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RESUMO

Os radicais livres e outros derivados ativos do oxigénio sao reconhecidos como
subprodutos naturais do metabolismo aerdbico. No entanto, as espécies reativas do
oxigénio participam diretamente de mecanismos relacionados a diversos estados
patolégicos como cancer, diabetes, aterosclerose, Alzheimer, Parkinson, entre outros. A
aplicacao tépica ou a administracao oral de antioxidantes tem sido uma das maneiras
de prevencao aos danos desencadeados pelo estresse oxidativo. As algas marinhas
representam uma importante fonte de substancias antioxidantes naturais, uma vez que
tém sistemas de defesa antioxidante bem desenvolvidos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar o potencial antioxidante, através do método de sequestro de radicais DPPH e do
sistema [B-caroteno/acido linoléico; mensurar o conteddo fendlico total, através do
método Folin-Ciocalteu; e determinar o perfil quimico por cromatografia em camada
delgada dos extratos brutos obtidos a partir de 26 espécies de macroalgas marinhas
coletadas em praias da costa sul e sudeste do Brasil. Os extratos que apresentaram
resultados relevantes quanto a atividade antioxidante foram analisados por RMN, para a
elucidacao dos seus compostos majoritarios. As espécies Spyridia clavata, Dictyota sp.
e Colpomenia sinuosa apresentaram atividade superior a 65% em ambos os métodos
utiizados para a avaliacdo da atividade antioxidante. Cryptonemia seminervis e
Amansia sp. se destacaram por obter resultados acima de 72% nas trés concentracdes
testadas pelo método DPPH. Por esse motivo, as duas espécies foram selecionadas
para o fracionamento guiado por bioensaios. Padina gymnospora, Sargassum vulgare e
Osmundaria obtusiloba apresentaram o0s maiores valores referentes ao conteudo
fendlico total (243,2; 252,65 e 569,33 mg EAG/ g extrato, respectivamente). A
caracterizagdo quimica dos extratos brutos revelou a presenca de esterdis e
substancias da classe dos aminoacidos na maioria das espécies de Rhodophyta
analisadas. Dentre as Ochrophyta, todas as espécies apresentaram fendis e derivados
aminados, e apenas uma delas nao apresentou esterdis em sua composicdo. Em todas
as espécies de Chlorophyta analisadas foi observada a presenca de derivados
aminados e fendis, e em apenas duas espécies nao foi constatada a presenca de
esterdis. As espécies Plocamium brasiliense (1), Amansia sp., Osmundaria obtusiloba,
Gracilaria cearensis, Spyridia clavata, Cryptonemia seminervis, Bostrychia tenella,
Codium taylorii e Dictyota sp. foram selecionadas para analise por RMN. Em P.
brasiliense (1), os majoritarios apresentaram um grande numero de hidrogénios ligados
a carbonos com heteroatomos e hidrogénios ligados a carbonos insaturados. A espécie
Dictyota sp. apresentou substancias terpenoidicas como metabdlitos majoritarios. As
demais espécies analisadas apresentaram substéncias lipidicas, como por exemplo,
acidos graxos, ésteres de acidos graxos, triglicerideos e esterbis como componentes
majoritarios. O fracionamento dos extratos das espécies Cryptonemia seminervis e
Amansia sp. constatou que a fracdo organica de ambas as espécies era responsavel
pela atividade antioxidante observada nos extratos. Os resultados obtidos através deste
trabalho indicam que as algas analisadas sdao uma fonte promissora de compostos
biologicamente ativos com propriedades antioxidantes.

Palavras-chave: Macroalgas marinhas. Antioxidante. Radicais livres.
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1. INTRODUCAO

A aplicagao tépica ou a administracao oral de antioxidantes tem sido uma das
maneiras de prevencdo aos danos desencadeados pelo estresse oxidativo. Neste
contexto, muitos estudos tém se desenvolvido visando a busca de antioxidantes
naturais, em substituicdo aos sintéticos, os quais demonstraram possuir efeitos téxicos
como, por exemplo, o BHT (butil-hidroxi-tolueno) e o BHA (butil-hidroxi-anisol),
comumente utilizados em alimentos processados (WANG et al., 2008).

Este trabalho tratard da busca por substancias antioxidantes provenientes de
macroalgas marinhas, as quais tém se mostrado organismos promissores como fonte
de novas biomoléculas. Nesse sentido, é importante discorrer sobre a origem e os
efeitos das espécies reativas do oxigénio, bem como sobre a importancia dos

antioxidantes.

1.1 RADICAIS LIVRES

O elemento quimico oxigénio tem um significado fundamental para os
organismos aerobios, pois participa na obtencao de energia na forma de ATP e de
reagdes bioquimicas e fisiolégicas importantes para o corpo humano (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

Apesar de essencial, o oxigénio também gera efeitos tdxicos, os quais sao
conhecidos desde o século XIX. Entretanto, a identificacdo dos radicais livres e outros
derivados ativos do oxigénio, causadores da sua toxicidade em organismos vivos,
somente foi possivel na década de 50, através de um trabalho pioneiro publicado por
Denham Harman (HARMAN, 1956). Harman propds a idéia de que o envelhecimento
seria resultado de danos causados por radicais livres. Essa teoria foi baseada na
observagao de que a irradiagdo em seres vivos induzia a formagéao de radicais livres, 0s
quais diminuiam o tempo de vida desses seres e produziam mudancgas semelhantes ao
envelhecimento (HIRATA, 2004). Quando os radicais livres foram reconhecidos como
subprodutos naturais do metabolismo aerdbico (cerca de 2-3% do oxigénio consumido

pela célula é convertido em radicais livres), Harman propds que o envelhecimento e as
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doencas relacionadas a ele, poderiam ser causados pelos efeitos em longo prazo dos
danos oxidativos, os quais, por sua vez, eram modificados por fatores genéticos e
ambientais (WICKENS, 2001).

As moléculas orgéanicas e inorganicas e os atomos que contém um ou mais
elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como
radicais livres (HALLIWELL, 1994). Essa configuracado geralmente faz dos radicais livres
moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas
(POMPELLA, 1997). Para atingir a estabilidade, os radicais livres reagem com as
moléculas estaveis mais préximas no intuito de capturar elétrons. Esta molécula, por
sua vez, perde seu elétron e se torna um radical livre (ZARDO, 2007). Uma vez que o
processo € iniciado, ele pode desencadear uma reacdo em cadeia, o que gera
peroxidagao lipidica, resultando em desestabilizagdo e desintegracdo das membranas
das células ou oxidacado de outros componentes celulares, como proteinas, lipidios e
DNA (HALLIWELL, 1994). Nesse sentido, a presencga de radicais livres no organismo
pode gerar ou complicar diversas patologias como cancer, diabetes, aterosclerose,
Alzheimer, Parkinson, entre outras (CHEW et al., 2008).

A oxidagao é parte fundamental da vida aerébica e do nosso metabolismo e,
assim, os radicais livres sdo formados em quantidades moderadas a todo momento no
organismo humano, como resultado do processo de respiracéo celular, que ocorre nas
mitocéndrias das células, a fim de gerar ATP (MATSUMOTO, 2008). A producéo de
radicais livres é contrabalanceada por uma producdo equivalente de mecanismos
antioxidantes visando neutralizar seus efeitos danosos. Quando essa neutralizacao nao
€ possivel devido a um desequilibrio causado pelo excesso de producao de radicais
livres e pela consequiente sobrecarga do mecanismo antioxidante, dizemos que ha uma
situacao de estresse oxidativo (SIES, 1993). Se essa condi¢do persistir por periodos
prolongados e o sistema de reparo ndo puder compensar o aumento da formacao de
biomoléculas danificadas oxidativamente, diversos danos celulares podem ocorrer num
organismo, seja ele humano ou nao (SPITZ et al., 2004).

A geracao de radicais livres pode ter fontes endoégenas e exdgenas. A respiracao
aerébica e as inflamacdes, por exemplo, sdo consideradas fontes endbégenas de
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geracao de radicais livres, enquanto o ozbnio, as radiagdes gama e ultravioleta, o
tabaco e a dieta sdo exemplos de fontes exdgenas (BIANCHI et al., 1999).

Em sua maioria, os radicais livres derivam do oxigénio e sdo denominados
genericamente de “Espécies Reativas do Oxigénio” (EROs) (MATSUMOTO, 2008).
Dentre as EROs, o radical superéxido (O2), o radical hidroxila (HO*) e o peréxido de
hidrogénio (H-O.) sdo formados em todas as células aerdbicas, enquanto a espécie
mais reativa, o oxigénio singlete, € formada pela excitacdo do oxigénio fundamental,
pela energia térmica ou fotoquimica, dissipada por substdncias “sensibilizadoras”
quando irradiadas com luz em comprimento de onda especifico (CHEW et al., 2008;
MATSUMOTO, 2008).

1.2 SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES

Para prevenir ou reduzir os efeitos do estresse oxidativo, 0 organismo esta
equipado com diversos mecanismos de defesa antioxidante. O sistema antioxidante
enzimatico constitui a primeira defesa endégena a agir aos ataques das espécies
reativas do oxigénio, impedindo sua formacgédo ou sequestrando-as de forma a impedir
sua interacdo com alvos celulares. Esse sistema antioxidante é formado por diversas
enzimas, como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (MATSUMOTO,
2008). Os antioxidantes do sistema ndo enzimatico necessitam, em sua maioria, ser
adquiridos pela alimentagdo. As vitaminas C e E, os compostos fendlicos e os
pigmentos carotendides sdo os antioxidantes nao enzimaticos mais eficientes na
eliminacado das EROs (MATSUMOQOTO, 2008).

Atualmente, a definicao mais aceita para antioxidantes é que seriam substancias
as quais, mesmo presentes em baixas concentragcées em relagdo ao substrato oxidante,
poderiam atrasar ou inibir as taxas de oxidacao (SIES, 1993). Estes antioxidantes estao
em permanente atividade no organismo, visto que a produgao de energia no mesmo €&
uma das principais causas da formacao de radicais livres. Blogueando o processo de
oxidacdo e neutralizando os radicais livres, as préprias substancias antioxidantes
tornam-se oxidadas, havendo uma necessidade constante de recarregar essas

substancias presentes em nosso organismo (ROCHA, 2004).
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Dentre as substancias antioxidantes produzidas pelos organismos, um dos
grupos mais importantes sdo os compostos conhecidos como produtos naturais ou

metabodlitos secundarios.

1.3 PRODUTOS NATURAIS

Para o entendimento do metabolismo secundario, é necessario compreender
primeiramente o metabolismo primario, o qual € composto por substancias envolvidas
nas fungdes vitais basicas de todo ser vivo como, por exemplo, a clorofila a das algas e
vegetais. Tais metabdlitos estdo envolvidos em processos que permitiram a
sobrevivéncia dos organismos e o aumento de sua complexidade e diversidade ao
longo da evolugao (TEIXEIRA, 2002).

Os metabdlitos secundérios, por sua vez, sdo classicamente definidos como
todos os compostos procedentes de um conjunto de processos que nao apresentam
distribuicao universal, por ndo serem necessarios a todas as espécies vegetais. Ainda
que o metabolismo secundario nem sempre desempenhe uma funcdo evidente na
manutencdo do ciclo de vida das plantas, seus produtos em geral apresentam
expressiva relevancia na interacao das plantas com o meio ambiente, sobretudo nas
interacoes mediadas entre plantas e fatores bidticos (TEIXEIRA, 2002). Os metabdlitos
secundarios exercem agao protetora em funcdo de estresses abidticos, como
mudancas de temperatura, conteddo da &agua, niveis de luz, exposicdo a radiacao
ultravioleta e deficiéncia nutricional (MATSUKAWA et al., 1997). Os produtos naturais
estdo envolvidos, portanto, em processos de adaptacdo das espécies ao meio
ambiente. Além disso, sabe-se que o0s processos mediados pelos metabdlitos
secundarios sdo os que determinam o0 sucesso dos organismos € 0 aumento da
biodiversidade nos sistemas, sendo de fundamental importancia adaptativa (TEIXEIRA,
2002).

Em geral, os organismos das areas tropicais exibem maior diversidade e
concentracdao de metabdlitos secundarios em relagdo aos que vivem em regides mais
frias. Isso significa dizer que a maior riqueza e producdo de metabdlitos secundarios
segue a mesma tendéncia observada para a producao de outras estratégias de defesa.
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A variabilidade geografica na producao de metabdlitos secundarios pode ser resultante
de diversos aspectos histéricos ou mesmo atuais. Dentre eles, pode-se destacar a
histéria prévia de herbivoria ou predacao, fatores fisicos como luz e nutrientes,
interacdo com competidores e patdgenos, diferenca ou estrutura genética entre
populacoes, etc. (PEREIRA, 2002).

Os produtos naturais tém sido fonte de alimento, fragrancias, pigmentos,
inseticidas, cosméticos, remédios, etc. Tém uma importancia indiscutivel, ja& que mais
de 25% dos farmacos comercializados sao drogas derivadas de produtos naturais de
plantas e cerca de 12% oriundos de microorganismos (TEIXEIRA, 2002).

Os produtos naturais tém sido cada vez mais estudados e uma de suas fontes
promissoras € o oceano. No ocidente, as pesquisas na area de produtos naturais
marinhos comecaram na década de cinglenta com o trabalho pioneiro de Bergman
(BERGMAN et al., 1951). Nos anos sessenta, o aumento da necessidade de outros
farmacos para controlar novas doengas, bem como a resisténcia de microorganismos a
terapéutica ja existente, representava um estimulo a procura de novas fontes néo
convencionais de produtos naturais marinhos bioativos (KELECOM, 2002).

Alguns produtos naturais de origem marinha se destacam por estarem em
desenvolvimento clinico como, por exemplo, o composto Bryostatina-1, isolado de um
briozoario e em desenvolvimento clinico para tratamento do cancer (HAEFNER, 20083).

Dentre os organismos que representam fontes importantes de produtos naturais
marinhos, as algas se destacam por possuir diversas atividades potenciais. Metabdlitos
secundarios isolados desses organismos ja mostraram ter, por exemplo, potencial
antioxidante (CHEW et al., 2008), antileishmania (FREILE-PELEGRIN et al., 2008),
contra a dengue (HIDARI et al., 2008), antincrustante (BARBOSA et al., 2007),
neuroprotetora e antinflamatéria (DA-QING et al, 2006), citotoxica (TSUDA et al.,
2005), anti-herpes (GHOSH, et al., 2004), entre outros.

Dentre os produtos naturais com atividade antioxidante de maior incidéncia e
relevancia estdo os compostos fendlicos, substancias com ampla distribuicdo no reino
vegetal, sendo conhecidas atualmente mais de 8.000 estruturas. Sao definidos como
metabdlitos secundarios que possuem um ou mais anéis aromaticos com um ou mais

substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (MATSUMOTO, 2008).
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Os polifendis tém sido objeto de estudo de muitas pesquisas por estarem
associados a prevencao de doencas crOnico-degenerativas, como aterosclerose e
cancer. A bioatividade dos fendlicos pode estar relacionada a uma provavel atividade
antioxidante, que é associada a prépria natureza quimica deste grupo de compostos, 0s
quais sao considerados, em geral, bons agentes sequiestradores de EROs devido a sua
estrutura (RICE-EVANS et al., 1996).

1.4 MACROALGAS MARINHAS

As macroalgas ou algas macroscopicas sao organismos que recebem essa
denominagdo por apresentarem dimensdes visiveis a olho nu. Algumas espécies
podem apresentar uma relativa diferenciacao de tecidos, como estruturas de fixacéao,
por exemplo, mas nunca a formacao de érgaos verdadeiros. Quando essa diferenciacao
ocorre, ela se situa num nivel rudimentar quando comparada as plantas vasculares.
Todas as macroalgas sao eucariéticas e autétrofas. Elas possuem habitos bentdnicos,
apesar de existirem espécies capazes de sobreviver flutuando na agua, durante parte
ou a totalidade de sua existéncia como, por exemplo, as espécies do género
Sargassum, que flutuam nas proximidades do golfo do México, formando o mar dos
Sargacos (LOURENCO & MARQUES JUNIOR, 2002).

A classificacao das macroalgas dentro de um reino ainda é controversa. Alguns
autores as classificam como pertencentes ao reino Plantae enquanto outros, porém,
defendem sua classificacao dentro dos Protistas.

As macroalgas possuem diferentes estratégias de reproducdo, com alta
habilidade de dispersao dos esporos e capacidade de regeneracdo, além dos aspectos
de competicdo intra e interespecifica. Estas caracteristicas, muitas vezes, favorecem a
rapida colonizacdo do substrato, seja organico ou inorganico, tanto natural quanto
artificial (CORREIA et al., 2005).

A complexidade estrutural das macroalgas reflete a sua habilidade em sobreviver
em zonas como, por exemplo, costdes rochosos, onde estdo sujeitas a amplas

flutuacdes de umidade, temperatura, salinidade e luz, além da acao da arrebentacao
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das ondas e da acdo abrasiva das particulas de areia em suspensdo (RAVEN et al,,
1992).

A diversidade das macroalgas no ambiente marinho esta relacionada
diretamente com as condi¢ées ambientais, principalmente com a qualidade da agua e o
tipo de substrato disponivel para a fixacao dos esporos. Nas aguas rasas, a penetracao
da luz solar ocasiona o0 maior crescimento da epiflora, proporcionando o
desenvolvimento de um consideravel nimero de espécies de macroalgas marinhas.
Essa imensa diversidade de substratos vegetais favorece o surgimento das
comunidades fitais, bastante ricas em organismos tipicamente adaptados para viverem
associados a vegetais marinhos, incluindo inimeros organismos errantes e outros
sedentarios (CORREIA et al., 2005).

As macroalgas marinhas sdo amplamente encontradas ao longo do litoral
brasileiro, sendo o trecho considerado de maior diversidade e abundancia o nordeste do
Brasil até o norte do estado do Rio de Janeiro, com éareas providas de substrato
rochoso e aguas mais transparentes (OLIVEIRA et al., 2001) .

As algas marinhas bentbnicas sdo organismos que possuem uma grande
importancia econébmica na sociedade mundial e sao utilizadas, por exemplo, como
racdo animal, na area industrial (como ficocolbides), como fertilizantes em fazendas
proximas ao mar e na fabricacdo de compostos medicinais e cosméticos. De fato,
preparacoes a base de algas sao usadas ha séculos pelas populagdes devido as suas
propriedades medicinais. Algas pardas, como Laminaria sp., por exemplo, sédo efetivas
na cura do bocio, devido ao alto teor de iodo. Algumas algas sdo usadas como
vermifugos e outras para combater o escorbuto, como Porphyra sp. (LHULLIER, 2005).
As algas marinhas também sdo amplamente utilizadas na alimentacdo humana. Por
exemplo, a alga vermelha Porphyra sp. (nori) é utilizada no preparo de sushi, enquanto
Eucheuma sp. (agar-agar) e Laminaria japonica (kombu) sdo utilizadas como alimento e
na preparacao de carnes, peixes e sopas em diversos paises orientais (GUARATINI,
2008).

As macroalgas marinhas estao inseridas dentro de trés divisdes, de acordo com
a sua pigmentacao: Rhodophyta, Ochrophyta e Chlorophyta.
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1.4.1 Rhodophyta

A divisio Rhodophyta é composta pelas algas vermelhas, quase que
exclusivamente pluricelulares e marinhas (99%). Sao particularmente abundantes nas
aguas tropicais quentes, apesar de algumas espécies serem encontradas nas regides
mais frias do mundo (RAVEN et al., 1992). A principal caracteristica € a presenca de um
pigmento de natureza protéica em seus cloroplastos, a ficobilina, que mascara a cor da
clorofila a e fornece as algas vermelhas sua cor caracteristica (RAVEN et al., 1992;
VIDOTTI et al., 2004). Esse pigmento € particularmente bem adaptado a absorcao da
luz verde e azul-esverdeada que penetra nas aguas profundas, onde as algas
vermelhas estao bem representadas (RAVEN et al., 1992).

As Rhodophyta se caracterizam por apresentar principalmente talos em formas
filamentosas e laminares, com grande variagao de tamanho (CORREIA et al., 2005). As
paredes celulares da maioria das algas vermelhas incluem um componente interno
rigido, que pode ser celulose ou outro polissacarideo, e uma matriz mucilaginosa,
geralmente um polimero de galactose sulfatada, tal como agar ou carragenana. E esta
matriz mucilaginosa que confere as algas vermelhas a flexibilidade e a textura
escorregadia, caracteristicas deste grupo (RAVEN et al, 1992). A carragenana,
inclusive, representa um componente importante de interesse econémico, uma vez que
pode ser utilizada na fabricacdo de alimentos como iogurtes, sorvetes, achocolatados,
embutidos (salsichas, presuntos), gelatinas e geléias. Ela também é utilizada como
emulsificante e estabilizante e sua aplicacdo substitui 0 amido e a gordura na
preparagao de certos produtos alimenticios, com a vantagem de nao ser energética,
nao ter cheiro, cor ou sabor. O agar também representa um produto de importancia
econOmica, uma vez que é utilizado na fabricacdo de gomas, capsulas de vitaminas ou
como meio de cultura para uso em laboratorios de microbiologia (VIDOTTI et al., 2004).

As algas vermelhas constituem dentre as macroalgas o grupo com maior
diversidade de espécies, incluindo aproximadamente 6000 taxons (WAALAND et al.,
2004). No litoral brasileiro, 0 niumero de espécies de algas vermelhas tende a ser maior
do que o numero de espécies de algas verdes e pardas somadas (LOURENCO &
MARQUES JUNIOR, 2002).
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1.4.2 Ochrophyta

Nesta divisdo estdo inseridas as algas pardas ou marrons, devido a coloragéao
gue apresentam, cujos cromoéforos contém clorofila a e b, B-caroteno e pelo menos seis
xantofilas, sendo as fucoxantinas as mais caracteristicas (JOLY, 1976). Os compostos
majoritarios que formam as algas pardas sdo os acidos graxos e seus derivados
(LHULLIER, 2005).

As Ochrophyta sdo organismos quase que exclusivamente marinhos (exceto por
trés géneros bastante raros que vivem em agua doce). Ocorrem em sua maioria nos
mares de aguas frias, embora certos géneros sejam encontrados exclusivamente em
aguas tropicais (JOLY, 1976). Nos ambientes marinhos costumam colonizar a regido
infralitoral e areas com maior profundidade, porém, necessitam de grande intensidade
de luz solar para realizarem a fotossintese (CORREIA et al., 2005).

As algas pardas variam de tamanho, desde formas microscépicas até as maiores
algas marinhas conhecidas, denominadas kelps, as quais podem atingir mais de 60
metros de comprimento (RAVEN et al., 1992). Os kelps gigantes produzem um material
intracelular mucilaginoso, denominado acido alginico, cujas propriedades coloidais sao
aproveitadas, por exemplo, como estabilizante e emulsificante de alguns alimentos e
tintas e na preparacao de pomadas e suspensdes (RAVEN et al., 1992; VIDOTTI et al.,
2004).

1.4.3 Chlorophyta

Esta divisdo inclui as algas verdes, caracterizadas pela presenca de pigmentos
verdes caracteristicos nos seus cloroplastos: clorofila a e b, xantofilas e caroteno
(JOLY, 1967). Os carotendides produzidos sado utilizados como protecéo contra a luz
intensa (RAVEN et al., 1992). Constituem o grupo mais diversificado de todas as algas,
tanto na morfologia quanto no histérico de vida, apresentando aspectos arredondados e
laminares e talos com diversas aparéncias. Sdo extremamente abundantes nos

ambientes aquaticos, podendo habitar aguas doces ou salgadas. Também sao
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encontradas em solos Umidos ou troncos (PAULERT, 2005) e ainda sobre a neve
(RAVEN et al., 1992).

Apenas 10% das algas verdes ocorrem em ambientes marinhos. Apesar disso,
essas algas nao sao raras no mar e alguns géneros como, por exemplo, Ulva e Codium
sdo amplamente distribuidos em ambientes costeiros de todo 0 mundo (LOURENCO &
MARQUES JUNIOR, 2002). Nos ambientes marinhos, colonizam principalmente a
regiao entre-marés e areas com pouca profundidade, uma vez que posuem pigmentos
especificos 0os quais requerem luz em quantidades superiores em relacdo aos
pigmentos presentes nas algas de outras divisbes. Entretanto, podem ocorrer até
profundidades maiores, pois a distribuicdo vertical dessas algas esta diretamente
relacionada com a incidéncia da luz solar e inversamente proporcional a turbidez da
agua (WAALAND et al., 2004).

As algas verdes sdo conhecidas por sua capacidade de se desenvolver em
ambientes com condicbes adversas, apresentando-se muitas vezes como espécies
dominantes em ambientes sujeitos a variacoes extremas de salinidade. As Chlorophyta
também podem ser encontradas em areas sob impacto de poluicédo e, particularmente,
em ambientes eutrofizados (LOURENCO & MARQUES JUNIOR, 2002).

As algas verdes sdao comumente utilizadas como alimento devido ao alto
conteudo de vitaminas, B-caroteno e minerais (FLEURENCE, 1999). Ulva sp. e
Enteromorpha sp., por exemplo, sdo consumidas em paises asiaticos e, na Franca,

receberam autorizag&o para consumo humano como vegetais (PAULERT, 2005).

1.5 MACROALGAS MARINHAS E SEU POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Mais de 70% da superficie do planeta € coberta pelos oceanos. Além disso,
sabe-se que a vida na Terra teve sua origem no mar. Alguns cientistas afirmam que em
alguns ecossistemas marinhos como, por exemplo, nos recifes de coral e nas planicies
abissais, a diversidade biolégica € maior se comparada as florestas tropicais
(HAEFNER, 2003). A evolucdo e a sobrevivéncia destas espécies resultaram em
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organismos que produzem substancias Unicas com fung¢des ecoldgicas e fisiologicas
diversas (PINTO et al., 2002).

A imensa diversidade bioldégica encontrada no mar leva a crer que exista uma
variedade igualmente grande de produtos naturais ainda desconhecidos produzidos por
organismos marinhos, com atividades biolégicas que podem ser Uteis para a producao
de farmacos com grande eficacia e especificos para o tratamento de diversas
patologias humanas (HAEFNER, 2003).

Os organismos aerdbios, desde as cianobactérias até o homem, desenvolveram
uma série de mecanismos fisiolégicos e biomoleculares de defesa contra os efeitos das
espécies reativas do oxigénio. Nas células de organismos fotossintetizantes, esses
mecanismos estdo mais fortemente desenvolvidos em comparagdo a outras células,
uma vez que as membranas fotossintéticas (tilacoides) sao alvo primario para os efeitos
deletérios oxidativos, por conterem lipidios ndo saturados como elementos estruturais
majoritarios (ROCHA, 2007).

As algas marinhas estdo sempre submetidas a condicbes ambientais extremas
como, por exemplo, deficiéncia de nutrientes, alta salinidade, seca, temperaturas
extremas, rapidas variacoes de intensidade luminosa, radiagdo UV e concentracao de
O, e CO; ao longo da coluna de agua (LANGEBARTELS et al., 2002). Isso afeta o
metabolismo desses organismos fotossintetizantes, podendo resultar em estresse
oxidativo com producao de radicais livres e peroxidacéao lipidica. As macroalgas podem
responder a esse estresse com um aumento na producdo de diferentes antioxidantes,
como mecanismo de defesa, para proteger o cloroplasto das espécies reativas do
oxigénio e, assim, poderem sobreviver (NISHIDA, 1996; MATSUKAWA et al., 1997;
SHARMA & DAVIS, 1997). A existéncia de sistemas de protecdo antioxidantes em
macroalgas pode ser confirmada, por exemplo, pela auséncia de danos oxidativos nos
seus componentes estruturais (NAHAS et al., 2007). O fato de algumas algas secas
poderem ser estocadas por um longo periodo sem o perigo de deterioragdo oxidativa,
despertou o interesse dos pesquisadores em relacdo ao mecanismo antioxidante
presente nesses organismos (FUJIMOTO & KANEDA, 1980).

Muitos produtos naturais isolados de algas e animais marinhos tém apresentado

atividades promissoras para o uso como antioxidantes naturais em farmacos ou na
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industria alimenticia (ANGGADIREDJA et al., 1997; TAKAMATSU et al., 2003). Vérios
pesquisadores tém mostrado que nutrientes e produtos naturais que apresentam
atividade antioxidante possuem, inclusive, grande potencial antitumoral (AHERNE &
O’BRIEN, 2000; CALLISTE et al., 2001; MENSAH et al., 2001; CAl et al., 2004; LEE et
al., 2004).

O interesse inicial pelo estudo de substancias com atividade antioxidante em
algas surgiu no Japao, na busca de novos aditivos para alimentos, em substituicao
aqueles antioxidantes sintéticos, como o BHA e o BHT, os quais apresentaram efeitos
carcinogénicos, alteragdes enzimaticas e lipidicas em animais (WANG et al., 2008).

As algas vermelhas sao as principais produtoras de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos, cuja principal caracteristica € a sintese de substancias
halogenadas. Dentre o0s produtos naturais produzidos pelas algas vermelhas,
destacam-se os bromofendis encontrados em Polysiphonia urceolata, os quais
possuem reconhecida atividade antioxidante (LI et al., 2007).

As algas pardas constituem o grupo taxondmico mais conhecido em termos de
quimica de produtos naturais, sendo caracterizado pela presenca de polifendis e
hidrocarbonetos volateis e por seus esterdis e carotendides (TEIXEIRA, 2002). Dentre
os metabdlitos isolados de algas pardas, alguns também sao conhecidos por possuir
potencial antioxidante como, por exemplo, taondiol, isoepitaondiol, stypodiol,
stypoldione, sargaquinone e sargaol (NAHAS et al., 2007).

As algas verdes tém sido as menos estudadas dentre as macroalgas no que diz
respeito a produtos naturais. Seu rapido crescimento, com grandes populagcdes
estabelecidas, tem sido apontado como o principal fator que estrategicamente conduziu
a nao producdo de defesas quimicas de grande numero dos seus representantes
(TEIXEIRA, 2002). Apesar disso, estudos ja comprovaram a presenca de produtos
naturais com atividade antioxidante em algumas espécies como, por exemplo, Ulva
pertusa, que atribui tal atividade a polissacarideos presentes em sua composicao
(HUIMIN et al., 2006).
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1.6 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antioxidante de extratos brutos de macroalgas marinhas do
litoral brasileiro.

1.7 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o potencial antioxidante dos metabdlitos presentes nos extratos brutos
das macroalgas coletadas, através dos métodos de sequestro de radicais DPPH e do
sistema B-caroteno/acido linoléico;

b) Avaliar o conteddo fendlico total presente nos extratos brutos das macroalgas;

c) Determinar o perfil quimico dos extratos brutos de diferentes espécies de
macroalgas marinhas;

d) Identificar as substancias majoritarias presentes nos extratos ativos;

e) Contribuir para o conhecimento sobre produtos naturais de macroalgas do
litoral brasileiro, em relacao a sua caracterizagao quimica e atividade biolégica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DOS LOCAIS DE COLETA

As macroalgas foram coletadas no litoral do Parana (Praia do Limoeiro), no litoral
do Rio de Janeiro (Praia Rasa, Praia do Forno e Praia dos Cavaleiros) e no litoral do
Espirito Santo (Praia de Ubu), conforme Figura 1.

Segundo OLIVEIRA et al. (2001), os locais onde foram realizadas as coletas das
macroalgas marinhas para o presente trabalho, podem ser enquadrados dentro de duas
diferentes zonas de agregados ficofloristicos:

J Zona nordeste-oriental: seus limites compreendem a costa oeste do Ceara e o
norte do Rio de Janeiro. Essa regido abriga a flora mais diversificada do pais e é
caracterizada por aguas oligotréficas e abundancia de substratos duros propicios ao
crescimento de algas bentbdnicas.

J Zona sudeste: estendendo-se de Cabo Frio (RJ) até a llha Bela (SP). Porém,
nao ha razdes significativas para ndao estender esta area até o sul da llha de Santa
Catarina. Esta regidao se caracteriza por sua grande disponibilidade de substrato
rochoso, tanto na borda continental, recortada por inUmeras baias e enseadas, com
praias pequenas separadas por espordes rochosos, como também nas numerosas ilhas
e ilhotes que ocorrem na regido. A flora é rica, embora menos diversificada que a da
zona anterior. Nesta regido a vegetacao mais exuberante fica restrita a zona das marés
e até uns poucos metros (5-10 metros) abaixo do nivel 0.0. Dentro desta zona talvez
fosse conveniente reconhecer mais um enclave, geograficamente muito limitado,
representado pela ocorréncia de areas sujeitas regularmente ao afloramento de aguas

frias durante o verao na regiao de Cabo Frio.
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FIGURA 1: LOCALIZAGCAO DAS PRAIAS DE COLETA
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2.2 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

As macroalgas foram coletadas manualmente, entre a faixa de 30 cm e 1,5 m de
profundidade, através de mergulho de apnéia. Conforme demonstrado na Tabela 1, as
coletas foram realizadas nos dias 16 de novembro de 2006 na Praia dos Cavaleiros -
cidade de Macaé, litoral norte do Rio de Janeiro; no dia 18 de novembro na Praia do
Forno e nos dias 18 de novembro e 13 de dezembro de 2006 na Praia Rasa - ambas
localizadas em Buzios, Rio de Janeiro; no dia 04 de janeiro de 2007 na Praia do
Limoeiro - llha do Mel, Parana e no dia 10 de janeiro de 2007 na Praia de Ubu - em

Anchieta, Espirito Santo.

TABELA 1: LOCAIS E DATAS DE COLETA

16 Nov |18 Nov |13 Dez |04 Jan 10 Jan

2006 2006 2006 2007 2007

Macaé (RJ) Praia dos Cavaleiros

Praia do Forno

Buzios (RJ)
Praia Rasa
llha do Mel (PR) Praia do Limoeiro
Anchieta (ES) Praia de Ubu

Os locais de coleta foram escolhidos por apresentarem reconhecida diversidade
e/ou abundancia de macroalgas. Porém, a coleta do material ficologico ndo seguiu
nenhum desenho amostral pré-determinado. Foram coletadas algas de substrato
rochoso (Praias dos Cavaleiros, do Forno e de Ubu) e arenoso (Praias Rasa e do
Limoeiro), em quantidade visivelmente suficiente para que cada espécie apresentasse
uma biomassa minima requerida para a preparacao dos extratos.

Apés a coleta, as macroalgas foram mantidas em agua do mar e conservadas
em caixas de isopor. O material foi transportado em seguida para o laboratério do
GPNOA (Grupo de Produtos Naturais de Organismos Aquaticos), no Nucleo em
Ecologia e Desenvolvimento Sécio-Ambiental de Macaé (NUPEM/UFRJ), onde as algas
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foram triadas e separadas de sedimento, epifitas e fauna acompanhante, sendo, em
seguida, colocadas sobre papel absorvente para drenar o excesso de agua.

Para a identificagcdo taxonémica, exemplares do material triado foram separados
e analisados pela Prof®. Dr?. Lisia Ménica Gestinari (NUPEM/UFRJ). As exsicatas de
todas as espécies coletadas foram depositadas na Colecao do Herbario do Instituto de
Biologia da UFRJ.

2.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS (EBs)

Todos os espécimes foram secos separadamente a sombra e em temperatura
ambiente (para evitar fotdlise e termodegradacdo dos metabdlitos). As algas verdes
pertencentes ao género Codium foram secas separadamente com o auxilio de um
liofilizador. O material seco foi triturado com a ajuda de um liquidificador para uso
doméstico, a fim de aumentar sua superficie de contato com os solventes e melhorar a
eficiéncia das extracdes. Em seguida, todo o material triturado foi pesado para posterior
calculo de seu rendimento, de acordo com a equacao:

Massa Inicial EB --- 100 %

Massa Final EB --- x %

Para a obtencado dos extratos brutos, foi adicionada uma mistura dos solventes
organicos diclorometano (CH.Cl,) e metanol (MeOH), na proporcédo 1:1, aos frascos
contendo os materiais triturados. O uso desses solventes na preparacado dos extratos
seleciona dentre todas as substancias presentes nas macroalgas aquelas com média
polaridade ou apolares (lipofilicas), como, por exemplo, terpendides e acetogeninas, ja

descritas na literatura como moléculas antioxidantes.

O volume dos solventes utilizados nas extracbes de cada espécie nao foi pré-
determinado. Ele deveria ser o suficiente para encobrir todo o material triturado dentro
do frasco. Apdés adicionada a mistura de solventes ao material, os frascos foram
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conservados em geladeira por trés dias a fim de evitar a evaporagao dos solventes e a
degradacao dos produtos. Apds esse periodo, o conteldo de cada frasco foi filtrado,
com o auxilio de algodao para reter as particulas residuais. Os procedimentos de
extracdo das macroalgas e filtracao foram repetidos quatro vezes para cada espécie,
sempre utilizando o mesmo volume de solvente utilizado inicialmente. Apds a ultima
filtracdo, os solventes foram completamente evaporados em capela e o material seco

(extrato bruto) foi pesado para o calculo de rendimento.

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.4.1 Método do sequestro de radicais DPPH

O potencial antioxidante de todas as amostras foi determinado, inicialmente, de
acordo com o método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), que é um radical livre
estavel na forma soélida, soluvel em solventes polares (etanol e metanol) e pode ser

obtido através da oxidacao da difenilpicrilidrazina, conforme apresentado na Figura 2:

NG, NG,
T
N—N PO N—N
O.N NO, O:N NG,
(A) (B)

FIGURA 2: REACAO DE OBTENGCAO DO DPPH (B) ATRAVES DA OXIDAGCAO DA
DIFENILPICRILIDRAZINA (A)

O ensaio com o DPPH foi sumarizado e introduzido nos anos 50 por Marsden
Blois (BLOIS, 1958) e vem sendo utilizado até hoje, por ser um método eficiente e
pratico para a avaliacdo da atividade antioxidante. O DPPH, quando em solucao,
apresenta coloracao violeta com forte absor¢édo em torno de 515 - 517 nm e apresenta
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paramagnetismo, conferido pelo elétron desemparelhado. Assim, ao receber um elétron
ou um radical hidrogénio, seu elétron passa a ser pareado, tornando-se uma molécula
diamagnética. O principio dessa metodologia é baseado na mudanca de coloracédo da
solucao com DPPH, que de violeta se torna amarelada, devido ao sequiestro do radical
pela substdncia antioxidante. A descoracdo resultante est4 relacionada
estequiometricamente com o numero de elétrons aceito. Dessa forma, pode-se avaliar a
capacidade redutora ou antiradical de substancias, sintéticas ou naturais, com potencial
para serem usadas como antioxidantes, através da interagdo com o DPPH, resultando
na formacao irreversivel do produto hidrogenado (hidrazina), que é incolor. Em suma, a
atividade antioxidante da amostra é determinada através da capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH.

Para a realizacdo do ensaio utilizando o DPPH as amostras foram analisadas de

forma qualitativa e quantitativa.

2.4.1.1 Analise Qualitativa

Para as analises qualitativas, os extratos foram analisados inicialmente por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando como agente revelador uma
solucdo preparada com etanol e DPPH na concentragdo de 200 pg/mL. As
cromatoplacas referentes a essa andlise foram organizadas em algas vermelhas,
pardas e verdes. Como padrdes positivos, foram utilizados a quercetina (Merck), o
acido galico (Merck) e a preparacao farmacéutica do extrato de Gingko biloba
(Tanakan), os quais seguiram 0s mesmos procedimentos de aplicacao, eluicdo e
revelacdo da caracterizacdo quimica dos extratos (item 2.6). Em seguida, as
cromatoplacas foram aquecidas em estufa a 60°C por aproximadamente cinco minutos.
O principio das cromatoplacas reveladas com uma solugao contendo DPPH é o mesmo
seguido pela caracterizagao quimica, a qual utiliza outros reveladores. Na presencga de
substancias com propriedades antioxidantes nos extratos aplicados nas cromatoplacas,

a coloracéao violeta desaparece, tornando-se visivelmente amarelada.
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2.4.1.2 Analise Quantitativa

A andlise quantitativa para a avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada
utilizando a reagcdo com o DPPH na mesma concentracdo citada na analise qualitativa
(200 pg/mL). Todos os extratos foram solubilizados em etanol e avaliados em trés
concentragdes diferentes: 1,0; 0,1 e 0,01 mg/mL. Os padrdes positivos utilizados foram
a quercetina (Merck), o acido galico (Merck) e a preparagao farmacéutica do extrato de
Gingko biloba (Tanakan), também nas concentragdes citadas acima. O branco utilizado
foi preparado com etanol puro. Para cada diluicdo, os testes foram realizados em
triplicata. As amostras foram alocadas em uma microplaca de poliestireno com 96
cavidades (Figura 3) e homogeneizadas em mesa agitadora durante 1 hora.

> 72\ ""\ ‘ V-“\'_\‘\',)‘
FIGURA 3: MICROPLACA COM 96 CAVIDADES

Para determinar as absorbancias, foi utilizado um espectrofotobmetro de
ultravioleta com leitor de microplaca (Cary 50, Varian) (Figura 4) no comprimento de
onda de 517 nm, no qual o radical difenilpicrilhidrazina apresenta o maximo de

absorcéo.

FIGURA 4: ESPECTROFOTOMETRO DE UV
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A expressao dos resultados foi dada através do calculo da média das
absorbancias e o percentual de atividade antioxidante foi calculado segundo TAIT et al.
(1996):

AA = (100 x A) / controle

Onde:
A = (controle — amostra),
controle = média das absorbéancias do DPPH,

amostra = média das absorbancias das amostras de mesma espécie.

2.4.2 Sistema B-caroteno/Acido Linoléico

O sistema de oxidacdo do B-caroteno/acido linoléico foi originalmente descrito
por MARCO (1968) e posteriormente modificado por MILLER (1971). Esse método
avalia a atividade de inibicao de radicais livres gerados durante a peroxidacao do acido
linoléico. Ele esta fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloracao
(oxidacao) do B-caroteno induzida pelos produtos da degradacédo oxidativa do acido
linoléico. Em outras palavras, esse sistema é capaz de determinar o potencial de uma
amostra ou composto em proteger um substrato lipidico da oxidagao.

Inicialmente foi preparada uma mistura reativa através da adicdo de 20 uL de
acido linoléico, 200 mg de Tween 20, 25 uL de solucao de B-caroteno a 2,0 mg/mL em
cloroférmio e 500 pL de cloroférmio. Posteriormente, a mistura foi submetida a completa
evaporacao do cloroférmio. A esta mistura isenta de cloroférmio, adicionou-se 20 mL de
agua previamente saturada com oxigénio durante 30 minutos e agitou-se
vigorosamente. Para determinar as absorbancias, foram colocados em uma microplaca
de 96 pocos 250 pL da mistura preparada e 10 yL da amostra a 2,0 mg/mL em MeOH.
Para o branco, foram utilizados 250 pL da mistura e 10 uL de MeOH. O padréao utilizado
foi o BHT nas concentracbes 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg/mL. As absorbancias foram
lidas através do espectrofotémetro de UV com leitor de microplaca (Cary 50, Varian) a
470 nm logo apo6s a preparacao das amostras (Absinicia) € apds 17h de incubagao a
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45°C (Abssina). A incubacao da microplaca a temperaturas elevadas acelera a reagao de
oxidacao do sistema. Os resultados foram expressos como porcentagem, de acordo

com a féormula abaixo:

Aam = AbSiniciat — AbSfinal
Ac = AbSinicial — AbSfinal
AA (%)= 100- [(Aam - Ac) x 100]

Onde:
Aam = absorbancia da amostra,
Ac = absorbéancia do controle.

2.5 DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

O conteudo fendlico total dos extratos brutos das macroalgas foi determinado de
acordo com a andlise colorimétrica de Folin-Ciocalteu (KARAGOZLER, 2008). As
amostras foram preparadas com 1,0 mg de extrato solubilizado em 1,0 mL de etanol.
Uma aliquota de 30pL foi utilizada e a ela foram adicionados 4,6 mL de agua destilada
e em seguida 0,1mL do reagente Folin- Ciocalteu. Apés 3 minutos de repouso em local
escuro, foram adicionados 0,3 mL de solucao de carbonato de sédio a 2%. A curva
padrao utilizada foi preparada com 7 diferentes concentracdes de acido galico em
etanol (10; 50; 100; 150; 200; 250; 300 pug/mL). O branco utilizado foi preparado com
etanol puro. O teste foi realizado em triplicata e, portanto, trés aliquotas de cada
amostra foram alocadas em uma microplaca de poliestireno com 96 cavidades e
homogeneizadas, no escuro, em mesa agitadora durante 2 horas. Para a leitura das
absorbancias, foi utilizado um espectrofotébmetro de ultravioleta com leitor de microplaca
(Cary 50, Varian) no comprimento de onda de 760 nm. O conteudo fendlico total dos
extratos foi calculado a partir da equacao de regressao da curva de calibracdo abaixo.
Os resultados foram expressos em mg de &cido galico equivalente por grama de

extrato.

Abs7sonm = 0,0008 (acido galico)mg + 0,0001
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2.6 ANALISE DOS PERFIS QUIMICOS DOS EXTRATOS BRUTOS

A fim de caracterizar o perfil quimico das diferentes espécies de macroalgas
coletadas, todos os extratos brutos foram analisados pela técnica de cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando-se cromatoplacas de silica gel 60 Fos4 em Aluminio,
espessura 0,2 mm (Merck).

Para a analise por CCD, os extratos brutos foram alocados em trés grupos: algas
vermelhas, pardas e verdes. As placas foram eluidas em cubas com diferentes misturas
de solventes: cloroférmio (CHCI3)/acetato (AcOEt) 7:3; CHCIs/AcOEt 8:2; CH.Cl./AcOEt
8:2; CHCI3; 100% e butanol:acido acético:agua (BAW) 8:1:1. A utilizacdo de eluentes
com diferentes polaridades visa encontrar o melhor sistema de eluicdo para as
amostras visando a melhor separacao dos diferentes constituintes nos extratos.

Apos a eluigéo, as placas de CCD foram inicialmente analisadas através de
inspecao sob lampadas de luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 nm e 365
nm. Em seguida, as placas foram borrifadas com diferentes reagentes reveladores e
aquecidas sobre placa elétrica para ocorrer a reagédo cromogénica. O primeiro revelador
utilizado foi uma solugdo preparada com 2% de sulfato cérico (CeSO4) em acido
sulfarico (HoSO,4). Esse reagente é considerado um revelador universal, agindo pela
oxidagdo do sulfato cérico e do &cido sulfurico e revelando diferentes classes de
substancias como esteroides, terpenos e flavondides (Figura 5). Posteriormente, foram
utilizados trés diferentes reveladores especificos: para identificar a presenca de
esterdides nos extratos, foi utilizada uma solucao de 25% de acido tricloroacético (TCA)
como agente revelador; para a identificagdo de fendis, foi utilizado o cloreto férrico e
para a identificacdo de aminoacidos (Figura 5) e aminas, foi utilizada uma solucao de

ninhidrina em etanol a 2%.
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FIGURA 5: ESTRUTURAS QUIMICAS DE ESTEROL (A), TERPENO (B),
FLAVONOIDE (C) E AMINOACIDO (D)

2.7 IDENTIFICAGCAO DAS SUBSTANCIAS MAJORITARIAS DOS EXTRATOS
BRUTOS SELECIONADOS

Os extratos brutos que obtiveram maior potencial antioxidante, de acordo com as
andlises qualitativas e quantitativas com o DPPH, foram selecionados para a analise
por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *C e 'H. A analise por RMN permite
identificar a classe quimica a qual a substancia majoritaria presente na amostra

pertence.

2.8 FRACIONAMENTO DE EXTRATOS BRUTOS ATIVOS

Dentre os extratos com maior potencial antioxidante, duas espécies foram
escolhidas para obtencéao e identificacdo de produtos ativos. O fracionamento foi guiado
por bioensaios. Os extratos das algas Cryptonemia seminervis e Amansia sp. foram
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submetidos a uma particao liquido-liquido com diferentes solventes organicos. Quatro
diferentes fracdes foram obtidas: fracdo em THF (solvente: Tetrahidrofurano), fracdo em
acetato (solvente: acetato de etila), fragdo butandlica (solvente: butanol) e fracao
aquosa (solvente: agua).

Apbs a evaporacdo dos solventes, todas as fragbes descritas acima foram
submetidas a cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando sulfato cérico como
agente revelador, para a visualizacdo dos seus perfis quimicos. As fracbes que
apresentaram perfil quimico semelhante foram reunidas.

A partir da comparagao entre os diferentes perfis quimicos obtidos com a
particao liquido-liquido, uma das fragdes se mostrou mais interessante quimicamente
devido a sua alta concentracdo de substancias. Tal fracao foi, portanto, selecionada
para se submeter a cromatografia em coluna preparativa (CC).

Inicialmente, a fracdo selecionada foi semipurificada através de sua filtracdo
sobre silica gel com solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato
de etila e metanol). As fracdes resultantes da cromatografia em coluna foram recolhidas
separadamente de acordo com as diferentes tonalidades de cor observadas na coluna.
Em seguida, todas as fragcdes obtidas na CC foram submetidas novamente a
cromatografia em camada delgada (CCD) e aquelas que apresentaram perfis quimicos
semelhantes foram reunidas.

As fracdes resultantes do fracionamento das duas espécies selecionadas foram
submetidas a analise qualitativa, por CCD, e quantitativa com o radical DPPH, para a
avaliacado da atividade antioxidante. A partir dai, foi possivel inferir qual das fragdes era
responsavel pela atividade antioxidante verificada no extrato bruto.

A Figura 6 apresenta resumidamente todas as etapas seguidas neste projeto
para avaliacdo do potencial antioxidante dos produtos naturais de macroalgas

marinhas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estresse oxidativo pode ser apontado como um dos fatores responsaveis pelo
desenvolvimento de inUmeras patologias em humanos, especialmente as
cardiovasculares e o cancer (CHEW et al, 2008). Atualmente, a terapia com
substancias antioxidantes, que atuam diminuindo ou inibindo a oxidag¢ao dos lipidios e
outras moléculas, bloqueando o inicio ou a propagacdao de reacdes oxidativas em
cadeia, vem se mostrando bastante eficiente (TIWARI, 2001). Dados na literatura
correlacionam a atividade antioxidante de plantas com caracteristicas antiinflamatérias
das mesmas (SADIQUE et al., 1987; RECIO et al, 1995). Assim sendo, organismos
contendo substancias com atividade antioxidante, a exemplo das algas deste estudo,
poderiam inclusive ser utilizadas na terapia de processos antiinflamatérios. Além disso,
varios pesquisadores tém mostrado que nutrientes e produtos naturais que apresentam
atividade antioxidante possuem também grande potencial antitumoral (CAl et al., 2004;
LEE et al., 2004; CALLISTE et al., 2001; MENSAH et al., 2001; AHERNE & O'BRIEN,
2000).

FUJIMOTO & KANEDA publicaram em 1980 os primeiros estudos avaliando a
atividade antioxidante de produtos naturais produzidos por macroalgas marinhas
(FUJIMOTO & KANEDA, 1980). Neste periodo, dezenas de metabdlitos foram isolados
e tiveram as suas atividades como antioxidantes descritas (NOMURA et al., 1997;
RUBERTO et al., 2001; KANG et al., 2004).

Com o objetivo de avaliar a atividade antioxidante dos produtos naturais
produzidos por diversas espécies de macroalgas marinhas do litoral brasileiro, seus
extratos brutos com polaridade intermediaria foram testados através do método de
sequestro de radicais DPPH e do sistema B-caroteno/acido linoléico. Para o presente
estudo, foram coletadas 26 espécies de macroalgas marinhas benténicas em cinco
diferentes praias do litoral brasileiro, no periodo entre novembro de 2006 e janeiro de
2007 (Tabela 2).
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TABELA 2: PERIODO, LOCAIS DE COLETA E CLASSIFICAGCAO TAXONOMICA DAS ESPECIES DE
MACROALGAS ESTUDADAS

Data de

Local de coleta coleta Espécie coletada Ordem Divisao
Praia dos Caulerpa mexicana Bryopsidales Chlorophyta
Cavaleiros 16/11/2006 Coloomenia sinuosa
(Macaé-RJ) P Scytosiphonales | Ochrophyta
Plocamium brasiliense (1) Plocamiales Rhodophyta
Praia do Forno
i 18/11/2006 - -
(Buzios-RJ) Hypnea musciformis Gigartinales Rhodophyta
. Gragilaria sp. Gracilariales Rhodophyta
Praia Rasa
i 18/11/2006 - —
(Buzios-RJ) Plocamium brasiliense (2) Plocamiales Rhodophyta
Plocamium brasiliense (3) Plocamiales Rhodophyta
Amansia sp. Ceramiales Rhodophyta
Osmundaria obtusiloba Ceramiales Rhodophyta
Gracilaria dominguensis Gracilariales Rhodophyta
Gracilaria cervicornis Gracilariales Rhodophyta
Gracilaria cearensis Gracilariales Rhodophyta
Spyridia clavata Ceramiales Rhodophyta
Praia Rasa Cryptonemia seminervis (1) Halymeniales Rhodophyta
Buzios-RJ 13/12/2006 —
( ) Callophyllis microdonta Gigartinales Rhodophyta
Cryptonemia sp. Halymeniales Rhodophyta
Cryptonemia seminervis (2) Halymeniales Rhodophyta
Sargassum vulgare Fucales Ochrophyta
Chonaria sp. Ceramiales Rhodophyta
Dictyota sp. Dictyotales Ochrophyta
Codium taylorii Bryopsidales Chlorophyta
Codium decorticatum Bryopsidales Chlorophyta
Praia do Limoeiro Acanthophora spicifera .
(Ilha do Mel-PR) 04/01/2007 Ceramiales Rhodophyta
Pterocladiella capillacea Gelidiales Rhodophyta
Bostrychia teneila Ceramiales Rhodophyta
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Praia de Ubu 10/01/2007 Dichotomaria marginata

(Anchieta-ES) Nemaliales Rhodophyta

Liagora farinosa Nemaliales Rhodophyta

Padina gymnospora Dictyotales Ochrophyta

Ulva fasciata Ulvales Chlorophyta

Dentre as espécies coletadas, 18 foram classificadas como Rhodophyta, 4 como
Ochrophyta e 4 como Chlorophyta. As espécies pertencentes a divisdo Rhodophyta,
portanto, representaram 70% do material coletado. Enquanto isso, as algas pardas,
assim como as verdes, representaram cada uma apenas 15% do total de espécies

coletadas (Figura 10).

Chlorophyta
15%

Phaeophyta
15%

Rhodophyta
70%

_ FIGURA 7: PORCENTAGENS DE MACROALGAS COLETADAS REFERENTES A
CADA DIVISAO

3.1 RENDIMENTO

Apés as coletas, as algas foram triadas e secas a temperatura ambiente. O
rendimento dos extratos brutos de cada espécie de macroalga foi expresso em

porcentagem, de acordo com a férmula ja citada na metodologia. As espécies foram
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agrupadas em algas vermelhas, pardas e verdes na Tabela 3 abaixo, de acordo com a
sua pigmentacao, com o objetivo de facilitar a visualizacdo dos resultados.

TABELA 3: RENDIMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS DAS MACROALGAS

Espécie Rendimento
Plocamium brasiliense (1) 8, 52%
Plocamium brasiliense (2) 14,74%
Plocamium brasiliense (3) *
Hypnea musciformis 8,41%
Amansia sp. 11,97%
Osmundaria obtusiloba 10,96%
Gracilaria dominguensis 9,12%
Gracilaria cervicornis 7,48%
Gracilaria sp. 6,41%
Gracilaria cearensis 18,31%
Spyridia clavata 7,35%
Algas Vermelhas Acantophora spicifera 7,21%
Cryptonemia seminervis (1) 9,66%
Callophylis microdonta 9,91%
Cryptonemia sp. 8,54%
Cryptonemia seminervis (2) 8,92%
Chondria sp. 6,63%
Pterocladiella capillacea 7,93%
Bostrychia tenella 4,29%
Dichotomaria marginata 9,07%
Liagora farinosa 5,41%
Dictyota sp. 9,00%
Algas Pardas Colpomenia sinuosa 7,29%
Sargassum vulgare 8,72%
Padina gymnospora 5,12%
Caulerpa mexicana 10,04%
Algas Verdes Codium taylorii 20,00%
Codium decorticatum 18,03%
Ulva fasciata 5,81%

* Valor nao calculado
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O gréfico abaixo (Figura 11) representa o rendimento de cada espécie coletada,
simplificando a apresentac¢ao dos resultados visualizados na tabela acima.

Plocamium brasiliense (1
Plocamium brasiliense {2
Plocamium brasiliense (3
Hypnea musciformis
Amansia sp.
Osmundaria obtusiloba |
Gragcilaria dominguensis
Gracilaria cervicornis
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Gracilaria cearensis
Spyridia clavata
Acantophaora spicifera
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FIGURA 8: GRAFICO REPRESENTANDO O RENDIMENTO DE CADA ESPECIE COLETADA

O resultado obtido através do calculo de rendimento de cada espécie é essencial
para entender a relacdo entre a biomassa coletada e a biomassa resultante apds as
extracoes (extrato bruto).

Conforme a Tabela 3, as espécies que obtiveram maiores rendimentos foram as
algas verdes Codium taylorii, com 20% e Codium decorticatum, com 18,03% e a alga
vermelha Gracilaria cearensis, com 18,31%. O menor rendimento calculado foi atribuido
a alga vermelha Bostrychia tenella, com 4,29%. Em média, as algas verdes
apresentaram maiores rendimentos, em relacdo as algas vermelhas e pardas. Algumas
algas pertencentes ao mesmo género mostraram significativa diferenca de rendimento,
como foi o caso de Gracilaria sp., que apresentou variacao entre 6,41% e 18,31% e
Plocamium sp., com rendimento entre 8,52% e 14,74%. Isso pode ter ocorrido devido a
presenca de agua em alguns extratos ou ainda a erros durante a pesagem dos

mesmos.



42

3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.2.1 Método do sequestro de radicais DPPH

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos brutos através do método
do DPPH, foram realizados testes quantitativos e qualitativos. Os resultados
quantitativos foram expressos em porcentagem. Tanto os resultados quantitativos
quanto as cromatoplacas resultantes dos testes qualitativos também foram agrupados
em algas vermelhas, pardas e verdes para melhor visualizacdo e comparagcdo dos
resultados.

3.2.1.1 Analise Qualitativa

Os resultados da analise qualitativa da potencial atividade antioxidante consistem
em cromatoplacas reveladas com DPPH. As areas circuladas representam as areas
que foram descoradas apds a revelagdo, ou seja, correspondem a localizacdo dos

constituintes que atuaram como antioxidantes.

e Algas vermelhas

FIGURA 9: cromatoplaca (eluida em CH,CI, e revelada com solucao
de DPPH) correspondente aos padrées quercetina (P1); acido galico (P2); Ginkgo billoba (P3); e as
algas Plocamium brasiliense 1 (1); Plocamium brasiliense 2 (2); Plocamium brasiliense 3 (3)
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Na anadlise qualitativa realizada com o DPPH, os trés padrdes utilizados
mostraram possuir constituintes de alta polaridade como o0s responsaveis por sua
atividade antioxidante. O mesmo foi observado nos extratos de P. brasiliense (1) e P.
brasiliense (3), onde podem ser observadas manchas descoradas na parte inferior da
cromatoplaca. A andlise ainda revela a presenca de substancias apolares com atividade
antioxidante, localizadas na parte superior da placa, nos trés extratos de P. brasiliense
analisados, conforme observado na Figura 12 acima. Apesar dos extratos de
Plocamium analisados corresponderem a mesma espécie, € possivel observar
diferencas em suas constituicdes. Pode-se inferir, portanto, que a composicao quimica
de extratos correspondentes a mesma espécie pode variar de acordo com o local e data
de coleta.

% BE

FIGURA 10: cromatoplaca (eluida em CH,Cl,/AcOEt 8:2 e revelada com solucao de
DPPH) correspondente aos padroes quercetina (P1); acido galico (P2); Ginkgo billoba (P3); e as
algas Hypnea musciformis (4); Amansia sp. (5); Osmundaria obtusiloba (6); Gracilaria
dominguensis (7); Gracilaria cervicornis (8); Gracilaria sp. (9); Gracilaria cearensis (10); Spyridia
clavata (11); Acanthophora spicifera (12)

Na cromatoplaca acima (Figura 13), os extratos que obtiveram resultado positivo
quanto a atividade sequestradora de radicais foram Amansia sp., O. obtusiloba e G.
cearensis, todas atribuindo sua atividade antioxidante a constituintes de média
polaridade. As demais espécies ndo apresentaram resultados positivos frente a analise
qualitativa com o DPPH. Destaca-se aqui o extrato de Amansia sp., que apresentou

uma grande banda com potencial antioxidante.
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FIGURA 11: cromatoplaca (eluida em CH,CI,/AcOEt 8:2 e revelada com solucao de
DPPH) correspondente aos padroes quercetina (P1); acido galico (P2); Ginkgo billoba (P3) e as
algas Cryptonemia seminervis 1 (13); Callophyllis microdonta (14); Cryptonemia sp. (15);
Cryptonemia seminervis 2 (16); Chondria sp. (17); Pterocladiella capillacea (18); Bostrychia tenella
(19); Dichotomaria marginata (20); Liagora farinosa (21)

Dentre as espécies de algas vermelhas analisadas pela CCD acima (Figura 14),
C. seminervis (2), B. tenella, D. margenata e L. farinosa foram as Unicas a apresentar
atividade positiva frente a revelagdo com o DPPH. E possivel inferir que tais espécies
atribuem sua atividade antioxidante a constituintes de baixa polaridade, segundo a

localizacao das bandas descoradas.

e Algas pardas

-

FIGURA 12: cromatoplaca (eluida em CH,Cl,/AcOEt 8:2 e revelada
com solucdao de DPPH) correspondente aos padroes quercetina (P1); acido galico (P2); Ginkgo
billoba (P3); e as algas Dictyota sp. (22); Colpomenia sinuosa (23); Sargassum vulgare (24); Padina
gymnospora (25)
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De maneira geral, as algas pardas praticamente ndo apresentaram atividade
positiva, conforme demonstrado na CCD acima (Figura 15). Isso pode ter ocorrido
devido a baixa concentragdo do extrato aplicado na origem da cromatoplaca ou mesmo
a auséncia de constituintes com propriedades antioxidantes em concentracado
detectavel. Apenas o0s extratos das espécies Dictyota sp. e P. gymnospora
apresentaram uma fraca descoracao (linhas pontilhadas) resultante da revelagcdo com o
DPPH. E possivel relacionar a banda descorada em Dictyota sp. a algum constituinte de
média polaridade, enquanto que as descorag¢des observadas em P. gymnospora podem

ser relacionadas a constituintes de baixa, média e alta polaridade.

e Algas verdes

FIGURA 13: cromatoplaca (eluida em CH,CIl,/AcOEt 8:2 e revelada
com solucdao de DPPH) correspondente aos padroes quercetina (P1); acido galico (P2); Ginkgo
billoba (P3); e as algas Caulerpa mexicana (26); Codium taylorii (27); Codium decorticatum (28);
Ulva fasciata (29)

As espécies C. taylorii e C. decorticatum foram as Unicas dentre as algas verdes
a apresentar atividade positiva na analise qualitativa observada acima (Figura 16). Os
constituintes correspondentes a atividade antioxidante de ambas as espécies
correspondem as descoracoes localizadas na parte central da placa e, portanto, pode-
se inferir que sao substituintes de média a baixa polaridade.
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De maneira geral, as algas vermelhas apresentaram melhores resultados nos
testes para avaliagdo qualitativa da atividade antioxidante em relagcdo as espécies
verdes e pardas. Esse resultado contradiz diversos screenings ja realizados com
diversas espécies de macroalgas marinhas em busca de substancias antioxidantes, os
quais encontraram maior atividade antioxidante em extratos de algas pardas
(FUJIMOTO & KANEDA, 1980; LE TUTOUR et al., 1990; MATSUKAWA et al., 1997).

De acordo com dados da literatura, a polaridade dos extratos de macroalgas
marinhas pode estar correlacionada a sua atividade antioxidante. Em alguns trabalhos,
a atividade seqlestradora de radicais de extratos de determinadas espécies de algas é
atribuida a compostos menos polares (GUARATINI, 2008; NAHAS et al., 2007). Porém,
outros trabalhos verificaram que a atividade antioxidante de extratos e fracdes de
macroalgas pode ser atribuida a compostos com maior polaridade, como por exemplo
polissacarideos (TEPE et al., 2007; MATSUKAWA et al, 1997). No presente trabalho, a
atividade antioxidante dos extratos analisados pbéde ser atribuida a compostos de
diferentes polaridades, variando conforme a espécie.

3.2.1.2 Analise Quantitativa

A andlise quantitativa da atividade antioxidante referente as macroalgas
coletadas foi realizada com o radical DPPH e testou trés diferentes concentracdes para
cada amostra. Os resultados foram expressos em porcentagem e estdo apresentados
na Tabela 4.

TABELA 4: atividade antioxidante (%) referente a analise pelo sistema de seqiiestro de
radicais DPPH

Amostra Concentracao Atividade
(mg/mL) Antioxidante (%)
Padroes 1 81,51
Quercetina 0,1 88,81
0,01 89,78
1 93,51
Acido Galico 0,1 91,41
0,01 90,43




1 68,38
Ginkgo billoba 0,1 84,43
0,01 86,70
1 78,59
Plocamium
. 0,1 64,49
brasiliense (1)
0,01 60,92
1 55,24
Plocamium
. 0,1 51,35
brasiliense (2)
0,01 45,51
1 38,87
Plocamium
. 0,1 46,97
brasiliense (3)
0,01 32,70
y 1 54,59
nea
yp' ) 0,1 76,65
musciformis
0,01 76,81
1 72,76
Amansia sp. 0,1 76,32
0,01 75,68
. 1 30,59
Algas Osmundaria
. 0,1 64,32
Vermelhas obtusiloba
0,01 55,89
1 40,32
Gracilaria
. , 0,1 46,49
dominguensis
0,01 40,16
1 45,19
Gracilaria
) ) 0,1 46,32
cervicornis
0,01 35,46
1 11,46
Gracilaria sp. 0,1 43,89
0,01 29,95
1 73,08
Gracilaria
, 0,1 65,62
cearensis
0,01 46,16
S 'd. 1 -
ridia
Py 0,1 77,30
clavata
0,01 78,92
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Algas 1 50,86
Acanthophora
Vermelhas o 0,1 33,84
spicifera
0,01 43,73
Crvot ] 1 80,05
ryptonemia
y;') ) 0,1 76,65
seminervis (1)
0,01 79,73
Callophylii 1 70,81
allo is
) Py 0,1 51,68
microdonta
0,01 50,54
1 48,76
Cryptonemia sp. 0,1 50,22
0,01 47,95
Crvot ] 1 52,00
ryptonemia
yF,) ) 0,1 57,35
seminervis (2)
0,01 79,41
1 39,35
Chondria sp. 0,1 47,14
0,01 52,00
1 57,51
Pterocladiella
. 0,1 57,03
capillacea
0,01 51,35
1 56,38
Bostrychia tenella 0,1 64,65
0,01 60,27
1 30,59
Dichotomatria
. 0,1 33,68
marginata
0,01 25,24
1 17,95
Liagora farinosa 0,1 31,41
0,01 40,49
Algas 1 77,78
Pardas Dictyota sp. 0,1 48,92
0,01 44,38
1 72,11
Colpomenia
, 0,1 47,78
sinuosa
0,01 43,89
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1 37,73
Sargassum

0,1 41,95

vulgare
0,01 46,49
1 28,32

Padina
0,1 46,32

gymnospora
0,01 34,32
1 34,65
Caulerpa
) 0,1 38,70
mexicana

0,01 36,11
1 45,03

Codium
. 0,1 71,95

taylorii
Algas 0,01 36,59
Verdes 1 -0,54

Codium
) 0,1 34,81

decorticatum
0,01 43,57
1 58,00
Ulva

) 0,1 34,97

fasciata
0,01 33,51

Todos os resultados superiores a 60% foram considerados com potencial
antioxidante.

Dentre todos os extratos analisados, apenas 13 foram considerados relevantes
em pelo menos uma das concentragbes utilizadas. Merecem destaque as espécies
Plocamium brasiliense (1), Amansia sp. e Cryptonemia seminervis (1) por terem
apresentado significativo potencial antioxidante nas trés concentragdes testadas.

Nenhuma das espécies analisada obteve resultado superior aos padroes
quercetina e acido galico, nas trés concentracdes testadas e Ginkgo billoba, nas
concentracées 0,1 e 0,01 mg/mL. Sabe-se, porém, que os padrdes utilizados séo
substancias puras e, por isso, podem realmente apresentar atividade antioxidante
superior em relagcdo a um extrato bruto, que é constituido por diversos compostos.
Apesar da atividade antioxidante dos extratos ser menor em comparacao aos padroes,
alguns deles demonstraram resultados muito satisfatérios, com valores superiores a

76% de inibicdo do radical DPPH em pelo menos uma das concentracdes testadas,
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como Cryptonemia seminervis (1), Cryptonemia seminervis (2), Spyridia clavata,
Plocamium brasiliense (1), Dictyota sp., Hypnea musciformis, Callophylis microdonta e
Amansia sp. Todas essas espécies apresentam alto potencial para a continuidade de
pesquisas que abordam a atividade antioxidante, mas apenas duas delas foram
escolhidas para o fracionamento visando o isolamento e identificagdo dos metabdlitos
secundarios: C. seminervis e Amansia sp.

Os extratos brutos que apresentaram baixos resultados percentuais quanto a
atividade antioxidante analisada através do método do DPPH possuem, provavelmente,
baixa concentracdo de substancias capazes de doar elétrons para o radical DPPH, o
que pode ser resultado da degradacdo na obtencdo dos extratos ou mesmo da
auséncia de moléculas com esta atividade.

Todas as espécies que apresentaram resultados relevantes na analise
quantitativa, com excecao de Spyridia clavata e Colpomenia sinuosa, haviam também
apresentado atividade positiva na analise qualitativa da atividade antioxidante. Em
contrapartida, muitas espécies que apresentaram atividade positiva na analise
qualitativa, ndo apresentaram porcentagem relevante na anélise quantitativa. Isso pode
ser atribuido as concentracdes utilizadas na andlise quantitativa, as quais podem nao
ter detectado a atividade antioxidante dos extratos por estarem abaixo do minimo
requerido para esse tipo de analise.

O grafico abaixo (Figura 17) simplifica a apresentag¢édo dos resultados, através da
exibicdo da porcentagem média da atividade antioxidante de cada espécie, calculada a
partir dos valores correspondentes as trés concentracoes avaliadas para cada amostra.
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FIGURA 14: grafico representando a atividade antioxidante média das trés concentracées
analisadas para cada espécie de alga coletada

3.2.2 Sistema B-caroteno/Acido Linoléico

O sistema B-caroteno/acido linoléico também foi empregado nesse trabalho com
o intuito de avaliar a atividade antioxidante dos extratos brutos das macroalgas
coletadas. Antes de calculados os resultados, foi realizada uma curva de calibracédo
com as absorbancias observadas nas cinco diferentes concentragbes do padrao BHT
(1,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg/mL). Os resultados estao expressos em porcentagem de
atividade antioxidante na Tabela 5 abaixo.

TABELA 5: atividade antioxidante (%) referente a analise frente ao sistema fB-
caroteno/acido linoléico

Atividade
Amostra
Antioxidante (%)
Padrio BHT [1mg/mL] 86,83
BHT [2mg/mL] 88,02
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BHT [4mg/mL] 90,08
BHT [6mg/mL] 86,07
BHT [8mg/mL] 75,44
Plocamium brasiliense (1) -5,40
Plocamium brasiliense (2) 2,10
Plocamium brasiliense (3) -4,76
Hypnea musciformis -5,60
Amansia sp. 33,21
Osmundaria obtusiloba 43,49
Gracilaria dominguensis -4,09
Gracilaria cervicornis 5,91
Gracilaria sp. 36,51
Gracilaria cearensis 36,98
Algas vermelhas Spyridia clavata 65,63
Acanthophora spicifera -3,97
Cryptonemia seminervis (1) -6,79
Callophyllis microdonta -0,91
Cryptonemia sp. 2,10
Cryptonemia seminervis (2) 4,76
Chondria sp. 37,58
Pterocladiella capillacea 42,66
Bostrychia tenella 41,94
Dichotomaria marginata 65,75
Liagora farinosa 65,91
Dictyota sp. 75,67
Algas pardas Colpomenia sinuosa 74,68
Sargassum vulgare 1,43
Padina gymnospora 1,07
Caulerpa mexicana -3,49
Algas verdes Codium taylorii 3,81
Codium decorticatum (1) -1,15
Ulva fasciata 46,71

Para a andlise da atividade antioxidante frente ao sistema [-caroteno/acido

linoléico, também foram considerados ativos e destacados em negrito todos os
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resultados superiores a 60%. O grafico abaixo (Figura 18) simplifica a visualizacao dos
resultados obtidos.
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FIGURA 15: grafico da atividade antioxidante frente ao sistema B-caroteno/acido linoléico

Dentre todos os extratos analisados, apenas aqueles correspondentes a cinco
espécies apresentaram resultados relevantes frente ao sistema B-caroteno/acido
linoléico, sendo trés pertencentes as Rhodophyta (Spyridia clavata, Dichotomaria
marginata, Liagora farinosa) e duas pertencentes as Ochrophyta (Dictyota sp. e
Colpomenia sinuosa). Dentre essas, as espécies Spyridia clavata, Dictyota sp. e
Colpomenia sinuosa também apresentaram grande potencial antioxidante frente ao
método DPPH.

De acordo com dados publicados pela literatura, diversos metabdlitos ja foram
isolados de espécies do género Dictyota como, por exemplo, 14-hidroxiacetoxicrenulida
e 13-hidroxiacetoxicrenulida, isolados de Dictyota sp.; diterpenos dolabelanos,
isopacidictiol A e dictiotatriol, isolados de D. dichotoma; acutilol A, isolado de D.
acutiloba (FAULKNER, 1998); e sulfonoglicolipideo, isolado de D. ciliolata (FAULKNER,
1999).
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As espécies D. dichotoma e D. mertensii, ambas coletadas no Rio de janeiro
(KELECOM et al., 1991), tém o conhecido diterpeno guaiano prenilado, pachidictiol A e
também produzem o dictiol guaiano prenilado H. Para a espécie D. cerviconis, coletada
na Baia de Ribeira (RJ) (FLEURY, 1994), foram descritos 14 diterpenos, 10 com
esqueleto dolastano e 4 com esqueleto secodolastano.

Em um estudo realizado por LHULLIER (2005), a atividade antioxidante de
Dictyota cervicornis e Colpomenia sinuosa, coletadas no litoral de Santa Catarina, foi
avaliada utilizando o sistema DPPH. Ambas as espécies apresentaram baixo potencial
antioxidante.

Em um estudo realizado por MATSUKAWA et al. (1997), para avaliar a atividade
antioxidante de extratos de diversas espécies coletadas na costa do Japao, o extrato
etandlico de Colpomenia bullosa apresentou uma fraca atividade antioxidante através
do sistema DPPH.

Para o género Spyridia, nao foram encontrados resultados relatando a atividade
antioxidante de seus extratos brutos ou fracoes.

De acordo com DUARTE-ALMEIDA et al. (2006), apesar do método que utiliza o
radical DPPH para a avaliacdo da atividade antioxidante ser um dos mais utilizados por
pesquisadores de diversos paises, o perfil das amostras apresentado por ele pode ser
diferente do perfil obtido por outras metodologias como, por exemplo, a do sistema [3-
caroteno/acido linoléico. Isso pode ocorrer uma vez que 0s mecanismos antioxidantes
avaliados nos dois métodos sao diferentes e, portanto, avaliam a atividade do extrato de
formas distintas. Enquanto o método DPPH se baseia na transferéncia de ions H* de
um composto antioxidante para um oxidante (radical livre DPPH), o sistema -
caroteno/acido linoléico avalia a capacidade do substrato de inibir a peroxidacao do f3-
caroteno.

De fato, algumas espécies que haviam apresentado grande potencial
antioxidante frente ao método DPPH, ndo mostraram resultados relevantes frente ao
sistema B-caroteno/acido linoléico, como verificado em Crypfonemia seminervis (1),
Cryptonemia seminervis (2), Plocamium brasiliense (1), Hypnea musciformis,

Callophylis microdonta e Amansia sp.
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Diversos autores (DUVAL et al., 2000; AGUILERA et al., 2002; VEGA et al.,
2002; HAN & HAN, 2005; XU et al., 2008) tém relatado variacbes na producao de
compostos antioxidantes em organismos fotossintetizantes, dependendo da quantidade
de radiacdo UV-A e UV-B incidente sobre eles. Desta forma, a atividade antioxidante
constatada para as algas avaliadas no presente trabalho podem nao corresponder a
outras investigacoes realizadas em outras épocas do ano.

3.3 DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

Os compostos fendlicos possuem atividade antioxidante, a qual é associada a
prépria natureza quimica deste grupo de compostos, 0s quais sao considerados, em
geral, bons agentes seqliestradores de EROs devido a sua estrutura (RICE-EVANS et
al., 1996).

Os extratos das macroalgas coletadas foram, portanto, avaliados quanto ao seu
conteudo fendlico total, uma vez que esse dado pode contribuir para o conhecimento
em relacdo a composicao quimica dos extratos e a cerca da relacao existente entre a
atividade antioxidante e os compostos fendlicos das espécies coletadas.

Antes de calculados os resultados, foi realizada uma curva de calibracdo com as
absorbancias observadas nas sete diferentes concentragdes do padrao acido galico
(10; 50; 100; 150; 200; 250; 300 pug/mL). Os resultados dessa analise foram expressos
em concentracao (mg) equivalente de acido galico (EAG) em cada grama de extrato e

estdo apresentados na Tabela 6 abaixo.

TABELA 6: conteudo fenodlico total

Amostra ma EAG/
g extrato
Padrio Acido galico [300 pg/mL] 285,64
Acido galico [250 pg/mL] 250,59
Acido galico [200 pg/mL] 217,26
Acido galico [150 pg/mL] 145,44
Acido galico [100 pg/mL] 89,25
Acido galico [50 pg/mL] 20,35
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Acido galico [10 pg/mL] 38,22
Plocamium brasiliense (1) -7,31
Plocamium brasiliense (2) 87,88
Plocamium brasiliense (3) 118,29
Hypnea musciformis 50,93
Amansia sp. 128,60
Osmundaria obtusiloba 569,33
Gracilaria dominguensis 49,90
Gracilaria cervicornis 20,18
Gracilaria sp. 62,10
Gracilaria cearensis 107,64
Algas vermelhas Spyridia clavata -120,20
Acanthophora spicifera 22,41
Cryptonemia seminervis (1) 116,06
Callophyllis microdonta 99,04
Cryptonemia sp. 186,85
Cryptonemia seminervis (2) 88,56
Chondria sp. 94,06
Pterocladiella capillacea 18,80
Bostrychia tenella 15,71
Dichotomaria marginata 89,25
Liagora farinosa 62,45
Dictyota sp. 102,14
Colpomenia sinuosa 85,30
Algas pardas Sargassum vulgare 252,65
Padina gymnospora 243,20
Caulerpa mexicana 97,67
Codium taylorii 79,28
Algas verdes Codium decorticatum 98,36
Ulva fasciata 72,58

O grafico abaixo (Figura 19) permite uma melhor visualizagdo dos resultados

referentes ao conteudo fendlico total dos extratos analisados.
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FIGURA 16: grafico correspondente ao conteudo fendlico total das algas estudadas

Dentre os extratos analisados, 18 merecem destaque quanto ao seu conteudo
fendlico total. Dentre esses extratos, 9 correspondem a algas Rhodophyta (P.
brasiliense 3, Amansia sp., O. obtusiloba, G. cearensis, C. seminervis 1, C. microdonta,
Cryptonemia sp., Chondria sp. e D. marginata), 3 a algas Ochrophyta (Dictyota sp., S.
vulgare e P. gymnospora) e 2 a algas Chlorophyta (C. mexicana e C. decorticatum).
Dentre as espécies citadas acima, destacam-se os resultados referentes a alga
vermelha O. obtusiloba (569,33 mg GAE/ g extrato) e as algas pardas P. gymnospora
(243,2 mg GAE/ g extrato) e S. wvulgare (252,65 mg GAE/ g extrato). Péde-se observar
que, de maneira geral, as algas pardas apresentaram resultados mais relevantes em
relacao as algas vermelhas e verdes. Segundo TARGETT & ARNOLD (1998), as algas
pardas sdo, de fato, dentre as divisbes de macroalgas, aquelas que apresentam
maiores concentracdes de polifendis como, por exemplo, florotaninos, que funcionam
como antioxidantes devido a presenca de grupos fendlicos multiplos.

A maioria das espécies que apresentaram maior conteudo fendlico também se
destacaram frente a avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante realizada com o
DPPH, como foi o caso de Amansia sp., Osmundaria obtusiloba, Gracilaria cearensis,
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Cryptonemia seminervis (1) e Dictyota sp. Essa ultima espécie foi, inclusive, a Unica a
apresentar resultados relevantes tanto em relacao ao seu conteudo fendlico, quanto a
avaliagdo da sua atividade antioxidante em ambos os métodos utilizados (DPPH e B-
caroteno/acido linoléico). O género Dictyota € amplamente conhecido por possuir
metabdlitos com atividade antioxidante, como ja mencionado anteriormente.

Apesar da possivel correlacdo existente entre os compostos fendlicos e a
atividade antioxidante de plantas, algumas espécies de alga analisadas apresentaram
altos valores correspondentes ao conteudo fendlico total, mas ndo foram consideradas
relevantes quanto a atividade antioxidante em nenhum dos sistemas utilizados neste
trabalho, como foi o caso de Plocamium brasiliense (3), Cryptonemia sp., Sargassum

vulgare e Padina gymnospora.

3.4 ANALISE DOS PERFIS QUIMICOS DOS EXTRATOS BRUTOS

Todos os extratos brutos obtidos foram analisados por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). Esta analise teve como principal objetivo determinar o perfil
quimico dos extratos. A CCD tem como principio a separacao de misturas de moléculas
através da migracao diferencial dos mesmos entre duas fases: uma liquida mével e
outra solida estacionaria. A medida que o solvente avanca pela placa, a amostra é
compartilhada entre a fase movel (eluente) e a fase estacionaria. Num sistema onde a
fase estacionaria é polar (silica) e a fase mével apolar ou de média polaridade, o
processo ocorre com a separacdo dos diversos componentes da mistura. As
substancias menos polares avancam mais rapidamente que as substancias mais
polares, sendo possivel a identificacdo da polaridade das substancias. Esta diferenca
na velocidade resultara em uma separacdo dos componentes da amostra. Quando
estiverem presentes varias substancias, cada uma se comportara segundo suas
propriedades de solubilidade e adsorcdo, dependendo dos grupos funcionais presentes
na sua estrutura (COLLINS et al., 2006).

A partir das cores desenvolvidas e do fator de retencao (rf) das bandas formadas
pela eluicdo das cromatoplacas, é possivel inferir a quais classes quimicas pertencem
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as substancias presentes nos extratos. O rf de uma cromatoplaca pode ser calculado
pela razao entre a distancia percorrida pela banda e a distancia percorrida pelo eluente.

Neste trabalho, os cromatogramas foram inicialmente inspecionados sob
lampadas de luz ultravioleta nos comprimentos de onda 254 nm e 365 nm. As manchas
observadas em maior comprimento de onda foram destacadas com linhas cheias e
aquelas observadas em menor comprimento de onda foram destacadas com linhas
pontilhadas.

Os resultados das cromatoplacas sdo apresentados a seguir.

e Algas Vermelhas
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FIGURA 17: cromatoplaca (eluida em CHCI;/AcOEt 8:2 e
revelada com sulfato cérico) correspondente as algas Gracilaria dominguensis (1); Gracilaria
cervicornis (2); Gracilaria sp. (3); Gracilaria cearensis (4); Spyridia clavata (5); Acanthophora
spicifera (6)

Em todos os extratos analisados na Figura 20 acima, com exceg¢do de G.
cervicornis, sdo observadas bandas arroxeadas (rfg), provavelmente referente a
esterdis. As manchas esverdeadas (rfa) observadas em Gracilaria sp., G. cearensis e S.
clavata podem corresponder a pigmentos fotosintetizantes, possivelmente clorofila
presente nos extratos. O extrato correspondente a alga G. cervicornis nao apresentou
nenhuma mancha visivel na luz UV ou a olho nu, o que indica a presenca de poucos
constituintes no extrato ou a presenca de constituintes quimicos polares, que néao
seriam resolvidos num sistema de média polaridade como o utilizado para a eluicdo da

placa.
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Nos extratos de Gracilaria sp., G. cearensis e S. clavata pode ser observada a
retencdo de muitos constituintes na origem da cromatoplaca, o que pode indicar a
presenca de constituintes polares, os quais ndao foram carreados pelos eluentes
utilizados.
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FIGURA 18: cromatoplaca (eluida em CHCI; e revelada com
sulfato cérico) correspondente as algas Plocamium brasiliense 1 (7); Plocamium brasiliense 2 (8);
Plocamium brasiliense 3 (9); Hypnea musciformis (10); Amansia sp. (11); Osmundaria obtusiloba
(12)

Os extratos analisados pela cromatoplaca acima (Figura 21) possuem uma
rigueza notavel de compostos quimicos, os quais sdo evidenciados pelas bandas com
diferentes tonalidades e fatores de retencdo. Todos os extratos, mas principalmente
aqueles correspondentes as espécies H. musciformis, Amansia sp. € O. obtusiloba,
possuem uma maioria de constituintes polares.

Apesar de terem sido coletadas em locais e datas distintas, as algas da espécie
Plocamium brasiliense possuem perfil quimico muito semelhante. Na cromatoplaca
acima, destacam-se trés manchas escuras (rfc), metabdlitos majoritarios nos extratos
de P. brasiliense, as quais podem estar relacionadas a terpenos descritos para o
género (FLEURY, 1994).
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FIGURA 19: cromatoplaca (eluida em CHCI;/AcOEt 8:2 e revelada
com sulfato cérico) correspondente as algas Cryptonemia seminervis 1 (13); Callophyllis
microdonta (14); Cryptonemia sp. (15); Cryptonemia seminervis 2 (16); Chondria sp. (17);
Pterocladiella capillacea (18); Bostrychia tenella (19)

A presenca de bandas arroxeadas (rfg) revela a possivel presenca de esterdis
em todos os extratos analisados acima (Figura 22). As bandas esverdeadas (rfp) que
aparecem nos extratos de C. seminervis (2), Chondria sp. e B. tenella também podem

estar relacionadas a clorofila.

O } rfr

¥

i ] . C N 3

FIGURA 20: cromatoplaca (eluida em CHCI;/AcOEt 8:2 e revelada com acido
tricloroacético) correspondente as algas Plocamium brasiliense 1 (1); Plocamium brasiliense 2 (2);
Plocamium brasiliense 3 (3); Hypnea musciformis (4); Amansia sp. (5); Osmundaria obtusiloba (6);
Gracilaria dominguensis (7); Gracilaria cervicornis (8); Gracilaria sp. (9); Gracilaria cearensis (10);
Spyridia clavata (11); Acanthophora spicifera (12); Cryptonemia seminervis 1 (13); Callophyllis
microdonta (14); Cryptonemia sp. (15); Cryptonemia seminervis 2 (16); Chondria sp. (17);
Pterocladiella capillacea (18); Bostrychia tenella (19); Dichotomaria marginata (20); Liagora
farinosa (21) e ao padrao colesterol (P)

A cromatoplaca acima (Figura 23) foi revelada com &cido tricloroacético para a

deteccao de esterdis nos extratos analisados. Inicialmente, ela foi inspecionada em
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camara de luz UV, o que permitiu a visualizagao de bandas fluorescentes, as quais
estdo circuladas. A partir da comparacdao entre o rf das bandas fluorescentes dos
extratos e do padréo utilizado, pode-se sugerir que rfg corresponde ao fator de retencéao
especifico dos esterdis. Sendo assim, é possivel inferir que nos extratos
correspondentes as espécies P. brasiliense (1), (2) e (3), H. musciformis, G.
dominguensis, Gracilaria sp., G. cearensis, S. clavata, A. spicifera, C. seminervis (1), C.
microdonta, Cryptonemia sp., C. seminervis (2), Chondria sp., P. capillacea, B. tenella e
D. marginata foram detectados constituintes correspondentes a esterdis.

| | f } rfa
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FIGURA 21: cromatoplaca (eluida em CHCI;/AcOEt 8:2 e revelada com cloreto férrico)
correspondente as algas Plocamium brasiliense 1 (1); Plocamium brasiliense 2 (2); Plocamium
brasiliense 3 (3); Hypnea musciformis (4); Amansia sp. (5); Osmundaria obtusiloba (6); Gracilaria
dominguensis (7); Gracilaria cervicornis (8); Gracilaria sp. (9); Gracilaria cearensis (10); Spyridia
clavata (11); Acanthophora spicifera (12); Cryptonemia seminervis 1 (13); Callophyllis microdonta
(14); Cryptonemia sp. (15); Cryptonemia seminervis 2 (16); Chondria sp. (17); Pterocladiella
capillacea (18); Bostrychia tenella (19); Dichotomaria marginata (20); Liagora farinosa (21) e ao
padrao S. zonale (P)

A cromatoplaca acima (Figura 24) foi revelada com cloreto férrico, para a
identificacdo de derivados fendlicos nos extratos. Apds a revelagdo da cromatoplaca,
essa foi inspecionada sob lampada de luz UV e as bandas fluorescentes foram
circuladas. As bandas rfg, rfy e rf; correspondem, com base no padrao, as substancias
da classe dos fendis. Com base nisso, é possivel inferir que os extratos
correspondentes as espécies P. brasiliense (1), (2) e (3), G. cervicornis, Gracilaria sp.,
G. cearensis, S. clavata, A. spicifera, Chondria sp., D. marginata e L. farinosa possuem,

portanto, derivados fendlicos em sua composicao.
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FIGURA 22: cromatoplaca (eluida em BAW 8:1:1 e revelada com ninhidrina) correspondente
as algas Plocamium brasiliense 1 (1); Plocamium brasiliense 2 (2); Plocamium brasiliense 3 (3);
Hypnea musciformis (4); Amansia sp. (5); Osmundaria obtusiloba (6); Gracilaria dominguensis (7);
Gracilaria cervicornis (8); Gracilaria sp. (9); Gracilaria cearensis (10); Spyridia clavata (11);
Acanthophora spicifera (12); Cryptonemia seminervis 1 (13); Callophyllis microdonta (14);
Cryptonemia sp. (15); Cryptonemia seminervis 2 (16); Chondria sp. (17); Pterocladiella capillacea
(18); Bostrychia tenella (19); Dichotomaria marginata (20); Liagora farinosa (21)

A cromatoplaca correspondente a Figura 25 acima, utilizou a ninhidrina como
revelador, com o objetivo de identificar a possivel presenca de substancias da classe
dos aminoacidos e seus derivados. Como essas substancias sdo conhecidas por serem
polares, foi utilizado um eluente também polar para que as substancias de interesse
pudessem ser melhor visualizadas no centro da cromatoplaca. De acordo com a
literatura, as cromatoplacas reveladas com ninhidrina, aminoacidos ou derivados
surgem como coloracées réseas (bandas circuladas, correspondentes ao rf;)) na
cromatoplaca apds sua revelacdo. A partir disso, & possivel inferir que os extratos
correspondentes as espécies P. brasiliense (1), (2) e (3), H. musciformis, O. obtusiloba,
G. dominguensis, G. cervicornis, G. cearensis, A. spicifera, C. seminervis (1), C.
microdonta, Cryptonemia sp., Chondria sp., P. capillacea e B. tenella possuem tal

classe de substancias em sua composicao.
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FIGURA 23: cromatoplaca (eluida em CHCI;/AcOEt 8:2 )
correspondente as algas Dictyota sp. (20); Colpomenia sinuosa (21); Sargassum vulgare (22);
Padina gymnospora (23)

A cromatoplaca referente aos extratos de algas pardas (Figura 26) indica média
polaridade de seus constituintes. Os extratos analisados foram caracterizados por
conterem uma grande quantidade de substancias, com destaque para as espécies
Dictyota sp. e S. wvulgare. As manchas esverdeadas observadas em S. wulgare, P.
gymnospora e D. margenata (rfx) podem estar relacionadas a clorofila. As manchas
arroxeadas observadas nos extratos das mesmas espécies (rfL) podem indicar a
presenca de esterdis. O extrato de C. sinuosa aparenta possuir poucos constituintes,
embora isso também possa ocorrer devido a baixa concentracao de extrato aplicado na

sua origem.
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FIGURA 24: cromatoplaca (eluida em CHCI;/AcOEt 8:2 e
revelada com acido tricloro acético) correspondente as algas Dictyota sp. (22); Colpomenia
sinuosa (23); Sargassum vulgare (24); Padina gymnospora (25) e ao padrao colesterol

A cromatoplaca acima (Figura 27), revelada com TCA, indicou a possivel
presenca de ester6is nos extratos de Dictyota sp., S. vulgare e P. gymnospora,
representados pelas bandas circuladas, correspondentes ao rfy.
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FIGURA 25: cromatoplaca (eluida em CHCI3/AcOEt 8:2 e
revelada com cloreto férrico) correspondente as algas Dictyota sp. (22); Colpomenia sinuosa (23);
Sargassum vulgare (24); Padina gymnospora (25) e ao padrao S. zonale (P)

De acordo com a cromatoplaca acima (Figura 28), revelada com cloreto férrico,
pode-se inferir que todos os extratos de Ochrophyta analisados possuem substancias

fendlicas em sua composicao, representadas pelas bandas rfy, rfo e rfp.
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FIGURA 26: cromatoplaca (eluida em BAW 8:1:1 e revelada
com ninhidrina) correspondente as algas Dictyota sp. (22); Colpomenia sinuosa (23); Sargassum
vulgare (24); Padina gymnospora (25)

A cromatoplaca acima (Figura 29) indica a presenca de aminoacidos ou

derivados, correspondentes ao rfo, em todos os extratos analisados.

e Algas Verdes
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FIGURA 27: cromatoplaca (eluida em CHCI;/AcOEt 8:2)
correspondente as algas Caulerpa mexicana (25); Codium taylorii (26); Codium decorticatum (27);
Ulva fasciata (28)

A CCD correspondente aos extratos das algas verdes (Figura 30) indica média
polaridade de seus constituintes. E possivel observar grande quantidade de material
retido na origem da cromatoplaca, o que infere a presenca de constituintes polares nos
extratos. Os extratos de todas as espécies apresentaram perfil quimico semelhante,
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com destaque as bandas arroxeadas (rfs) observadas em todos eles, as quais podem
indicar a presenca de esterois. As manchas esverdeadas (rfg) observadas nos extratos

de C. decorticatum e Ulva fasciata aparentam estar relacionadas a clorofila.
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FIGURA 28: cromatoplaca (eluida em CHCI;/AcOEt 8:2 e
revelada com acido tricloro acético) correspondente as algas Caulerpa mexicana (26); Codium
taylorii (27); Codium decorticatum (28); Ulva sp. (29) e ao padrao colesterol

De acordo com a cromatoplaca acima (Figura 31) revelada com TCA, a presenca
de esterois, destacada com circulos e correspondente ao rfr, pode ser observada nos

extratos de C. mexicana e C. taylorii.
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FIGURA 29: cromatoplaca (eluida em CHCI;/AcOEt 8:2 e
revelada com acido tricloro acético) correspondente as algas Caulerpa mexicana (26); Codium
taylorii (27); Codium decorticatum (28); Ulva sp. (29) e ao padrao S. zonale (P)
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A cromatoplaca acima (Figura 32) indica a presenga de fendlicos em todos os
extratos de Chlorophyta analisados, com base nos fatores de retencéao do padrao rfy, rfy

e rfx.
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FIGURA 30: cromatoplaca (eluida em BAW 8:1:1 e revelada
com ninhidrina) correspondente as algas Caulerpa mexicana (26); Codium taylorii (27); Codium
decorticatum (28); Ulva sp. (29)

A cromatoplaca acima (Figura 33), revelada com ninhidrina, indica a presenca de
aminoacidos ou seus derivados, representados por rfz, em todos os extratos de algas
verdes analisados.

3.5 IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS MAJORITARIAS DOS EXTRATOS
BRUTOS SELECIONADOS

De acordo com os resultados provenientes das analises qualitativa e quantitativa
da atividade antioxidante, os extratos que apresentaram melhor desempenho frente ao
sequestro do radical foram as algas vermelhas Plocamium brasiliense (1), Amansia sp.,
Osmundaria obtusiloba, Gracilaria cearensis, Spyridia clavata, Cryptonemia seminervis
e Bostrychia tenella; a alga parda Dictyota sp.; e a alga verde Codium taylorii. Os
extratos correspondentes a tais espécies foram, portanto, submetidos a analise por
RMN de 'H e 'C (CDCls). Os espectros obtidos seguem abaixo, juntamente com suas

analises.



69

O uso da técnica de RMN é de grande importancia para a elucidagao estrutural
de substancias quimicas, especialmente substancias organicas. O uso desta técnica
para analise de extratos fornece importantes informacdes sobre as estruturas de seus
componentes majoritarios. Os sinais dos metabdlitos minoritarios ndo s&o observados
na maioria das vezes, devido principalmente a sensibilidade do equipamento. Os sinais
das substancias minoritarias sdo mascarados pela sobreposicao dos sinais majoritarios.

As Figuras 34 e 35 mostram os espectros da alga verde C. taylorii € 0s espectros
das algas vermelhas Amansia sp., Osmundaria obtusiloba, Gracilaria cearensis,
Spyridia clavata, Cryptonemia seminervis e Bostrychia tenella. E possivel observar a
grande similaridade entre os sinais presentes em todos estes espectros. De acordo com
a interpretacdo dos dados e comparagdao dos mesmos com os dados da literatura, é
possivel sugerir a presenca de substancias lipidicas, como por exemplo, acidos graxos,

ésteres de acidos graxos, triglicerideos e esterbis como componentes majoritarios.
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FIGURA 31: espectro de RMN (**C) (200 MHz, CDCls) correspondente a alga
Codium taylorii
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Em relacdo ao espectro da alga P. brasiliense (Figura 36), é possivel observar
que este se apresenta consideravelmente diferente em relacdo aos anteriores,
sugerindo a presenca de metabdlitos majoritarios pertencentes a outras classes
quimicas. De acordo com os deslocamentos quimicos observados, os majoritarios
apresentam um grande numero de hidrogénios ligados a carbonos com heteroatomos e

hidrogénios ligados a carbonos insaturados.
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FIGURA 33: espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl,) correspondente a alga
Plocamium brasiliense (1)

Ja em relacdo a alga Dictyota sp., observam-se sinais correspondentes a
substancias terpenoidicas como metabdlitos majoritarios nos espectros de RMN de
hidrogénio e carbono abaixo (Figura 37). Terpendides sdo produtos naturais
amplamente descritos como caracteristicos do género Dictyota (FLEURY, 1994)
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FIGURA 34: espectros de RMN de 'H (a) e de "°C (b) (200 MHz, CDCI;) correspondentes a alga
Dictyota sp.

3.6 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS ATIVOS E ANALISE DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FRACOES

Com o objetivo de tentar identificar os metabdlitos secundarios responsaveis pela
atividade antioxidante dos extratos ativos, foram selecionadas duas espécies, dentre
todas as macroalgas coletadas e analisadas no presente trabalho, para serem
submetidas a um fracionamento guiado por bioensaios.

A primeira espécie selecionada foi Amansia sp., por ter apresentado bons
resultados quantitativos e qualitativos na analise de seqlestro de radicais DPPH e
concentracao relevante de fendlicos totais. A segunda espécie eleita foi Cryptonemia
seminervis por também ter apresentado um dos maiores potenciais antioxidantes na
analise com o DPPH e possuir um alto conteudo de fendlicos totais.

Inicialmente, aliquotas dos extratos das duas espécies selecionadas (1,199 do
extrato de Amansia sp. € 1,49g do extrato de C. seminervis) foram submetidas
separadamente a uma particao liquido-liquido, a partir da qual foram obtidas diferentes
fracoes de acordo com a solubilidade das moléculas: fracado THF, fracdo acetato de
etila, fracdo butanol e fracdo aquosa. Todas as fracdes obtidas foram investigadas por
CCD.
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e  Amansia sp.

A partir da CCD referente as fracoes obtidas do extrato de Amansia sp.,
constatou-se que as fracbes THF, acetato de etila e butanol eram muito semelhantes
entre si e se diferenciavam apenas da fragdo aquosa. As primeiras trés fragdes,

portanto, foram reunidas e renomeadas como fragdo organica (Figura 38).
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FIGURA 35: cromatoplaca (eluida em CHCI3/AcOEt 8:2 e
revelada com sulfato cérico) correspondente as fracées organica (1) e aquosa (2) de Amansia sp.

A cromatoplaca acima (Figura 38) revela uma gama de constituintes na fracao
organica de Amansia sp, inferida pela diversidade de bandas aparentes, as quais
aparentam possuir diferentes polaridades. Em contrapartida, a fracdo aquosa
permaneceu retida na origem da cromatoplaca, uma vez que seus constituintes
possuem alta polaridade e o eluente utilizado nao foi capaz de carrea-los ao longo da
placa.

As fracoes de Amansia sp. foram submetidas a avaliacdo qualitativa (Figura 39)
e quantitativa (Tabela 7) da atividade antioxidante através do método de sequiestro de
radicais DPPH com o objetivo de tentar localizar a fracao responsavel pela atividade

sequestradora de radicais observada em seu extrato.
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FIGURA 36: cromatoplaca (eluida em AcOEt e revelada
com solucao de DPPH) correspondente as fragcées organica (1); aquosa (2) de Amansia sp. e ao
padrao quercetina (P)

Como ja mencionado anteriormente, as areas circuladas na cromatoplaca
representam as areas que foram descoradas apds a revelacdo com DPPH, ou seja,
correspondem a localizacdao dos constituintes que atuaram como antioxidantes. De
acordo com a cromatoplaca acima (Figura 39), € possivel identificar claramente a
presenca de substancias antioxidantes na fracdo organica, enquanto que a fracao
aqguosa nao apresentou nenhum descoramento apds sua revelagdo. Porém, a auséncia
de descoramento decorrente da revelacdo com DPPH, pode ser atribuida a quantidade
insuficiente de material aplicado na cromatoplaca. O fracionamento de um extrato bruto
€ essencial para o isolamento da substancia de interesse. Neste caso, sugere-se que a
fracao orgéanica seja responsavel pela propriedade antioxidante do extrato de Amansia
sp. e a partir dela podem ser feitos novos fracionamentos até a obtencao da substancia
purificada.

Para a avaliagcdo quantitativa da atividade antioxidante das fracdes de Amansia
sp., as amostras foram analisadas em trés diferentes concentragdes (0,3; 0,2; 0,1
mg/mL) e comparadas ao padrao BHT (Tabela 7).
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TABELA 7: atividade antioxidante das fracoes de Amansia sp.

Amostra Concentracao Atividade
(mg/mL) Antioxidante
(%)
0,3 35,97
Padrao BHT 0,2 34,88
0,1 34,96
0,3 62,16
F. organica 0,2 59,24
0,1 67,06
0,3 47,74
F. aquosa 0,2 46,19
0,1 43,45

De acordo com a Tabela 7 acima, apenas a fragdo organica de Amansia sp.
obteve resultado superior a 60% de atividade antioxidante, observado em duas das
concentracdes analisadas para tal fragdo. Isso corrobora a analise qualitativa mostrada
na Figura 39, a qual revelou atividade positiva para a fracdo organica da espécie em

questao.

e Cryptonemia seminervis

A partir das cromatografias (CCD) realizadas com as fragdes de C. seminervis, a
fracao THF foi selecionada para ser submetida a cromatografia em coluna (CC), sob gel
de silica, por apresentar maior niumero de constituintes. Ap6s a separacao de uma
aliquota da fragdo THF para a realizacdo da cromatografia em coluna, as fracoes
acetato de etila e butanol foram reunidas ao restante da fracdo THF, por apresentarem
constituintes muito semelhantes entre si, originando a fragéo orgéanica (Figura 40).

A partir da CC realizada com a fragdo THF de Cryptonemia seminervis, foram
identificadas e separadas 24 diferentes fracbes. Todas elas foram submetidas
novamente a cromatografia em camada delgada com o objetivo de identificar e reunir
aquelas que apresentassem perfil quimico semelhante. Foram entdo identificados 6
diferentes perfis quimicos (C1, C2, C3, C4, C5 e C6) (Figura 40).
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FIGURA 37: cromatoplaca (eluida em AcOEt e revelada com
sulfato cérico) correspondente as fragées organica (1); C1 (3); C2 (4); C3 (5); C4 (6); C5 (7); C6 (8)
e aquosa (9) de C. seminervis

A cromatoplaca acima (Figura 40), realizada com as diferentes fracdes obtidas
de C. seminervis, aparenta possuir uma concentracdo muito grande de material nos
pontos de origem. Provavelmente devido a essa grande quantidade de material na
origem da placa, a mesma nao apresentou eluicao suficiente para a separacao dos
constituintes. Sendo assim, ndo é possivel inferir a polaridade dos mesmos, tampouco
suas classes quimicas.

As fracdes de Cryptonemia seminervis também foram submetidas a avaliagdo
qualitativa (Figura 41) e quantitativa (Tabela 8) da atividade antioxidante através do
método de sequestro de radicais DPPH.

"

FIGURA 38: cromatoplaca (eluida em AcOEt e revelada com solugao
de DPPH) correspondente as fracoes organica (1); C1 (3); C2 (4); C3 (5); C4 (6); C5 (7); C6 (8);
aquosa (9) de C. seminervis e ao padrao quercetina (P)
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De acordo com a Figura 41 acima, as fragdes C2, C3, C5, C6, provenientes da
cromatografia em coluna (CC) e a fracdo aquosa de C. seminervis apresentaram
atividade antioxidante positiva frente ao DPPH.

Para a avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante das fracées de
Cryptonemia seminervis, as amostras foram analisadas nas trés concentracbes ja

descritas para Amansia sp. € comparadas ao padrdao BHT (Tabela 8).

TABELA 8: atividade antioxidante das fracoes de C. seminervis

Amostra Concentracao Atividade
(mg/mL) Antioxidante
(%)

0,3 35,97

Padrao BHT 0,2 34,88
0,1 34,96

0,3 45,70

F. orgénica 0,2 45,06
0,1 43,97

0,3 40,64

C1 0,2 41,18
0,1 39,96

0,3 42,46

c2 0,2 43,13
0,1 42,29

0,3 44,29

C3 0,2 45,53
0,1 43,57

0,3 42,72

C4 0,2 43,83
0,1 44,11

0,3 45,48

C5 0,2 43,89
0,1 36,46

0,3 40,05

C6 0,2 4413
0,1 39,26
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0,3 43,36
F. aquosa 0,2 42,59
0,1 45,83

Todas as fracdes de C. seminervis analisadas acima obtiveram resultados
inferiores ao estipulado como relevante para as andlises quantitativas realizadas com o
DPPH no presente estudo.

As baixas porcentagens de atividade antioxidante calculadas para todas as
fracoes de C. seminervis (Tabela 8) e para a fracdo aquosa de Amansia sp. (Tabela 7)
podem ser atribuidas a baixa concentracao das fracées analisadas, inferior em relacao
aquelas utilizadas na andlise da atividade antioxidante dos extratos brutos. Outra
possivel causa das baixas porcentagens seria a diminuicdo da atividade antioxidante
decorrente da particdo do extrato bruto. Em outras palavras, poderia estar ocorrendo
um sinergismo entre as substancias presentes no extrato bruto, o que proporcionaria a
ele grande potencial antioxidante, sem que isso reflita em suas fragées. De acordo com
CECHINEL FILHO et al. (2007), quando o extrato é particionado, o efeito dos
compostos pode ter caracteristicas diferentes das apresentadas pelo extrato total, uma
vez que nao havera mais sinergia entre as substancias.

Segundo CANO et al. (1998), a avaliacdo de componentes isolados pode nao
refletir apuradamente sua acao combinada, uma vez que pode haver uma cooperacao
entre as substancias antioxidantes durante o estresse oxidativo. Dai o interesse na
atividade antioxidante total das amostras, considerando-se essa atividade como uma
caracteristica total do extrato, apesar da composicao individual contribuir para isso.

De acordo com CECHINEL FILHO et al. (2007), outro aspecto que deve ser
levado em consideracdo € a instabilidade dos compostos ativos, que podem se
degradar durante o processo de isolamento e se transformar em compostos inativos, o
que também explicaria os baixos valores encontrados na andlise quantitativa da

atividade antioxidante das fra¢des analisadas.
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4. CONCLUSOES

. Foram coletadas um total de 27 espécies de macroalgas marinhas benténicas
em seis diferentes praias do litoral sul e sudeste do Brasil. Os resultados de triagem
buscando moléculas bioativas indicam que as macroalgas coletadas produzem
metabdlitos com grande potencial antioxidante, verificado através do método do
sequestro do radical DPPH e do sistema [3-caroteno/acido linoléico;

. As espécies Spyridia clavata, Dictyota sp. e Colpomenia sinuosa apresentaram
resultados relevantes quanto a atividade antioxidante avaliada pelos dois métodos
utilizados, obtendo porcentagens acima de 65% de atividade;

J Foram encontradas diferencas entre os resultados apresentados pelo método
DPPH e pelo sistema B-caroteno/acido linoléico. Isso pode ocorrer uma vez que 0s
mecanismos antioxidantes avaliados nos dois métodos sao diferentes e, portanto,
avaliam a atividade do extrato de formas distintas. Enquanto o método DPPH se baseia
na transferéncia de ions H" de um composto antioxidante para um oxidante (radical livre
DPPH), o sistema [3-caroteno/acido linoléico avalia a capacidade do substrato de inibir a
peroxidacao do B-caroteno;

. As espécies Padina gymnospora, Sargassum vulgare e Osmundaria obtusiloba
apresentaram os maiores valores referentes ao conteudo fendlico total (243,2; 252,65 e
569,33 mg GAE/ g extrato, respectivamente). De maneira geral, as algas pardas
apresentaram resultados mais relevantes em relacdo as algas vermelhas e verdes. Isso
pode ser atribuido ao fato de que as primeiras apresentam maiores concentragées de
polifendis como, por exemplo, florotaninos, que funcionam como antioxidantes devido a
presenca de grupos fendlicos multiplos;

. A caracterizacao quimica dos extratos brutos revelou a presenca de esterois e
substancias da classe dos aminoacidos na maioria das espécies de Rhodophyta
analisadas. Dentre as Ochrophyta, todas as espécies apresentaram fendis e derivados
aminados, e apenas uma delas ndo apresentou esterdis em sua composicdo. Em todas

as espécies de Chlorophyta analisadas foi observada a presenca de derivados
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aminados e fendis, e em apenas duas espécies nao foi constatada a presenca de
esterdis;

J Na anadlise dos extratos brutos por RMN, Plocamium brasiliense (1) apresentou
um grande namero de hidrogénios ligados a carbonos com heteroatomos e hidrogénios
ligados a carbonos insaturados. A espécie Dictyota sp. apresentou substancias
terpenoidicas como metabdlitos majoritarios. As demais espécies analisadas (Amansia
sp., Osmundaria obtusiloba, Gracilaria cearensis, Spyridia clavata, Cryptonemia
seminervis, Bostrychia tenella e C. taylorii) apresentaram substancias lipidicas, como
por exemplo, acidos graxos, ésteres de acidos graxos, triglicerideos e esterbis como
componentes majoritarios.

J O fracionamento guiado por bioensaios realizado com os extratos brutos de
Cryptonemia seminervis € Amansia sp. constatou que a fracdo organica de ambas as
espécies era responsavel pela atividade antioxidante observada nos extratos.
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