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AVALIACAO DA TOXICIDADE E POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE UM
POLISSACARIDEO SULFATADO EXTRAIDO DA ALGA Pterocladiella beachiea.

Lavile Lerrison Lima Silval, Ana Luiza de Aguiar Rocha Martin?

RESUMO

O presente trabalho avaliou a toxicidade e a atividade antioxidante de um polissacarideo
extraido da espécie de alga Pterocladiella beachiae , esta € uma macroalga vermelha marinha,
pertencente ao reino Plantae e filo Rhodophyta que contém polissacarideos sulfatados (PS).
A estes P.S. ja foram atribuidas atividades anticoagulante, anti-inflamatdria e antibacteriana,
caracterizando potencial ativo aos P.S. A toxicidade foi avaliada através do bioensaio com
microcrustaceos de Artemia salina em que buscou-se a CLso, ja a atividade antioxidante foi
testada através do método do sequestro do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH), com analise estatistica ANOVA pds-teste. Foi constatado que a Clspo do
polissacarideo sulfatado foi de 23,15 pg/mL. Esse resultado foi considerado tdxico
(CLs0<1000ug/mL) e corroborou com a literatura que relata baixas CLsp em algas vermelhas.
Houve atividade antioxidante em todas as concentracGes testadas, sendo que 1Csq foi de 7,79
Hg/mL, o que divergiu da literatura que demostra valores de 1Cs, altos em PS extraido de algas . Nesse
sentido se fornece suporte para os demais estudos ainda em realizacdo na especie
Pterocladiella beachiae, auxiliando a tracar-se perfil farmacoldgico do polissacarideo
sulfatado em estudo.

Palavras-chave: Algas. Antioxidante. Toxicidade.

EVALUATION OF IN VITRO TOXICITY AND ANTIOXIDANT POTENTIAL OF A
SULPHATE POLYSACCARID EXTRACTED FROM THE ALGAE Pterocladiella
beachiea

ABSTRACT

The present work evaluated the toxicity and antioxidant activity of a polysaccharide extracted
from the algae species Pterocladiella beachiae, this is a marine red macroalgae belonging to
the kingdom Plantae and Rhodophyta phylum that contains sulphated polysaccharides (SP).
These have already been attributed anticoagulant activities, anti-inflammatory and
antibacterial, characterizing active potential to the SP. the toxicity was evaluated through
bioassays with Artemia salina microcrustaceans in which the LCsy was sought, and the
antioxidant activity was tested using the stable free radical sequestration method 2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazila (DPPH), with subsequent ANOVA statistical analysis.
It was found that the LCs, of the sulphated polysaccharide was 23,15 pg/mL, This result was
considered toxic (LC50 <1000pg / mL) and corroborated with the literature reporting low
LCso in red algae. There was antioxidant activity at all concentrations tested, with I1Cs being
7.79 ng / mL, which diverged from the literature that shows high ICsy values in algae SP.
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In this sense, support is provided for other studies still underway in the species Pterocladiella
beachiae, helping to trace the pharmacological profile of the sulfated polysaccharide under
study.

Key-words: Algae. Antioxidant. Toxicity.

1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais tem historico milenar, sendo os produtos de origem
vegetal, como folhas e ervas usados desde tempos remotos para fins medicinais (FIRMO et
al.,, 2012; VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Os cidaddaos dos paises em
desenvolvimento, principalmente das regibes da Asia, América Latina, Africa e Oriente
médio, fazem o uso de produtos naturais primariamente para resolucdo de enfermidades, no
entanto esse uso ndo se restringe a produtos naturais de origem vegetal, visto que, os de
origem animal e mineral também sdo fontes de moléculas bioativas (DAM, 2012; BERTI,
PACHECO; ROCHA, 2015; WHO, 2011).

As algas, sdo organismos talofitos tidos como fontes de importantes moléculas
bioativas, tais como polissacarideos sulfatados (PS), os quais podem chegar a constituir até
70% do extrato seco (MCCANDLESS; CRAIGIE, 1979) e sdo bastante estudados atualmente.
Os PS possuem cadeias de monossacarideos que se repetem e possuem radicais sulfatos em
sua estrutura.(CASSARO; DIETRICH, 1977) Em algas vermelhas os PS se apresentam na
forma de galactanas (KNUTSEN et al, 1994) e séo bastante estudados quanto a sua atividade
anticoagulante e antitrombdtica (CUNHA, FEITOSA; 2009), além de ja ter sido constatada
atividade antimicrobiana (KUMARAN et al, 2010) e anti-inflamatoria nestes (SOUZA,
2010).

A macroalga vermelha marinha, Pterocladiella beachiae, pertencente ao reino Plantae,
familia Pterocladiaceae e filo Rhodophyta, é encontrada amplamente distribuida em regides
tropicais e subtropicais, sendo membro do litoral nordestino brasileiro, dessa forma, no
decorrer de estudos algumas propriedades terapéuticas foram atribuidas ao género
Pterocladiella como potencial antitumoral, anti-inflamatorio, antinociceptiva e antioxidante
(VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004; MACHADO et al., 2010; RODRIGUES et al., 2010;
SILVA et al., 2010; SOUZA et al, 2012; IHA, 2014).

A avaliagdo da toxicidade de moléculas bioativas é fundamental na pesquisa de
agentes terapéuticos. Um método bastante utilizado € através da toxicidade in vitro em

microcrustaceos de Artemia salina, visto o seu custo-beneficio, este teste é capaz de avaliar de
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forma preliminar substancias potencialmente toxicas (ROSA et al., 2016). Por outro lado,
também se faz importante outros estudos como a avaliagdo do potencial antioxidante.

O método do 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH) é de facil execucdo e apresenta alta
sensibilidade, portanto, se faz um dos mais utilizados na avaliacdo do potencial antioxidante,
apesar das divergéncias quanto a metodologia padréo a ser realizada (KEDARE; SINGH,
2011; OLIVEIRA, 2015).

O estudo antioxidante e toxicoldgico de espécies marinhas de algas da flora ficologica
brasileira é escassa e se faz necessario um maior aprofundamento em pesquisas nessa area,
visto as inUmeras doencgas cardiovasculares e neurodegenerativas causadas pelo estresse
oxidativo, alem de proporcionar um maior conhecimento sobre determinada substancia no que
se diz respeito a sua seguranca e eficacia. Dessa forma ambos os estudos contribuem um
conhecimento mais amplo acerca das propriedades de substancias naturais disponiveis em um
determinado ecossistema, sendo fundamental na pesquisa de substancias naturais que
apresentem menos efeitos adversos, acarretando assim em melhorias na area da saude.

Portanto, o presente estudo buscou avaliar a toxicidade in vitro e a atividade

antioxidante de um polissacarideo extraido da alga vermelha Pterocladiella beachiae.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO

A pesquisa realizada foi do tipo experimental com abordagem quantitativa, sendo
assim, de forma pratica estabeleceu-se uma relagdo de causa e efeito nas variaveis em estudo,
a partir disto, os dados coletados foram expressos numericamente de forma objetiva
(MARTINZ; LINTZ, 2013). O testes foram realizados no laboratério de Biofisica da Uniledo
— Campus Saude, Juazeiro do Norte —CE, e no laboratorio de pesquisa de produtos naturais
(LPPN) da URCA, Campus Pimenta, Juazeiro do Norte —CE.

2.2 OBTENCAO DO POLISSACARIDEO SULFATADO

O Polissacarideo foi cedido pelo Departamento de Quimica da Universidade Federal
do Ceara.

2.3 ANALISE DA TOXICIDADE in vitro FRENTE Artemia salina



Para a obtencdo dos nauplios de Artemia salina foi preparada dgua marinha artificial
pela adicdo de 36g de sal marinho e complementando-se para 1000 mL de agua destilada e
houve incubacdo dos ovos por 48 horas, sob aeracdo continua e exposta a iluminagdo. A
temperatura foi controlada entre 27 e 30° C e o pH mantido entre 7,5 — 9. Apoés a eclosdo dos
nauplios, foram entdo preparadas solucGes do polissacarideo nas concentragdes de 0,1, 10, 50,
100 e 1000 pg/mL, como controle positivo foi utilizado Dicromato de Potassio nas mesmas
concentracdes do polissacarideo, ja a agua marinha foi utilizada como controle negativo.
Todos os testes foram feitos em triplicata e em cada tubo foi colocada 10 Artemias salinas,
apos 24 horas foi realizada a contagem de nauplios mortos, expresso em porcentagem, para
determinar a concentracdo letal mediana (CLsg), sendo considerado tdxico CLsp<1000 pg/mL
(MEYER et al, 1982 ; HIROTA et al, 2012).

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO DPPH.

Foi verificada a atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical livre
estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). O método baseia-se no descoramento da
solugdo composta por radicais DPPHe de cor violeta, pela transferéncia de elétrons ou atomos
de hidrogénio de compostos antioxidantes, originando a forma reduzida DPPH-H
(GUNTZEL, 2008). Foi utilizada a técnica de microplaca com 96 pogos. Partes das solucdes
de polissacarideo foram diluidos em metanol para as concentracdes de 2, 5, 10 e 15ug/mL.
Solucdo metanolica de DPPHe 60 pmol.L-1 (700 pL) foi adicionada a 350 pL das solucGes
preparadas em diferentes concentragdes, Como controle positivo foi utilizado Acido
Ascorbico nas mesmas concentracdes do polissacarideo e como controle negativo utilizou-se
solucdo de DPPH (700 pL) + metanol (350uL), as misturas reagiram em temperatura
ambiente e na auséncia de luz, a leitura foi feita em leitor de ELISA a 515 nm ap6s 30
minutos e posteriormente a atividade antioxidante foi calculada a partir da formula: (AA %) =
100-[( AbS amostra— Abs branco) / Abs controle] X 100 (RUFINO et al, 2007).

2.4 ANALISE DE DADOS

Os dados foram apresentados de forma descritiva em forma de tabelas e graficos. Para

comparacdo dos resultados foi aplicado a andlise de varidncia ANOVA através do software



Prisma 8.0, por regressdo linear e ndo-linear, pos-teste de Bonferroni, onde foi considerado
significantes os resultados com p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TESTE DE TOXICIDADE FRENTE Artemia salina.

No presente estudo foram utilizados concentracdes do polissacarideo de 0,1, 10, 50,
100 e 1000 pg/mL nas quais se objetivou determinar a CLsp, OuU Seja a concentracdo letal
mediana capaz de matar 50% da populacdo de Artemia salinas utilizadas no teste. Para a
validacdo do teste foi utilizado como controle positivo o Dicromato de Potassio nas mesmas
concentracdes do polissacarideo e como controle negativo utilizou-se agua Marinha (36g/L).

O controle positivo utilizado Dicromato de potassio em todas as concentragcfes obteve
morte de 100% das Artemias salinas em todos os tubos do teste em triplicata, validando assim
o teste; ja o controle negativo utilizado, agua marinha, foi validado com a sobrevivéncia de
100% da populacdo de Artemias salinas. O grafico 1 demostra a porcentagem de larvas de
Artemia salina mortas em relagdo com as concentragdes logaritmais (ug/mL) do
polissacarideo através de regressao nao-linear, dessa forma obtendo-se a CLs.

100 A

50

Mortalidade (%)

-2 -1 0 1 2 3 4
log[PSPB] (mg/mL)

Grafico 1. Concentracdo letal mediana (CLsy) do Polissacarideo Sulfatado da Pterocladiella beachiae em

Artemia salina. Os testes foram feitos em triplicata em tubos contendo 10 nauplios cada, nas concentragdes de



0,1; 10; 50; 100 e 1000 pg/mL . Os dados foram analisados por regressao ndo-linear a partir dos logaritmos das
concentragoes.

Fonte: Primaria

Foi constatado que a CLsy do polissacarideo sulfatado extraido da Pterocladiella
beachiea foi de 23.15 pg/mL. Segundo esse resultado, o PS é considerado toxico (Meyer et
al.,, 1982) extratos vegetais sdo classificados como tdxico quando apresentarem
CLso<1000pg/mL; Lhullier, Horta, Falkenberg. (2006) testou 0 mesmo género e encontrou
valores de inferiores a 50ug/mL, o que é considerado toxicidade alta, no entanto o ensaio foi
com extrato etandlico da Pterocladiella capilaceae diferentemente desse estudo que foi com
um polissacarideo isolado da Pterocladiella beachiea. Uma vez que ndo foram encontrados
na literatura resultados de CLso de polissacarideos sulfatados no género Pterocladiella, seja
no extrato ou no polissacarideo, ambos 0s estudos relacionam baixas CLso. J& em outras
espécies de algas, Ara et al. (1999) encontrou CLs inferiores a 70 pg/mL  nas espécies
Stokeyia indica (alga marrom) e Caulerpa racemosa (alga verde).

H& predominédncia de concentracdo letal mediana abaixo de 1000 pg/mL em
macroalgas (algas verdes, pardas e vermelhas) em testes com Artemia salina. Em seu estudo
Aeysha et al. (2010) observou que dentre a parcela de algas marinhas pertencente aos trés
filos, 88% apresentaram CLso<1000 pg/mL, J& no estudo realizado por Lhullier, Horta;
Falkenberg. (2006), houve um predominio de baixas CLsg (CLso<50ug/mL) entre extratos de
algas vermelhas (filo Rhodophyta), superando os valores encontrados em algas Pardas (Filo
Phaeophyta) e algas verdes (filo Chlorophyta) sugerindo uma predominancia téxica no filo
Rhodophyta, isso indica que a pesquisa por substancias extraidas de algas marinhas com
potencial ativo, com destaque para algas vermelhas, se faz promissora.

Resultados maiores de CLso em polissacarideos sulfatados ja foram encontrados em
algas vermelhas, 165,88 ug/mL na espécie Eucheuma cottonii e 337,21 pg/mL na espécie
Eucheuma spinosum (MUAWANAH; AHMAD; NATSIR, 2016) J4 uma CL50 de 93 pg/mL
foi encontrada por Manilal et al. (2009) em extratos metandlicos na espécie Laurencia
bradenii, género de alga vermelhas mais estudado mundialmente, todos estes resultados
presumem que o filo de algas vermelhas podem apresentar CLso abaixo de 400 pg/mL, sendo
que Costa et al. (2009) enfatiza que extratos com CLsy menor que 200pug/mL  séo bastante
efetivos e presumidamente possuem potencial antifngico e antibacteriano.

Por outro lado, em um estudo realizado por Selvin; Lipton (2004) demostrou

resultados de CLso de extratos de algas elevados, Ulva fasciata (CL50 = 1.800ug/mL)



Hypnea musciformis (CL50 = 4.200 pg/mL), e o autor considerou os extratos com toxicidade
moderada. Costa et al. (2009) ressalta que CLsp superior a 5000 pg/mL apresentam baixa
toxicidade, todos esses dados sdo contra o proposto por Meyer et al. (1982) em que se
considera ndo toxicos extratos com CLso maior que 1000 pg/mL, jaem um ensaio realizado
no extrato da alga marrom Sargassum crassifolium, ndo foi considerado resultados toxicos na
concentracdo maxima utilizada, a concentracdo de 300 pg/mL, o que sugere a possivel ndo
efetividade completa de substancias extraidas de algas com baixa CLsy (VILLARUEL,
CORONADO; 2013).

Apesar das discussdes entre autores a respeito do que é considerado toxico ou néo,
além de atividades tdxicas, outra propriedades ja foram testadas em polissacarideos
Sulfatados. Witvrouw et al. (1994) testou propriedades antivirais do PS de galactana da
espécie de alga vermelha Aghardhiella tenera, e verificou a efetividade em inibir o efeito
citopatico do virus do HIV-1 e HIV-2. Os polissacarideos sulfatados de fucanas (algas
marrons) sdo conhecidos antitumorais e possuem atividade antiproliferativa, segundo Religa
et al. (2000) Em testes in vivo, estas foram capaz de inibir a proliferacdo de células do
musculo liso em modelos pré-clinicos, Ja Araujo et al. (2011) testou em modelos de
nocicepcao e constatou o efeito analgésico do polissacarideo sulfatado da alga vermelha
Soleira filiformis, diminuindo o ndmero de contor¢des em ratos Wistar, o estudo também
verificou que ndo houve sinais de toxicidade evidentes nos ratos. J& propriedade anti-
inflamatdria foi constatada por Souza. (2010) nestes polissacarideos.

Em meio a discussdes em relacdo a toxicidade em algas, importante relatar que os
dados do presente estudo sdo considerados inéditos, pois ndo ha resultados anteriores com
essa espécie. Estudos avaliando a toxicidade de polissacarideos sulfatados de algas marinhas

séo considerados escassos na literatura.
3.2 POTENCIAL ANTIOXIDANTE PELO METODO DO DPPH
Apbs a realizacdo dos testes, os resultados de absorbancias obtidos foram aplicados a

férmula do calculo antioxidante, e os resultados analisados através do software Prisma 8.0,

gerando assim o gréfico 2.
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Graéfico 2. Comparagéo entre as atividades antioxidantes (%) do PS e do Acido Ascorbico nas concentracdes de
2, 5, 10 e 15pg/mL. Os resultados foram analisados por ANOVA bidirecional seguida pelo pos-teste de
Bonferroni, usando o software GraphPad Prism 8.0. * p <0,05; **p <0,01.

Fonte Primaria.

Pode constatar-se que PS foi capaz de inibir o DPPH em todas as concentragdes
testadas, sendo que através do ANOVA pode-se observar que concentraces de 10ug/mL e 15
pg/mL  do PS apresentaram resultados significantes de inibicdo em relagdo as mesmas
concentracdo do acido ascorbico, na concentracdo 10pug/mL (p<0,05) o PS apresentou 50,6%
de atividade antioxidante enquanto o acido ascorbico apresentou 83,83%, ja a concentracao
15 pg/mL apresentou-se maior significancia( p<0,01) PS com 43,56% de atividade
antioxidante, ja o acido ascorbico 80,6%. Os resultados foram analisados também através de

regressao linear e que pode ser observado no grafico 3.
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Grafico 3. Regressdo linear — correlagdo entre a atividade antioxidante (% ) ao longo das concentragBes do

polissacarideo e a partir desta se obteve a ICs,. Fonte: Primaria.
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Pode observa-se que a atividade antioxidante do PS ndo foi dose-dependente, e se
manteve estavel variando entre 40 a 50%, podendo-se afirmar que esta ndo foi tdo efetiva
qguanto atividade antioxidante do &cido ascérbico, uma vez que nas maiores concentracdes
deste Gltimo houve reducdo maior que 80% do DPPH. A ICs, € a concentracdo mediana
responsavel por consumir 50% do DPPH disponivel, desta forma determinando o potencial
antioxidante (PIRES et al, 2017). Através do gréfico de regressdo linear foi possivel obter

valores de ICsp_ que estdo expostos na Tabela 2.

Tabela 1 — Valores ICs, do PS e do Acido Ascérbico.

Composto 1Cs (Mg/mL)
Polissacarideo sulfatado 7,79
Acido ascorbico 4,30

Fonte: Primaria

Como se pode observar, a ICsy do PS foi de 7,79 pg/mL, o que é considerado uma ICsg
baixa se comparado com os resultados do acido ascérbico 4,30 pug/mL, que também foi baixa
Fleita; EI-Sayed; Rifaat. (2015) encontrou ICsp de 530 pg/mL no PS da espécie do mesmo
género, a Pterocladiella capilacea, sendo que sua maior atividade antioxidante foi na
concentracdo de 1000 pg/mL em que este foi capaz de reduzir de 91,5% do DPPH, ja o
extrato etandlico desta ndo apresentou ICsp, Sua maior atividade antioxidante foi de 41,9% na
concentracdo de 1000 pg/mL (ALENCAR et al, 2016).

Souza et al. (2012) testou o PS da alga vermelha Gracilaria birdiae, e encontrou
resultado de ICso de 1.620 pg/mL, somente na concentracdo testada de 2000 pg/mL PS foi
capaz de reduzir 65% da Solucdo de DPPH, ja Alencar. (2016) testou a mesma concentracdo
(2000 pg/ml) do PS de outra alga vermelha, Gracilaria caudata, porém ndo foi eficaz em
reduzir 50% do DPPH (AAO=41%), somente a concentracdo de 4000 pug/mL reduziu 57, 94%
do DPPH, pode-se entdo verificar a predominancia de altas 1Csop em algas vermelhas, ao
contrario do que foi encontrado no PS da alga em estudo.

Além de compostos isolados, extratos de algas também sdo bastante estudados, como
por exemplo, extratos metanolicos, etanolicos ou até mesmo aquosos, em extratos etanolicos
da alga vermelha, Gracilaria birdiae, Souza et al. (2011) encontrou resultados relativamente
menores de CI150 (750 pg/mL) se comparado a C150 do polissacarideo isolado (1620 pg/mL)

indagando assim a presenga de outros compostos com este potencial no extrato, o autor
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ressalta a importancia de estudos antioxidantes como este para industria alimenticia, na busca
por antioxidantes de origem natural.

Apesar de resultados de ICs relativamente altos, em um estudo realizado por Alencar
et al. (2014) foi encontrado resultados positivos na concentracdo de 1pg/mL, de extratos
etandlicos das algas vermelhas Amansia multifida e Meristiella echinocarpa, que reduziu
50% da solucdo de DPPH, o que n&o descarta a busca por ICsy mais baixas no filo
Rodophyta.

Polissacarideos sulfatados sdao também encontrados em algas marrons, sé que na forma
de fucanas, Nariyoshii et al. (Sem ano) realizou testes antioxidantes com as algas marrons,
Dictyota cerviconi, Sargassum vulgare e C. Padina boergesenii seguindo a metodologia do
DPPH e constatou valores de ICsp de 553,8 pg/mL na espécie Sargassum vulgare, ja Kim et
al. (2007) testou a mesma metodologia em um PS da especie, Sargassum fulvellum, e obteve
atividade antioxidante de 90% s que na concentracdo de 10.000 pg/mL, Rupérez; Ahrazem;
Leal. (2002) constatou que através do DPPH e da atividade quelante do ferro que a atividade
antioxidante da espécie Fucus vesiculosus € alta, ultrapassando resultados da alga vermelha
Nori, pode se indagar que na literatura o nimero de estudos antioxidantes em algas marrons é
relativamente maior se comparado aos de algas vermelhas.

O estudo antioxidante de polissacarideos sulfatados em algas ainda permanece
escasso. As mais variadas formas de expressar resultados no método do DPPH dificulta a
comparacdo de dados, apesar disso pode-se constatar que a maioria dos resultados
encontrados em artigos expressam os resultados na forma de atividade antioxidante (%) e

ICsp, facilitando de certa forma a equiparar os resultados (OLIVEIRA, 2015)

CONCLUSAO

O polissacarideo sulfatado da Pterocladiella beachia apresentou potencial téxico,
sendo condizente com a literatura que relata a predominéncia de alta toxicidade e baixas CLsy
em substancias extraidas de algas do filo Rodophyta. Pode constatar-se que o polissacarideo
apresentou potencial antioxidante com baixo valor de 1Csy diferentemente do que foi
encontrado na literatura, em que ha predominio de ICs altas de PS em algas marinhas. Nesse
sentido, se fornece suporte para os demais estudos ainda em realizacdo na espécie, auxiliando

a tracar-se perfil farmacoldgico do polissacarideo sulfatado em estudo.
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