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RESUMO

As macroalgas sdo organismos multicelulares, aut6trofos marinhos responsaveis pela
producdo de metabdlitos secundéarios altamente bioativos com potencial para utilizagdo
medicinal, terapéutica e no desenvolvimento de novos farmacos. Devido a essas
caracteristicas as algas tém sido alvo de interesse por novos estudos. Neste sentido, o objetivo
deste trabalho, avaliar a partir do extrato bruto hidroalcodlico de Sargassum cymosum as
atividades antimicrobiana e antioxidante. Para isso foi realizados o estudo fitoquimico
qualitativo, além de ensaios de atividade antimicrobiana através da metodologia da
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida (CMB) e
antioxidante pelos metodos DPPH, FRAP, Folin-Ciocalteu, fosfomolibdénio, ABTS e TFT.
Os resultados apontaram um perfil fitoquimico semelhante a outras espécies de Sargassum,
apresentando alcaldides, terpendides, esterdides, saponinas, flavonodides, cumarinas e
quinonas. A quantificagdo de flavonoide demonstrou 27 + 0,46 pg equivalente de acido
tanico/mL. N&o mostrou atividade antibacteriana frente aos organismos testados, com
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.
E obteve valores de percentual de atividade 16,78+6,1% na concentracdo de 1 000 pug/mL
para o FRAP e o IC50 da amostra igual a 2762,17 pg/mL de sequestro de radicais de ABTS.
Portanto, mais estudos com S. cymosum devem ser desenvolvidos para a descoberta em novas

aplicacoes.

Palavras-chave: Feoéfitas; algas marinhas; capacidade de absorbancia de radicais de oxigénio;

anti-infecciosos.



ABSTRACT

Macroalgae are multicellular organisms, marine autotrophs responsible for the production of
highly bioactive secondary metabolites with potential for medicinal and therapeutic uses and
in the development of new drugs. Due to these characteristics, algae have been the subject of
interest for further studies. In this sense, the objective of this work is to evaluate the
antimicrobial and antioxidant activities from the hydroalcoholic crude extract of Sargassum
cymosum. For this, a qualitative phytochemical study was carried out, in addition to
antimicrobial activity assays through the methodology of Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) and antioxidant by DPPH, FRAP,
Folin-Ciocalteu, phosphomolybdenum, ABTS and TFT methods. The results showed a
phytochemical profile similar to other Sargassum species, presenting alkaloids, terpenoids,
steroids, saponins, flavonoids, coumarins and quinones. Flavonoid quantification showed 27
0.46 pg tannic acid equivalent/mL. It did not show antibacterial activity against the tested
organisms, with Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. And obtained values of the percentage of activity 16,786.1% in the
concentration of 1000 pg/mL for the FRAP and the IC50 of the sample equal to 2762.17
pg/mL of radical scavenging of ABTS. Therefore, more studies with S. cymosum should be

developed to discover new applications.

Keywords: Phaeophyta; seaweeds; oxygen radical absorbance capacity; anti-infective agents.
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1. INTRODUCAO

As macroalgas sdo organismos multicelulares, autotrofos marinhos e estuarinos, sua
classificacdo taxondmica € dividida em 3 grupos baseados na sua pigmentacdo: as
Chlorophyta, sdo as algas verdes, as Rhodophyta, sdo as algas vermelhas, e as Phaeophyceae,
sdo as algas marrons ou pardas (LEANDRO et al, 2020). Esses organismos marinhos sdo
responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios altamente bioativos com potencial
para utilizacdo medicinal, terapéutica e no desenvolvimento de novos farmacos, dispondo de
propriedades antivirais, antifingicas, antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatdrias e
antineoplasicas (IWAMOTO et al, 2001; EL GAMAL, 2010; EL-BAROTY et al, 2007;
ABOU ZEID et al, 2014).

Em relacdo aos metabdlitos produzidos nas células, as espécies reativas de oxigénio
(EROs), de nitrogénio (ERNS) e outras espécies reativas sdo formadas como consequéncia do
funcionamento natural, tendo origem a partir do escape de elétrons do oxigénio molecular
durante as reacBes de transporte de elétrons que ocorrem nos cloroplastos, mitocondrias e
membranas plasmaticas (VASCONCELOS et al, 2013; SHARMA et al, 2012). Outra maneira
que contribui para formacdo de EROs é o estresse oxidativo, que é um desequilibrio entre
compostos pro-oxidantes e antioxidantes, quando ocorre um predominio de oxidantes pode
haver também o acumulo de radicais livres. As consequéncias da abundancia de radicais
livres e de danos causados por eles podem estar relacionados ao desenvolvimento de doencas

como diabetes tipo Il, varios tipos de cancer e de doencas neurodegenerativas.

Assim, esses radicais livres podem causar prejuizos para as células, visto que séo
altamente reativos e propensos ao ataque em macromoléculas estruturais, como lipidios de
membranas, DNA e proteinas. A fim de evitar a deterioracdo dessas moléculas, existe uma
busca pela descoberta de compostos antioxidantes. As macroalgas sdo organismos ricos em
compostos fendlicos, cujos possuem o grupo hidroxila (-OH) que reagem com os radicais
livres, capturando-os e impedindo que causem os danos as células (LIM et al., 2019,
MAHENDRAN et al., 2022). Para cada tipo de espécie reativa gerada pelo organismo e
radical livre existe um antioxidante apropriado, assim, um composto antioxidante pode

funcionar para um sistema, mas para outro n&o.

A atividade antioxidante ja foi descrita anteriormente em diversas espécies de algas
marinhas (BOONCHU et al., 2011; FARASAT et al, 2013). Nesse contexto, 0 género
Sargassum, pertencente a classe de algas pardas Phaeophyceae, se apresenta como uma
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potencial fonte de compostos antioxidantes, como estudado em S. fulvevellum, S.
hemiphyllum, S. thunbergii e S. micranthum. (YENDE et al., 2014). Esses compostos
antioxidantes apresentam funcGes como defesa contra danos oxidativos e participacdo nas
principais vias de sinalizacdo celular, reduzindo os danos causados pelas espécies reativas de
oxigénio. (DEVI et al, 2011).

Além da atividade antioxidante ha relatos da propriedade antibacteriana para algumas
espécies de Sargassum (DI FILLIPO-HERRERA et al., 2018; Batela et al., 2017). Sargassum
latifolium e Sargassum glaucescens, foram estudados e mostraram atividade antibacteriana e
antifingica promissora além da presenca de diferentes grupos de metabdlitos secundarios
como flavondides, taninos, fendlicos, esterdides e terpendides que sdo importantes
indicadores das propriedades microbianas das algas marinhas (BALETA, et al., 2017). Os
grupos das bactérias selecionadas possuem interesse comercial por apresentarem algum tipo
de resisténcia a antibidticos e ja sdo amplamente utilizadas em estudos com a mesma

finalidade.

As algas tém se tornado alvos interessantes por apresentarem baixo custo em pesquisa,
grande potencial sinérgico e menor risco de efeito colateral. Particularmente a espécie de
Sargassum cymosum é uma macro alga marrom que tém sido relatadas e poucos estudos tém
explorando sua bioatividade, dessa forma, torna-se atrativo avaliar suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas tendo em vista a crescente busca do mercado consumidor por

produtos naturais, ndo agressores do meio ambiente e ndo toxicos a saude humana.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Macroalgas e Sargassum

Levando em consideracdo que 71% da superficie terrestre € composta por oceanos, a
coleta de macroalgas em comunidades costeiras ao redor do mundo com diversas finalidades,
como para alimentacdo, uso terapéutico, fertilizante e biocombustiveis, tem se tornado um
comportamento crescente na sociedade (RAJAURIA; YUAN, 2021; COSTA et al, 2020,
ROVER et al, 2015; MARTINEZ, 2015). No Brasil, atualmente existem 4 993 espécies de
algas descritas no pais, sendo que 4 972 destas espécies sdo nativas. No entanto, tal grupo so6
tem 1,8% de representacdo do patriménio genético do pais, demonstrando que ainda possui
uma pequena parcela de contribuicdo para a flora brasileira (BAYMA et al., 2022). Ainda sim
esforcos sdo direcionados para reverter tal situacdo,. A nivel nacional Estado de Pernambuco
é uma das principais regides de estudo de ambiente recifal do Brasil, ficando para atrds apenas
do Rio Grande do Norte, e também o segundo estado com maior nimero de publicacfes de
pesquisa em macroalgas do Brasil(YENDE et al., 2014, HARB; CHOW, 2022).

As macroalgas marinhas sdo organismos multicelulares, macroscopicos, eucariéticos e
autotrofos. A organizagdo taxondmica divide as macroalgas em trés grupos baseado na cor do
talo, sendo as algas verdes (Chlorophyta), as vermelhas (Rhodophyta) e as marrons ou pardas
(Ochrophyta ou Phaeophyceae) (LEANDRO et al, 2020). As macroalgas sao encontradas nas
zonas costeiras intertidais e subtidais e nos habitats estuarinos. A vida nesses habitats pode ser
um desafio, e 0s organismos que vivem neles podem experimentar uma variedade de
estressores fisicos: temperatura, luz, salinidade, dessecacdo e agdo das ondas, ao lado de

pressdes bioldgicas: predacdo, competicdo, parasitismo e alelopatia (WAN, 2019).

Desta maneira, Sargassum (C. Agardh, 1820) desempenha importante papel nos
ecossistemas de agua do mar tropical que servem como fonte de alimento e abrigo. Em
relacdo a relevancia antrépica atua com destaque na culinaria da cultura do leste asiatico. Na
taxonomia, o género Sargassum pertence as algas marrons da classe Phaeophyceae na ordem
das Fucales (SANJEEWA et al, 2018). Além disso, o género é subdividido em quatro
subgéneros baseado nas caracteristicas do talo: Phyllotrichia, Bactrophycus, Arthrophycus e
Sargassum. Para a resolucdo taxondmica dos subgéneros técnicas de marcadores moleculares
sdo associados a morfologia, através do gene espacador transcrito interno ITS-2 (GIRIWONO
et al, 2019).
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A espécie Sargassum cymosum € uma representante entre as 12 espécies de Sargassum
spp. ocorrentes no Brasil. A distribuicdo geogréafica nacional dela é a partir dos litorais do
Ceara até o Rio Grande do Sul (Forzza et al., 2010; Rover et al., 2014). Além disso, a espécie
é caracterizada morfologicamente pela organizacdo em um eixo cilindrico ereto e a fixacdo ao
substrato por apressorio rigido, coloragdo marrom a marrom-esverdeada do talo, com a
auséncia de flutuadores e com filoides com formato podendo variar de lanceoladas a linear-
lanceolado, com denti¢cdes marginais irregulares e sendo os filoides distribuidos espiralmente
no eixo cilindrico, como visto na Figura 1. Em relagdo as caracteristicas reprodutivas, podem
haver individuos monoicos ou dioicos, com oogbnios e anteridios localizados em

conceptaculos individualizados (De Paula et al., 1988).

Figura 1. Hol6tipo molhado de Sargassum cymosum

!
®

>

Fonte autoral.

Na composicdo quimica das algas, os metabdlitos primarios sdo os comuns que
servem para o funcionamento essencial da alga, sendo eles lipideos, proteinas e
polissacarideos, enquanto que os metabdlitos secundarios ndo sdo essenciais, mas conferem
vantagens na adaptacdo do ambiente, sendo que os principais produzidos nos tecidos das algas
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sdo o0s compostos fendlicos, compostos halogenados, esterdides, terpenos e pequenos
peptideos, entre outros (ROSA et al, 2020, WAN et al, 2019). Muitos compostos encontrados
nas macroalgas ainda ndo sao totalmente compreendidos (WAN et al, 2019).

Das classes de compostos quimicos ativos que possuem atividades ecoldgica e
medicinal, gerando interesse econdmico, os principais constituintes sdo compostos fendlicos,
flavonoides, terpenos, alcaldides, esteroides, taninos, saponinas, cumarinas, quinonas e
glicosideos (Deyab et al., 2016; Polo et al. 2015).

2.2.  Atividade antioxidante

O pareamento de elétrons nada mais é do que dois elétrons ocupando o mesmo orbital
em um atomo ou molécula, quando uma orbital possui apenas um elétron tal estrutura é
chamada de radical livre. Os radicais livres sdo moléculas instaveis capazes de interagir com
outras moléculas, porque perdeu um elétron da camada mais externa, fazendo com que sejam
muito reativos. A formacédo de radicais podem ser produzidos no organismo como produtos
do metabolismo celular ou fatores externos como exposicao solar, bebida alcodlica e radiacéo,
por exemplo. Por serem instaveis, o surgimento e o desaparecimento destas espécies reativas
podem acontecer de maneira muito rapida, no entanto, se ocorrer a interagdo com outras
moléculas, podem gerar um efeito em cadeia e gerarem novos radicais. O ataque dos radicais
livres aos tecidos € conhecido como estresse oxidativo, sendo os radicais mais danosos para
os organismos € o radical hidroxila e o radical superoxido (CHORILLI et al., 2007;
COTINGUIBA et al, 2013)

Assim, pode-se dizer também que o estresse oxidativo é um desequilibrio entre
compostos pré-oxidantes e antioxidantes, em que o aumento do numero de pro-oxidantes
geram espécies reativas de oxigénio (ERO), nitrogénio (ERN), entre outras especies. As
EROs sdo produzidas por células do tecido e podem causar dano celular, visto que sdo
propensos ao ataque em macromoléculas estruturais, como lipidios de membranas, DNA e
proteinas (LIM et al., 2019, MAHENDRAN et al., 2022). Além disso, as ERO e ERN
possuem funcdo fisioldgica na sinalizacdo da apoptose, controle da pressdo sanguinea, na
fagocitose de agentes agressores e influéncia em &rgdos reprodutivos animal e vegetal
(VASCONCELOS et al., 2007). O efeito deletério de tais reacfes podem ser vistos no
desenvolvimento de doencas cronicas como diabetes tipo |Il, cénceres e doencas
neurodegenerativas, por exemplo (LIM et al., 2019). Os antioxidantes sdo uma defesa que
protege as células contra os danos das ERO, podendo ser por via enzimatica ou néo
enzimatica (YENDE et al., 2014).
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Pela via enzimatica um exemplo classico é a catalase que reduz perdxido de
hidrogénio (H20,) em agua (H,0) e oxigénio (O,). Enquanto que 0s ndo enzimaticos estdo as
vitaminas A, E e C, B-caroteno, por exemplo. As macroalgas sdo organismos ricos em
compostos antioxidantes e o género Sargassum tem sido estudado como uma destas fontes.
Em S. fulvellum os polissacarideos sulfatados mostraram uma potente eliminacdo de radicais
livres, ja em S. hemiphyllum e S. thunbergii os altos niveis de compostos fenolicos foram os
principais responsaveis pela atividade antioxidante e em S. micranthum foram as
plastoquinonas (YENDE et al., 2014).

2.3.  Atividade antimicrobiana

Um dos problemas atuais é resisténcia de micrdbios a certos antibidticos, devido ao
uso incorreto de drogas, evolucdo dos microrganismos, por exemplo, desenvolvendo, assim
cepas muito resistentes e que ndo tem resposta a nenhum medicamento no mercado atual.
Para contornar tal situacdo, estudos sdo dedicados para o entendimento dos mecanismos
utilizados para reverter tal situacdo, sendo as principais categorias de mecanismo de
resisténcia a antibidticos sdo: modificacdo do alvo de um medicamento, efluxo da droga ativa,
limitacdo da absorcdo de um medicamento e inativacdo da droga, como visto na Figura 2
(Tenover, 2006; Liu et al., 2020, BARBOSA et al., 2022).

No mecanismo de acdo de limitacdo da absorcdo do medicamento, o artificio utilizado
é dificultar a entrada do antibidtico dentro da célula através da permeabilidade do antibiotico
a parede celular e a membrana plasmatica da bactéria, ja que é através destas estruturas que
ocorre a separacdo do exterior para o interior da célula. No mecanismo de inativacdo da
droga, o procedimento ocorre através de enzimas que sdo capazes de degradar um grupo
quimico ou alguma estrutura que torna o antibiotico um composto ativo. J& na modificacdo do
alvo de um medicamento, o receptor que interage com o antibiotico sofre alteragdo, assim,
ndo sendo mais possivel fazer a interagdo molécula-receptora. E o efluxo da droga é o meio
que através de bombas, a bactéria consegue carregar para fora da célula, moléculas do
antibiotico (TORTORA et al., 2010).

Além disso, devido as diferencas na estrutura celular entre Gram negativas e Gram
positivas existe uma variacdo nos tipos de mecanismos utilizados. As gram positivas tem uma
limitacdo no uso de mecanismos, como podendo ter menos controle em relacdo a absor¢édo
das drogas e ndo tendo capacidade para efluxo em alguns casos, as gram negativas geralmente

podem utilizar os quatro mecanismos sem nenhuma restri¢cdo (Deak et al., 2016, BARBOSA
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et al., 2022). Existem estratégias que pacientes e profissionais da saude podem adotar para
prevenir o desenvolvimento de resisténcia a antibioticos, como utilizacdo da droga até o fim
do tratamento, ndo sé até os sintomas desaparecerem e evitar prescri¢cdes desnecessarias e
dosagens erradas dos medicamentos (TORTORA et al., 2010)

Figura 2. Principais mecanismos de acéo de resisténcia a antibioticos

' e ... .
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Os antibidticos sdo representados pelas moléculas vermelhas e a bactéria representada como modelo é Gram
negativa. Fonte autoral.

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram negativa com resisténcia inerente ja
gque tem como mecanismos presentes a impermeabilidade e o efluxo de antibidticos
(HENWOOD et al., 2001). Em consequéncia disso, 0 monitoramento da suscetibilidade e dos
padrdes clinicos para a orientacdo adequada e direcionamento de novos agentes
antimicrobianos sdo fundamentais para guiar uma escolha empirica ou terapia direcionada
(PATHMANATHAN et al., 2009). Os hospitais brasileiros ja sofreram uma crescente
prevaléncia deste virus com resisténcia a antibiéticos, devido a disseminacdo de clones e
prescricdo incorreta de medicamentos, sendo um grave problema de satde publica no pais
(ANDRADE et al., 2003).

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram negativa responsavel por originar doencas

como pneumonia, infecgdes no sistema urinario e respiratorio, sepse e outras doengas (GUO
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et al., 2016; MARTIN et al., 2016). Tal bactéria é causadora de um numero significativo de
quadros de morbidade e mortalidade, sendo um importante patdgeno de infeccbes
nosocomiais nos Estados Unidos e na india (SIKARWAR; BATRA, 2011). As diversas cepas
resistentes a antibidticos se tornam um problema cada vez mais significativo ao redor do
mundo, porque cepas como de K. pneumoniae carbapenemases (KPC), ndo sao detectados em

exames de rotina, possuindo assim um maior risco de disseminacdo (ARNOLD et al., 2011).

A bactéria Staphylococcus aureus € uma bactéria gram positiva, foi a primeira bactéria
que se detectou o desenvolvimento de resisténcia ao tratamento de antibidticos, devido a
codificacdo do gene B-lactamase codificada por plasmideo. Tal grupo de bactéria resistente e
conhecido como MRSA (sigla em inglés para Methicillin-resistant Staphylococcus aureus,
em portugués Staphylococcus aureus resistentes a meticilina) (TORTORA et al, 2010). Em
virtude da alta capacidade de viruléncia, da diversidade de infecgbes com risco de vida e a
adaptacdo em diferentes condi¢cGes ambientais, S. aureus € um patdgeno de grande
preocupacdo (LOWY et al, 2003).

A Escherichia coli é uma bactéria gram negativa encontrada no trato intestinal de
animais, fazendo parte da microbiota intestinal, desempenhando um relevante papel
fisiolégico, como a producéo de vitaminas K e B, e ndo sendo patogénica nos organismos que
habita em condi¢des ambientais salubres (SOUZA et al, 2016). Por ser uma espécie associada
com fezes de animais de sangue quente, estudos a retratam como referéncia para obter o
controle de qualidade da agua e em ambientes de condicdes de desequilibrio, como em
imunodeprimidos, que podem ser a maior causadora de doencas entéricas, sendo a raiz de um
prejuizo gerado pela ndo absorcdo dos nutrientes necessarios e causando fraqueza nos
individuos (MURRAY, 1999). Outros fatores positivos que podem ser destacados para a
escolha desta espécie como organismo modelo de estudo: seu rapido crescimento e a
capacidade de obtencdo de energia a partir de diversas fontes, fornecendo rapidez e baixo

custo aos testes.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral
Avaliar a partir do extrato bruto hidroalcodlico de Sargassum cymosum as atividades

antioxidante e antimicrobiana.

3.2.  Objetivos especificos

e Identificar a espécie e preparar o extrato hidroalcodlico de Sargassum bruto utilizando
0 método convencional de extracdo por solventes.

e Realizar um screening fitoquimico de 10 classes de constituintes presentes no extrato
hidroalcodlico.

e Auvaliar a atividade antibacteriana por meio de um teste bacteriostatico e um
bactericida que investigam diferentes concentraces.

e Auvaliar a atividade antioxidante do extrato bruto hidroalcodlico de Sargassum através

de seis métodos espectrofotométricos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta

A coleta foi realizada no dia 21 de dezembro de 2021 na Praia de Enseada dos Corais
(S 008°19'4.4" e W 34° 56' 53.3"), localizada no municipio do Cabo de Santo Agostinho em
Pernambuco, Brasil, com cerca de trés quilébmetros de extensdo. A escolha do lugar foi

determinada pela grande diversidade de macroalgas presentes.

4.2. Caracterizacdo da alga

O material ficoldgico foi fixado em solucdo de formol 4% em agua do mar para
posterior identificagdo em ladminas semipermanentes. Foram observados o padrédo e a
disposicdo dos filoides e receptadculos quando necessario com o auxilio do microscopio
estereoscopio (Zeiss, GSZ) e do microscopio optico (Olympus, CX21FS1). A identificacdo
foi realizada através de literaturas especificas para o estado de Pernambuco e em parceria com

0 Laboratorio de Bentos do Departamento de Oceanografia da UFPE.

4.3. Desidratacdo das macroalgas marinhas e preparacdo do extrato

Em laboratério, as biomassas coletadas foram lavadas com &gua corrente para
remocdo de sujeiras macroscopicas e colocadas para secagem em estufa (Quimis, modelo
Q314M242) com circulacdo e renovacao de ar a 36 °C por 48 horas. As macroalgas secas

foram trituradas com o auxilio de um moedor doméstico, obtendo-se uma massa homogénea.

Foi preparado um extrato a 10% (p/v) utilizando etanol: o hidroalcodlico, 70% sendo a
proporcdo de etanol e completada com agua Milli-Q (Direct-Q 8 UV Millipore).
Posteriormente a preparacdo da mistura, o material foi colocado em sonicador ultrassénico
(EASY 10 H) por 30 minutos por 3 vezes. E, entdo, logo ap6s foi realizada uma filtracdo a
vacuo utilizando papel filtro de café, além do auxilio do funil de Biichner e de Kitassato. Em
seguida, o material foi colocado em evaporador rotativo (Rotovapor R-114) para remocao
completa do etanol, sendo obtida uma solucéo liquida. O extrato preparado foi congelado a -

20°C e, por fim, liofilizado.

4.4.  Ensaio qualitativo do perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico de S. cymosum
O screening fitoquimico foi baseado no método Deyab, Elkatony e Ward (2016) com

algumas adaptacbes. O extrato liofilizado foi diluido em 18 mL de solucdo de extrato na

concentracdo de 1 mg/mL em solvente etandlico (70%). Esse ensaio foi realizado a fim de

identificar os principais grupos quimicos naturais, que estdo presentes ou ausentes no extrato,
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tais como alcalGides, terpendides, esterdides, taninos, saponinas, flavondides, fenais,

cumarinas, quinonas e glicosideos.
Desenho experimental

e Alcaldides: foram colocados 2 mL de &cido cloridrico e mais 2 mL de solucdo do
extrato. A solugédo ficando esverdeada ou formacdo de um precipitado indica a presencga
de alcaloides.

e Terpendides: foram colocados 2 mL de cloroférmio concentrado com &cido sulfarico
mais 0,5 mL de solucdo do extrato. A presenca de uma interface marrom ou avermelhada
indica a existéncia de terpenoides.

e Esterdides: foram colocados 2 mL de cloroférmio, mais 1 mL de acido sulfurico e
mais 0,5 mL solucdo do extrato. A presenca de uma interface marrom ou avermelhada
indica a existéncia de esteroides.

e Taninos: foram colocados 1mL de cloreto férrico e mais 2 mL de solugdo do extrato.
A solucdo ficando esverdeada escuro ou azulada escuro indica a presenca de taninos.

e Saponinas: foram colocados 2 mL de agua destilada e mais 2 mL de soluc¢do do
extrato. A formacédo de uma espuma com 1 cm de altura indica a presenca de saponinas.

e Flavonoides: foram colocados 2 mL de hidréxido de sodio 2N e mais 2 mL de solucao
do extrato. A solucdo ficando amarelada indica a presenca de flavonoides.

e Fendis: foram colocados 2 mL de &gua destilada com um pouco de cloreto de ferro
10% e mais 2 mL de solugéo do extrato. A solucédo ficando esverdeada ou azulada indica a
presenca de fendis.

e Cumarinas: foram colocados 1 mL de solucdo de hidroxido de s6dio 10% e mais 1 mL
de solucdo do extrato. A solugéo ficando amarelada indica a presenca de cumarinas.

e Quinonas: foram colocados 1 mL de &cido sulfurico e mais 1 mL de solucdo do
extrato. A solugéo ficando avermelhada indica a presenga de quinonas.

e Glicosideos: foram colocados 3 mL de cloroférmio e solucdo de aménio 10% e mais 2
mL de solucédo do extrato. A solucdo ficando rosa indica a presenca de glicosideos.

e Para o teste de cada grupo quimico foi feito seu respectivo controle negativo, que no
local do volume da solugdo do extrato foi colocado o volume do solvente da solucéo
(solucdo hidroalcodlica 70% etanol) para a validacdo de que reacdo ocorria entre as algas

€ 0S reagentes.



21

O ensaio foi realizado em parceria com o Laboratério Quimica de Produtos Naturais do
departamento de Antibidticos e Laboratorio de Bentos do departamento de Oceanografia da
UFPE.

4.5. Ensaio antimicrobiano

Para o ensaio microbioldgico, foram utilizadas as cepas das bactérias Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella Pneumoniae. As cepas de
foram ativadas diretamente na placa de 4gar Mueller Hinton. Em seguida foi incubada a 37°C

por 24 horas.

O ensaio para determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) do composto
bioativo da amostra foi realizado em triplicata, através de métodos de microdiluicdo em caldo
Mueller Hinton (MH), para detectar possiveis atividades antimicrobianas do composto. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, ap6s o término da incubacdo, é desejado obter a
mais baixa concentracdo que apresentou atividade, ou seja, a que ndo apresentou crescimento
bacteriano, foi considerada como a CMI (CLSI, 2011). Inicialmente foi preparada uma
suspensdo com solugdo salina (concentracdo de células 1,5 x 10%) em espectrofotdmetro a 600
nm para bactérias até obter uma absorbancia entre 0,08 a 0,13. A suspenséo obtida foi diluida
de modo a se obter uma suspensdo bacteriana com a concentracdo de células 1,5 x 10°. Esta

foi a suspensédo que foi adicionada em cada pogo.

Foram adicionados 180 uL de meio de cultura no quarto pogco com a solugdo mae e
100 pL nos demais pocos que foi realizada a dilui¢do, reservando os trés primeiros pogos para
os controles. Em seguida foram adicionados 10 pL da amostra na concentracdo inicial de
1.000 pg/mL apenas no quarto poco (sol. Méae), e realizada a diluicdo seriada pela
transferéncia de 100 pL da solucdo da solugdo mée para 0 pogo seguinte e esse procedimento
foi repetido, sucessivamente até o Gltimo poco, os ultimos 100 pL restantes foram
descartados. Além disso, foi feito o controle positivo com 100 pyL de meio de cultura Mueller
Hinton com mais 10 pL de microrganismo testado. O controle do solvente foi composto por

90 pL de meio de cultura com mais 10 pL de solvente mais 10 pL do microrganismo testado.

O ensaio foi realizado em parceria com o Laboratério Produtos Naturais do

Departamento de Bioquimica da UFPE.
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A atividade antioxidante in vitro do extrato bruto hidroalcodlico de S. cymosum foi

avaliada por seis ensaios colorimétricos. Na tabela 1 a seguir estdo apresentados 0s

parametros dos controles positivos correspondentes aos testes de DPPH, FRAP, Folin-
Ciocalteu, TFT e ABTS.

Tabela 1. Suméario dos parametros das respectivas curvas padrdes para os diferentes ensaios antioxidantes,
especificando faixa de concentragio do padrio (ug.mL™), equacéo da reta (y = ax + b) e do coeficiente de

regressao (R°)

Acido ascorbico

Acido tanico

Acido galico

Trolox

1,95 -31,25 pg.mL™*

DPPH y = 2256,7x + 3,7334
R?=0,9953
3,9-62,5 pg.mL™
FRAP y = 763,41x + 29,338

R?=0,9397

Folin-Ciocalteu

1,95 - 1000 pg.mL™
y = 4,0685x + 0,155

R?=0,9839

1,95-125 pg.mL'1

TET y = 20,35x + 0,0499
R?=0,9989
12,5 - 500 pg.mL™
y =0,1579x +
ABTS 14,811
R?=0,8391

Fonte autoral.
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4.6.1. Determinacdo do teor de fenois totais (TFT)

A gquantificacdo do teor de taninos totais foi baseada na metodologia de Singleton,
Rossi (1965), descrito por Ainsworth, Gillespie (2007) e Agbor, Vinson, Donnelly (2014)
adaptado, na qual partiu-se de 500 pL do extrato hidroalcodlico a 1 mg.mL™. Cada amostra
foi diluida com a adi¢@o de 500 pL de amostra seguida da adi¢do de 500 pL de Folin (1:1 v/v)
e agitacdo vigorosa. Apos um repouso de 3 minutos, foi adicionado aos tubos contendo as
amostras com o Folin, bicarbonato de sédio a 8%. Manteve-se novamente em repouso por 2
horas e logo apds, os tubos foram submetidos a centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi retirado 300 puL para leitura da placa de 96 pogos em 725 nm. Todas as

andlises foram feitas em triplicatas.

O 4cido tanico foi utilizado como padrdo e os resultados foram calculados com base
na curva de calibracdo (1,98 — 1000 ug.mL™) e expressos em mg equivalente de &cido Tanico

por grama de extrato (mg TAE/g extrato).

4.6.2. Determinacéao do teor de flavonoides totais (TFT)

A quantificacdo do teor de flavonoides totais (TFT) foi baseada nos métodos de
Miguel, (MIGUEL et al., 2014) em microplacas de poliestireno de 96 pocos foram
adicionados 100 pL dos extratos hidroalcoolicos a 1 mg/mL e 100 pL de cloreto de aluminio
(206911 Aldrich) a 2% Depois de 1 h de incubagdo a temperatura ambiente e no escuro, as
absorbancias foram lidas em 425 nm no leitor de Elisa (Multiskan Skyhigh). Um branco foi
preparado com 100 pL de solvente hidroalcoolico, em vez do extrato. A andlise foi feita em

triplicata.

Os resultados de TFT dos extratos serdo apresentados como média + desvio padrao e
expressos em miligramas de equivalentes de quercetina (mg EQ) por grama (g) do extrato,
tendo em vista a curva padrdo da quercetina (33.795-1, Aldrich), nas concentracGes de 10 a
200 pg/mL .

4.6.3. Atividade antioxidante total

O teste de antioxidante do fosfomolibdénio foi realizado de acordo com Popovie-
Djordjevié et al. (2019), com algumas modificagGes. A atividade ocorre pela reducdo do
complexo fosfomolibdénio, que é formado a partir de um reativo constituindo de fosfato de
sodio (28 mM), molibdato de aménio (4 mM) e &cido sulfarico (600 mM).
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Para cada reagdo, foram adicionados 1000 pL e 100 pL das amostras em microtubos
(em triplicata por concentracdo). Em seguida, foram incubados em banho-maria por 90
minutos a 95°C. Subsequentemente, 200 puL foram aplicados em placas de 96 pogos onde foi

realizada a leitura no espectrofotometro em 695 nm.

4.6.4. Capacidade de sequestro do radical acido-2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) (ABTS)

O teste ABTS foi realizado segundo Rasera et al. (2019) com algumas adaptacdes,
com o objetivo de estabilizar o radical acido-2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

(ABTS), mediante a mudanga de coloracdo da solugdo do verde para o transparente.

Primeiramente, foi realizada a diluicdo do material teste e da solucdo etandlica de
ABTS adaptada para o experimento. A partir de uma solugcdo-mée contendo 7 mM de ABTS e
de 140 uM de persulfato de potédssio, uma solu¢do mais diluida foi preparada, em que para
cada 1 mL de solucdo-méde eram adicionados 33 mL de etanol, tendo o ajuste da substancia
em 700 qm. A reacdo ocorreu adicionando 20 pLL da amostra mais 220 uLL de ABTS. Apos 6
minutos de reacdao foi observada a mudanca de coloracdo. A leitura foi feita em 734 nm em
espectrofotdbmetro de microplaca. O controle negativo foi preparado colocando no local da

amostra 20 uL de etanol e tratado de forma idéntica.

A capacidade de sequestro do radical do ABTS dos extratos e do controle positivo
expressa em porcentagem, foi calculada pela Equacao da reta de ABTS (%) e sera apresentada

como média *desvio padréo.

ABTS (%) — AbsControle negativo — AbsAmostra % 100

AbScontrote negativo

4.6.5. Capacidade de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

A capacidade de sequestro de radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi
determinada de acordo com Blois (1858) e descrita por Duan e colaboradores (2006) e Kato et

al. (2016), com algumas modificagcdes em microplacas de poliestireno de 96 pocos.

O ensaio para determinar a capacidade de sequestro de radical DPPH do composto
bioativo da amostra foi realizado em triplicata. Foram adicionados 40 uL do extrato, diluido

em 8 séries sendo a concentracdo inicial 1 mg/mL, e 250 pL de DPPH diluido em etanol na
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concentragdo em 50 pg/mL. O L-acido ascorbico foi utilizado como controle positivo diluido
em etanol e feita uma dilui¢do seriada com 10 séries, sendo a concentragao inicial 500 pg/mL.
No controle negativo foi adicionado 150 pL de DPPH e no branco da amostra 150 pL do
extrato. ApGs a preparagdo dos pocos, a placa foi incubada em temperatura ambiente e no
escuro por 30 minutos. As absorbancias foram monitoradas a 517 nm no leitor de Elisa

(Multiskan Skyhigh).

A capacidade de sequestro do radical do DPPH dos extratos e do controle positivo
expressa em porcentagem foi calculada pela Equagédo da reta de DPPH (%) e serd apresentada

como média *desvio padréo.

DEPH (':Vu) AbScontroie negative ~ APS4mosera % 100

AbScantrole negativo

4.6.6. Poder de reducéo dos ions férricos (FRAP)

O poder de redugdo de ions ferricos (FRAP) foi determinado de acordo com a
metodologia descrita por Khatua, Roy, Acharya (2013). Aos tubos contendo 500 pL do
extrato na concentracdo 1 mg/mL foi adicionado 1,25 mL de tampdo fosfato a 0,2 M (pH 6,6)
e 1,25 mL de ferricianeto de potassio a 1%, os quais foram mantidos em banho maria por 20
minutos a 50°C. Apo6s a incubacdo e resfriamento dos tubos, a reacdo foi interrompida pela
adicdo de 1,25 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 10%. Os tubos foram centrifugados e 2
mL da camada superior da mistura reacional foram retirados e misturados com 2 mL de agua
destilada e 0,4 mL de cloreto férrico a 0,1%. Os tubos foram incubados por 10 minutos em
temperatura ambiente. Depois disso, as absorbancias foram monitoradas a 700 nm (Multiskan

Skyhigh).

O controle positivo foi o butil hidroxianisol (BHA), foi feita uma dilui¢do seriada com
10 séries, sendo a concentracdo inicial 1 mg/mL, e tratado de forma idéntica. O branco foi
feito nas mesmas proporcGes, mas no lugar do extrato foi colocado o solvente hidroalcoolico
Os resultados do FRAP foram apresentados pela Equacdo da reta de FRAP (%) e sera
apresentada como média Tdesvio padrao.

FRAP [:q"fﬂj AbZgmozera — A¥SConerole negativo % 100

ABSgmpzera
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Analise fitoquimica

O resultado da analise fitoquimica qualitativa do extrato hidroalcodlico de Sargassum
cymosum mostrou a presenca de alcalGides, terpenos, esteroides, saponinas, flavonoides,
cumarinas e quinonas, como demonstrado na Tabela 2 a seguir. A fim de entender se os
constituintes do género teriam muita variacao, foi feita uma comparacdo com outros extratos
brutos de solventes aquosos ou diluidos em algum tipo de alcool, seja metanol ou etanol, de
cinco espécies do género, visto que o solvente é um importante fator em relagdo aos
constituintes extraidos (ROSALINE et al., 2012).

Foi evidenciado que perfil fitoquimico da espécie em estudo é muito semelhante com
outras espécies ja relatadas na literatura do mesmo género, tais como S. oligocystum, S.
crassifolium, S. muticum, S.wightii e S. swartzii, apresentando auséncia apenas de taninos,

fenois e glicosideos.

Tabela 2. Comparacéo de constituintes presentes no extrato bruto em seis espécies de Sargassum

Exprt_asséo S. oligocystum | S. crassifolium S. muticum S.wighti S. swartzii
Constituintes obtida (Baleta et al., (Baleta et al., BaE:\gsouot;ﬁlt’Z:nean (Sangeetha et | (Sujathaetal,
S. cymosum 2017) 2017) ian, 2015) al, 2017) 2019)

Alcaloides + + - -
Terpenos + - + + +
Esterdides + + - + + +
Taninos - + + + + +
Saponinas + + + - + +
Flavonoides + + + + + +
Fenois - + + - +
Cumarinas + + - +
Quinonas + - -
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Glicosideos - - +

Nota:+, Presenca; -, Auséncia. As células coloridas significam que ndo havia resultado equivalente no estudo,
auséncia de dados. Fonte autoral.

De maneira geral, o género Sargassum é muito conhecido pela riqueza de fenois, no
entanto, no extrato deste estudo ndo foi possivel identificar a presenca de fenais e na literatura
é possivel encontrar outro extrato também que ndo apresentou na composicdo os fenol na
amostra, ndo foi encontrada uma possivel causa para tal acontecimento (RAJIVGANDHI et
al, 2021; MILLEDGE et al, 2019; ANAELE et al, 2013; HEO et al., 2005). Sendo os fendis
um importante composto organico tal auséncia pode influenciar nas propriedades bioativas do

extrato.

Os flavonoides sdo produtos do metabolismo vegetal, que possui atividade
antioxidante e antimutagénica, sendo um composto muito explorado pela industria
farmacéutica e alimenticia (RAFFA et al, 2017, PETERSON; DWYER, 1998). Dos dez
constituintes analisados, 0 Unico que apareceu em todas as espéecies e solventes foi
flavonoides, demonstrando que tal constituinte é abundante e tem menos sensibilidade a perda

na extragéo.

5.2.  Atividade antioxidante

No resultado observado para a quantificacdo de fendis ndo foi possivel observar uma
concentracdo expressiva significativa na amostra. Confirmado pelo teste feito do screening
fitoquimico, ja discutido anteriormente. Em geral, os extratos de macroalgas s@o vistos como
uma rica fonte de compostos fendlicos (HEO et al., 2005). No entanto, o contetdo fenolico
varia entre as espécies e também aos fatores ambientais e fisiolégicos, como tempo de vida,

estagio reprodutivo, exposic¢do ao sol, profundidade e salinidade (POLO e CHOW, 2022).

No estudo feito por ARIAS-ECHEVERRI et al. (2022) com a mesma alga em extrato
etanolico confirma a presenga de compostos fendlicos no extrato, quantificando 822 pg
equivalente de acido galico /mL. Visto que o solvente influencia na relagdo de constituintes
extraidos (ROSALINE et al., 2012), apesar de ter ocorrido a presenca de fendis neste estudo,
a concentracdo ainda assim é muito pequena. Como no extrato hidroalcodlico a composi¢do
percentual de etanol € reduzida em comparacdo com o etanol puro, provavelmente tal redugédo

tenha influéncia na extracdo de compostos fendlicos da macroalga.
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Na quantificacdo de flavonoides, a concentracdo encontrada foi de 27+ 0,46 pg
equivalente de quercetina/mL. N&o sendo possivel correlacionar o valor da concentracao da
amostra com outros estudos da mesma espécie. O estudo feito por Baek e colaboradores
(2021) com 11 espécies de Sargassum preparadas em extrato hidroalcodlico 70% e diluidas
em metanol, encontrou como maior concentragdo entre os extratos 82,33 + 3,24 png
equivalente de quercetina/mL em S. miyabei Yendo e a menor concentracao foi 22,08+ 1,32
ug equivalente de quercetina/mL em S. macrocarpum e 22,08+ 0,65 pg equivalente de
quercetina/mL em S. coreanum. Assim, pode-se entender que existe uma baixa concentracao

de flavonoides em S. cymosum.

Nos testes de DPPH e fosfomolibdénio os controles positivos apresentaram valores de
IC50 de 205 pg/mL e 230,5 pg/mL, respectivamente. Para a espécie de Sargassum em estudo
foi verificado que ndo apresentou atividade antioxidante, ndo sendo possivel calcular o IC50
para a amostra. No estudo feito por Lim et al (2018) em extrato etanolico de S. serratifolium
houve resposta positiva para antioxidante no teste de DPPH, tendo um IC50 de 38,1 + 0,72

pug/mL.

O FRAP apresentou a¢do antioxidante baixa quando comparada com o equivalente da
mesma concentragdo do controle positivo de 1 000 pg/mL, acido ascérbico com percentual

de atividade 16,78+6,1% . O IC50 do controle positivo foi de 270 pg/mL.

O ABTS foi possivel observar a atividade antioxidante com um IC50 da amostra igual a
2762,17 pg/mL e o controle positivo, o Trolox, teve um IC50 de 222,85 ug/mL, o que
demonstra um valor de IC50 muito alto para uso em aplicacdo farmacéutica, devido a isso
apresenta pouco valor comercial por ser necessario uma concentragcdo muito alta de amostra
para alcancar a metade da atividade maxima. No estudo feito por Lim e colaboradores com
extrato etandlico de S. serratifolium (2019), o IC50 para ABTS foi de 50,2 ug/mL,
demonstrando que realmente o IC50 encontrado para amostra do estudo teve um valor muito

alto.

A comparacdo entre percentuais da amostra e do controle nas concentracdes de 500;
250; 125 pg/mL, demonstra baixo percentual de sequestro radical ABTS mesmo em alta
concentracdo quando comparado com o Trolox, como visto no Gréafico 1. Na concentracéo de
500 pg/mL, o percentual de sequestro para a amostra ¢ de 7,5+1,99%, enquanto que no
controle o equivalente da concentracdo de Trolox deu 84,22+ 7,49%, para 250 pg/mL, com

2,34+ 2,21% para a amostra e 70,47+3,61% para o controle, em 125 pg/mL foi de 0,23+
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2,98% para 45,63+1,61% de Trolox. Deste modo, pode-se dizer que a partir de 125 pg/mL a
captura ocorre em tao baixo que ja ndo é mais significativamente interessante ocorrer captura

do radical em concentragfes mais baixas.

Grafico 1. Comparacéo entre percentual de atividade do Trolox e de Sargassum Cymosum
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5.3.  Atividade antibacteriana

O resultado observado da avaliacdo inicial da concentracdo minima inibitoria (CMI)
para as bactérias testadas na amostra indicou crescimento bacteriano em todas as
concentracdes testadas. Mostrando que ndo houve inibi¢do no crescimento bacteriano mesmo
na concentracdo 1000 pg mL™. Este resultado também foi confirmado pelo ensaio de
concentracdo minima bactericida (CMB), as altas concentracdes de biomassa bacteriana
indicam resultados com inibicdo insignificantes para as bactérias testadas no extrato

hidroalcoolico de S. cymosum.

Resultado semelhante foi obtido no estudo de Puspita e colaboradores (2017), com
uma outra espécie do mesmo género, S. muticum feita em extrato aquoso enzimatico e outro
aquoso, utilizando as espécies de bactéria E. coli e P. aeruginosa. Nao foi obtida atividade
inibitoria antibacteriana, sendo atribuida possivel presenca de polissacarideos no extrato
bruto, fazendo com que houvesse um crescimento da populacdo bacteriana ao invés da

supressao.

Por outro lado, estudo feito por Di Fillipo-Herrera e colaboradores (2018), no extrato
etandlico de S. horridum apresentou atividade antimicrobiana ao longo de todos os meses do

ano. No entanto, a intensidade da atividade poderia variar nas espécies de acordo com 0 més,
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como aconteceu mais vigorosamente com S. aureus em julho. Ainda neste estudo, a
caracterizacdo quimica evidenciou um alto percentual de carboidratos na composi¢do da
espécie e mesmo variando ao longo dos meses, o percentual nao representava menos de 40%

da composic¢do quimica do extrato.

No estudo feito por Moorthi e Balasubramanian (2015) com S. muticum no extrato
metanolico ndo foi apresentado inibicdo de crescimento para S. aureus, mas apresentou
atividade inibitoria para K. pneumoniae mesmo em baixa concentragdo. Assim, como 0
trabalho de Rosaline et al. (2012) em que o extrato metandlico ndo apresenta uma atividade
inibitéria muito baixa com S. wightii para todas as espécies testadas no estudo. Estes estudos
evidenciaram que solventes menos polares tém uma atividade antimicrobiana mais intensa

quando comparada com solventes mais polares.

No trabalho de Batela et al (2017) foram feitos extratos etandlicos com as espécies S.
crassifolium e S. oligocystum, os extratos apresentaram atividade antimicrobiana em 6
bactérias, tendo uma forte inibicdo com E. coli. Os compostos presentes nos extratos, como
fendis e esteroides, foram atribuidos como possiveis responsaveis pela presenca da atividade
antimicrobiana, por atuarem na parede celular bacteriana (MIRSHA, 2017, REGUANT et al.,
2000, EPAND et al., 2007).
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6. CONCLUSAO

O extrato bruto hidroalcodlico apresentou compostos bioativos caracterizando o perfil
fitoquimico mediante ao teste qualitativo, a presenca de alcaloides, terpenos, esteroides,
saponinas, flavondides, cumarinas e quinonas. No entanto, mesmo demonstrando um perfil
quimico semelhante a outras espéecies do género, ndo mostrou atividade antibacteriana frente
ao organismos testados, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os testes de atividade antioxidante, apenas o poder
redutor de ions férricos (FRAP), quantificagdo de flavonoides e o sequestro de radicais de
ABTS, foram positivos mas com baixo percentual para o FRAP e ABTS, uma quantificacao
baixa para flavondides e 1C50 muito alto para o ABTS. O que sugere que outras abordagens
para o estudo desta alga devem ser elucidados uma vez que ndo foram exploradas neste
trabalho, atividade antitumoral, antiviral, utilizacdo como fertilizante, sintese de
biocombustiveis, entre outras aplicacbes para a melhor compreensdo e aplicacdo

biotecnoldgica da espécie.
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