que apresentou 118% de atividade e Cupe com 85%,

Itapuama teve média de 73% de captura de radicais livres nos trés extratos

Palavras-Chave: Dictyotaceae. Atividades Bioldgicas. Produtos Naturais.



ABSTRACT

Dictyota is a genus of brown algae that has secondary metabolites with important
biological activities from a biotechnological point of view. In this context, this work
aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic, mutagenic and antioxidant action of
etheric, chloroform and acetonic extracts of Dictyota mertensii. collected on three
beaches of the coast of Pernambuco, Cupe, Itapuama and Pontas de Pedras. GC
analysis showed a distinct peak pattern for the three extracts analyzed. Cupe beach
showed a more complex pattern with 22 peaks compared to Itapuama which had
seven peaks, while Pontas de Pedra had only three peaks. Analysis of the
fragmentation pattern of the mass spectra of the compounds led to the identification
of phenol, 4,6-di (1,1-dimethylethyl) -2-methyl, the common product being the three
samples, and also the major product in the ethereal extract of Pontas de Pedras. For
better cytotoxic testing, ether extract from the three beaches in human tumor cell
lines NCI-H292 (human lung mucoid carcinoma), HCT-116 (human colorectal
adenocarcinoma) and MCF-7 (human breast cancer). The comet assay was chosen
to verify the possible genotoxic action. Drosophila melanogaster larvae, Oregon-R
strain, were used. Larvae were exposed for 24 hours to ether extract at
concentrations 0.64, 1.28, 2.56, 5.12 and 10.24 mg / mL, and to solvents Ethanol and
Tween 80 (negative control group). The SMART test was chosen to evaluate
eventual mutagenic activity. Using D. melanogaster flr and mwh strains. Larvae were
exposed to extracts at the concentrations described above, toxicity was evaluated
and a survival curve was constructed for the evaluated extracts. The spots and wing
mutants of the treated adult individuals were analyzed by light microscopy and
compared to the results of the negative control group. Cupe and Ponta de Pedra
extracts showed a statistically significant cytotoxic action at a concentration of 50ug /
mL. With inhibitions of 91% in NCI and 100% in HCT and MCF and 100% in HCT and
68.7% against MFC, respectively for both beaches, Itapuama did not present
statistically significant results. The results of the genotoxic test showed 80% of
nucleosides with zero damage on a scale ranging from 0 to 4. When compared to the
negative control the data show an even lower effect. Therefore, the ethereal extracts
of both beaches do not have genotoxic effect, within the experimental parameters
used. The results of the antioxidant tests showed, for the four extracts evaluated,

superior action to gallic acid, quercetin and BHT, especially the ethereal extract of



Pontas de Pedras, which presented 118% of activity and Cupe with 85%. Itapuama

had an average of 73% free radical capture in all three extracts.

Keywords: Dictyotaceae. Biological Activities. Natural Product.
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1 INTRODUGAO

Dictyota mertensii (C. Martius) Kutzing € uma macroalga marinha parda,
pertencente a ordem Dictyoctales, grupo que apresenta uma expressiva produg¢ao
de fendis e terpenos os quais até a década de 80 eram usados apenas como
marcadores taxonémicos (TEIXEIRA; TOMOSSINI; KELECOM, 2010). O avango na
area de biotecnologia a partir do isolamento quimico de metabolitos secundarios tem
mostrado o grande potencial farmacoldgico das algas pardas (PINTO et al., 2002).
Comprovar a eficacia dos produtos quimicos isolados de D. mertensii tem sido
objeto de pesquisa de diversos grupos de estudos, evidenciando os efeitos positivos,
tanto de extratos organicos como de compostos isolados, em testes de atividades
antitumorais, antifungicos e antibacterianos, entre outros, (PINHEIRO-VIEIRA;
CALAND-NORONHA, 1971).

O grupo Dictyota vem se tornando uma fonte renovavel de biomaterial para
pesquisa de novos farmacos, com ampla aplicabilidade como: antinociceptiva
(VANDERLEI, 2008), antioxidante (GRESSLER, 2010), anti-inflamatéria (MATTA,
2011), antifungica (STEIN, 2011), antibacteriana (NASCIMENTO, 2015) e
leishmanicida (CLEMENTINO, 2017).

Para comprovar a eficacia ou toxicidade de tais compostos, se faz necessario
a realizagcdo de experimentos, entre estes se destaca o ensaio citotoxico,
(MAGWOOD, 1996), que se tornou muito utilizado devido a obtencao de resultados
rapidos e a grande variedade de organismos modelo que podem ser utilizados, entre
eles: Allium cepa (SANTOS; SANTOS; MARISCO, 2017), Camundongos (SAMPAIO,
2017), células tumorais (BARROS et al., 2018), Drosophila melanogaster (COELHO,
2016) entre outros.

Na perspectiva da avaliagdo citotoxica, a cultura de células tumorais
apresenta vantagens por poder limitar o numero de variaveis experimentais, obter
dados significativos, tudo isso quando se compara as metodologias in vitro e in vivo
(ROGERO et al.,, 2003), além de poupar o uso de animais. As células tumorais
adquiridas a partir de pacientes com cancer sdo mantidas em meio de cultura
adequado até serem utilizadas (ROGERO et al., 2003).

Nao obstante a relevancia da prospeccgao por novos farmacos utilizando-se as

algas é igualmente relevante o estudo de seus efeitos téxicos incluindo-se a
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importédncia em se averiguar seus possiveis danos ao DNA. Para identificar tais
danos podem ser realizadas analises de micronucleos em células de camundongos,
ou ainda o Ensaio Cometa, com células da hemolinfa de D. melanogaster. (LIMA,
2009; AMORIM, 2016).

Somado a essas alternativas o Teste de Mutagdo e Recombinagdo Somatica
(SMART) que também utiliza grupos de Drosophila, pode elucidar o grau de
mutac¢ao causados ao DNA, através da exposigao direta dos organismos ao material
de interesse. A prole da geracdo exposta vai apresentar as alteragdes sofridas
através de modificacdes nos pelos existentes nas suas asas (ROBERTS, 2006).

A molécula de DNA também pode sofrer danos por acao de radicais livres, os
quais ocasionam diversas doengas, desde o envelhecimento precoce, ao surgimento
de tumores, achar um produto que tenha uma atividade antioxidante € de grande
interesse para industrias farmacéuticas. Uma técnica usada para avaliar a
capacidade antioxidante é o 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) que tem habilidade de
sequestrar o radical estavel e do p-caroteno/acido linoleico o qual inibe a oxidagao
(ARAUJO, 2018; DUARTE-ALMEIDA, 2006).

A macroalga Dictyota  mertensii  (MARTIUS)  Kuetzing, 1859
(Heterokontophyta-Phaeophyceae), do litoral de Pernambuco, e relativamente pouco
estudada. Estudos relativos a sua composicdo quimica sdo escassos, entretanto
sabe-se que contém compostos aromaticos, terpenos, diterpenos, polissacarideos
sulfatados como as fulcanas (TEXEIRA, 2007).

Portanto, este trabalho tem o intuito de explorar o potencial citotdxico,
genotoxico, mutagénico e antioxidante dos extratos organicos da macroalga Dictyota
mertensii (MARTIUS) Kuetzing, 1859 (Heterokontophyta-Phaeophyceae), do litoral

de Pernambuco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Testar o potencial citotoxico, antioxidante in vitro; genotoxico e mutagénico in vivo de
extratos orgénicos Dictyota mertensii (Ochrophyta-Phaeophyceae) em diferentes

praias do litoral de Pernambuco.

2.2 Objetivos especificos

o Obter os extratos organicos etéreo, cloroférmico, acetbnico e aquoso da
Dictyota mertensi,

o Averiguar qual praia os extratos de D. mertensii apresenta um melhor
rendimento de extratos organicos;

o Avaliar a composi¢ao de metabdlitos secundarios a partir do extrato etéreo,
cloroférmico, acetbnico e aquoso, de D. mertensii através de técnicas de

Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia gasosa;

o Avaliar a acao citotoxica in vitro dos extratos algais frente as células tumorais
HCT 116, MCF-7 e NCI-H 292;
o Avaliar o potencial genotéxico dos metabdlitos secundarios algais, em células

da hemolinfa de larvas da linhagem Oregon-R de D. melanogaster, utilizando a
técnica de analise do dano celular através do Ensaio Cometa;

o Caracterizar qualitativa e quantitativamente o potencial mutagénico, dos
extratos organicos da Dictyota mertensii em células somaticas de Drosophila
melanogaster, através da aplicacao do teste SMART;

o Averiguar a acao antioxidante dos extratos etéreo, cloroférmico, aceténico e

aquoso.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Macroalgas

Dentre o grupo das macroalgas, a Ochrophyta atingiu o maior grau de
complexidade morfolégica e estrutural, podendo ocorrer como epifitas ou fixas a
rochas (PEDRINE, 2013). Sdo bentbnicas e se encontram fixas a costées rochosos
nas regides entremarés, por essa razdo competem por espago para fixacdo e
produzem substéncias para sua protegcdo contra ataques de herbivoros (DE
ALMEIDA, 2008).

Apresentam um perfil quimico muito importante e variado de acordo com o

tipo de stress sofrido. Faulkner (2001) fez um levantamento bibliografico sobre os
diversos metabdlitos secundarios presentes na familia Dictyoctaceae, os quais
protegem esses organismos do estresse causado pela baixa da maré e predacao.
Devido a essa vantagem de protecao contra fatores ambientais, nos ultimos anos,
estudos que avaliam o potencial biotecnoldgico desse grupo vém crescendo.
Sao reconhecidos cerca de 20 géneros dentre eles o Dictyota J. V. Lamouroux.
1809, (GUIRY; GUIRY, 2019), o mais descrito na produgdo de metabolitos
secundarios de relevancia biotecnoldgica, citando-se: acidos graxos, terpenos e
esterdis (PITOMBO et al., 1989; FLEURY et al., 1996; VALLIM et al., 2005).

Estudos a partir de extratos brutos, obtidos de talos secos ou frescos sao
realizados com finalidade de descrever os componentes quimicos e as rotas
biossintéticas de D.mertensii (PHLIPPUS, 2016; FERNANDES, 2018). Evans e
Holligan (1972) detectou através de microscopia Optica, que os talos de D.
dichotoma apresentam trés a quatro camadas bem definidas, de acido alginico,
polissacarideo sulfatado ou uma mistura dessas substancias, oferecendo mais uma
perspectiva para identificagdo ou isolamento de substancias.

Descritos por Duran et al., (1997), dois novos diterpenos para D. dichotoma,
isopachydictyol A e dictyotatriol A, apresentam atividade citotoxica frente as células
tumorais. Outros trabalhos que descrevem os elementos bioativos mostram a
eficacia dos extratos algais, em testes que avaliam a agao, larvicida (SCHMITT,
1998; BEULA, 2011), atividade antiviral HIV, HSV-1, CVB3 (PEREIRA et al., 2004;
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RABANAL, 2014; STEPHENS et al., 2017), Antibacteriano (SINGH, 2014; AGUILA-
RAMIREZ et a., 2017), Antitumoral (GOMES et al., 2015; USOLTSEVA et al., 2017).

Dictyota mertensii (Figura 1) também vem se destacando ao logo dos anos
com trabalhos realizados acerca de suas propriedades biossintéticas, tais como:
antiherbivoria (PEREIRA, 2009; FREITAS, 2006), anticoagulante (CAMARA, 2010),
antioxidante (CAMARA, 2010, BARACHO et al., 2017), antimicrobiano (BORBON et
al., 2012; NEGREIROS, 2015), antileishmania (ALIANCA et al., 2014), atividade
Antiviral (BEZERRA, 2016).

Apresenta morfologia com talo de coloragdo parda, medindo até 20 cm de
altura, ramificado dicotomicamente, apresentando as ultimas ramificacbes alternas
(PEDRINI, 2013). Ocorre em ambientes moderadamente protegidos do embate das
ondas, tanto no meso quanto no infralitoral, até 25m de profundidade (NUNES,
1999; CRISPINO, 2000).

Figura 1 - Dictyota mertensii

Fonte: A autora.

Essa espécie é caracterizada pela producao de dictidis (guaianos prenilados -
Grupo 1), (ALARADO; GERWICK 1985; KELECOM et al., 1991), tendo sido isolados
o pachydictgyol A, que apresenta citotoxicidade moderada (CAAMAL-FUENTES,
2014), potente atividade antitrombotica (SIMAS, 2014), fator antiangiogénico contra
neovascularizagao retiniana (SUBRAMANIAN, 2018). O dictyol H e dictyol C (figura
2) apresentam atividades inibitérias contra a oncoproteina E6 viral do HPV16
(DHAMODHARAN, 2018), antitumoral (MICHALAK et al., 2015).
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Figura 2 - Estrutura quimica dos dictidis encontrados em D. mertensii

no H
Pachydictgyol A, Dictyol H Dictyol
Fonte: VALLIM,2004.

Os diterpenos (Figura 3) também s&o metabolitos de grande importancia em
D.mertensii, sendo em muitos casos o produto majoritario (VALLIM, 2007), servem
como identificador taxonémico, e apresentam diversas atividades de interesse
farmacolégico como descrito anteriormente. Esses compostos quimicos apresentam

uma rota quimica similar para alguns membros do género Dictyota (ARAUJO, 2014).

Figura 3 - Estrutura do principal diterpeno encontrado na fragdo ativa obtida do

extrato bruto de D. mertensii.

go M !-'I<DAC
H

Fonte: VALLIM, 2007.

D. mertensii apresenta variagdes quantitativas e qualitativas, quanto ao
rendimento total do extrato bruto, composicdo quimica, e efeitos bioativos, essa
variagado pode se dar por diversos fatores, desde o nivel de predacéao, localizagao
geografica e profundidade onde o organismo encontra-se (FREITAS, 2006).
influenciando nos resultados de testes realizados com extrato bruto ou com

compostos isolados.
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3.2 Atividade Citotoxica

A atividade citotoxica é bastante utilizada na area da biotecnologia, um dos
modelos comumente utilizados sdo as células tumorais. Este modelo permite se
utilizar uma estratégia de investigagado e avaliagcéo in vitro da atividade citotoxica
e/ou antineoplasica de produtos naturais. Um dos métodos utilizados é baseado em
ensaios colorimétricos, que quantifica a proliferagdo de culturas de células, em
placas de microtitulagdo, empregando um leitor de ELISA que avalia a quantidade
de células vivas por uma cor caracteristica. Posteriormente a metodologia passou a
realizar leituras das placas em espectrofotdbmetro, que mostra resultados ainda mais
confiaveis (DENIZOT; LANG, 1986; MOSMANN 1983; ROGERO, 2003).

As células tumorais tém se mostrado nos ultimos anos um modelo de
pesquisa muito utilizado, pelo fato de poder ser utilizadas em analises de
citotoxicidade, tanto in vitro quanto in vivo, mostrando resultados em curto espaco de
tempo. As células sao isoladas a partir de pacientes que apresentam algum tipo de
doencga tumoral, a primeira e mais famosa célula tumoral isolada foi a HelLa, a partir
de 1950 (CALDAS, 2010; HUECK, 2016; MAES, 2016).

O sucesso na manutencao das células tumorais HelLa foi um advento para a

pratica da cultura célular, pois possibilitou o desenvolvimento de varios tipos de
descobertas, como por exemplo a vacina para poliomielite (SCHERER; SYVERTON;
GEY, 1953). Esse tipo de célula possui uma caracteristica importante que é a de se
replicar com facilidade, essa alta replicacdo € caracteristica dos tumores,
principalmente os metastaticos, por sofrerem mutacbes que as favorecem
(ALBERTS et al., 2010).
Os tumores metastaticos ou cancer como € popularmente conhecido, € hoje um
grave problema de saude mundial, sendo uma das principais causas de morte,
apesar de existir tratamento para essa enfermidade, que incluem principalmente
quimioterapia e radioterapia, além de cirurgia. Muitos pacientes, porém, nao
resistem a tais procedimentos por serem agressivos também as células saudaveis,
causando danos que acarretam no surgimento de outras enfermidades (LOPES;
CHAMMAS; IYEYASU, 2013; PALUMBO et al., 2013).

Nas ultimas décadas a busca por um bioativo capaz de inibir o surgimento ou
crescimento de tumores tem se tornado o objeto de pesquisa em diversas areas, um

exemplo é a de produtos naturais marinhos, Pinto (2002) relata que algumas algas
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podem inibir o crescimento celular tumoral, e que varias moléculas isoladas
apresentam atividade antitumoral como os polissacarideos sulfatados, fucoxantinas
e terpenos (COSTA, 2008; KRUGER, 2018; LOPES, 2018; NEWMAN, 2014)

A literatura mostra a evolugao das pesquisas com o potencial das algas como
fontes de agentes antitumorais, ha levantamentos estatisticos que constatam uma
menor incidéncia de cancer especificos em populagdes orientais, os quais tém uma
dieta rica no consumo de algas, que possuem metabolitos considerados
quimiopreventivos (YUAN, 2006). Desta forma € relevante que esse organismo
tenha sua capacidade bioativa mais bem analisada, partindo do pressuposto que
seria um grande avango para o tratamento anticancer, tanto para o paciente, que
sofreria menos com um tratamento baseado em organismos naturais, quanto para

redugao tumoral.

3.3 O Modelo Drosophila

A Drosophila melanogaster (MEIGEN, 1830), conhecida como mosca de fruta,
tem sido usada como um organismo modelo em pesquisa médica e cientifica ha
mais de um seéculo. A primeira pessoa a usar Drosophila melanogaster dessa
maneira foi William Ernest Castle (1867-1962), professor na Universidade de
Harvard (STEPHENSON; METCALFE, 2013), desde entdo ela é usada nos mais
variados testes que visem avaliar os efeitos mutagénicos, recombinogénicos e
genotoéxicos.

A busca por novos farmacos com baixa toxicidade genética vem aumentando
ao longo dos anos, e para isso varios organismos sao utilizados em testes bioldgicos
dessa natureza, a D. melanogaster € um dos organismos modelos mais viaveis,
pois, apresenta homologias gendmica com humanos, se tornando um modelo para
compreender a biologia humana e os processos de algumas doencas
(ZOLFAGHARI et al., 2015).

O baixo custo de manutencédo aliado a um rapido ciclo de vida, farto material
de consulta com muitos livros publicados, sitios na internet como o Flybase
(http://www.fl ybase.org), o banco de dados do Berkeley Drosophila Genome Project

associado a enciclopédia de Drosophila (http://fruitfly.berkeley.edu), sé&o
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considerados também aspectos positivos para a utilizagdo da genética e biologia
molecular dos organismos referidos (ROBERTS, 1998; ASHBURNER, 2005).

Entre os testes que podem ser realizados para se avaliar o dano ao DNA esta
o Ensaio Cometa, conhecido como eletroforese em gel de célula individualizada, é
uma técnica que tem sido empregada para a detecgdo de danos primarios no DNA.
E um método de investigacdo genotoxicolégica, que pode mensurar possiveis danos
no material genético de células isoladas, mediante a combinagdo entre técnicas
bioquimicas e testes citogenéticos (HARTMANN; SPEIT,1997; CARITA, 2010).

O teste SMART, conhecido como teste de asa € outro método que emprega
duas linhagens de moscas e possibilita a detecgdo simultdnea de mutagao génica,
aberragdes cromossOmicas - representadas por eventos aneugénicos e
clastogénicos - e/ou recombinacdo somatica (GRAF et al., 1984). Tais alteragdes
sdo induzidas nas células dos discos imaginais que, apds inumeras divisbes
mitéticas, dardo origem as asas 11 dos adultos com seus pelos ou tricomas.

A analise é realizada por meio da observacado de grupos de células (clones
mutantes) nas asas dos adultos que expressam fenotipicamente os genes
marcadores fI’ ou mwh, responsaveis pelas mudangas na forma dos pelos. Estes
fendtipos refletem a ocorréncia de alteragbes genéticas originadas pela perda de
heterozigose nas células larvais (GRAF et al., 1984).

O efeito genotodxico e/ou mutagénico pode ser usado para se saber o nivel de
danos causados por poluentes atmosféricos (SANTANA et al., 2018), por farmacos
(ABREU, 2011) e fitoterapicos, comumente utilizados pela populagéo geral. Lopes,
(2017) analisou os extratos aquoso, etandlico e de acetato de etila das plantas
utilizadas em fitoterapicos Turnera subulata (Flor do o Guaruja), Spondia mombin
(Cajazeira) e Stemona tuberosa (umbuzeiro) e observou que esses extratos
apresentam efeito genotdxico estatisticamente significativo sob as condigdes

experimentais com D. melanogaster.
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3.4 Antioxidante

O estresse oxidativo ocorre através da formacgao de radicais livres, devido a
um desequilibrio nos sistemas de protecdo antioxidante e pode causar danos graves
a nivel celular. Tais radicais surgem da atividade extracelular por meio de ag¢des do
ambiente, como a radiagao solar, ou intracelular pela atividade de organelas como
as mitocéndrias, membrana celular, atingindo o DNA. Este processo pode acarretar
o aparecimento de diversas enfermidades como as doengas neurodegenerativas e
arteriosclerose. Desempenham ainda um papel importante nos processos de
mutagénese e carcinogénese (ANDERSON, 1996; BIANCHI, 1999; CABRAL, 2011).

Uma das formas de evitar a formagdo dos radicais livres € alimentagédo. As
frutas por apresentarem um alto teor de metabolitos antioxidante, como a vitamina
C, E e A, os flavonoides e carotenoides sao extremamente importantes na
intercepgao dos radicais livres (BIANCHI, 1999).

Se tratando de carotenoides as algas se revelam como fontes importantes de
proteinas, iodo, vitaminas e minerais, varios estudos comprovam que as algas
pardas apresentam O6tima atividade antioxidante, isso ocorre devido ao estresse
ambiental que esses organismos enfrentam, tais com, mudanga de temperatura da
agua durante a maré baixa, exposi¢cado a radiagao solar, e predagao por herbivoros.
(ALVES, 2011; CABRAL, 2011; ROCHA, 2007; TORRES et al., 2017).

A linha de pesquisa em produtos naturais envolvendo as técnicas
antioxidantes como DPPH, tem se desenvolvido muito, na area farmacéutica,
utilizando extratos ou compostos isolados, como os polissacarideos, proteinas, e
fendis, isolados de algas pardas com propriedades antioxidantes (BALBOA et al.,
2013; PHILIPPUS et al., 2016).

O método do DPPH foi descrito inicialmente por Blois (1958) e,
posteriormente, adaptado por Brand-Williams et al. (1995), € um dos métodos para
se determinar a atividade antioxidante mais antigo. Quanto maior poder oxidativo de
uma substancia, mais clara amostra de torna. As substancias usadas como padrdes
sao as sintéticas, Hidroxianisol de Butila (BHA) e o Hidroxitolueno de Butila (BHT) e
as naturais com destaque para o Acido Ascérbico, Acido galico e a Quercetina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e Identificagao da Alga

As coletas foram realizadas na praia do Cupe situada na porcéo norte da Vila
de Porto de Galinhas, com as seguintes coordenadas S 07° 36.511" W 034° 47,620,
na praia de Itapuama localizada no municipio do Cabo de Santo Agostinho-PE, com
coordenadas S 08° 53.711" W 035° 08.156’, e na praia de Ponta de Pedras distrito
de Goiana, nas coordenadas S 07° 36.511" W 034° 47.620 nos dias 23/06/2017,
26/05/2017 e 27/05/2017 respectivamente, todas localizadas no estado de.

4.2 Triagem do Material algal

Todo o material foi triado e etiquetado em campo e posteriormente
transportado para o Laboratério de Biodiversidade do Centro Académico de Vitéria
onde foram mantidas sob refrigeracdo em freezer a -20°C até o dia da 12
identificac&o, limpeza e secagem, com intuito de minimizar possiveis alteragdes nas
propriedades quimicas Os espécimes identificados foram submetidos a limpeza
manual utilizando sempre agua destilada para remocao de areia, epifitas e fauna
acompanhante. Em seguida as algas foram dispostas em jornal desdobrado sobre a
bancada do laboratoério, ao abrigo de irradiagao solar direta, permanecendo nessa
condigdo até a secagem total, apds esse processo acondicionou-se a biomassa em

recipientes devidamente limpos, secos e com tampas.

4.3 Obtencao dos Extratos Orgéanicos

A obtencao dos extratos foi efetuada de acordo com Arokiyaraj et al. (2009)
com modificagdes nos solventes utilizados. O material botanico foi seco a
temperatura ambiente, em seguida foi moido em triturador elétrico, pesado e
armazenado. Em Erlenmeyer foi adicionado 15g da alga triturada, imerso em 150 ml
de éter, o extrato ficou sobre agitacdo manual por dez minutos, em seguida foi

envolvido com folha de aluminio, mantido na capela ao abrigo da luz e em
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temperatura ambiente por 24 horas, apds esse tempo procedeu-se a filtracao
utilizando filtro Whatman, seguindo se as sucessivas extragdes a frio. O extrato foi
evaporado sob vacuo em rotaevaporador até se obter massa pastosa que foi
acondicionada em vidros de penicilina, previamente pesados, e, em seguida de
armazenada em dessecador até se obter peso constante. A fracdo sélida foi
extraido, na sequéncia com cloroférmio, e acetona, seguindo-se a metodologia
descrita acima. Ao final da ultima extracdo, ao material seco foi acrescido, em
erlenmayer, 200 ml de agua destilada, em seguida o material foi submetido a banho-
maria a temperatura de 80 °C, por cerca de 90 minutos. Apds essa etapa o extrato

foi filtrado, armazenado em freezer - 80 °C até o processo de liofilizagao.

4.4 Cromatografia em Camada Delgada

A cromatografia em camada delgada foi realizada com placas de silica gel 60
F254 (Merck), utilizando 10 pL de cada extrato solubilizado em etanol na
concentracdo de 10mg/L, utilizando o sistema Diclorometano (CH,Cl,) e Acetato de
Etila (AcOEt) na proporcao 7:3(v.v), como fase moével. As placas passaram por
inspecao sob luz ultravioleta, nos comprimentos de ondas entre 254 e 365nm, em
seguida as placas foram reveladas com lodo, seguido de aquecimento em placa
aquecedora, para melhor visualizacdo das bandas e identificagdo do fator de
retencdo. Os compostos foram identificados por comparagao de seus fatores de

retencdo (Rf) com dados da literatura.

4.5 Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG - MS)

Os extratos etéreos de D. mertensis foram submetidos a analise em Cromatografo
gasoso acoplado a espectrdmetro de massas (Shimadzu QP 5050A acoplado a
coluna DB-5 (Agilent J &amp; W;30 m 0,25 mm 0,25 mm). Seguindo-se a
metodologia descrita por Pinheiro et al. (2019), com modificagdes. Foi injetado 1 pL
do extrato organico diluido 1:50, (v / v) em acetona. A amostra foi injetada no modo

splitless. A temperatura do forno foi ajustada em 70 °C por 4 min., e aumentada com
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taxa de 4 °C / min. até 280 °C, sendo mantida a esta temperatura durante 15 min. A
pressao da fase moével, hélio, foi mantida a 40 kPa, sob fluxo de 0.8 mL/min. e fluxo
total de 5.8mL/min. A interface com MS foi a 280 °C. Os espectros de massa foram
adquiridos a 70 eV em modo de ionizagdo por impacto de elétrons, com uma
velocidade de scan/s de m/z 30 a 450. Os compostos eluidos foram identificados por
comparagao entre os espectros de massa e os espectros de massa dos padrbes
auténticos disponiveis na biblioteca de referéncia NIST11 e, tudo integrado no
software GCMS Postrun Analysis Shimadzu. As areas de pico em cromatogramas
foram integradas a fim de obter a sinal ibnico total, e os valores foram usados para

determinar a proporcéo relativa de cada composto.

4.6 Avaliacao da Atividade Citotéxica

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio  (MOSMANN, 1983). As linhagens de
células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma mucoepiderméide
de pulmao humano) HCT-116 (adenocarcinoma colorretal humano) e MCF-7 (cancer
de mama humano) mantidas em meio de cultura DMEM. Os meios foram
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1% de solugcdo de antibidtico
(penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C em
atmosfera umida enriquecida com 5% de COa,.

As células MCF-7, HCT-116 e NCI-H292 (105 células/mL) foram plaqueadas
em placas de 96 pogos contendo e incubadas por 24 h. Em seguida as amostras
dissolvidas em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e posteriormente em meio de
cultura até a concentragao final de 0,1% foram adicionadas aos pogos. O farmaco
doxorrubicina (5 ug/mL) foi utilizada como padrdao. Apds 72 h de reincubagéao foi
adicionado 25 uL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubagéo, o meio de cultura
com o MTT foram aspirados e 100 uL de DMSO foi adicionado a cada pogo. A
absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de
560 nm.

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de

inibicdo foi calculada no programa GraphPad Prism 7.0.
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Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Amostras com atividade (95 a 100 % de inibicdo), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 70 a 90%) e sem atividade
(inibicdo de crescimento menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014).

4.7 Ensaio Cometa

Foram utilizadas 60 larvas de D. melanogaster da linhagem Oregon-R, em
terceiro estagio larval. Foram expostas a tratamento crénico por 24h, dispostas em
potes contendo 0.9g de puré de batata desidratada e o extrato etéreo que foi
escolhido por apresentar maior rendimento dentre os extratos, diluidos em agua,
Tween 80 e Etanol. Nas seguintes concentragbes 10,24 mg/mL, 5,12 mg/mL, 2,56
mg/mL, 1,28 mg/mL, além de um grupo controle negativo apenas com o solvente e
um controle positivo com ciclofosfamida (1mg/mL). Apds a exposi¢do por 24h
seguiu-se 0s seguintes passos:

¢ Preparacéao das laminas (previamente lixadas e banhadas em agarose);

¢ Retirada da hemolinfa das larvas tratadas, na presenga de anticoagulante
(EDTA).

e Centrifugagao do material bioldgico.

e Preparagado das laminas com o material bioldgico, etapa da lise celular,

processo de neutralizagao, processo de desidratacéo, eletroforese.

e Coloragao e analise ao microscopio de fluorescéncia dos danos genéticos.
Uma abordagem, que classifica os cometas em categorias de zero a quatro
foi utilizada, com base no comprimento de migragcdo e/ou na proporgao
relativa percebida de DNA na cauda (Figura 4), atribuindo um valor numérico
a cada classe de migracdo. Diante disso a extensdo média de migragédo de
DNA entre as células pode ser calculada gerando um indice e frequéncia de
dano (ID/FD), embora o parametro ID seja subjetivo ele é altamente
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correlacionado com as analises de imagem geradas pelos softwares (SILVA,

2012).
As laminas foram coradas com 50 mL de GelRed ™ diluido em agua destilada
(1: 500). Em seguida observadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss-lmager
M2), equipado com um filtro Alexa-Fluor 546 na ampliagao 400x. Segundo Collins et
al. (2014), o ensaio reflete o relaxamento do DNA super enrolado embebido em
agarose, e a migracdo do DNA de células individuais (nucleoides) expostas a
agentes genotoxicos. No total, 100 células foram inspecionadas (50 em cada uma

das duas laminas) para cada réplica, totalizando 300 células analisadas por local.

Figura 4 - Os cinco niveis de dano genético (0 a 4) com base no comprimento e

quantidade de DNA nas caudas dos cometas.

As imagens foram utilizando hemdcitos coletados de larvas de D. melanogaster coradas

com GelRed ™ sob microscopia de fluorescéncia.

Fonte: Vergosa et al. (2017), com permissao.

Orientagbes e recomendacbes internacionais para o Ensaio Cometa
consideram a analise visual dos cometas um método de avaliagdo bem validado
(TICE et al., 2000). A andlise estatistica final dos resultados foi feita através de
testes paramétricos ou nao paramétricos dependendo de os resultados
apresentarem ou nao distribuicdo normal: teste Kolmogov Smirnoff ou Kruskal-Wallis
(comparagbes multiplas). Utilizamos os softwares Statistica (versao 7.0) ou SAS
System (verséo 9.0).

Os dados foram analisados utilizando a analise de varidncia (ANOVA) e o

teste post hoc de Bonferroni no software STATA versao 1.2. Apds a avaliacdo dos
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requisitos da ANOVA relacionados a normalidade residual e homocedasticidade da

variancia. Diferencas estatisticamente significativas foram estabelecidas em P <0,05.

4.8 Teste de Mutacao e Recombinagao Somatica (SMART)

Para aplicagdo do teste SMART realizou-se o cruzamento padréo entre
fémeas fI’ e machos mwh que originou larvas com duas constituicbes genotipicas:
(i) mwh+/+ fi* (trans-heterozigotas); (i) mwh+/TM3, BdS 15 (heterozigotas TM3)
(FREI et al, 1992). As larvas permaneceram em tratamento por 48 horas
(tratamento crénico) no extrato etéreo das praias de Cupe, Itapuama e Ponta de
Pedras, diluidos em Tween 80, etanol e agua destilada, nas concentragbes 10,24;
5,12; 2,56; 1,28; 0,64; 0,32 e 0,16 mg/mL. O controle negativo foi realizado com
administracdo apenas dos diluentes da amostra. As moscas nascidas foram
retiradas dos tubos, contadas e lavadas em solugao fisiolégica e estocadas em
etanol 70%.

As asas trans-heterozigotas dos adultos eclodidos, cinco pares de fémeas e
cinco de machos (ACIOLE, 2012) foram retiradas do corpo com auxilio de pingas de
relojoeiro (n° 5), microscépio estereoscopico (lupa) e placa de Kline, mergulhadas
em solucédo de FAURE (preparada com 30g de goma arabica, 20mL de glicerol, 50g
de hidrato cloral e 50mL de agua), depois foram retiradas da solugao e distendidas
sobre a superficie de laminas de vidro, e mantidas por um periodo de 24 horas para
secagem, apos esse tempo colocou-se as laminulas (24 x 32 mm), contendo uma
gota da solugdo de FAURE, permanecendo por mais 24 horas pressionadas com
cubos de metal - com peso total de aproximadamente 400g - para uma perfeita
aderéncia das asas as laminas.

As analises foram realizadas com microscépio 6ptico com aumento de 400x,
para determinar quantitativamente o potencial recombinogénicos dos compostos,
pois em individuos com cromossomos estruturalmente normais, eventos mutacionais
e recombinacionais levam a formagédo de manchas unicas ou gémeas.

Em contraste, em individuos balanceadores heterozigotos, todos os eventos
recombinacionais sao eliminados devido a inversdes multiplas, e s6 eventos
mutacionais podem dar origem a manchas simples. A analise dos tricomas

presentes nas asas dos adultos permite a identificacdo de manchas de pelos
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mutantes: (i) simples mwh ou fi’ , quando somente um dos marcadores se
expressar e (ii) gémeas quando ambos os fenotipos mutantes - pelos multiplos
(mwh) e com a base alargada (fI’ ) - estiverem presentes. Os resultados foram
comparados aos tratamentos do controle negativo (sem os compostos) através do

teste estatistico Binomial Condicional Kastenbaum.

4.9 Teste Antioxidante — DPPH

O método do DPPH seguiu a metodologia adaptada por Brand-Williams et al.
(1995), com a modificagéo feita por, Furlan et al. (2015), os padrbes usados neste
teste foram: BHT, acido galico e quercetina.

Primeiramente preparram-se as solugbes de DPPH, utilizando 1,6 mg de
DPPH em volume final de 50 mL de metanol, do Acido Galico, obtida através da
dissolucédo de 1 mg de acido galico em 1 mL de metanol, do BHT utilizou 1 mg deste
produto dissolvido em 1 mL de metanol P.A e de Quercetina utilizando a mesma
propor¢gao dos outros padrbes, os extratos organicos algais foram dissolvidos
seguindo as mesmas propor¢des dos padroes.

Em seguida o material foi disposto em microplaca de 96 pogos, nas seguintes
concentragbes: 31.25, 62.5, 125, 250, 500 e 1000 ug/mL. As placas foram incubadas
por 30 min protegida da luz direta. Apds esse tempo, as amostras passaram por
leitura das absorbancias em leitor de ELISA a 25° no escuro, como os extratos

apresentaram coloragao esverdeada, precisou fazer o teste do branco da amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos Extratos

De acordo com a tabela 1 observa-se que a variacdo entre os extratos é
discreta quanto a porcentagem do rendimento, sendo mais evidente no extrato
aquoso. Essa variagao pode interferir nos resultados dos testes de forma positiva ou
negativa, como pode se observar nos dados obtidos da atividade citotoxica e

antioxidante.

Tabela 1 - Rendimento dos Extratos Brutos de Dictyota mertensii a partir da divisao
do peso do extrato dividido pelo peso de massa algal. Peso do extrato/ porcentagem

de rendimento.

PRAIA SOLVENTES
Eter Cléroférmio Acetona Agua
Cupe 1,16/7,73% 0,09/0,6% 0,1319/0,87%  0,86/5,76%
ltapuama 0,77/5,13% 0,07/0,46% 0,1320/0,87%  1,31/8,75%
P. de Pedras 0,095/6,33% 0,09/0,6% 0,1279/0,85% 0,82/5,51%

*Calculados de 15 g de p6 algal.

Essa variagdo pode ocorrer por fatores intrinsecos ou extrinsecos ainda nao
tdo bem estabelecidos, pois pode acontecer entre individuos dentro de uma mesma
populagdo (PAUL; VAN ALSTYNE, 1988a,b; PUGLISI; PAUL, 1997; MATLOCK et
al., 1999) ou entre populagdes da mesma espécie que crescem em diferentes
regides (PAUL; FENICAL, 1986, 1987; PAUL et al., 1987; PAUL; VAN ALSTYNE,
1988a), pode ocorrer ainda pela diferenga de profundidade no ambiente marinho
(GERWICK et al., 1985), pelo nivel de predacgao, (PEREIRA, 2004), ou por estresse
ambiental, tais como intensidade luminosa (CRONIN; HAY, 1996c¢) radiagao
ultravioleta (PAIVA et al., 1997) e dessecacao (RENAUD et al., 1990), fatores que

aumentam o estresse oxidativo dos organismos algais.
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5.2 Cromatografia em Camada Delgada

A analise cromatografica em camada delgada (CCD) demonstrou a possivel
presenca de diterpenos, Rf = 0,87 e 0,80, e esterois Rf = 0,50 (FREITAS, 2006). Na
(Figura 5) observam-se as bandas apds a revelagdo com lodo, em A, e B
visualizagdo sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254nm e 366nm. Na
(Figura 6) representacdo do Rf de cada banda apresentadas pelos extratos

analisados.

Figura 5 - CCD dos extratos de D. mertensii

A) placa na luz branca revelada com lodo, B) placa na luz Ultravioleta.
Fonte: A autora.

Figura 6 - Representacgéo do fator de retencdo de cada extrato.
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080 080 080 080 0,80

0,50 0,50 0,50 0,50
L= L= L (=]
D/M E H c A

D/M (Diclorometanico/Metandlico), E (etéreo) H (Hexanico), C (Cloroférmico) e A (Acetdnico)
Fonte: A autora.
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5.3 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometro de massas

A analise por CG-MS dos extratos revelou a presenca de um padrdo de picos
distinto para cada um dos extratos analisados, sendo mais complexo o extrato da
praia de Cupe. Constituido por 22 componentes distintos. Os mais concentrados
foram (picos 4, 7, 12, 19 e 22), (Figura 7, Tabela 2). O cromatograma da praia de
ltapuama apresentou um conjunto de 7 picos (Figura 9, Tabela 3). Ja o extrato de

Ponta de Pedras apresentou apenas trés picos (Figura 11, Tabela 4).

Figura 7 - Cromatograma em CG-MS do extrato etéreo de D. mertensii coletado na

praia de Cupe
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Fonte: A autora.

Tabela 2 - Composi¢ao do extrato etéreo de D. mertensii coletada em Cupe

Componente/Tr . Pico
. Composto (provavel) % base,
(min.)
m/z
1-224 n-pentadecano 1,45 57,1
7-metoxi-2,2,4,8-
2-248 tetrametiltriciclo[5,3,1,0(4,11)undecano 1,25 165.1
3-257 n-octadecano 1,18 57,1
4-26,2 Fenol,4,6-di(1,1-dimetiletil)-2-metil 9,5 205,2
5-325 Acido tridecandico 1,83 74,05
6-33,0 Acido propidlico 1,39 43,0

7-33,6 Acido palmitico 8,77 73,0
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8-344 Acido Miristico 1,19 88

9-37,6 Acido metil-palmitoléico 1,66 55,0
10-37,9 Ester metilado do acido miristico 2,79 74,1
11 - 38,6 Acido Trans-13-octadecendico 2,95 55,0
12 - 38,9 Acido tetradecandico 14,83 43,0
13-39,4 Acido octadecandico 1,21 55,0
14 - 39,7 Acido Pentadecandico 1,59 88,1
15-42,3 Acido oleico 4,18 55,0
16 -43,2 Acido 6-octadecandico 5,13 55,0
17 - 43,7 Acido eicosandico 0,64 55,0
18-43,9 Acido 9-etil- octadecanoico 2,25 55,1
19-457 5-azulenometanol 8,62 43,0

1H,2,8a-metanociclopentala]-

20 - 46,0 . . 2,26 93,0
ciclopropale]ciclodece-11-ona

21 -46,7 5-beta-pregnano 1,53 41,0

22 -494 Acetato de Colesta-5,7,9(11)-trien-3-ol 23,77 43,0

Fonte: A autora.

Foram identificados no extrato oriundo de ltapuama 22 componentes, dentre
os quais derivados do citosterol (20-22) e acidos graxos. Dentre estes o que
apresentou maior concentragao foi o pico 22, Acetato de Colesta-5,7,9(11)-trien-3-ol
(23,77%) (Figura 7), possivelmente um terpeno derivado do citosterol. Estes dados
estdo de acordo com Teixeira (2013) que relata a presencga no grupo Dictiota destas
classes de compostos e derivados terpénicos.

Figura 8 - Provavel estrutura do componente 22, Acetato de Colesta-5,7,9(11)-trien-
3-ol

CH,§

Fonte: A autora.

O extrato etéreo de D. mertensii, coletado na praia de ltapuama apresentou
um padrao distinto daquele observado para Cupe (Figura 8), caracterizando-se por

apresentar menos componentes. Foram identificados &cidos graxos (2-5) e
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derivados terpénicos do citosterol (7). Dentre estes o que apresentou maior

concentracéo foi o pico 3 (29,43%), acido tridecandico, figura 8.

Figura 9 - Cromatograma em CG-MS do extrato etéreo de D. mertensii coletado na
praia de ltapuama
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Fonte: A autora

Tabela 3 - Composicao do extrato etéreo de D. mertensii coletada em Itapuama

Com?rt:‘?:r)\telTr Composto (provavel) % P'c?nt;:se’
1-26,2 Fenol,4,6-di(1,1-dimetiletil)-2-metil 9,5 205,2
2-33,5 Acido palmitico 8,69 73,0
3-389 Acido tridecandico 29,43 43,0
4-431 Acido linoleico 10,87 55,0
5-43,2 Acido 6-octadecendico 16,06 55,0
6-45,7 5-azulenometanol 7,26 43,0
7-494 Acetato de Colesta-5,7,9(11)-trien-3-ol 18,19 43,0

Fonte: A autora

Figura 10 - Provéavel estrutura do componente 3, Acido tridecandico.

CHj

0]

Fonte: A autora
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O extrato oriundo da praia de Pontas de Pedra apresentou a menor
diversidade de componentes. Foram observados apenas trés picos, Tr 26,2; 38,8 e
43,2 (Figura 10). Estes componentes foram identificados como, fenol,4,6-di-(1,1-
dimetiletil)-2-metil, acido miristico e acido 6-octadecendico, respectivamente (Tabela
4), sendo o composto que apresentou maior concentracdo o Fenol,4,6-di(1,1-
dimetiletil)-2-metil (54,6%), estrutura descrita na figura 10.

As diferencas quantitativas e qualitativas nos extratos organicos das
diferentes praias avaliadas podem possivelmente estar relacionadas a acéao
antrépica. Nao foi identificada, entretanto, a presenca de componentes mencionados
na literatura como presentes na espécie, como derivados diterpénicos do Geranil
geraniol (Teixira V.L. 2013). Apesar disso, Fleury et al. (1996) descreve a presenca
derivados esteroides como o fucosterol e calinesterol para o grupo dictiota. Nossos
estudos demonstram a presenca de esteroide semelhante nos extratos de Cupe e

ltapuama.

Figura 11 - Cromatograma em CG-MS do extrato etéreo de D. mertensii coletado na

praia de Ponta de Pedra.
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Fonte: A autora
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Tabela 4 - Composicao do extrato etéreo de D. mertensii coletada em Pontas de

Pedras
Componente/Tr Pico base,
Composto (provavel) %

(min.) (m/z)
Fenol,4,6-di(1,1-dimetiletil)-2-

1-26,2 _ 54,6 205,2
metil

2-38,8 Acido Miristico 25,9 43,0

3-43,2 Acido 6-octadecendico 19,3 55,0

Fonte: A autora

Figura 12 - Provavel estrutura do componentes 1 e 3, Fenol,4,6-di(1,1-dimetiletil)-2-

metil e acido 6-octadecendico.

CH; OHH,C
H,C 31 "3\ _CHs
0§ = CH,4
HsC CHj
OH
CHj
1 3

Fonte: A autora

5.4 Avaliagao Citotdxica

De acordo com o método de anadlise descrito por Rodrigues et al. (2014) o
extrato algal que apresentou um melhor resultado, quando se comparam as
linhagens celulares foi o da praia do Cupe (C), seguido por Pontas de Pedras (PP) e
a linhagem celular mais sensivel foi a HCT-116 (adenocarcinoma colorretal
humano). Os trés extratos, no entanto, apresentaram um resultado inibitorio
significante, como mostra a (Figura 12), mas, distinto para as demais células. Sem
Cupe ativo frente a todas as linhagens, ponta de pedras ativo frente a HCT — 116 e
MCF - 7 e inativo frente NCI — H292. Esse padrao distinto de resposta pode ser
explicado por uma composicdo quimica diferente para os extratos. O que é

evidenciado nos dados de CG, que descrevem 22 compostos para o extrato etéreo
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de Cupe, enquanto Ponta de Pedras apresenta apenas 7 compostos e Itapuama 3.
Além disso o extrato de Cupe também apresenta um maior nivel genotoxicidade. Os
extratos obtidos com Diclorometano (CH>Cl,) e metanol (CH3OH) exibiram uma taxa
de inibicdo acima de 50% nas menores concentragdes frente as linhagens celular,
HEK e SARCOMA 180, observados na (Figura 13), porém o resultado desse extrato

€ inferior ao do extrato etéreo.

Figura 13 - Avaliagdo da taxa de inibicdo do extrato etéreo das praias de Cupe,
ltapuama e Pontas de Pedras, nas linhagens NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo humano), HCT-116 (adenocarcinoma colorretal
humano) e MCF-7 (cancer de mama humano), EPM (erro médio padrao).
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Fonte: A autora
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Figura 14 - Avaliagao taxa de inibicdo do extrato de CH,Cl, e CH3OH (Diclorometano
X Metanol), Cupe, frente as células tumorais de J774 (Sarcoma 180) e HEK (Células

do Rim Embrionario Humano)
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Fonte: A autora

5.5 Avaliagao da genotoxicidade

Os resultados mostram que o extrato etéreo de Cupe apresentou, nas
maiores concentracdes, uma taxa de indice e frequéncia de danos maiores que o
controle, e nas menores concentragcdes os indices eram maiores que o controle
(Tabela 5). Ja para na praia de Itapuama, as médias do indice de dano e da
frequéncia de dano, foram diminuindo de acordo com a diminuicdo das
concentragbes testadas (Tabela 7), mesmo assim, pode-se observar que a maior
concentracdo apresentou tanto ID quanto FD menores que o grupo controle.
Diferentemente das anteriores, a praia de Pontas de Pedras, demonstrou que
conforme a concentragao testada iria diminuindo o indice de dano e a frequéncia de
dano aumentavam, no entanto permaneceram bem abaixo do grupo controle em
todas as concentragdes (Tabela 9).

Segundo o teste estatistico ANOVA e o poés-teste Bonferroni, ndo houve diferencga
estatisticamente significativa quando comparadas as concentragdes testadas com o
grupo controle, conforme tabela 6, da praia de Cupe. Na praia de Itapuama, a
frequéncia de dano foi significativa em todas as concentragdes testadas, quando
comparadas com o grupo controle, pois apresentaram danos bem abaixo dos
demonstrados pelo controle negativo. E quando comparada a frequéncia de dano
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apresentada entre as concentragées 10,24 mg/mL e 1,28mg/mL, apresentaram
diferenca significativa (Tabela 8). Na praia de Pontas de Pedras, houve diferenga
estatisticamente significativa, tanto do ID quanto no FD, em todas as concentragdes
testadas em relagdo ao grupo controle negativo, uma vez que todas apresentaram
dados bem abaixo do controle negativo (Tabela 10).

Esses dados podem estar relacionados com a composi¢do quimica, essa
praia foi a que apresentou um maior rendimento dos extratos, € um maior nimeros
de compostos, sugerindo que a pouca atividade antropica na area tenha beneficiado

as algas da regiao.

Tabela 5 - Avaliacdo do ID e FD em larvas da linhagem Oregon-R de D.

melanogaster submetidas ao controle negativo e a diferentes concentragdes

(réplicas ) do extrato etéreo de Dictyota mertensii da Praia do Cupe/PE.
[1] Nivel de dano genético indice e frequéncia
de dano genético
0 1 2 3 4 *ID **FD %
Controle - 87 9 2 2 0 19 13
Controle - 88 7 2 3 0 20 12
Controle - 86 7 4 3 0 24 14
Média 87 7,67 2,67 2,67 0 21 13,00
Desvio Padrao 1 1,15 1,15 0,58 0 2,65 1,00
10,24 mg/mL 81 9 5 5 0 34 19
10,24 mg/mL 85 9 3 3 0 24 15
10,24 mg/mL 89 6 0 4 1 22 11
Média 85 8 2,67 4 0,33 26,67 15,00
Desvio Padrao 4 1,73 2,52 1 0,58 6,43 4,00
5,12 mg/mL 83 13 2 2 0 23 17
5,12 mg/mL 82 12 2 4 0 28 18
5,12 mg/mL 90 8 1 1 0 13 10
Média 85 11 1,67 2,33 0 21,33 15,00
Desvio Padrao 436 265 058 1,53 0 7,64 4,36
2,56 mg/mL 97 3 0 0 0 3 3
2,56 mg/mL 94 3 1 2 0 11 6
2,56 mg/mL 93 2 1 4 0 16 7
Média 94,7 2,67 0,67 2 0 10,00 5,33
Desvio Padrao 2,08 0,58 0,58 2 0 6,56 2,08
1,28 mg/mL 95 3 2 0 0 7 5
1,28 mg/mL 93 4 2 1 0 11 7
1,28 mg/mL 96 3 0 1 0 6 4
Média 94,7 3,33 1,33 0,67 0 8,00 5,33
Desvio Padrao 1,53 0,58 1,15 0,58 0 2,65 1,53

Fonte: A autora.
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Tabela 6 - Resultados com diagndstico estatistico pelo teste ANOVA e pds-teste
Bonferroni. Analise do ID (abaixo da diagonal) e FD% (acima da diagonal) em larvas
de D. melanogaster comparadas ao controle negativo e as diferentes concentragdes

do extrato etéreo de Dictyota mertensii da Praia do Cupe/PE.

Grupos Controle negativo  10.24 5.12 2.56 1.28

Controle negativo 1.000 1.000 0.093 0.093
10.24 1.000 1.000 0.023 0.023
5.12 1.000 1.000 0.023 0.023
2.56 0.350 0.033 0.308 1.000
1.28 0.163 0.016 0.144 1.000

* Diferenca significativa P <0,05
Fonte: A autora.

Tabela 7 - Avaliacdo do ID e FD em larvas da linhagem Oregon-R de D.

melanogaster submetidas ao controle negativo e a diferentes concentragbes

(réplicas *"°) do extrato etéreo de Dictyota mertensii da Praia de ltapuama/PE.
[1] Nivel de dano genético Indice e frequéncia
de dano genético
0 1 2 3 4 *ID **FD %
Controle - 87 9 2 2 0 19 13
Controle - 88 7 2 3 0 20 12
Controle - 86 7 4 3 0 24 14
Média 87 7,67 2,67 2,67 0 21 13,00
Desvio Padrao 1 1,15 1,15 0,58 0 2,65 1,00
10,24 mg/mL 91 4 2 3 0 17 9
10,24 mg/mL 91 5 1 3 0 16 9
10,24 mg/mL 92 3 2 3 0 16 8
Média 91,33 4 1,67 3 0 16,33 8,67
Desvio Padrao 0,58 1,00 0,58 0 0 0,58 0,58
5,12 mg/mL 92 3 2 3 0 16 8
5,12 mg/mL 93 1 2 4 0 17 7
5,12 mg/mL 92 5 1 2 0 13 8
Média 92,3333 3,00 1,66667 3,00 0 15,33 7,67
Desvio Padrao 0,58 2,00 0,57735 1,00 0 2,08 0,58
2,56 mg/mL 94 3 1 2 0 11 6
2,56 mg/mL 91 5 2 2 0 15 9
2,56 mg/mL 93 4 2 1 0 11 7
Média 92,67 4,00 1,67 1,67 0 12,33 7,33
Desvio Padrao 1,53 1,00 0,58 0,58 0 2,31 1,53
1,28 mg/mL 95 2 0 1 1 9 5
1,28 mg/mL 96 2 0 2 0 8 4
1,28 mg/mL 97 0 1 2 0 8 3
Média 96 1,33 0,33 1,67 0,33 8,33 4,00
Desvio Padrao 1 1,15 0,58 0,58 0,58 0,58 1,00

Fonte: A autora.
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Tabela 8 - Resultados com diagndéstico estatistico pelo teste ANOVA e pés-teste
Bonferroni. Analise do ID (abaixo da diagonal) e FD% (acima da diagonal) em larvas
de D. melanogaster comparadas ao controle negativo e as diferentes concentragdes
do extrato etéreo de Dictyota mertensii da Praia de Itapuama/PE.

Grupos Controle negativo  10.24 5.12 2.56 1.28
Lomiiiel s mezginge 0.003*  0.001*  0.000*  0.000*

10.24 0.118 1.000 1.000 0.002*
5.12 0.039 1.000 1.000 0.012
2.56 0.002%* 0.251 0.767 0.022
1.28 0.000* 0.004* 0.010

* Diferenca significativa P <0,05
Fonte: A autora.

Tabela 9 - Avaliacdo do ID e FD em larvas da linhagem Oregon-R de D.
melanogaster submetidas ao controle negativo e a diferentes concentragdes

(réplicas 2P°) do extrato etéreo de Dictyota mertensii da Praia de Pontas de
Pedras/PE
[1 Nivel de dano genético indice e frequéncia
de dano genético
0 1 2 3 4 *ID **FD %
Controle - 87 9 2 2 0 19 13
Controle - 88 7 2 3 0 20 12
Controle - 86 7 4 3 0 24 14
Média 87 7,67 2,67 2,67 0 21 13,00
Desvio Padrao 1 1,15 1,15 0,58 0 2,65 1,00
10,24 mg/mL 99 1 0 0 0 1 1
10,24 mg/mL 98 2 0 0 0 2 2
10,24 mg/mL 98 2 0 0 0 2 2
Média 98,33 1,67 0 0 0 1,67 1,67
Desvio Padrao 0,58 0,58 0 0 0 0,58 0,58
5,12 mg/mL 97 3 0 0 0 3 3
5,12 mg/mL 98 1 0 1 0 4 2
5,12 mg/mL 97 2 0 1 0 5 3
Média 97,33 2 0 0,67 0 4,00 2,67
Desvio Padrao 0,58 1,00 0 0,58 0 1,00 0,58
2,56 mg/mL 97 2 0 1 0 5 3
2,56 mg/mL 98 1 0 1 0 4 2
2,56 mg/mL 98 1 0 1 0 4 2
Média 97,67 1,33 0 1,00 0 4,33 2,33
Desvio Padrao 0,58 0,58 0 0,00 0 0,58 0,58
1,28 mg/mL 98 1 0 1 0 4 2
1,28 mg/mL 98 1 0 1 0 4 2
1,28 mg/mL 97 1 0 2 0 7 3
Média 97,67 1,00 0 1,33 0 5,00 2,33
Desvio Padrao 0,58 0,00 0 0,58 0 1,73 0,58
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Tabela 10 - Resultados com diagndstico estatistico pelo teste ANOVA e pés-teste
Bonferroni. Analise do ID (abaixo da diagonal) e FD% (acima da diagonal) em larvas
de D. melanogaster comparadas ao controle negativo e as diferentes concentragdes
do extrato etéreo de Dictyota mertensii da Praia Pontas de Pedras/PE.

Controle 1 5 2 1
negativo 0.24 12 .56 .28
Controle 0 0 0 0
negativo .000* .000* .000* .000*
10.24

Grupos

5.12

2.56

1.28

0.000*

234 .000 .000

* Diferenca significativa (P < 0.05).
Fonte: A autora.

5.6 Avaliagao Da Mutagenicidade

A curva de sobrevivéncia do teste SMART (Figura 18) foi criada para se
determinar a concentracdo minima letal. Entre as praias, Cupe apresentou uma
variagao maior no numero de sobreviventes. No entanto, pode-se observar que o
extrato etéreo ndo apresentou toxicidade significativa para individuos adultos de D.

melanogaster nas condigdes experimentais testadas.
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Figura 15 - Numero de adultos sobreviventes de D. melanogaster, apds exposi¢cao

ao extrato etéreo de Dictyota mertensii.
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Fonte: A autora.

5.7 Atividade Antioxidante

O teste antioxidante foi realizado com o intuito de se investigar quais dos
extratos possuiam uma atividade relevante na captura de radicais livres e
indiretamente se verificar em qual alga eventualmente haveria uma maior agresséo,
ou seja aquela em que o sistema de protecdo antioxidante estaria mais ativado.
Foram analisados todos os extratos das trés praias (Figura 22). Dos extratos
testados o aquoso apresentou uma menor atividade, os extratos, etéreo,
cloroférmico e acetbnico apresentaram resultados acima dos padrbes quercetina,
acido ascorbico e BHT, quando se compara os resultados entre as praias, Pontas de
Pedra apresenta um resultado superior aos demais, como a referida praia também
apresentou um baixo indice e frequéncia de dano avaliando a genotoxicidade, pode-
se inferir que tal extrato apresenta um alto poder antigenotoxico, considerando a
baixa citotoxicidade em células tumorais, principalmente quando se compara ao

extrato algal da praia do Cupe.
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Figura 16 - Taxa de captura de radicais livres por extratos, CP (Cupe), PP (Ponta de

Pedras),

IT (ltapuama), ET (Extrato Etéreo), CLO (Extrato Cloroférmico),

(Acetdnico), AQ (Aquoso), Q (Quercetina), AG (Acido Galico), BHT.
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Fonte: A autora

Esse fato pode explicar os resultados obtidos no DPPH, por Pontas de
Pedras que apresentar uma alta concentragao de Fenol,4,6-di(1,1-dimetiletil)-2-metil
na CG-MS, sendo o produto majoritario com 54,6% em sua composigao quimica.

Os resultados do antioxidante podem estar relacionados ainda ao nivel de
estresse ambiental sofrido pela alga, tais como; alta luminosidade e salinidade, agao
antropica e predacao (FREITAS et al., 2007). Esses fatores implicam na produgéo
de metabolitos, os quais respondem ao estimulo do meio, se area apresenta um alto
ataque por herbivoro, a alga comega a produzir metabolitos que afugentem os

predadores, foi o caso de ltapuama, e Pontas de Pedras.
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6 CONCLUSOES

A metodologia de extragao utilizada mostrou-se adequada.

A analise em CG/MS apresentou uma composigao diversa nos extratos de D.
mertensii em praias distintas. Vallim et al., (2005) retrata a variagdo na concentragéo
de metabolitos, e menciona que tais variagdes podem ocorrer devido a alteragdes no
meio, por exemplo a agdo antrdpica, ou alta taxa de herbivoria.

A citotoxicidade € um reflexo da composi¢gdo quimica dos extratos, Cupe
obteve uma alta taxa de inibicdo no crescimento de células tumorais, seguido por
Ponta de Pedras, e Iltapuama. Possivelmente este resultado pode estar relacionado
a maior variedade de componentes. As diferentes composi¢cdes quimicas podem
estar relacionadas a herbivoria, Alves (2011) e Teixeira (2013), mencionam esta
hipétese para este grupo de algas. Entretanto, ndo foi possivel se relacionar esta
composi¢ao a uma possivel agao antropica.

A genotoxicidade segue o mesmo padrdao do teste citotoxico, nela Cupe
apresenta uma taxa de indice e frequéncia de danos maior que o grupo controle, nas
concentracbes maiores. Os extratos etéreos das demais praias apresentam
resultados dose dependente, quanto menor a concentragdo menor o dano, esses
dados mostram que D. mertensii, tem um alto poder antigenotoéxico.

O DPPH revela que os extratos da praia de Ponta de Pedras apresentaram
uma otima agao antioxidante. Tais resultados podem estar relacionados aos niveis

de estresse ambiental que esses organismos sofrem.
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