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RESUMO: O excesso de 6xido nitrico (NO) produzido por indugdo da enzima 6xido nitrico
sintase (iNOS) participa do desenvolvimento de inimeras desordens que conduzem a perda da
homeostasia. O estresse oxidativo gerado pelo aumento da produgdo endogena de NO pode levar
a efeitos de toxidade induzida, tais como peroxidagdo lipidica, nitragdo de proteinas e danos ao
DNA. Compostos que sejam capazes de sequestrar o radical NO podem diminuir a toxicidade
das espécies reativas de nitrogénio (RNS), atuando na modulagdo de processos inflamatorios.
Trabalhos realizados com alga da espécie Bryothamnion triquetrum (Gmelin) Howe, demonstraram
que a mesma apresenta agdo antioxidante, tendo sido eficiente no sequestro do radical DPPH,
além de inibi¢ao da peroxidacdo lipidica, com uma atividade comparavel ao acido ascorbico e ao
a-tocoferol. Este estudo objetivou avaliar a capacidade de sequestro do radical NO in vitro pelo
extrato metanolico da Bryothamnion triquetrum. Os resultados obtidos revelaram a presenga de
polifendis sendo que todas as concentragdes testadas (1,0; 2,5; 7,5; 10,0 mg/mL) foram capazes
de inibir a formagdo de nitrito a partir de uma solucdo de nitroprussiato de sodio 5 mM sendo a
concentracdo de 7,5 mg/mL a que apresentou maior percentual de inibigdo com 46,6%.

Unitermos: 6xido nitrico, Bryothamnion triquetrum, estresse oxidativo.

ABSTRACT: “Evaluation of nitric oxide (NO) scavenging for the metanol extract of the alga
Bryothamnion triquetrum (Gmelin) Howe”. The excess of nitric oxide (NO) produced by induction
of nitric oxide sintase enzyme (iNOS) participates in the development of countless disorders that
lead to the loss of homeostasis. The oxidative stress generated by the increase of endogenous
production of NO can lead to some effects of induced toxicity, such as fatty per oxidation, nitration
of proteins and DNA damages. Compounds that scavenge the NO radical can reduce the toxicity
of reactive nitrogen species (RNS), and act in the modulation of inflammatory processes. Works
accomplished with the alga species Bryothamnion triquetrum (Gmelin) Howe demonstrated that
it presents an antioxidant action, and it is efficient in the scavenging of DPPH radical and in the
inhibition of fatty per oxidation, with activity comparable to the ascorbic acid and a-tocoferol. This
study aimed to evaluate the capacity of NO radical scavenging in vitro for the methanol extract of
the alga Bryothamnion triquetrum. The results revealed that the presence of poliphenol in all tested
concentrations (1,0; 2,5; 7,5; 10,0 mg/mL) was capable to inhibit the nitrite formation, starting from
a solution of sodium nitroprussiate 5 mM whose concentration of 7,5 mg/mL presented the largest
inhibition percentage of 46,6%.
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INTRODUCAO

diferentes géneros e espécies, tendo sido crescente o

Varios trabalhos relatam a busca de substancias  pgmero de autores que acreditam na flora marinha como
bioativas com atividade antioxidante em algas marinhas  fonte de farmacos e insumos farmacéuticos diversificados,
(Vidal et al., 2001; Tannin-Spitz et al., 2005; Vidal et al.,  principalmente no que diz respeito as diversas patologias
2006; Zubia et al., 2007; Rocha et al., 2007), dos mais  jq0ciadas ao estresse oxidativo (Rocha et al., 2007.).
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Dentre as algas pesquisadas, as da familia Rhodophytae
(algas vermelhas) tém despontado por sua a¢@o antioxidante
(Vidal et al., 2001; Vidal et al., 2006; Rocha et al., 2007,
Zubia et al., 2007).

As algas vermelhas apesar de possuirem um
grande nimero de espécies, geralmente sdo menores em
tamanho e as espécies individuais sdo menos abundantes
que as algas verdes (Chlorophytae) ¢ pardas (Phaeophytae)
(Norris et al., 1982). As algas da espécie Bryothamnion
triquetrum sdo compostas de talo ereto, rigido, grosseiro,
de coloracdo vermelho escura, medindo até 15 cm,
crescendo de forma geral, rapidamente em ambientes de
pouca profundidade fixa ao substrato, ndo apresentando
toxidade e sendo amplamente distribuida (Areces et al.,
1995).

Extratos de algas da familia Rhodophytae
coletadas na costa do México demonstraram ser eficientes
no sequestro doradical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazina),
do anion superdxido e na inibigdo da peroxidagdo lipidica
(Zubia et al., 2007). Dentre as espécies analisadas,
constava a Bryothamnion triquetrum que apresentou
atividade antioxidante semelhante a compostos comerciais
como o butilhidroxitolueno (BHT), o acido ascdrbico e
o o-tocoferol (Zubia et al., 2007). Em trabalho realizado
com extratos de algas dessa espécie Vidal et al. (2001)
demonstrou a presenga de trés constituintes fendlicos
majoritarios: o acido trans-cindmico, o acido p-cumarico,
e o acido fertlico, atribuindo, em trabalho anterior a esses
compostos parte da capacidade antioxidante observada
frente ao sequestro do radical hidroxila, anion superoxido
e do radical DPPH, além de inibi¢do da lipoperoxidagdo
pelo teste do acido linoléico (Vidal et al., 2006). Lima
et al. (2004) demonstrou que uma lectina extraida da
Bryothamnion triquetrum induziu o relaxamento de
seguimento da aorta toracica de ratos por ativacdo da eNOS
(6xido nitrico sintase endotelial) e consequente liberagdo
de NO.

O radical 6xido nitrico ¢ uma molécula endoégena
envolvida em inimeros processos fisioldgicos que variam
desde a neurotransmissdo (Katzung, 2006; Yuan et al.,
2009) até modulagdo do estado inflamatodrio, agindo na
agregacdo plaquetaria, vasodilatagdo (Saha et al., 2006),
quimiotaxia e possuindo ac@o bactericida (Katzung,
2006). Em altas concentragdes o NO pode reagir com o
anion superoxido produzindo o potencialmente danoso
peroxinitrito (Peluffo & Radi, 2007), aumentando o estado
de estresse oxidativo, induzindo peroxidacdo lipidica,
desestabilidade nas membranas, oxidacdo e nitra¢do de
proteinas e danos ao DNA (Robinson et al., 2001, Virag
et al., 2003; Ippoushi, 2009; Yuan et al., 2009). Devido
a isto, tem sido aceito que a formacdo de peroxinitrito e
sua subsequente reacdo com produtos endogenos podem
estar envolvidos na patogénese de doencas, incluindo
algumas desordens neurodegenerativas (Saha et al.,
2006), complicagdes do estado diabético (a exemplo da
retinopatia) (Yuan et al., 2009) e a génese de processos
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cancerigenos (Radi & Peluffo, 2001). Assim, substancias
que sequestrem o radical 6xido nitrico podem desempenhar
um importante papel citoprotetor, agindo nos processos
de toxidade induzida por espécies reativas de nitrogénio
(RNS), modulando os processos inflamatorios, diminuindo
o estado de estresses oxidativo e podendo apresentar-
se como alternativa terapéutica para algumas dessas
desordens (Saha et al., 2006).

O presente estudo objetivou avaliar a concentra¢ao
de polifenodis totais e o efeito sequestrante do radical
oxido nitrico in vitro pelo extrato metanodlico da alga
Bryothamnion triguetrum (Gmelin) Howe (EMBT).

MATERIAL E METODOS
Coleta e identificacio da alga

As algas foram coletadas na Ilha de Itaparica,
Municipio de Vera Cruz, Praia da Enseada do Pedrio,
Bahia, Brasil em abril de 2005, coletor C.W.N Moura
(HUEFS 136683). O material foi encontrado crescendo
aderido sobre substrato rochoso, borda do corpo recifal,
em local de arrebentacao de ondas.

Cerca de 200 g (peso umido), foram coletados
com auxilio de espatula metdlica, para a obtencdo
de exemplares inteiros, os quais foram limpos em
dgua do mar (para retirada de organismos epifitos e
sedimento aderido ao talo) e acondicionados em sacos de
polietileno devidamente etiquetados. As amostras foram
imediatamente armazenadas em recipiente de isopor
contendo gelo e transferidas para o Laboratorio de Ficologia
da Universidade Estadual de Feira de Santana, onde foram
lavadas com dgua destilada para remogao de sal, particulas
de areia e novamente triadas em cuba plastica para retirada
de eventuais epifitas e verificagdo de estagio reprodutivo.
Em seguida, o material foi armazenado em freezer a -20 °C
até o processo de extragao.

Preparacio do extrato metandlico de Bryothamnion
triquetrum (EMBT)

Extracdo continua a quente com metanol

O material foi pesado (150 g) e transferido para
um extrator de Soxhlet, em seguida extraido com 1 L de
metanol (PA) a uma temperatura de 50 °C por 12 h. O
extrato obtido foi rotaevaporador e seco a 50 °C. Ao final,
obteve-se 0,6 g de extrato bruto concentrado (rendimento
de 0,4%).

Determinacio de polifendis totais

Para determinagdo do teor de polifendis totais
no EMBT foi utilizado o método de Folin-Ciocalteau
feito segundo Slinkard (1977) com modificdes. As
concentragdes de polifendis foram calculadas a partir de
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uma curva padrdo de acido galico (r = 0,99509) e os dados
foram expressos em mg/L.

Analise do sequestro do 6xido nitrico (NO) in vitro

Para avaliagdo do sequestro do NO in vitro
foi utilizada solucdo de nitroprussiato de sodio (NPS),
seguindo método descrito por Griess (1879). Solugdo de
NPS 5 mM foi diluido em tampdao fosfato (0,1 M, pH 7)
e misturado com diferentes concentragdes do EMBT (1;
2,5; 7,5; 10 mg/mL) dissolvido em etanol e incubados
a 24 °C por 150 min. Foi conduzido um experimento
controle em paralelo utilizando tampao fosfato pH 7 0,1
M em lugar das amostras, feito em quintuplicata, utilizado
como curva da cinética de formacdo de nitrito a partir
de nitroprussiato de sodio 5 mM nas condi¢des descritas
(curva NPS do gréfico) . Em intervalos de 30 min, | mL
das amostras incubadas foram retiradas e misturadas com
1 mL reagente de Griess (sulfanilamida 1% em H,PO, 5%
e cloridrato de naftiletilenodiamino 0,1%). A absorvancia
do cromoéforo formado durante a diazotagdo do nitrito
com a sulfanilamida e subsequente complexacdo com o
naftiletilenodiamino foi medido por espectrofotometria a
546 nm.

Tabela 1. Efeito inibitério do extrato metandlico da alga
Bryothamnion triquetrum na producdo de nitrito a partir de
nitroprussiato de sodio e concentra¢do de polifenois.

Amostras C?\Inocfr(f;;; ° Y% l}?;::ﬁ;s
Nitroprussiato 26,2+0,9 ——— —
EMBT (1,0 mg/mL) 20,9+1,2* 19,8 56,6+8,1
EMBT (2,5 mg/mL) 16,2+1,2* 37,9 57,249,1
EMBT (7,5 mg/mL) 13,9+1,0%* 46,7 53,9+11,1
EMBT (10,0 mg/mL) 15,940,6* 38,9 60,6+11,6
Acido galico 100 pg/mL 14,4+0,1 42,5 -

Dados: médiat+desvio padrao (n=5). Nas comparagdes estatisticas
foi utilizado o teste t-Student *p<0,05 sdo significativamente
diferentes quando comparadas com o grupo nitroprussiato.
Solugdes crescentes do extrato metanolico foram adicionadas
a solug@o de nitroprussiato de sodio (5 mM) em PBS (solucao
tampao fosfato) e incubadas a 24 °C por 150 min. Em intervalos
de 30 min 1,0 mL da solugdo incubada foi removida e misturada
com 1,0 mL do reagente de Griess e a absorvancia foi lida a 546
nm. Os resultados obtidos foram extrapolados para uma curva
padrao de nitrito de potassio obtida sob as mesmas condigdes.
Para os calculos de percentual de inibigdo e concentragdo de nitrito
utilizou-se o tempo de 150 min. As concentragdes de polifendis
relatadas foram obtidas pelo método de Folin-Ciocalteau (1999)
em experimento a parte. Acido galico foi utilizado como controle
positivo.

—a—NPS5mM

—e— EMBT 1,0 mg/mL
—a— EMBT 2,5 mg/mL
—v— EMBT 7,5 mg/mL
—&— EMBT 10,0 mg/mL
—«— Ac. Galico 70 pg/mlL

:
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Figura 1. Produgdo de nitrito a partir de solugdo de 5 mM
de nitroprussiato de sddio (NPS) na presenca e na auséncia
do extrato metandlico da alga Bryothamnion triquetrum.
Solugdes crescentes do extrato metanodlico foram adicionadas
a solucdo de nitroprussiato de sodio (5 mM) em PBS (solugao
tampao fosfato) e incubadas a 24 °C por 150 min. Em intervalos
de 30 min 1,0 mL da solucdo incubada foi removida e misturada
com 1,0 mL do reagente de Griess e a absorvancia foi lida a 546
nm. Os resultados obtidos foram extrapolados para uma curva
padrdo de nitrito de potéssio obtido sob as mesmas condigdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de seu papel endodgeno essencial,
diversos estudos ja demonstram que o excesso de NO
pode estar envolvido na génese e desenvolvimento de
inumeras patologias (Robinson et al., 2001; Virdg et al.,
2003; Ippoushi, 2009; Yuan et al., 2009), por exemplo,
da retinopatia diabética (Yuan et al., 2009) e desordens
neurodegenerativas (Saha et al., 2006) como a esclerose
multipla (Horssen et al., 2008). Dessa forma, compostos
que sejam capazes de sequestrar o NO podem ser
alternativas para a prevengdo e terapia dessas desordens.

Pelos dados expressos na Tabela 1 notamos que
todas as concentragdes testadas do EMBT foram capazes
de diminuir a formacao de nitrito a partir de uma solugo
de NPS 5 mM, sendo a dose de 7,5 mg/mL a mais eficiente
com um IP de 46.6%. Tal decréscimo também pode ser
observado na Figura 1, que mostra a relacdo entre a
concentragdo de nitrito (uM) formado a partir de uma
solucdo de NPS 5 mM ao longo de 150 min e as diversas
concentragdes do EMBT. Ambos os resultados sugerem que
o EMBT esteja sequestrando o radical NO liberado no meio
aquoso pelo nitroprussiato, impedindo com isso a formagao
do cromoforo detectado por espectrofotometria, através
da diazotacdo do nitrito com sulfanilamida e posterior
complexacdo com naftiletilenodiamino (Griess, 1879).
Em 2001, trabalhando com extratos da Bryothamnion
triquetrum, Vidal demonstrou que seus constituintes
majoritarios sdo o acido ftrans-cindmico, p-cumario
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¢ fertlico. Estes dois ultimos apresentam estruturas
semelhantes ao acido galico, que como demonstrado pelos
dados na Tabela 1 possui uma potente capacidade de inibir
a formagdo de nitrito, sendo que numa concentragdo de
100 pg/mL apresentou IP de 42,5% e na dose de 70 pg/
mL atividade semelhante a concentragao de 2,5 mg/mL de
EMBT (Figura 1). Tal observagdo nos permite atribuir a
esses compostos (acido felurico e p-cumarico), parte da
atividade antioxidante observada pelo EMBT. Utilizando
fragdes da LDL in vitro Hseu You-Cheng et al. (2008)
demonstrou que o acido galico foi eficiente na inibi¢do
da oxidagdo do mesmo pelo NPS, ¢ em outro trabalho in
vivo o éacido fertlico apresentou atividade hepatoprotetora
frente ao tetracloreto de carbono (Srinivasan et al., 2005 ).

Analisando-se as estruturas do acido galico,
acido fertlico e acido p-cumarico, percebemos que todos
pertencem a ampla classe dos compostos fendlicos, que
como ja foi comprovado por varios estudos possuem
atividade antioxidante (Karakaya et al., 2004). Pelos dados
expressos na Tabela 1, percebemos que o EMBT apresentou
em sua composi¢ao polifenois totais e que as concentragdes
dos mesmos ndo foram significativamente diferentes entre
as doses analisadas (1,0; 2,5; 7,5; 10,0 mg/mL-cerca de 54
pgdepolifendis/mL). Esse resultado se deve provavelmente
as limitagdes do método de Folin-Ciocalteau, que como
comentado por Appel et al. (2001), dosagens feitas por esse
método podem ser influenciadas por variagdes estruturais,
bem como por metabdlitos interferentes na amostra.
Assim, sendo esse método baseado na 6xido-reducdo dos
acidos fosfomolibdico e fosfotiingstico pelas hidroxilas
aromaticas dos fenois (Swain & Goldesteins, 1964), alguma
substancia presente no extrato pode, com o aumento da
concentragdo do mesmo, estar impedindo esta reagdo e
consequentemente a formacdo do cromoforo detectavel.

Trabalhos anteriores demonstram que algas
vermelhas possuem em sua composi¢do bromofendis e
compostos aromaticos poliidroxilados (Whitfield et al.,
1999) e que extratos obtidos a partir da Bryothamnion
triquetrum apresentaram em sua composi¢do polifendis
(Vidal et al., 2001; Vidal et al., 2006; Zubia et al.,
2007), identificados, como ja mencionado, como
sendo o acido trans-cindmico, p-cumarico ¢ ferulico
(Vidal et al., 2001). Zubia et al. (2007) provou que
extratos obtido a partir da Bryothamnion triquetrum
possuem  atividade  antioxidante = comparavel a
compostos comerciais como o BHT e o acido ascérbico.

A agdo observada do EMBT, frente a inibigdo
da formag@o de nitrito pode ser interpretada como um
indicativo de uma possivel capacidade antiinflamatoria,
uma vez que compostos que sequestram o NO, podem
agir modulando o processo inflamatorio, diminuindo seus
efeitos danosos ao organismo ¢ auxiliando na manutengdo
da homeostase. Pelos resultados obtidos com o acido
galico frente a inibigdo da formagdo de nitrito, podemos
supor que os componentes do EMBT responsaveis por essa
atividade s@o acido fertlico e o p-cumarico, substancias
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estruturalmente semelhantes ao acido galico. Contudo,
mais pesquisas devem ser realizadas, a fim de melhor
caracterizar os componentes do EMBT, de forma a definir
se tais respostas encontradas in vitro, se manifestam in vivo.

CONCLUSAO

O extrato metanoélico da Bryothamnion triquetrum
(EMBT) apresentou em sua composicdo a presenca
de polifendis e foi eficiente na inibigdo da formagdo de
nitrito a partir de uma solugdo de nitroprussiato de sodio
5 mM, através do sequestro do radical NO, o que ¢
atribuido aos compostos fendlicos encontrados no EMBT.
Entretanto, mais estudos necessitam ser realizados para
verificar se a acdo obtida in vitro se manifesta in vivo,
avaliar o efeito de outras fragdes, além de determinar
possiveis efeitos toxicos por parte de EMBT ou
mesmos outros efeitos ainda ndo relatados na literatura.
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