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RESUMO

A Ulva lactuca Leach, popularmente conhecida como “alface do mar”, € uma macroalga
marinha verde, pertencente & familia Ulvaceae. As macroalgas sdo consideradas biofiltros
eficientes, uma vez que absorvem e armazenam nutrientes dissolvidos no mar, melhorando a
qualidade da 4gua para a vida aquéatica. Ha relatos da U. lactuca como fonte de metabdlitos
ativos a funcdo antimicrobiana e hepatoprotetora, evidenciando a necessidade de investigacdo
do seu uso. Neste aspecto, o presente estudo objetivou investigar o extrato aquoso da Ulva
lactuca Leach, pela determinacéo da sua composicéo fendlica e atividades bioldgicas, tais como
efeito antioxidante, citotoxico, hepatoprotetor e antimicrobiano. Para tanto, um extrato aquoso
da U. lactuca foi preparado para os testes, dos quais: atividade antioxidante determinada pelo
método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); efeito citotdxico, em teste de viabilidade de
nauplios de Artemia salina Leach; efeito hepatoprotetor, pela dosagem de marcadores hepaticos
em ratos albino da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) tratados por gavagem; e atividade
antimicrobiana, contra cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella tiphy, por teste de disco difusdo. Os resultados obtidos
demonstraram que o extrato aquoso da U. lactuca apresenta valores razoaveis de compostos
fendlicos, exibindo 25 mEqQ de &cido galico/g na amostra, o que influencia na atividade
antioxidante, quando exibiu efeito inibitorio contra o radical DPPH de EC50 = 6,82%,
aproximadamente. Quanto ao efeito hepatoprotetor, aparentemente o uso da U. Lactuca nédo
difere do uso da agua destilada, uma vez que ndo houve diferenca significativa ao avaliar testes
de marcadores hepaticos (aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA) e bilirrubina (BL)). Quanto ao teste de susceptibilidade microbiana, o
extrato aquoso nao exibiu atividade contra as cepas supracitadas. Por fim, o ensaio de toxidade
exibiu valores médios de DL50 de 13.564 pg/mL, aproximadamente, constituindo-se uma
substancia atdxica. Diante do exposto, entende-se que a atividade antioxidante esta intimamente
relacionada a concentracdo de fendlicos na amostra. Neste mesmo pensamento, a auséncia de
atividade antimicrobiana é atribuida a auséncia de metabdlitos ativos responsaveis por esta
acdo. Portanto, sabendo que extratos vegetais exibem uma ampla atividade biologica e
comumente a sua acdo estd relacionada a presenca de determinados constituinte e a sua
concentracdo, sugere-se ainda o desenvolvimiento de testes de identificacdo e quantificacao de
composto ativos presente nessa especie, alem de testes de dose resposta e mecanismos de acao
com a finalidade de dados especificos.

Palavras-chave: Ulva lactuca Leach. Antioxidante. Antimicrobiano. Citotoxidade.
Hepatoprotecao.



ABSTRACT

Ulva lactuca Leach, popularly known as "sea lettuce", is a green seaweed belonging to the
Ulvaceae family. Macroalgae are considered efficient biofilters, as they absorb and store
nutrients dissolved in the sea, improving water quality for aquatic life. There are reports of U.
lactuca as a source of active metabolites with antimicrobial and hepatoprotective function,
therefore, highlighting the need to investigate its use. This study aimed to investigate the
aqueous extract of Ulva lactuca Leach, by determining its phenolic composition and biological
activities, such as; antioxidant, cytotoxic, hepatoprotective and antimicrobial. For that, an
aqueous extract of U. lactuca was prepared for the following assays: antioxidant activity
determined by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method; cytotoxic effect, viability of
Artemia salina Leach nauplii; hepatoprotective effect, by measurement of liver biomarkers in
gavage treated albino Winstar rats (Rattus norvegicus); and antimicrobial activity against
bacterial strains of de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Salmonella tiphy, by disk diffusion test. The results obtained showed that the aqueous extract
of U. lactuca presents reasonable values of phenolic compounds, exhibiting 25 mEq of gallic
acid/g in the tested sample. This value influences the antioxidant activity, which exhibited an
inhibitory effect against the DPPH radical of approximately EC50 = 6, 82%. As for the
hepatoprotective effect, apparently, the use of U. lactuca does not differ from the use of distilled
water, since there was no significant difference when evaluating liver biomarkers (aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (FA) and
bilirubin (BL)). As for the microbial susceptibility test, the aqueous extract did not show activity
against the previously mentioned strains. Lastly, the toxicity assay showed mean LD50 values
of approximately 13,564 pg/mL, constituting a non-toxic substance. Given the above, it is
understood that the antioxidant activity is closely related to the concentration of phenolics in
the sample. Following this line of thought, the absence of antimicrobial activity is attributed to
the absence of active metabolites responsible for this action. Therefore, knowing that plant
extracts exhibit wide biological activity and that usually their action is related to the presence
of certain constituents and consequently concentration, it is suggested the development of
studies for the identification and quantification of active compounds present in this species
besides studies of dose response and mechanisms of action for the purpose of specific data.

Key-words: Ulva lactuca Leach. Antioxidant. Antimicrobial. Cytotoxicity. Hepatoprotection.



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

LISTA DE FIGURAS

Fluxograma dos ensaios adotadas para analise da macroalga verde Ulva lactuca

Desenho experimental para identificacdo de disco de difusdo em ensaio
ANEIMICIODIAND. ... .eivieciie et 29
Ensaio da atividade antimicrobiana por disco difusdo em &gar utilizando o extrato
da U. lactuca contra Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi,

Staphylococcus aureus, Escherichia Coli........cccocvvieieiieiiiceee e 34



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ALT Alanina aminotransferase

ASL Aspartato minotransferase

ATCC American Type Culture Collection

BD Bilirrubina direta

BI Bilirrubina indireta

BT Bilirrubina

Ca Calcio

CHC Carcinoma hepatocelular

CIM Concentragéo Inibitoria Minima

CLSI Clinical and laboratory standards institute
CN Controle negativo

CP Controle positivo

DL50 Dose letal capaz de matar 50 % da populagéo
DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

EA Extrato aquoso

EP Extrato aquoso + Paracetamol

FA fosfatase alcalina

HDL High density lipoproteins

I.p. Intraperitoneal

IA Indice aterogénico

K Potéssio

LDL Low density lipoproteins

Na Saodio

NAPQI n-acetil-p-benzoquinonaimina

NCCLS National committee for clinical laboratory standard
OMS Organizacao Mundial de Saude

P Fosforo

U. lactuca Ulva lactuca Leach

UFC Unidade Formadora de Col6nias



LISTA DE SIMBOLOS, UNIDADES E GRANDEZAS

mg/kg
%
pg/mL
cm
kg/hab./ano
km

kg
g/kg
°C

h

ML
MM
mm

g
pug/mL
mEq
p/v

viv

miligrama por quilograma
por cento

micrograma por mililitro
Centimetro

quilograma por habitante por ano
Quilémetro

Quilograma

gramas por quilograma
grau Celsius

Hora

Microlitro

micrograma por mol
Milimetro

Grama

microgramas por mililitro
Miliequivalente
peso/volume

volume/volume



SUMARIO

1 INTRODUCAO 13
2 OBJETIVOS 15
2.1 Geral 15
2.2 Especificos 15
3 FUNDAMENTACAO TEORICA 16
3.1 Aquicultura 16
3.2 Ulva lactuca Leach 18
3.2.1  Atividade hepatoprotetora e antioxidante da Ulva lactuca Leach 18
3.2.2  Acéo antimicrobiana da Ulva lactuca Leach 19
3.3 Carcinoma Hepatocelular 20
3.4 Microrganismos de Importéncia Bioldgica 21
3.5 Constituintes Quimicos Vegetais Antioxidades 22
4 MATERIAL E METODOS 24
4.1 Material 24
4.2 Métodos 24
4.2.1  Obtencéo do extrato aquoso da Ulva lactuca Leach 24

4.2.2 Quantificagdo do teor fenolico total da Ulva lactuca Leach e 25
determinacéo da atividade antioxidante do extrato

4.2.3  Determinacdo dos marcadores hepaticos 26
4.2.3.1 Animais e delineamento experimental

4.2.3.2 Determinacdo de aspartato aminotransferase (AST) 27
4.2.3.3 Determinacao de alanina aminotransferase (ALT) 27
4.2.3.4 Determinacao de fosfatase alcalina (FA) 27
4.2.3.5 Determinacao de bilirrubina (BT) 28
4.2.4  Determinacdo da Atividade Antimicrobiana 28
4.2.5 Ensaio de viabilidade celular a partir de nduplios de Artemia salina Leach 29
4.2.6  Analise Estatistica 30
5 RESULTADOS E DISCUSSAO 31
5.1 Atividade antioxidante do extrato aquoso da U. lactuca L. 34
5.2 Atividade hepatoprotetora do extrato aquoso da U. lactuca L. 32
5.3 Atividade antimicrobiana do extrato aquoso da U. lactuca L. 34
5.4 Atividade citotdxica contra Artemia salina Leach 34
6 CONCLUSAO 36

REFERENCIAS 37



13

1 INTRODUCAO

A aquicultura registra ano a ano um crescimento expressivo, em média 3,2 % ao ano.
Em 2006, a produgdo global (aquicultura continental e marinha) totalizou 47,3 milhGes de
toneladas, e em 2011, a producdo de pescado atingiu a marca de 63,6 milhGes de toneladas
(FAO, 2016).

No entanto, essa intensificacdo das praticas aquicolas causam danos ao meio ambiente,
devido ao alto volume de efluentes com matéria organica, nutrientes particulados e baixo teor
de oxigénio dissolvido, que se acumulam no sistema produtivo, comprometendo a salde dos
peixes e crustaceos e propiciando o surgimento de biofiltros naturais, a citar as macroalgas.
Estas depositam-se no solo, sendo capazes de melhorar a qualidade da &gua e,
consequentemente, melhoria na producédo de pescado, alem de reduzir a quantidade de oxigénio
disponivel para mariscos (SOARES et al., 2012).

As macroalgas séo consideradas biofiltros eficientes, uma vez que absorvem, assimilam
e armazenam nutrientes dissolvidos no mar provenientes da cadeia produtiva até a sua morte.
A Ulva lactuca Leach (U. lactuca) é uma macroalga marinha verde, pertencente a familia
Ulvaceae, conhecida popularmente como alface do mar. Apresenta-se com talo da cor verde
claro, laminar expandido com margem lisa, altura 4-6 cm e 3,5-5 cm de largura, rica em fibras
com hemicelulose, celulose e lignina, minerais, proteinas com presenca de grandes quantidades
de aminoacidos essenciais e acidos graxos, com predominancia de acido palmitico e acido
oleico. Ainda foi identificado a presenca de compostos fenolicos e flavonoides na U. lactuca,
por Kosani¢, Rankovi¢ e Stanojkovic (2015). Estes autores relatam atividade antioxidante e
antimicrobiana, ambas atribuidas a presenca dos metabolitos secundarios.

Hussein et al. (2015), apontam a U. lactuca como alternativa para o tratamento do
carcinoma hepatocelular (CHC), ao demostrar que ratos com inducdo de CHC e tratados com
0 extrato hidroalcoolico e polissacarideo sulfatado da U. lactuca reduziram os valores séricos
de marcadores de lesdo hepatica e significativa diminuicdo da inflamacéo e necrose do figado.

Neste sentido, o0 nimero de estudos com o uso de vegetais tem crescido a cada dia afim
de alternativas terapéuticas eficientes para a prevencdo e tratamento de diversos tipos de
doencas, como doencas inflamatérias, metabolicas e carcinogénicas (de Almeida Magalhées, et
al. 2020). Como exemplo, pode-se citar o préprio CHC relatado anteriormente, cancer primario
derivado das principais células hepaticas. Esta doenga exibe elevado indice de 6bito ap6s o

inicio dos sintomas, sendo o quinto tipo de cancer mais comum em homens. Quando detectado
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apenas na fase sintomatica o paciente sem tratamento tem expectativa média de vida inferior a
um meés.

De Almeida Magalhées et al. (2020), em extensa reviséo de literatura, identificaram que
produtos de origem vegetal tém sido evidenciado pela presenca de importantes metabdlitos
capazes de proporcionar a cura ou pevencao de doencas, ou ainda melhorar a qualidade de vida
da populacéo. Isto exibe a importancia e necessidade de buscas incansaveis por contituintes de
origem vegetal cuja aplicacdo bioldgica seja eficaz e segura, uma vez que alguns tratamentos
atualmente realizados podem se constituir limitados e pouco eficazes (GOMES et al., 2013).

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo identificar a composicéo
fendlica, capacidade antioxidante, acdo citotdxica, efeito hepatoprotetor e atividade
antimicrobiana da Ulva lactuca. Para tanto, um extrato aquoso da U. lactuca foi preparado para
0s testes, dos quais: a atividade antioxidante foi determinada pelo método de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH); o efeito citotoxico, em teste de viabilidade de nauplios de Artemia salina
Leach; o efeito hepatoprotetor, a partir de dosagens de marcadores hepéaticos em ratos albino
da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) tratados por gavagem; e atividade antimicrobiana,
contra cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa

e Salmonella tiphy, por teste de disco difusdo.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar propriedades do extrato aquoso da macroalga verde Ulva lactuca Leach, pela
determinacdo da sua concentracdo fendlica e atividades bioldgicas, tais como efeito

antioxidante, hepatoprotetor, citotoxica e antimicrobiana.

2.2 Especificos

o Avaliar o teor fendlico total da U. lactuca;
o Obter o extrato aquoso da U. lactuca;
o Determinar a capacidade antioxidante total do extrato aquoso da U. lactuca e do

seu extrato aquoso, pelo sequestro de radical hidroxila por 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH);

o Analisar o efeito hepatoprotetor do extrato aquoso, a partir de dosagens de
marcadores hepaticos em ratos albino da linhagem Wistar (Rattus norvegicus);

o Avaliar a citotoxidade do extrato aquoso, por teste de viabilidade de nauplios de
Artemia salina Leach;

o Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato aquoso, por disco difusdo em agar,
contra as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

e Salmonella enterica serovar Typhimurium.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Aquicultura

A aquicultura mundial vem crescendo de maneira expressiva. Segundo a Organizagao
das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura, estima que o Brasil deva registrar um
crescimento de 104% na producdo da pesca e aquicultura em 2025, sendo o aumento na
producao brasileira o maior registrado no pais, seguido de México (54,2%) e Argentina (53,9%)
durante a préxima década. Este aumento deve-se ao fato da aquicultura ser apontada como
estratégica a seguranca alimentar mundial, bem como ao crescimento no aumento dos
investimentos realizado no setor nos ultimos anos (FAO, 2016).

Em 2010 registrou-se no Brasil um consumo de 9,75 kg/hab./ano, totalizando um
crescimento de 8% em relacdo ao ano anterior. O pais possui enorme potencial para o
desenvolvimento da aquicultura, uma vez que € possuidor da maior reserva de agua doce do
mundo (5.500.000 hectares de lamina d’agua), e a sua extensa costa oceanica (8.400 km).
Contudo, o consumo nacional é limitado, fato esse provocado principalmente pelo alto prego
do pescado para o consumidor (BRASIL, 2012).

De acordo com Costa (2006), varios fatores contribuem para a pouca estruturacdo da
atividade no pais, dentre eles destacam-se dificuldade na obtencdo de licencas, caréncia de
assisténcia técnica, manejo inadequado e grande necessidade de capital de giro. Porém, com a
ideologia de politicas de pesquisa e desenvolvimento de espécies promissoras, e ainda a
modernizacdo e profissionalizacdo do setor acredita-se que a aquicultura brasileira pode ser
estimulada ao um melhor desenvolvimento.

Nesse contexto, a carcinocultura marinha € uma das atividades agroindustriais mais
atrativas economicamente. Registrou-se um aumento entre 20 a 30% da sua producdo nos
ultimos anos alavancado pela intensificacdo do sistema de cultivo apoiado no aperfeicoamento
de tecnologias e insumos (FREIRE, 2007).

A intensificacdo das praticas aquicolas contribui para a degradacdo ambiental,
provocando mudancas de habitat e eutrofizacdo das aguas proximas aos locais de producéo,
devido a grandes quantidades de nutrientes na forma de residuos, e propiciam o surgimento de
biofiltros, a citar as algas (SOARES et al., 2012).

As algas marinhas ocorrem em todo o globo servindo como fonte de nutrientes para uma
grande variedade de organismos aquaticos. Podem ser classificadas em microalgas, quando

necessita-se do auxilio de microscépio para serem observadas, e macroalgas, visualizadas a
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olho nu. (MARINHO-SORIANO et al., 2011). Diferem entre si quanto a sua fisiologia e
composi¢do, algumas possuem um maior contetdo mineral, outras um maior teor proteico,
variando quanto as altas concentracGes de fibras. Sdo excelentes fontes de vitaminas A, B1,
B12, C, D e E, riboflavina, niacina, acidos pantoténico e folico e minerais, tais como Ca, P, Na
e K, de modo que séo divididas em trés grandes grupos: algas pardas, algas vermelhas e algas
verdes (SOARES et al., 2012).

As macroalgas sdo consideradas biofiltros eficientes e vantajosos, pois interagem
fisiolégicamente com os nutrientes dissolvidos ou particulados provenientes da cadeia
produtiva (residuos), absorvendo e armazenando-os até a morte. A producdo aquicola associada
ao cultivo de alga em quantidade adequada possui inimeros beneficios para a cadeia produtiva,
pois aumentam a qualidade da &4gua, a capacidade de producéo do pescado e da alga, ja que esta
apresenta um crescimento 40% frente ao seu cultivo em outros locais (FREIRE, 2007).

As algas verdes (Divisdo Chlorophyta) compde um grupo diversificado, apresentando
cerca de 7.000 espécies divididas em cinco classes (Prasinophyceae, Pedinophyceae,
Ulvophyceae, Chlorophyceae, Trebouxiophyceae). Podem ser marinhas ou dulcicolas, sendo os
estudos da sua composi¢do quimica escassos (FREIRE, 2007).

Ha relatos da utilizacéo de algas na alimentagdo humana desde o século IV, no Japéo e
século VI, na China. Entretanto, somente a partir de 1930 foram comercializadas as primeiras
algas processadas. O Japdo ¢ um grande consumidor (1,1 kg de alga seca/ano/pessoa), devido
a grande utilizacdo na fabricacdo de sushi. As algas utilizadas na alimentacdo humana sao
provenientes, principalmente, de cultivo, uma vez que a sua retirada poderia ocasionar um
grande impacto ambiental. A producdo mundial de algas alcangou 16 milhdes de toneladas de
peso Vvivo, sendo a aquicultura responsavel por 93% (ROCHA; ALVES; LEITE, 2011).

Em 2008, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) liberou e
regulamentou o uso de algas marinhas como alimento para seres humanos, podendo se
desenvolver capsulas, tabletes ou comprimidos para esse fim. Além dos beneficios nutricionais,
as algas possuem uma vantagem frente aos outros produtos marinhos, 0s baixos compostos
alergénicos. As macroalgas apresentam uma grande quantidade de compostos bioativos, como
carotenoides, &cidos graxos, substancias essas que apresentam efeitos benéficos a satde com
suas atividades antioxidantes, antitumorais, anticoagulantes (CHANDINI; GANESAN;
BHASKAR, 2008).
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3.2 Ulva lactuca Leach

A macroalga marinha, caracterizada por uma coloragdo verde, pertencente a familia
Ulvaceae, conhecida popularmente como alface do mar. Apresentasse com talo da cor verde
claro, laminar expandido com margem lisa, altura 4-6 cme 3,5-5 cm de largura (NUNES, 2005).

Yaich (2013), afirma que a U. lactuca é rica em fibras (54,0%), minerais (19,6%),
proteinas (8,5%) e lipideos (7,9%). As fibras contém hemicelulose (20,6%), celulose (9,0%) e
lignina (1,7%). Ao analisar a fragdo proteica, verificou-se que 42% do total de aminoécidos
eram aminoacidos essenciais e o perfil lipidico foi dominado pelo &cido palmitico, que
representa cerca de 60,0% dos acidos graxos totais, seguido por &cido oleico (16,0%).

Segundo Chakraborty e Paulraj (2010), uma série de compostos polifendlicos e
esteroides vém sendo isolados de algas marinhas verdes, dentre eles destacam-se 0s compostos
terpenoides. Uma analise nos metabolitos da U. lactuca propuseram que o acido 4-
hidroxibenzdico é o precursor biossintético mais provavel de 2,4,6-tribromofenol, substancia
antimicrobiana  produzida pela alga, e identificaram o composto  3-O-f-
glucopyranosylstigmasta-5,25-dieno que possui a¢do anti-inflamatoria.

U. lactuca ainda € utilizada como alimento desde os primdrdios da historia.
Recentemente, estudos vém relatando o seu potencial como alimento funcional, por possuirem
grande quantidade de fibra dietética composta de polissacarideos, resistentes as enzimas
digestivas humanas, reduzindo assim a incidéncia de doengas tais como a obesidade, diabetes
e doengas cardiovasculares. Desse modo, vem ganhando espaco na industria e na medicina para
o desenvolvimento de medicamentos e nutracéutico (AWAD, 2000; KHAIRY; EL-SHEIKH,
2015).

3.2.1 Atividade hepatoprotetora e antioxidante da Ulva lactuca Leach

Quando se remete a atividade hepatoprotetora, Hassan et al. (2011) observou em um dos
seus estudos que ratos submetidos a dietas hipercolesterolémicas e o0 uso concomitante do
extrato de U. lactuca, reduz os valores plasméaticos em 49,6, 66 e 93% de colesterol total,
triglicerideos e LDL-colesterol respectivamente, e um aumento dos valores plasmaticos de
HDL-colesterol (180%) quando comparado aos ratos submetidos a mesma dieta sem o uso do
extrato da alga, diminuindo em 94% o indice aterogénico (I1A), valor maior do que o encontrado
para a atorvastatina (92,4%), medicamento utilizado para tratar hipercolesterolémia com risco

coronariano.
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Hussein et al. (2015), induziram CHC em ratos e tratou-0s com o extrato hidroalcoolico
e polissacarideo sulfatado da U. lactuca, em seguida avaliou os pardmetros bioquimicos de
lesdo hepética e analise histologica do tecido, verificando que tanto o extrato, quanto o
polissacarideo, reduzirem os valores séricos dos marcadores bioquimicos e apenas os tratados
com polissacarideo obtiveram significativa diminuicdo da inflamacao e necrose hepatica.

A propriedade antioxidante do extrato de U. Lactuca deve-se a presenca de compostos
fendlicos (cerca de 0,4 %) e carotendides (cerca de 4 mg/100g) (KHAIRY; EL-SHEIKH 2015),
comprovado pela mediagéo do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), fato esse corroborado pela
pesquisa de Kosani¢, Rankovi¢ e Stanojkovi¢ (2015), no qual demonstrou que a U. lactuca

apresenta melhor atividade antioxidante quanto a alga Enteromorpha intestinalis.

3.2.2 Agdo antimicrobiana da Ulva lactuca Leach

As algas sdo vistas com fonte promissora de novos compostos bioativos, pois como
resultado da interacdo ecoldgica entre microrganismos e microrganismos marinhos tem-se a
producdo de antimicrobianos e metabolitos secundarios (CHAKRABORTY; PAULRAJ,
2010). Estes estdo associados a prevencdo do desenvolvimento de doengas, como exemplo
cardiovasculares, neurodegenerativas, doencas autoimunes, diabetes e cancro (ALARCON-
FLORES et al., 2013), normalmente atribuidos aos antioxidantes presentes nos géneros
alimenticios, principalmente, as vitaminas C e E, aos carotendides, flavondides e aos acidos
fendlicos. Os composos fendlicos, por exemplo, apresentam atividades cardioprotetora,
antienvelhecimento, antioxidante, anticanciregena, anti-inflamatéria e antimicrobiana, através
do conhecimento das suas estruturas quimicas e mecanismos de a¢do (LIU, 2013).

Awad (2000), extraiu o lipideo 3-O-B-glicopiranosil e testou sua acdo anti-inflamatoria
topica e atividade bioldgica, no qual se notou que doses de 1.000 e 1.500 mg reduziram em
62,25 e 72,18% 0 edema, respectivamente. No mesmo estudo verificou que em concentracdes
de 200 mg/disco apresentou uma maior capacidade de inibicdo contra Streptococcus lactus,
Bacillus subtilis e Pseudomonas putidu, quando comparado a 200 mg/disco de ampicilina, e as
concentracBes de 100 e 200 mg/disco inibiram o crescimento de Fusarium oxysporum e
Saccharomyces cerevisiae, quase equivalente a 100 mg/disco de canestin (clotrimazol),

medicamento antiflngico padrdo e comumente utilizado.
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3.3 Carcinoma hepatocelular

O carcinoma hepatocelular (CHC) é um tumor maligno primério do figado, derivado
das principais células hepéticas. Surge quando ha mutacdo nos genes de uma célula que se
multiplica desordenadamente, podendo ser causado por agentes externos, como o virus da
hepatite, ou pelo excesso de multiplicacbes das células, como a regeneracdo nas hepatites
crénicas, 0 que aumenta o risco de surgimento de erros na duplicacdo dos genes (GOMES et
al., 2013; HUEZO; AVILA, 2014).

Para tanto, é classificado como o quinto tipo de cancer mais comum em homens, 0
sétimo em mulheres, sendo uma das principais causas de morte em pacientes com cirrose. Nos
Estados Unidos da América - EUA, nas Gltimas décadas, 0 nUmero de pessoas com esse cancer
mais do que dobrou. Em uma expectativa em longo prazo € esperado que esse nUmero continue
a aumentar devido a crescente incidéncia das infec¢bes pelo virus da hepatite C e/ou esteato-
hepatites ndo alcoolicas. Nesse ritmo, no ano de 2.030 é esperado que nos EUA supere o cancer
de mama e o do colo do reto e assuma a terceira posi¢cdo quanto a morte de pessoas por cancer.
O Brasil ainda possui baixa incidéncia, sendo que nos estados de Espirito Santo e Bahia sdo 0s
que apresentam o maior niamero de casos, e no estado de S&o Paulo é 0 quinto tumor mais
frequente no aparelho digestivo (SINGAL; EL-SERAG, 2015; GOMES et al., 2013).

O diagndstico do CHC pode ser feito por meio de exames de imagem, com lesdo tipica;
marcadores tumorais (exame de sangue); anatomo-patolégico (bidpsia); marcadores de lesao
hepatica (AST, ALT e FA); e marcadores de funcao (Bilirrubina total e fracbes). Quando os
marcadores tumorais nao estdo aumentados, a realizacdo de biopsia pode nao ser possivel (pela
deficiéncia de coagulacdo da insuficiéncia hepatica, ascite ou dificuldade de acesso pela
localizagdo do tumor) ou recomendavel (ha risco tedrico, de disseminacao do tumor pelo trajeto
da agulha) (LAFARO; DEMIRJIAN; PAWLIK, 2015).

O CHC é muito agressivo, quando descoberto apenas apds o inicio dos sintomas, mais
comumente ictericia e/ou ascite, 0 mais preocupante € o prognéstico, pois o0 paciente sem
tratamento tem expectativa de vida média inferior a um més, com sua sobrevivéncia entre
algumas semanas até um ano, dependendo da extensédo e do envolvimento tumoral, além disso,
o0 tratamento nessa fase é limitado e pouco eficaz afirma Gomes et al. (2013).

Com isso, é evidente a importancia do diagndstico precoce e investigagdo de alternativas
terapéuticas eficientes ao tratamento, melhoria do prognéstico e aumento da expectativa de vida

em pacientes portadores do CHC.
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3.4 Microrganismos de Importancia Biologica

O wuso irracional de antimicrobianos tem propiciado o surgimento bactérias
multirresistentes. A industria farmacéutica e estudos desenvolvidos em universidades ndo
conseguem acompanhar com a descoberta de novos medicamentos. A OMS classificou
recentemente 0s micro-organismos considerados ameacas de resisténcia global, a citar o
Staphylococcus aureus, considerado de alta prioridade por ser um importante agente patolégico
oportunista que coloniza um terco da populacdo humana saudavel e a principal causa de
infeccdes bacterianas no mundo desenvolvido, dando origem a uma variedade de condi¢cdes que
vao desde infec¢des benignas da pele até endocardite infecciosa fatal e pneumonia necrosante
(HAABER; PENADES; INGMER, 2017).

Escherichia coli € uma bactéria gram-negativa em forma de haste, anaerdbia facultativa,
membro da familia de Enterobacteriaceae, presente no trato gastrointestinal humano sem
comprometer a salude do hospedeiro, no entanto em determinadas condi¢bes é capaz de
expressar tracos de viruléncia. E o principal agente causador de doencas diarreicas, infeccoes
do trato urinario e meningite neonatal. O aumento da resisténcia a antibidticos contribui para a
morbidade, mortalidade e custos substanciais de saude e sociais associados a infeccéo
(POOLMAN, 2017).

Pseudomonas aeruginosa é um dos principais agentes de infecciosos hospitalares do
Brasil, sua importancia clinica deve-se principalmente pela expressdo de multipla resisténcia a
antibacterianos gracas ao intercambio de material genético intra ou interespécies associada a
uma dificil erradicacéo da doenga, elevando os indices de morbidade e mortalidade (NEVES et
al., 2011). Foi realizado um estudo epidemioldgicos em centros hospitalares, avaliou-se 3.728
micro-organismos isolados de pacientes hospitalizados, sendo a P. aeruginosa responsavel por
496 (13,3%) dos casos de infecgdes, além disto 30,2% era resistentente ao imipenem (SADER
et al. 2001).

Outra infeccdo provocada pela Salmonella entérica sorotipo Typhi, desenvolve a febre
tifoide. Esta é uma doenca sistémica caracterizada clinicamente por febre alta, cefaleia, diarreia
e dor abdominal, estima-se que anualmente ocorra de 12 a 33 milhdes de casos, ocasionando
600 mil mortes, principalmente em paises da Asia (60%) e Africa (35%). No Brasil, todas as
regibes registram casos, contudo os maiores indices encontram-se nos estados da Bahia
(n=1.765) e Amazonas (n=1.447) (ROCHA et al., 2014).

Extratos de plantas medicinais sdo estudados, a partir da realizacdo de testes in vitro e

in vivo, com a finalidade de procurar novos compostos com atividade antibacteriana. (DUBE;
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MEYER; MARNEWICK, 2017) ao realizar anélise quimica in vitro, com extratos de solventes
organicos e alga verde Chlorococcum humicola, demonstrou a existéncia de compostos
bioativos, como carotendides, alcal6ides, flavondides, acidos graxos, saponinas, aminoécidos e
carboidratos, tais metabdlitos apresentando a capacidade de inibicdo do crescimento de
bactérias e fungos patogénicos para o ser humano.

De acordo com Santos Filho (2006), o objetivo primério do teste é determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) as substancia teste, frente a uma bactéria. Almeida
(2015), afirma que a CIM se define pela menor concentracdo da droga em estudo capaz de inibir
0 crescimento in vitro das bactérias, sob os efeitos de acdo bacteriostatica, sendo o teste
indicado sempre que o microrganismo causador de infeccbes ndo tenha comportamento
definido em relagdo a antimicrobianos, portanto a concentragdo sera determinada
presuntivamente eficaz, se corresponder a mesma ocorrente em paciente com doses terapéuticas

habituais.

3.5 Constituintes quimicos vegetais antioxidantes

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que efetivamente impede
ou atrasa os efeitos adversos causados por radicais livres, mesmo quando a sua quantidade de
é menor do que a substancia a ser oxidada. Os antioxidantes naturais sdo amplamente
encontrados na natureza, em plantas e algas marinhas, impedindo a formacdo do radical e
melhorando o sistema enddgeno na prevencao de doencas degenerativas (OUYANG et al., 2017).

Por sua vez, compostos fendlicos compdem uma grande classe de fitoquimicos cuja
atividade antioxidante é expressada. Sua formula quimica contém pelo menos um anel
aromatico, unidos por uma (ou mais) hidroxila(s), séo classificados em dois grandes grupos,
flavondides e ndo flavondides. Os flavondides sdo compostos por dois anéis aromaticos unidos
por um heterociclo oxigenado, e diferenciam-se em flavandis, flavonas, flavonois, flavanonas,
antocianidinas e isoflavonoides dependendo do grau de hidrogenacdo e da substituicdo do
heterociclo. Os ndo flavondides sdo compostos benzdicos e cinamicos, contendo um anel
aromatico com ao menos um grupo hidroxila e grupos funcionais aldeidos, alcoois ou acidos
(ZAMORA; AGUILAR; HIDALGO, 2017).

Os compostos fenolicos identificados na alga U. lactuca foram grupos fenol; acido 4-
hidroxifenilacético, e quantidades tracos de &cido 4-hidroxibenzoico, 4-hidroxibenzaldeido,
2,4,6-tribromofenol, 4-hidroxifenilacético e 3,5-dibromo-4-hidroxibenzdico (FLODIN;
WHITFIELD, 1999).
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Ao referir a atividade antioxidante exercida pelos metabdlitos, diferentes mecanismos
de acdo podem ser desempenhados a fim de cumprir com esta atividade, como: sequestro de
radicais livres, quelacdo de fons metalicos, como o Fe?* e o Cu* ou doagdo de atomos de
hidrogénio, ambos s&o capazes de neutralizar a os radicais livres (TREML E SMEJKAL, 2016).
Consequentemente, uma série de reacdes indesejaveis pode ser estagnada, como a interrupgao
da reacdo de propagacdo dos radicais livres na oxidacdo lipidica, modificacdo do potencial
redox do meio, repararo de lesdo molecular provocada por radicais livres; bloqueio da acao
enzimética pro-inflamatéria e inibicdo da ativacio de carcindgenos (KOSANIC, RANKOVIC
E STANOJKOVIC, 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

As algas, U. lactuca, foram coletadas do mar, na cidade de Fortim litoral do Ceara
(Latitude: -4.4526, Longitude: -37.8003) 4° 27’ 9" Sul, 37° 48’ 1" Oeste. O perido de coleta foi
compreendido entre janeiro a marco de 2017. As plantas frescas foram limpas, lavadas no local
com &gua potavel, e, em seguida, secas ao sol e acondicionados em sacos plésticos. Em sua
chegada ao laboratério, as amostras de algas foram conservadas congeladas até o0 momento dos

experimentos.

4.2 Métodos

O procedimento foi dividido em quatro partes distintas: determinacdo de compostos
fendlicos totais; identificacdo hepatoprotetora, em experimento com ratos, a partir da indugéo
do CHC, administracdo do extrato aquoso de U. lactuca e determinacdo dos marcadores de
lesdo hepatica, tais: alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e
bilirrubina; anélise da citotoxidade in vitro, frente a Artemia salina Leach; e determinacéo da
concentracdo inibitoria minima.

Para cumprir com a finalidade desse estudo, considerando diferentes metodologias
adotadas para obtencdo da matéria-prima e tratamentos para processamento e investigacdo da
U. lactuca, foi elaborado um diagrama esquematico quanto ao que se propde examinar,

possibilitando assim, uma visualizacdo holistica de todo o processo (Figura 1).

4.2.1 Obtencao do Extrato Aquoso

As algas secas foram lavadas cinco vezes com agua destilada e uma vez com alcool
etilico 50% (v/v) para retirar 0 excesso de sal e sujeiras. Em seguida, foram triturada em
liquidificador adicionada de agua destilada (1:10, p/v) e acondicionadas em recipiente estéril
ao abrigo da luz por 72 h. Ap6s maceracao o extrato foi filtrado e armazenado sob refrigeracao

até a realizacdo das analises.
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Figura 1 — Fluxograma dos ensaios adotadas para analise da macroalga verde Ulva lactuca

Staphylococcus
aureus
CONCENTRAQ&O Salmonella tiphy
FENOLOCA
Escherichia coli
ATIVIDADE J Pseudomonas
ANTIMICROBIANA aeruginosa

ATIVIDADE ) .
(EXTRATO AQUOSO) CITOTOXICA ia salina

Leach.

EFEITO AST/TGO
HEPATOPROTETOR

(INDUCAO DO CHC) ALT/TGP

FOSTATASE ALCALINA

BILIRRUBINA

Fonte: Obtido em estudo, 2017. Legenda: AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase. CHC:
Carcinome Hepatocelular.

4.2.2 Quantificacéo do teor fendlico total da Ulva lactuca Leach e determinacdo da atividade

antioxidante do extrato

O teor de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu descrito por
Waterhouse (2012), utilizando o acido galico como padrédo e leitura em espectrofotémetro a
765nm. A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Fernandes et al. (2015) perante ao consumo do radical livre 2,2-difenil-1-picri-
hidrazil (DPPH) e analisado pela monitoracdo da absorbancia a 515nm. A curva de calibracdo
foi realizada com solugdes de DPPH a 600 pM, Trolox a 500 uM e agua destilada, com
concentracdes finais de 17,5, 35, 70, 105, 140 e 175 mg/mL. Como controle, foi preparado uma
solucdo com 3150 uL de DPPH e 350 pL do solvente e realizadas leituras no tempo 0 (zero) e
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com 30 minutos. A atividade antioxidante foi expressa em percentual de inibigdo de oxidagéo

do radical. Calculado conforme a formula abaixo:

% Inibicéo = (A pppyr = A g 1vo1x ) ' (Appprr ) *100

Os resultados foram gerados em grafico de concentracdo de Trolox em puM versus % de
inibicéo e calculada em regressao linear obtendo uma equacéo da reta de: y = 3,37x + 7,26 e R?
=0,99.

4.2.3 Determinacdo dos marcadores hepaticos

4.2.3.1 Animais e delineamento experimental

O projeto foi aprovado ao Comité de Etica em Uso de Animais da Faculdade Santa
Maria sob o parecer 01/2017. Utilizou-se 20 ratos albinos (Rattus norvegicus), machos, da
linhagem Wistar, ndo isogénicos. Os animais foram tratados na oitava semana (idade jovem)
com aproximadamente 250 g. Os animais foram mantidos no biotério da Faculdade Santa
Maria, sob condicGes controladas de iluminacao (ciclo 12 horas claro/escuro) e de temperatura
(23 £ 2°C), recebendo agua e racdo comercial ad libitum. Os animais foram privados da
alimentacdo apenas duas horas antes dos ensaios.

Os animais foram divididos em dois grupos sendo um denominado “tratado” (10
animais) e outro denominado “controle” (10 animais). O grupo tratado originou dois subgrupos,
sendo um grupo denominado EA (n=5 animais), quando recebeu o extrato aquoso na dose de
100 mg/kg/dia, por 8 dias; O grupo “controle” foi subdividido em dois subgrupos: controle
negativo (CN), (n=5 animais), que recebeu agua destilada, durante 8 dias, e controle positivo
(CP) (n=5 animais), que recebeu agua durante 8 dias e solucdo de paracetamol na dose 3.000
mg/kg no oitavo dia. Ambos os tratamentos foram realizados por gavagem e 0s animais foram
eutanasiados 72 h ap0s a Ultima administracao.

Para a eutandsia os animais foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg i.p.).
Realizou-se a coleta sanguinea, ap0s incisdo na regido toracica e acesso ao ventriculo cardiaco

esquerdo. As amostras foram encaminhadas para a realizacdo das dosagens metabolicas.
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4.2.3.2 Determinacdo de aspartato aminotransferase (AST)

A determinacdo da aspartato aminotransferase foi realizado por espectrofotometria de
acordo com a metodologia de Reitman e Frankel, descrito pela Labtest Diagnostica S.A. A
enzima AST catalisa a transferéncia do grupo amina do &cido aspartico para o cetoglutarato,
formando assim o glutamato e oxalacetato. Este é reduzido a malato, enquanto a coenzima
NADH ¢é oxidada a NAD*. O teste consiste na identificacdo da reducdo do oxalacetato e
oxidacdo da coenzima NADH, em absorbancia de 340nm. O teste é diretamente proporcional a
atividade da AST na amostra. Os resultados sdo expressos em U/L de aspartato
aminotransferase (Labtest Diagndstica S.A., Ref. 109; MS 10009010018; reviséo: revereiro,
2014).

4.2.3.3 Determinacdo de alanina aminotransferase (ALT)

A determinacéo da alanina aminotransferase (ALT) foi realizado por espectrofotometria
de acordo com a metodologia de Reitman e Frankel, descrito pela Labtest Diagnéstica S.A.. A
enzima ALT catalisa a transferéncia de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com
formacdo de glutamato e piruvato. Este é reduzido a lactato por acédo da lactato desidrogenase
(LDH), enquanto que a coenzima NADH ¢é oxidada a NAD. O teste consiste na identificacéo
da reducdo do piruvato e oxidacdo da coenzima NADH, em absorbancia de 340nm. O teste €
diretamente proporcional a atividade da ALT na amostra. Os resultados sdo expressos em U/L

alanina aminotransferase (Labtest Diagnostica S.A,. Ref. 1008; revisdo: abril, 2012).

4.2.3.4 Determinacdo de fosfatase alcalina (FA)

A determinacdo da Fosfatase Alcalina foi realizado por espectrofotometria de
acordo com a metodologia de Roy modificado, descrito pela Labtest Diagnostica S.A.. A
fosfatase alcalina no soro, hidrolisa a timolftaleina monofosfato liberando a tomolftaleina,
exibindoo cor azul em meio alcalino. A cor formada é diretamento proporcional atividade
enzimatica, sendo medida em absorbancia de 590nm. O produto final da reacdo se constitui de
uma mistura de cor azul e a cor prépria do substrato. Os resultados sdo expressos em U/L de
fosfatase alcalina (Labtest Diagnédstica S.A., Ref. 40; MS 10009010018; revisdo: junho, 2009).
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4.2.3.5 Determinacéo de bilirrubina (BT)

A determinacdo da bilirrubina foi realizada por espectrofotometria de acordo com a
metodologia proposta por Sims-Hom, descrito pela Labtest Diagndstica S.A.. A bilirrubina é
dosada por diazotizagdo e formagdo por azobilirrubina vermelha, em absorbancia maxima de
525nm. A bilirrubina direta (diglicurdnide) é dosada em meio aquoso, enquanto a total (direta
e indireta) é dosada por acdo de potente solubilizador de acdo catalisadora. Os resultados sdo
expressos em mg/dL de bilirrubina (Labtest Diagndstica S.A., Ref. 31; MS 10009010022;

revisdo: marco, 2014).

4.2.4 Determinacéo da Atividade Antimicrobiana

As cepas utilizadas foram Staphylococcus aureus INCQS-00015 (ATCC 25923),
Salmonella tiphy (ATCC 14028), Escherichia coli INCQS 00219 (ATCC 8739) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442), as quais foram adquiridas da Colecdo de Microrganismos de
Referéncia em Vigilancia Sanitaria-CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ. A
padronizacéo do indculo foi ajustada a 108 UFC/mL™.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi utilizado o teste de
sensibilidade por meio do metodo de disco difusdo. O extrato foi diluido nas seguintes
proporcoes: 100% (1 mL de extrato), 75% (0,75 mL de extrato e 0,25 mL de agua destilada,
deionizada e autoclavada) 50% (0,50 mL de extrato e 0,50 mL de agua destilada, deionizada e
autoclavada), 25% (0,25 mL de extrato e 0,75 mL de 4gua destilada, deionizada e autoclavada),
10% (0,1 mL de extrato e 0,9 mL de agua destilada, deionizada e autoclavada) e 0% (apenas 1
mL de agua destilada, deionizada e autoclavada). Para o preparo do controle positivo,
homogeneizou-se uma capsula de norfloxacino (antibidtico) na proporcao de 400 mg/20 mL de
agua destilada, deionizada e autoclavada.

Para determinacdo da CIM foi adotada a metotodolia proposta em National committee
for clinical laboratory standard (NCCLS, 2011) e Clinical and laboratory standards institute
(CLSI, 2013)

A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) (ug/mL) se define pela menor concentragdo
do antibi6tico em pg/mL que inibe o crescimento in vitro das bactérias, sob os efeitos de acdo
bacteriostatica; enquanto que o halo de diametro (mm) constitui-se a medida milimétrica
encontrada a partir da distin¢cdo do ponto onde néo é possivel observar o crescimento bacteriano

a olho nu. Neste aspecto, considera-se a prova de sensibilidade com discos de papel em meio
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de cultura solido, conforme empregados neste estudo. De modo que, sendo conhecido o
didmetro do halo nas categorias dos perfis é possivel mensurar a CIM.

Os discos foram identificados com o niumero das diluicBes (Figura 2). No disco central
foi colocado o antibidtico norfloxacino (controle positivo) identificado pela letra P, os discos
foram dispostos nas posicdes identificadas com os nimeros 100, 75, 50, 25 e 10 seguidos de
impregnacdo com o volume de 15 pL com auxilio de uma pipeta nas concentracdes de 100, 75,

50, 25 e 10 % e &gua destilada identificada pela letra N.

Figura 2 — Desenho experimental para identificagdo de disco de difusdo em ensaio

antimicrobiano.

Fonte: Obtida em estudo, 2017.

4.2.5 Ensaio de viabilidade celular a partir de nauplios de Artemia salina Leach

O bioensaio com Artemia salina Leach baseou-se na técnica descrita por Meyer et al.
(1982), onde foi pesado 1,0 g da amostras e acrescida de 20 mL da solucéo salina (agua do mar
com agua destilada (1:1). Os ovos do microcrustaceo (0,2 g) foram incubados por um periodo
de 24 a 48 h em gaiola com tela para impedir a entrada de insetos, com aeracgéo e incidéncia
direta de luz, apés a ecloséo, 10 nauplios seréo transferidas para tubos de ensaio com diferentes
concentragdes de extrato (5 a 2.500 pg/mL) e contendo 5 mL de 4gua salina em cada teste, e
submetidas a iluminacdo artificial durante 24 horas, ap0s esse periodo contabilizadas as larvas

vivas e mortas, o teste sera realizado em triplicata para cada concentracdo de extrato em estudo.
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4.2.6 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos da avaliagdo hepatoprotetora, com o uso de n=5 animais por
grupo, sao apresentados pelos valores medianos exibidos nos testes. Utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguido de Tukey, a 95% de probabilidade, utilizando
GraphPad Prism versdo 6.00 (San Diego, CA, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antioxidante do extrato aquoso da U. Lactuca L.

O extrato aquoso da U. lactuca apresentou valores de fendlicos totais de 25 mEq acido
galico/g da amostra. Em estudo, Khairy e EI-Sheikh (2015) observaram valores de 50 mEq
floroglucinol/g. Néo é possivel uma comparacdo entre a resposta de atividade de fendlicos deste
estudo e a atividade expressa por Khairy e EI-Sheikh, uma vez que se trata de estudos com
diferentes padrbes de compostos (&cido galico e floroglucinol), contudo o presente estudo exibe
uma razoavel atividade antioxidante.

Varricdes em concentracdes de compostos fenolicos e acdo antioxidante podem estar
relacionadas as diferencas geograficas em que U. Lactuca foi coletada. Fatores climaticos, solo
e agua estdo diretamente envolvidos na concentracdo de metabolitos secundarios presentes nas
plantas. Portanto, mesmo com o uso de testes idénticos aos anteriores realizados, resultados
diferentes seriam esperados.

O DPPH ¢ uma substancia protonada amplamente utilizada para a determinacdo da
capacidade de eliminacéo de radicais livres de amostras em analise. Quando a atividade anti-
radical de uma substancia € testada mede-se a diminuicdo da absorbancia do radical DPPH
causada pela eliminacéo do radical hidroxila, através da doacgédo de hidrogénio.

O resultado obtido no estudo demonstra que o extrato aquoso de U. lactuca apresenta
razoavel efeito inibitdrio sobre o radical DPPH, quando EC50 = 6,8172%. Enquanto Yaich et
al. (2017) relataram valores de EC50 em 57,533%. Ao comparar estes dados, pode-se sugerir
que esta atividade esta relacionada as concentrac@es fendlicas encontradas no presente estudo.

Um estudos anterior identificou a presenca de acido 4-hidroxibenzéico como precursor
biossintético para 2,4,6-triboromofenol, 3-O-B-glucopyranosylstigmasta-5,25-dieno (FLODIN;
WHITFIELD, 1999). Ambas moléculas possuem estruturas que lhes conferem determinada
polaridade, especialmente pela presenca de substituintes hidroxilas (OH). Um ensaio de DPPH
com compostos fendlicos isolados de 6leo de oliva extra virgem foi realizado por Carrasco-
Pancorbo et al. (2005) e evidenciou relevantes atividade antioxidante desempenhada pelas
moléculas constituintes do 6leo. Os autores atribuem esta atividade a presenca de substituintes
OH nas moléculas, bem como a sua quantidade e funcionalidade nas posi¢des orto-di-hidroxila,
sendo entdo capazes de formar ligacOes intramoleculares de hidrogénio. Esta é uma breve

explicacdo quanto a atividade antioxidante desempenhada por compostos fendlicos.
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5.2 Atividade Hepatoprotetora do extrato aquoso da U. Lactuca L.

As enzimas ALT e AST realizam reacdes de transaminagdo, processo intimamente
ligado ao metabolismo dos aminoacidos e consequentemente ao figado. CondicGes que
ocasionam agressoes e/ou lesdo as células hepaticas aumentam as concentragdes destas enzimas
na correente sanguinea. O aumento da concentracdo da enzima ALT indica lesdo hepética
branda, uma vez que a mesma se encontra principalmente no citosol dos hepatdcitos, enquanto
a elevacdo da atividade da AST sugere lesdo hepatica grave, pois esta enzima esta presente em
maior concentragdo na mitocondria. A relagéo entre estas duas enzimas (AST/ALT), onde valor
superior a 1,0 indica a ocorréncia de lesdes de maior intensidade ou a presenca de doencas
cronicas (BALTODANO; SAUD, 2010).

A bilirrubina € o produto final da degradacdo do grupo prostético heme, oriundo
principalmente da hemoglobina, é subdividida em duas fragGes, a bilirrubina indireta (BI)
produzida principalmente no bago, e a bilirrubina direta (BD) resultante da conjugacéo da Bl
com o &cido glicurdnico no figado. Por depender diretamente da fungéo hepatica para converter
a Bl em BD, a fracdo indireta é utilizada em conjunto com as enzimas ALT e AST para
diagnosticar doencas hepaticas, pois quanto maior for a sua concentracdo maior € o
comprometimento hepatico (STEVENSON; VREMAN; WONG, 2011).

Um dos principais modelos para induzir lesdo hepatica faz uso do paracetamol, por ser
metabolizado principalmente pelo figado e em altas concentracGes provocar lesdo hepatica. Os
hepatocitos possuem trés mecanismos metabdlicos para biotransformacdo do paracetamol:
conjugacdo com acido glicurdnico (glicuronizagédo), sulfatacdo e oxidacao, os dois primeiros
mecanismos produzem intermediarios atdxicos, a oxidacdo, no entanto, produz n-acetil-p-
benzoquinonaimina (NAPQI), metabdlito altamente tdéxico que em condigdes terapéuticas é
conjugada com a glutationa e excretado na urina. Com o uso do farmaco em doses acima de
4g/dia a biotransfomacdo por conjugacdo e sulfatacdo sdo exauridas e a via de oxidagdo
aumentada, como consequencia a producdo de NAPQI causa hepatoxicidade e aumento dos
niveis séricos ALT, AST e BT (GUPTE, 2016).

Como esperado, 0 uso do paracetamol em alta dose (grupo CP) exibiu valores elevados
nos testes de AST e ALT, com 723,0 e 524,67 U/L, respectivamente, exibindo diferenca
significativa quando comparados aos grupos tratados com o uso da agua destilada (grupo CN)
e extrato aquoso da U. Lactuca (EA) (Tabela 1). Por outro lado, valores em testes de fosfatase

alcalina exibiram-se reduzidos, apesar de ndo diferirem significativamente do valor obtido do


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0146000511000346#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S175172221630097X#!
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grupo controle negativo. Enquanto valores de bilirrubina direta e indireta também nédo exibiram

diferenca significativa para os demais grupos (Tabela 1).

Tabela 1 — Concentracdo dos marcadores hepaticos.

Marcadores Tratamentos

EA EP CN CP
AST* 2146 a 827,00 b 258,67 a 723,00 b
ALT 155,40 a 514,00 b 117,84 a 524,67 a
FA 261,60 a 192,50 a 232,00 a 283,33 a
BD 0,05a 0,05a 0,03 a 0,25a
BI 0,37 a 0,67 a 0,23 a 0,52 a

Legenda: FA: fosfatase alcalina; BD: bilirrubina direta; BI: Bilirrubina indireta AST: aspartato aminotransferase;
ALT: alanina aminotransferase; EA: extrato aquoso da U. Lactuca; EP: extrato aquoso da U. Lactuca +
paracetamol; CP: controle positivo; CN: contole negativo. *Resultados seguidos por letras diferentes nas colunas
diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey a 95% de probabilidade.

Os resultados exibidos pelos grupos EA, os valores medianos em testes de ALT e FA,
com 155,40 e 261,60 U/L, respctivamente, demonstraram-se levemente aumentados, se
comparado ao grupo CN (ALT: 117,84 e FA: 232,00) (Tabela 1), contudo esses valores ndo
exibiram diferenca significativa, como demonstrado também para os demais testes.
Aparentemente o uso da U. Lactuca na concentracdo usada ndo difere do uso da agua destilada,
ndo exercendo influencia na fungéo hepatica.

Ao avaliar o grupo EP, surprendentemente concentragcfes plasmaticas das enzimas AST
e ALT exibiram valores de 827,00 e 514,67 U/L, respectivamente (Tabela 1). Demostrando
uma diferenca significativamente elevada quanto aos valores de AST, se comparado ao grupo
CP (723,00 U/L). Esse dado sugere que 0 uso concomitante do extrato aquoso da U. Lactuca
e paracetamol pode desencadear um comprometimento hepéatico. Contudo, neste mesmo grupo,
concentracdes plasmatica de BD e Bl demonstraram néo diferir entre os demais.

Esses resultado contrap6s aos obtidos por Hussein et al. (2015), em um estudo com o
extrato hidroalcodlico da U. lactuca, ao verificar que o extrato reduziu a concentracao sérica da
enzimas AST e ALT. Hipotetiza-se que a diferenca entre os resultados pode estar relacionada
a alguma influéncia de constituintes do extrato aquoso possa causar no processo do

metabolismo do paracetamol, provocando um efeito negativo ainda maior as células hepaticas.
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5.3 Atividade antimicrobiana do extrato aquoso da U. Lactuca L.

A atividade antimicrobiana do extrato aquoso de U. lactuca foi verificada pelo método
de disco difusdo utilizando duas cepas de bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus
INCQS-00015 (ATCC 25923) e Salmonella tiphy (ATCC 14028)), e duas gram-negativas
(Escherichia coli INCQS 00219 (ATCC 8739) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)). E
possivel observar na Figura 3 que em nenhuma concentracdo do extrato apresentou atividade
antimicrobiana contra essas bactérias, ao passo que ndo foi detectado halo de inibicdo para
nenhuma das dilui¢Oes realizadas. Foi observado o surgimento do halo de inibicdo somente no
disco central que continha o antibi6tico controle (norfloxacino). Fato este ndo corrobora com o
estudo de Awad (2000), que atribuiu ao lipideo 3-O-b-glicopiranosil a atividade antimicrobiana
da Ulva lactuca.

Figura 3 — Ensaio da atividade antimicrobiana por disco difusdo em agar utilizando o extrato
da U. lactuca contra Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli.

Fonte: Obtida em estudo, 2017. Cultura de cepas bacterianas. (A) Pseudomonas aeruginosa; (B)
Salmonella typhi; (C) Staphylococcus aureus; (D) Escherichia coli.

5.4 Atividade Citotéxica contra Artemia salina Leach

O uso de invertebrados como bioindicadores foi implementado em testes antes do uso
de vertebrados, sua aplicacdo ainda é marginal e envolve resultados primérios, que busca avaliar
a toxicidade, ser instrumento conveniente para avaliagdo e monitoramento de produtos naturais
bioativos. O microcrustaceo Artemia salina L. (Artemidae) é um invertebrado presente em
ecossistemas aquaticos salinos e marinhos usado em ensaio laboratorial de toxicidade e
estimativa da dose letal em plantas ou ainda extratos dessas. Outra vantagem oferecida por esse

ensaio esté relacionada ao ndo uso de animais vertebrados em testes preliminares para avaliar
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0 potencial toxicolégico e consequentemente bioatividade, preocupacdo crescente da
comunidade cientifica (HARADA, 2009).

Meyer et al. (1982), em estudos toxicolégicos com extratos de plantas utilizando larvas
de A. Salina, estabeleceram uma relacéo entre o grau de toxicidade e a dose letal capaz de matar
50% da populacdo em estudo, DL50, desde entdo, considera-se ao verificar valores superiores
a 1000 pg/mL, classificasse o extrato como atdxico. Os valores da DL50 foram de 13.564,11
pg/mL, DL50 (Limite inferior) de 2.960,11 pg/mL e LD50 (Limite superior) de 24.168,11
pg/mL demonstrando que a U. lactuca ndo apresenta toxicidade para a A. salina, e,
consequentemente, corroborando com a pequena concentracdo de compostos fendlicos e baixa

atividade antioxidante encontrada no estudo.
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6 CONCLUSAO

Atualmente estudos fitoquimicos sdo evidenciados afim de descoberta de novos
compostos de origem vegetal com finalidade terapéutica, sendo a U. lactuca incluida neste
grupo de matéria prima. Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que esta U.
lactuca apresenta valores razoaveis de compostos fendlicos, exibindo 25 mEq acido galico/g
na amostra. Consequentemente, atividade antioxidante proporcional a sua composi¢do, com
efeito inibitorio contra o radical DPPH de EC50 = 6,82% aproximadamente.

O extrato aquoso da U. lactuca ndo exibiu efeito hepatoprotetor ou hepatotdxico quando
administrado em ratos Wistar, aparentemente o uso da U. Lactuca na concentragcdo usada ndo
difere do uso da agua destilada. Por outro lado, quando administrado o paracetamol em
adicional, sugere potencializar a lesdo hepatica provocada pelo farmaco. Isto pode estar
relacionada a presenca de algum componente quimico presente da U. Lactuca capaz de
influenciar negativamente no metabolismo hepatico do paracetamol.

Quanto ao teste de susceptibilidade microbiana, o extrato aquoso nédo exibiu nenhuma
atividade contra as cepas de Pseudomonas aeruginosa, Salmonella tiphy, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, independente das doses testadas. Isto possivelmente esta associado
a auséncia de metabolitos ativos responsaveis por atividades antimicrobianas. Por fim, o ensaio
de toxidade com uso de Artemia salina L., a U. lactuca exibiu valores médios de DL50 de
13.564,11 pg/mL, demonstrando ndo haver efeito capaz de alcancar morte em 50% da
populacdo, portando constitui-se atoxica.

Em geral, extratos vegetais exibem uma ampla atividade biol6gica e comumente a sua
acdo esta relacionada a presenca de determinados constituinte e a sua concentracéo. No estudo,
observou-se uma possivel relacdo entre a presenca de compostos fendlicos e atividade
antioxidante expressada pela U. Lactuca, contudo sugere-se testes de identificacdo e
quantificacao de constituintes metabdlitos da especie utilizada para o estudo, além de testes de

dose resposta e mecanismos de acao afim de dados especificos.
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