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Resumo

Os organismos marinhos séo considerados uma fonte de novos compostos bioativos
com enorme potencial biotecnoldgico. As bactérias associadas a macroalgas tém vindo a
ser estudadas devido a producdo de metabolitos secundarios com atividades bioldgicas.
Neste trabalho foram isoladas e identificadas 90 bactérias associadas as macroalgas
Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius com diferentes
caracteristicas fenotipicas, sendo identificadas relativamente ao seu género através da
sequenciacdo do gene 16S RNA. A extracdo de compostos bioativos foi realizada com os
solventes metanol e diclorometano (1:1). A capacidade antioxidante dos extratos das
bactérias associadas foi avaliada através do método fluorimétrico ORAC (oxygen radical
absorbent capacity), da quantificacdo total de polifendis (QTP) e da capacidade de reducgéo
do radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). O efeito citotoxico do H,0O, foi testado
nos modelos celulares SH-SY5Y, MCF-7 e HepG-2, representativos de células humanas
neuronais, epiteliais da glandula maméria e hepaticas, respetivamente. Os extratos com
maior capacidade antioxidante foram testados nos modelos celulares em condigdes de
stress oxidativo induzido pelo H,O,. Os resultados foram revelados pelo método de 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT).

O género de bactérias mais representativo identificado em associacdo com
Asparagopsis armata, Bifurcaria Bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius foi Vibrio sp.
com 40%, 48,72% e 28,57%, respetivamente. Os géneros de bactérias menos
representativos identificados em associacdo com Asparagopsis armata foram Bacillus sp.,
Cobetia sp. e Erwinia sp., com uma ocorréncia de 3,33%. Por sua vez, Citricoccus sp.,
Cellulophaga sp., Ruegeria sp. e Staphylococcus sp. foram os géneros de bactérias menos
representativos associados a Bifurcaria Bifurcata (2,56%). Os géneros menos
representativos identificados em associacdo com Sphaerococcus coronopifolius foram
Bacillus sp. e Holomonas sp. com uma ocorréncia de 9,52%.

O extrato da bactéria associada que apresentou maior potencial antioxidante
avaliado pelos metodos de ORAC (3603,66 + 80,14 umol eq. Trolox/g extrato), QTP
(53,854 + 3,02 mg eq. 4cido gal./g extrato) e DPPH (20,21 (14,41-28,34) ug.mL™) foi a
BB16 (Shewanella sp.), associada a alga Bifurcaria bifurcata.

O efeito induzido pelo H,O, foi bastante distinto na reducéo da viabilidade celular,
com ICs distintos, nas células SH-SY5Y (206,0 uM (150,4 — 282,2)), MCF-7 (450,2 uM
(388,0 — 522,5)) e HepG-2 (1058,0 uM (847,3 — 1321,0)).
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Resumo

A elevada atividade antioxidante do extrato da bactéria associada a alga Bifurcaria
bifurcata (0,1mg.mL™; BB16 — Shewanella sp.) permitiu a prevencdo do efeito induzido
pelo H,O, na linha celular SH-SY5Y (ICs - 431,7 uM (360,1 — 517,6).

Em conclusdo, as bactérias associadas das macroalgas Asparagopsis armata,
Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius podem ser uma excelente e

interessante fonte de compostos marinhos naturais com um elevado potencial antioxidante.

Palavras-Chave: Bacteérias associadas; Capacidade antioxidante; Stress oxidativo;
Modelos celulares; Compostos bioativos; Atividades bioldgicas
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Abstract

Marine organisms are considered a source of new bioactive compounds with
enormous biotechnological potential. Macro-algae associated bacteria were recently linked
to the production of secondary metabolites with biological activities. In this work we
identified and isolated 90 associated bacteria, with different phenotypic features, from
three macro-algae, Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata and Sphaerococcus
coronopifolius. The identification was performed in relation to their gender by 16S RNA
gene sequencing. The bioactive compounds extraction was performed with methanol and
dichloromethane solvents (1:1). The antioxidant capacity of the bacteria extracts was
evaluated by fluorimetric method ORAC (Oxygen radical absorbent capacity),
quantification of total phenolic content (TPC) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
radical scavenging activity. The cytotoxic effect of H,O, was tested in SH-SY5Y, MCF-7
and HepG-2 cellular models. The extracts with higher antioxidant capacity were tested in
cellular models in oxidative stress conditions induced by H,O,, The results were obtained
by method 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT).

The more representative associated bacteria genus of Asparagopsis armata,
Bifurcaria Bifurcata and Sphaerococcus coronopifolius was Vibrio sp. with 40%, 48.72%
and 28.57%, respectively. The less representative associated bacteria genus of
Asparagopsis armata were Bacillus sp., Cobetia sp. and Erwinia sp., with 3.33% of
incidence. By contrast, Citricoccus sp., Cellulophaga sp., Ruegeria sp. and Staphylococcus
sp. were the less representative genus associated with Bifurcaria bifurcata (2.56%). The
less representative associated bacteria genus of Sphaerococcus coronopifolius were
Bacillus sp. and Holomonas sp. with an incidence of 9.52%.

The extract of associated bacteria with the most antioxidant potential evaluated by
ORAC (3603.66 = 80.14 umol Trolox eq./g extract), QTP (53.854 + 3.02 mg galic acid
eq./g extract) and DPPH (20.21 (14.41-28.34) pg.mL™) methods was the Bifurcaria
bifurcata BB16 bacteria (Shewanella sp.).

The H,0, induced cell death was associated to distinct 1Cso potency in SH-SY5Y
(206.0 uM (150.4 — 282.2)), MCF-7 (450.2 uM (388.0 — 522.5)) and HepG-2 (1058.0 uM
(847.3 - 1321.0)) cells.

The high antioxidant activity of the extract of associated bacteria BB16 (0.1mg.mL"
1) prevented the H,0O, induced effect on SH-SY5Y cell line (IC50 - 431.7 pM (360.1 —
517.6)).
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Abstract

In conclusion, the macroalgae Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata and
Sphaerococcus coronopifolius associated bacteria can be an interesting and excellent

source of marine natural compounds with high antioxidant potential.

Keywords: Associated bacteria; Antioxidant capacity; Oxidative stress; Cellular

models; Bioactive compounds; Biological activities.
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Introducdo

1. Introdugéo

Ao longo dos séculos, os produtos naturais tém desempenhado um papel importante
em todo o mundo no tratamento e prevencdo de doencas humanas (Chin et al., 2006).
Historicamente, as empresas farmacéuticas utilizavam extratos vegetais para produzir
formulagdes terapéuticas rudimentares, mas com o desenvolvimento de antibi6ticos em
meados do século XX, as formulacdes farmacéuticas de compostos purificados tornaram-
se mais comuns. Os produtos de origem natural tém sido uma das principais fontes de
diversidade quimica de matérias-primas utilizados pela industria farmacéutica, sendo
obtidos a partir de plantas, animais e microrganismos. A sua descoberta e utilizagdo como
compostos ativos de farmacos tem sido de enorme importancia, sendo que, desde 1994,
aproximadamente metade dos farmacos que se encontram disponiveis no mercado sdo
baseados em produtos naturais (Chin et al., 2006; Baker et al., 2007; Harvey, 2008).

Muitos produtos naturais e derivados de produtos naturais modificados
sinteticamente, como compostos sintéticos ou semi-sintéticos, tém sido desenvolvidos com
éxito para utilizacdo clinica no tratamento de doencas humanas em quase todas as areas
terapéuticas, como por exemplo, doengas tumorais, doencas neurodegenerativas e diabetes
(Baker et al., 2007; Harvey, 2008). Apesar do continuo crescimento do mercado
farmacéutico, a procura de novos produtos com aplicabilidade farmacéutica continua a ser
estimulada. A principal causa dessa motivacdo deve-se, por exemplo, a crescente
resisténcia aos farmacos atualmente utilizados em doencas infeciosas ou em processos de
quimioterapia (Baker et al., 2007).

De facto, os recursos terrestres tém sido muito explorados na pesquisa de novas
moléculas com potencial farmacéutico, contudo nas Ultimas décadas os investigadores
iniciaram também a exploracdo no ambiente marinho, que é atualmente considerado uma
fonte de novos metabolitos bioativos com elevado potencial biotecnoldgico (Yan, 2004;
Jirge & Chaudhari, 2010).

1.1. Biodiversidade marinha e potencial biotecnoldgico
Os oceanos representam aproximadamente 70% da superficie terreste (Haefner,

2003; Zhang et al., 2005) distribuindo-se por uma area de, aproximadamente, 360 milhdes

km? (Hu et al., 2011). De entre 36 filos conhecidos, 34 destes encontram-se em ambientes
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marinhos com mais de 300 mil espécies conhecidas de fauna e flora (YYan, 2004). Esta
grande biodiversidade ecoldgica esta associada a um elevado potencial biotecnolégico,
nomeadamente como fonte de produtos naturais estruturalmente Gnicos que se encontram
acumulados principalmente nos organismos vivos (Jha & Zi-rong, 2004; Costa-Lotufo et
al., 2009).

Os oceanos incluem 95% da biosfera da terra (Davidson, 1995) e abrigam uma
enorme diversidade de organismos com morfologias e adaptacfes distintas, que variam de
acordo com o tipo de habitat em que se desenvolvem e consoante a competitividade que
existe entre todas as formas de vida presentes. Deste modo, 0s organismos marinhos
apresentam uma elevada capacidade de produzir compostos com enorme atividade
bioldgica, tanto para afastar os seus predadores como para mecanismos de adaptacdo. A
producdo de metabolitos secundarios é uma consequéncia dos mecanismos de adaptacdo a
pressbes ecologicas e fisicas que ocorrem no seu habitat, tendo estas moléculas
demonstrado possuir um elevado potencial biotecnoldgico (Bhakuni & Rawat, 2005;
Bhatnagar & Kim, 2010).

A pesquisa de novos compostos com potencial biomédico é intemporal e
indispensavel uma vez que o tratamento de diversas patologias estd muito aquém das
necessidades. Esta realidade pode ser constatada pelo nimero crescente de compostos de
origem marinha identificados, em que entre 1965 e 2006 foram isoladas cerca de 18 500
substancias de organismos marinhos. No entanto, apesar da elevada quantidade de
compostos isolados, estima-se que se tenha apenas estudado aproximadamente 3% dos
organismos marinhos (Costa-Lotufo et al., 2009; Montaser & Luesch, 2011).

Alguns dos compostos bioativos isolados e identificados a partir de organismos
marinhos, sdo atualmente comercializados e utilizados tanto na industria farmacéutica
como na inddstria cosmética. Por exemplo, o composto Cytarabine (Cytosar-U®) possui na
sua composicao nucledtidos isolados da esponja Cryptotethya crypta, o composto Eribulin
mesylate (Halaven®) isolado da esponja Halichondria okada e o composto Ziconotide
(Prial®) isolado do molusco Conus magus estdo ha muito tempo aprovados pela FDA
(Food and Drugs Administration), e sdo exemplos de sucesso no ambito da utilizacdo
farmacéutica (Gerwick & Moore, 2012; Martins et al., 2014).

Devido a sua enorme biodiversidade, os oceanos revelam ser uma fonte promissora

de novos compostos bioativos, 0s quais apresentam uma elevada potencialidade de
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aplicabilidade nas mais diversas indlstrias, tais como a cosmética, farmacéutica e a
alimentar (Minh et al., 2005; Murray et al., 2013).

1.1.1. Macroalgas como fonte de novos compostos bioativos

Nas Ultimas décadas os investigadores comegaram a olhar para 0s oceanos como
uma fonte inesgotavel de novos compostos com enorme potencial biotecnoldgico devido
essencialmente aos seus sofisticados sistemas fisiologicos e bioquimicos (Davidson, 1995;
Bhatnagar & Kim, 2010).

Ao contrario dos organismos terrestres, 0s organismos marinhos vivem em habitats
complexos expostos a condigdes ambientais marinhas extremas, tais como alta presséo,
elevada concentracdo de sal, baixa concentracdo de nutrientes, temperatura baixa constante
(exceto em zonas localizadas perto de vulcdes submarinos em que a temperatura é elevada
e em regides polares que a temperatura é extremamente baixa), luz solar limitada e baixo
teor de oxigénio (Hu et al., 2011). Para se adaptarem a estas condi¢Bes, 0S organismos
marinhos desenvolveram caracteristicas unicas que os diferenciam de organismos terrestres
em Varios aspetos, tais como o0 metabolismo, 0 comportamento e a estratégia de adaptacao.
Estas caracteristicas sdo Uteis para determinar as diferencgas entre os organismos terrestres e
marinhos no que diz respeito aos mecanismos do metabolismo secundario e reagdes
enzimaticas. Estas diferencas sdo responsaveis pela diversidade do metabolismo
secundario dos organismos marinhos (Hu et al., 2011; Lordan et al., 2011).

Nos ultimos anos, a industria farmacéutica tem desenvolvido diversos estudos com
0 intuito de identificar e caracterizar compostos bioativos provenientes de organismos
marinhos, como corais, algas, esponjas e moluscos (Smit, 2004), sendo que 0 Sucesso
destes trabalhos tem sido incrivelmente satisfatdrio, descobrindo metabolitos secundarios
biologicamente ativos com estruturas quimicas Unicas (Davidson, 1995; Jha & Zi-rong,
2004; Hu et al., 2011), o que reforca a hipoOtese da sua funcdo protetora em resposta a
pressdes ecoldgicas e fisicas do meio marinho, evidenciando o potencial biotecnolégico
destas moléculas (Costa-Lotufo et al., 2009).

De entre os organismos marinhos, as macroalgas tém sido bastante estudadas como
fonte de novos compostos bioativos (Gupta & Abu-Ghannam, 2011; Hu et al., 2011). Os
metabolitos presentes nas macroalgas estdo descritos como benéficos para a satde humana,

tendo propriedades anti-inflamatdria, anticoagulante, antioxidante, antimicrobiana,
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antiviral e antitumoral (Athukorala et al., 2007; Kong et al., 2009; Gupta & Abu-
Ghannam, 2011; Pangestuti & Kim, 2011; Kelman et al., 2012; Andrade et al., 2013; Lee
etal., 2013).

As macroalgas podem ser distribuidas e classificadas em trés diferentes grupos, as
algas verdes (Filo Chlorophyta), as algas castanhas (Filo Heterokontophyta) e as algas
vermelhas (Filo Rhodophyta) com base na sua composicdo quimica (Gupta & Abu-
Ghannam, 2011; Lordan et al., 2011; Thomas & Kim, 2013).

A grande variedade de pigmentos fotossintéticos presentes nas algas conferem-lhes
as cores caracteristicas de cada grupo, sendo que no caso das algas verdes a cor deve-se a
presenca de clorofila a e b nas mesmas propor¢oes que as plantas superiores, beta-caroteno
e diversas xantofilas que lhes sdo caracteristicas. A dominancia da fucoxantina é
responsavel pela cor das algas castanhas, mascarando outros pigmentos como a clorofila a
e c e outras xantofilas, enquanto a cor das algas vermelhas deve-se & presenca de
ficoeritrina e ficocianina, que mascaram pigmentos como a clorofila a e o beta-caroteno
(Gupta & Abu-Ghannam, 2011). A presenca de diferentes fotopigmentos nas algas esta
relacionada com o habitat marinho, pois a intensidade e disponibilidade de luz é muito
variada e as algas estdo distribuidas por diferentes zonas deste ambiente (Bocanegra et al.,
2009).

Estes organismos marinhos fotossintéticos desenvolvem-se na zona intertidal e na
zona subtidal, contudo ja foram identificadas macroalgas em profundidades bastante
acentuadas em que a disponibilidade de luz é apenas de 0,1% (Dhargalkar & Pereira,
2005). As algas, pelo facto de se encontrarem na zona entre marés e serem organismos
sésseis estdo expostas a herbivoros, organismos incrustantes e agentes patogénicos (Stirk et
al., 2007; Jirge & Chaudhari, 2010). Devido a estas condi¢bes adversas, as macroalgas
revelam ser produtoras de variados metabolitos secundarios estruturalmente diferentes e
unicos, tais como o0s terpenos, acetogeninas, alcaldides e polifenois, de modo a se
protegerem e sobreviverem nestes ambientes (Watson & Cruz-Rivera, 2003).

Como uma fonte rica em compostos bioativos, diversos compostos com atividade
biolégica ja foram isolados e identificados a partir de macroalgas. Por exemplo, 0s
diterpenos Dictyodial, Dictyol C e Dictyol H foram isolados de diferentes espécies do
género da alga Dictyota (Gupta & Abu-Ghannam, 2011). Awad e seus colaboradores
(2008) isolaram o0s compostos 18,19-epoxyxenic-19-methoxy-18-hydroxy-4-acetoxy-
6,9,13-triene e 18,19-epoxyxenic-18,19-dimethoxy-4-hydroxy-6,9,13-triene do extrato
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metandlico da macroalga Padina pavonia, demonstrando terem atividade antitumoral em
linhas celulares tumorais hepéticas (HepG-2) e pulmonares (H460) (Gupta & Abu-
Ghannam, 2011). Diversas florotaninas como o phloroglucinol, eckol, fucodiphloroethol
G, 7-phloroeckol e dieckol foram isoladas a partir de diferentes espécies do género
Ecklonia (E. cava, E. kurome e E. bicyclis) (Shin et al., 2014), demonstrando um elevado
potencial antioxidante e um efeito protetor contra danos celulares induzidos por peroxido
de hidrogénio (Li et al., 2011).

Uma das principais caracteristicas do habitat das macroalgas, a zona intertidal, séo
as elevadas concentracGes de oxigénio e a exposicdo intensa a luz visivel e ultravioleta
proporcionando que estes organismos se encontrem em condigdes favordveis a formagéo
de radicais livres e outros agentes oxidantes, que poderdo conduzir a uma condicdo de
stress oxidativo no organismo. Contudo, as algas raramente sofrem danos oxidativos no
seu metabolismo nestas condigdes. Este facto é uma das evidéncias que as macroalgas
apresentam alguns mecanismos e compostos antioxidantes protetores, podendo ser uma
fonte rica em antioxidantes (Heo et al., 2005; Gupta & Abu-Ghannam, 2011). Muitos dos
compostos antioxidantes presentes nas algas ja foram identificados como pigmentos, como
a fucoxantina, astaxantina, acido fendlico, flavonoides e taninas (Bravo, 1998; Heo et al.,
2005).

Na ultima década, os compostos fendlicos voltaram a despertar o interesse de
diversos investigadores, principalmente pelo reconhecimento das suas propriedades
antioxidantes que apresentam mecanismos que incluem a eliminacéo de radicais livres e de
metais quelantes (Dutot et al., 2012). Um dos grupos de compostos fenolicos que apresenta
um elevado interesse sdo os polifendis que constituem um dos maiores e amplamente
distribuidos grupos de substancias do reino vegetal, sendo conhecidas mais de 8 000
estruturas fendlicas, desde os fendis mais simples como os acidos fendlicos, passando
pelos flavonoides, até estruturas mais complexas como as taninas (Bravo, 1998; Urquiaga
& Leighton, 2000; Ferguson, 2001). Estes compostos englobam uma gama consideravel de
substancias que possuem um ou mais anéis aromaticos ligados a um ou mais grupos
hidroxilo (Urquiaga & Leighton, 2000; Manach et al., 2004).

Os polifenois séo antioxidantes naturais, encontrando-se em abundancia em alguns
alimentos como frutas e vegetais, e estdo descritos como protetores dos constituintes

celulares aerobios contra danos oxidativos, podendo prevenir a ocorréncia de diversas
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doencas degenerativas associadas ao stress oxidativo (Manach et al., 2004; Kwon et al.,
2005; Scalbert et al., 2005).

Desta forma, as macroalgas podem ter uma elevada aplicabilidade industrial,
principalmente ao nivel da producdo de compostos antioxidantes, uma vez que a procura e
0 interesse por compostos naturais com propriedades antioxidantes, que retardem o
envelhecimento e previnam a ocorréncia de doengas tumorais, € cada vez maior ndo s
pela industria farmacéutica mas também pela inddstria cosmética, para o desenvolvimento

de novas formulacGes de logdes corporais (Heo et al., 2005).

1.1.2. Bactérias associadas a macroalgas como fonte de novos compostos

bioativos

O ambiente marinho é um ecossistema extremamente complexo com uma enorme
diversidade de formas de vida que se encontram associadas entre si (Debbab et al., 2010;
Soria-Mercado et al., 2012). As superficies dos eucariotas marinhos fornecem um habitat
Unico para 0s microrganismos que habitam aderentes a sua superficie (Egan et al., 2008;
Penesyan et al., 2010; Soria-Mercado et al., 2012).

As bactérias marinhas sdo muitas vezes encontradas na superficie de muitas
espécies de algas recolhidas do seu habitat natural (Villarreal-Gomez et al., 2010). Para os
organismos marinhos sesseis, como as macroalgas, esta associacao é muito importante uma
vez que 0s microrganismos marinhos reforcam o mecanismo de defesa do seu hospedeiro,
produzindo varios tipos de metabolitos secundarios bioativos. Muitos destes metabolitos
sdo reconhecidos por serem ricos em propriedades quimicas e biolégicas como uma
resposta a pressdes ecoldgicas, como a competicdo, predacdo e reproducdo, no ambiente
em que habitam (Debbab et al., 2010; Goecke et al., 2010; Villarreal-Gomez et al., 2010;
Penesyan et al., 2011; Horta et al., 2014). A importancia deste tipo de simbiose tem sido
bastante estudada, e alguns trabalhos tém demonstrado uma associacdo altamente
especifica de comunidades bacterianas com as macroalgas marinhas (Goecke et al., 2010;
Villarreal-Gémez et al., 2010; Penesyan et al., 2011). Nomeadamente bactérias do género
Vibrio sp. foram isoladas e identificadas em associagédo especificamente com a macroalga
Ulva reticulate (Kannagasabhapathy et al., 2008). As bactérias pertencentes ao género
Pseudoalteromonas também foram isoladas a partir da macroalga verde Ulva lactuca,

apresentando atividade anti-bacteriana, anti-fungica e anti-incrustante (Egan et al., 2000).
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Por sua vez, os géneros de Vibrio, Flavobacterium, Pseudomonas e Erwinia foram
isolados da alga Laminaria (Goecke et al., 2010), enquanto bactérias do género
Alteromonas foram encontradas em associagdo com a alga Laurencia pacifica (Soria-
Mercado et al., 2012).

Estas associagfes compreendem um numero de novas espécies de bactérias,
géneros e até mesmo ordens, provando que as macroalgas representam uma fonte rica de
novos microrganismos (Goecke et al., 2010), pelo que estudos filogenéticos de bactérias
associadas sdo necessarios para obter uma melhor visdo sobre a complexidade das
comunidades bacterianas associadas a macroalgas (Penesyan et al., 2009).

Diversos produtos naturais de invertebrados marinhos mostram semelhangas
estruturais notaveis com os metabolitos de origem microbiana, sugerindo que 0S
microrganismos sdo a verdadeira fonte destes metabolitos, ou estdo intrinsecamente
envolvidos na sua biossintese (Anand et al., 2006). De acordo com diversos estudos da
biossintese de produtos naturais marinhos, existem compostos bioativos que inicialmente
foram reportados como sendo derivados de organismos como moluscos, mas
posteriormente descobriu-se que a sua verdadeira fonte eram bactérias marinhas associadas
(Zheng et al., 2005; Bhatnagar & Kim, 2010; Soria-Mercado et al., 2012; Hamid et al.,
2013). Os compostos Brentuximab vedotin (SGN-35), aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) e Glembatumumab vedotin (CDX-011), que se encontra em ensaios
clinicos do tipo Il, foram inicialmente identificados como compostos derivados do molusco
Dolabella auricularia, mas posteriormente verificou-se que eram provenientes de
cianobactérias (Gerwick & Moore, 2012; Martins et al., 2014).

Por este motivo, nos Ultimos anos 0s microrganismos associados com as superficies
de eucariotas marinhos tém sido alvos importantes para a descoberta de novos metabolitos
bioativos (Penesyan et al., 2011; Horta et al., 2014).

Devido a limitacdo do fornecimento bioldgico de compostos ativos por parte dos
macrorganismos marinhos, diversos estudos tém-se debrucado no potencial dos
microrganismos marinhos como uma potencial fonte sustentavel de compostos bioativos
(Zheng et al., 2005; Hamid et al., 2013). As bactérias marinhas apresentam um elevado
interesse como uma nova e rica fonte de produtos biologicamente ativos, sendo que o
nimero de metabolitos secundarios encontrados em bactérias marinhas tem aumentado
constantemente ao longo dos ultimos anos (Debbab et al., 2010; Goecke et al., 2010;

Penesyan et al., 2010).
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As bactérias produzem uma variedade de compostos ativos tais como substancias
antibidticas e antitumorais, o que reflete o potencial das comunidades bacterianas
associadas a superficie de organismos marinhos, em contraste com as comunidades
bacterianas de vida livre (Zheng et al., 2005, Kanagasabhapathy et al., 2008; Goecke et al.,
2010; Soria-Mercado et al., 2012).

Os microorganismos simbiontes sdo considerados uma fonte quase inesgotavel para
a descoberta de compostos bioativos com potencial farmacéutico (Bhatnagar & Kim,
2010). A este nivel diversos compostos ja foram isolados de bactérias associadas a
macroalgas, como o Thallusin isolado de uma bactéria epifita obtida da superficie da
macroalga verde Monostroma oxyspermum (Blunt et al., 2007). Diversos tetrapeptidos
ciclicos foram isolados de uma cultura de bactérias de Pseudomonas sp. recolhidas da
macroalga Diginea sp. (Blunt et al., 2010). Também Ayamycin é um metabolito com largo
especto antimicrobiano isolado da bactéria Nocardia sp. obtida da macroalga Laurencia
spectabilis (Blunt et al., 2010).

Em comparacdo com as macroalgas, 0s microrganismos marinhos tém a vantagem
de uma producdo viavel e sustentavel de grandes quantidades de metabolitos secundarios,
devido ao facto destes apresentarem taxas de multiplicacdo mais rapidas e maior facilidade
para o cultivo em larga escala (Debbab et al., 2010; Hu et al., 2011; Horta et al., 2014).

A descoberta de novos compostos bioativos envolve a necessidade de estudos de
diversidade, para que através do conhecimento do tipo de microrganismos seja possivel
conceber técnicas de cultivo adaptadas para as comunidades microbianas presentes em
determinado ambiente (Soria-Mercado et al., 2012). Contudo, a ocorréncia natural de
comunidades bacterianas em macroalgas permanece pouco clara, pelo que a maioria das
espécies bacterianas ainda ndo foram identificadas (Ilvanova et al., 2002; Goecke et al.,
2010; Horta et al., 2014). Por isso, € importante identificar as bactérias associadas que
produzam metabolitos secundarios bioativos de interesse e preservar as espécies que
representam uma potencial fonte para o desenvolvimento de novos medicamentos (Soria-
Mercado et al., 2012; Murray et al., 2013).

1.2. Condicéao de stress oxidativo em sistemas bioldgicos

Ao longo das ultimas décadas diversos estudos tém associado o stress oxidativo ao

desenvolvimento de diversas patologias como o cancro, doengas neurodegenerativas,
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artrite, arteriosclerose e o envelhecimento, sendo uma area de estudo que atrai o0 interesse
de investigadores de diferentes areas cientificas (Ferreira & Matsubara, 1997; Farah, 2005;
Murray et al., 2013).

A condicdo de stress oxidativo num organismo vivo ocorre quando existe um
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas e 0s mecanismos de defesa
antioxidantes enddgenos que visam a remocao ou reparacao dos efeitos induzidos por estas
espécies. Num sistema bioldgico humano, em condi¢fes normais, 0s mecanismos de defesa
antioxidantes, como a superoxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase
desempenham um papel de extrema importancia na destoxificacdo destas espécies reativas
(Halliwell, 1997; Farah, 2005). Das vérias espécies reativas que ocorrem nos sistemas
bioldgicos podem-se destacar as espécies reativas de azoto (RNS), que contém na sua
constituicdo atomos de azoto, e as espécies reativas de oxigénio (ROS) que contém atomos
de oxigénio. Estas espécies reativas podem encontrar-se na forma de radicais livres ou ndo
radicais. Os radicais livres podem ser definidos como moléculas que contém um ou mais
eletrbes desemparelhados conferindo-lhes um elevado grau de reatividade. Por sua vez, as
espécies ndo radicais ndo contém quaisquer eletrbes desemparelhados, estando todos os
eletrbes dispostos em pares, conferindo estabilidade (Ferreira & Matsubara, 1997;
McCord, 2000).

Nas células animais, a respiracdo aerdbia é a grande responsavel pela producédo de
espécies reativas, nomeadamente ROS, uma vez que neste tipo de respiracdo o0 oxigénio é o
aceitador final de eletrGes e existe uma forte tendéncia para a producao de radicais livres
de oxigénio, fazendo naturalmente parte do sistema metabdlico (Bahar et al., 2010; Ryu et
al., 2011; Alfadda & Sallam, 2012).

A maioria do oxigénio consumido pelo organismo humano, mais de 95%, é
canalizado para as mitocondrias onde é utilizado como Ultimo aceitador de eletrdes, na
producéo de energia, sob a forma de ATP, durante a fosforilagdo oxidativa. No entanto,
uma pequena percentagem do oxigenio que é respirado (1-3%) é convertida em ROS
(Halliwell, 1997; Lenaz, 1998).

Quando ocorre a produgdo de radicais em excesso no organismo, o fluxo de
eletrGes gera espécies reativas de oxigénio, como o superoxido (O,"), o radical hidroxilo
("OH) e o peroxido de hidrogénio (H,O,), que contribuem para a ocorréncia de danos
celulares (Halliwell, 1997; Lenaz, 1998; Farah, 2005; Heo et al., 2005; Ryu et al., 2011).

As reacOes entre os sistemas celulares e as espécies reativas, especialmente ROS,
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provocam a oxidacao de biomoléculas celulares importantes, tais como lipidos, proteinas e
acidos nucleicos. Estas reagdes de oxidacdo estdo implicadas na etiologia de uma grande
variedade de doencas, incluindo arteriosclerose, artrite reumatoide, distrofia muscular,
cataratas, distarbios neuroldgicos, envelhecimento, lesdes inflamatorias, doencas tumorais
e doencas cardiovasculares (Ferreira & Matsubara, 1997; Halliwell, 1997; Ruberto et al.,
2001; Heo et al., 2005; Bahar et al., 2010; Ryu et al., 2011).

De modo a proteger e minimizar os danos celulares provocados pelas espécies
reativas, as células aerdbias desenvolveram um complexo sistema antioxidante que
consiste na utilizacdo de enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD), que
converte os radicais superoxido em perdxido de hidrogénio, a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GSH), que convertem o peréxido de hidrogénio em produtos ndo nocivos,
como a agua e o oxigénio molecular (Ryu et al., 2011; Alfadda & Sallam, 2012). Contudo,
quando no organismo ocorrem niveis reduzidos ou disfuncdo de SOD, CAT ou GSH pode
conduzir a uma acumulacao de perdéxido de hidrogénio ou superdxido, contribuindo para o
aumento de danos celulares, através da oxidacdo de acidos nucleicos, proteinas e lipidos
(Ryu et al., 2011).

O H,0O, é conhecido como a mais estavel das espécies reativas de oxigénio,
encontrando-se envolvido em processos de envelhecimento e morte celular. A elevada
quantidade de H,O, no organismo é conhecida por ter um impacto negativo no sistema
nervoso central, estando associado por varios autores ao desenvolvimento de diversas
doencas neurodegenerativas, tais como a doenca de Alzheimer e a doenca de Parkinson
(Salimi et al., 2007; Zhao et al., 2013).

As células humanas, assim como de outros organismos vivos estdo constantemente
expostas a uma grande variedade de agentes oxidantes, alguns dos quais sdo essenciais
para a vida. Estes agentes podem estar presentes no ar, nos alimentos e na dgua, ou podem
ser produzidos pelas atividades metabdlicas presentes no interior das células. Deste modo €
necessario manter um equilibrio entre oxidantes e antioxidantes para sustentar as condicfes
fisiolégicas 6timas do organismo (Liu, 2003).

Um dos modos de evitar a condicdo de stress oxidativo num organismo é mantendo
uma dieta rica em antioxidantes naturais. As frutas e 0s vegetais contém na sua
constituicdo uma grande variedade de compostos antioxidantes, como compostos fendlicos
e carotenoides, que podem ajudar a proteger os sistemas celulares de danos oxidativos e

diminuir o risco de doencas cronicas (Liu, 2003; Dutot et al., 2012).
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Assim, os antioxidantes utilizados na alimentacdo tém demonstrado notaveis
resultados como agentes efetivos na prevencéo e tratamento de doencas tumorais, doencas
cardiovasculares, diabetes, cataratas e doencas inflamatorias (Svillas et al., 2004), uma vez
que os antioxidantes sdo capazes de remover ou prevenir a formacdo de radicais livres e

espécies reativas de oxigénio (Gordon, 1996; Namvar et al., 2014).

1.2.1. Prevencdo da condicdo de stress oxidativo por compostos bioativos

marinhos

Nos ultimos anos, muitos tém sido os novos metabolitos com potentes atividades
bioldgicas e propriedades farmacoldgicas descobertos a partir de organismos marinhos,
como bactérias marinhas, invertebrados e algas (Smit, 2004). Estes compostos bioativos
com potencial biotecnolégico podem ter um papel importante na prevengdo ou tratamento
de diversas doengas humanas, como doengas associadas a danos oxidativos, por exemplo
doencas neurodegenerativas, que tem um grande impacto na sociedade mundial (Horta et
al., 2014). Assim, com a crescente necessidade de descoberta de novos farmacos, é
necessario compreender as potenciais bioatividades associadas aos compostos marinhos.

Diversos estudos tém descrito o efeito de compostos bioativos naturais de origem
marinha na prevencdo de stress oxidativo. No estudo realizado por Heo e colaboradores
(2012), a florotanina diphlorethohydroxycarmalol, isolada da alga Ishige okamurae,
demonstrou um elevado efeito protetor em condicdes de stress oxidativo induzido por
H,O, numa linha celular neuronal (HT22). Também Heo e Jeon (2009), verificaram no seu
estudo o efeito protetor da fucoxantina, isolada da macroalga Sargassum siliquastrum, em
condicdes de stress oxidativo induzido por radiacdo UV-B.

As bactérias associadas de macroalgas também sdo uma fonte metabolitos ricos em
propriedades quimicas e bioldgicas. O facto de ndo haver estudos referentes ao efeito de
compostos isolados de bactérias associadas de macroalgas na protecdo de danos oxidativos
reforca o interesse da realizacdo deste trabalho, em bactérias marinhas associadas de

macroalgas.
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2.1. Objetivo Geral

Os organismos marinhos ao longo dos ultimos anos tém-se revelado uma fonte

unica de moléculas com interesse biotecnoldgico, fornecendo novos compostos com

elevada atividade biologica. Contudo, 0s organismos que Se encontram na costa

portuguesa, nomeadamente bactérias associadas a macroalgas, encontram-se pouco

estudadas quanto ao seu potencial para produzir moléculas com elevada bioatividade.

Deste modo o objetivo deste trabalho consistiu na avaliacdo da sensibilidade das linhas

celulares SH-SY5Y, MCF-7 e HepG-2 em condicOes de stress oxidativo induzido pelo

H.0,, e verificar o efeito preventivo dos extratos (com maior atividade antioxidante) de

bactérias associadas as macroalgas Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata e

Sphaerococcus coronopifolius da costa de Peniche nos modelos celulares nas mesmas

condigdes de stress oxidativo.

2.2. Objetivos especificos

Isolar e identificar as bactérias associadas a macroalgas em estudo por métodos
fenotipicos e moleculares de sequenciacdo do gene 16 S RNA.

Extrair compostos bioativos das bactérias associadas, efetuando-se extratos com

recurso aos solventes organicos metanol e diclorometano.

Avaliar a capacidade antioxidante capacidade antioxidante dos extratos através
do método fluorimétrico ORAC, pela quantificacdo total de polifendis (QTP) e
pelo método de reducdo do radical DPPH.

Avaliar o efeito citotoxico do H,O, na viabilidade celular dos modelos celulares
SH-SY5Y, MCF-7 e HepG-2, através de ensaios de dose-resposta para

determinacdo do valor de 1Cs, apds 24 horas de incubag&o.

Os extratos que demonstraram maior potencial antioxidante foram utilizados

para:
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a.

Avaliar o seu efeito citotoxico na viabilidade celular das linhas celulares
SH-SY5Y, MCF-7 e HepG-2, pelo método de MTT, apds 24 horas de

incubacéo.

Avaliar o efeito protetivo nos modelos celulares SH-SY5Y, MCF-7 e
HepG-2, em condigdes de stress oxidativo induzido pelo H,O, atravées da
realizacéo de ensaios de dose-resposta para determinacédo do valor de ICs,

apos 24 horas de incubacao.
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3.1. Recolha e preparacédo de amostras

As macroalgas Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus
coronopifolius foram recolhidas na praia da Gamboa (39° 21' 52" N 9° 22' 20" W) e na
praia do Quebrado (39° 22" 3" N 9° 22' 26" W), em Peniche, Portugal. Apos a recolha,
todas as algas foram colocadas em sacos estéreis para garantir a ndo contaminacdo das
amostras por microrganismos que nao se encontrassem naturalmente em associa¢do com as
algas em estudo. Em laboratorio, as diferentes amostras foram lavadas 3 vezes com agua
do mar estéril, de modo a remover areias, detritos e microrganismos que nao se
encontrassem em associacdo natural com as algas. Apés a lavagem destas, passou-se com
uma zaragatoa em toda a superficie das algas de modo a recolher o maior nimero possivel
de bactérias associadas presentes nas amostras. Depois da recolha das bactérias presentes
na superficie de cada uma das algas realizou-se um espalhamento numa placa de cultura
microbiana cujo meio continha a seguinte composic¢ao: 5 g/L de peptona, 1 g/L de extrato
de levedura, 0,1 g/L de FePO,, 15 g/L de agar-agar dissolvido em &gua do mar, a pH 7,2-
7,6.

Apb6s uma incubacdo de 7 dias a temperatura climatizada de 20°C, as unidades
formadoras de colonias (UFC’s) com diferente morfologia e pigmentacéo foram recolhidas
individualmente para uma nova placa de cultura. Para garantir o isolamento e purificacdo

de todas as bactérias selecionadas procedeu-se por seis vezes a técnica do riscado.

3.2. Processo de extracdo de DNA e identificacdo das bactérias associadas

O DNA das bactérias associadas das macroalgas em estudo foi extraido com
recurso ao kit comercial de extragao GeneJET™ (Thermo Fisher Scientific, Lithuania), de
acordo com as instrucdes do fabricante. A identificagdo ao nivel do género dos isolados foi
determinada pela sequenciagdo do gene 16S rRNA. Os genes 16S rRNA, com
aproximadamente 1500 bp, foram amplificados usando os primers universais de bactérias
F27 (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') e R1492 (5-GGT TAC CTT GTT ACG
ACT T-3'). As misturas de reagdo (25mL) foram preparadas do seguinte modo: 8,75uL de
agua ultrapura, 5uL de GoTagq® Flexi DNA Polymerase Buffer, 3uL de MgCl, a 25mM,
2,5uL de dNTPs a 2mM, 1,5uL de cada primer a 10uM, 1,25uL de DMSO a 100%, 0,5uL
de GoTag® Flexi DNA Polymerase 5U/pL (Promega, U.S.A.) e 1uL de DNA.
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O processo de amplificagdo foi iniciado por uma desnaturacéo a 94°C durante 3
minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto, 72°C
durante 2 minutos e por fim 72°C durante 10 minutos. Todas as amplificacbes por PCR
foram realizadas num termociclador (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.), sendo verificadas
posteriormente & luz UV ap6s uma eletroforese em gel de agarose a 1,5% corada com
RedSafe™ (iNtRON Biotechnology, Korea). Os produtos de PCR foram purificados com
as colunas DNA Clean & Concentrator™ (Zymo Research Europe GmbH, Germany) e
submetidos ao processo de sequenciacdo utilizando o método de Sanger. Os reagentes
BigDye Terminator 3 (Applied Biosystems, U.S.A.) e o sequenciador ABI 3730XL
(SeqGen, U.S.A.) foram utilizados em todo o processo de sequenciacdo. As relagOes
filogenéticas, dos isolados apds a sequenciacdo, foram obtidas usando o Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) na base de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information).

3.3. Preparacéo da cultura bacteriana

As bactérias marinhas isoladas foram crescidas em 500mL de meio (5 g/L de
peptona, 1 g/L de extrato de levedura, 0,1 g/L de FePO, dissolvido em &gua do mar filtrada
(0,22um), pH 7,2 — 7,6) em baldes com arejamento constante durante 3 dias a temperatura
climatizada de aproximadamente 20°C. Apds o periodo de crescimento bacteriano
procedeu-se a separacdo das células do meio recorrendo a um processo de centrifugacao
(5minutos a 10000 rpm). No fim do processo de separacdo, as células foram congeladas a
-80°C para a posterior liofilizacéo.

3.4. Preparacao dos extratos de bactérias

Para a preparagdo dos extratos das bacterias utilizou-se 1,509 de bactéria liofilizada
a qual foi adicionada uma mistura de solventes com diferentes polaridades, metanol (VWR
Chemicals, France) e diclorometano (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) (1:1). A amostra
liofilizada foi colocada num gobelé no qual se adicionou 150 mL da mistura de solventes
durante 16 horas com agitacdo constante, sendo posteriormente filtrada (Whatman N°4,
U.K)).

22



Materiais e Métodos

Os extratos obtidos apds o processo de filtracdo foram concentrados atraves da
utilizacdo de um evaporador rotativo Laborota 4000 (Heidolph) a 40°C, obtendo-se no final
a biomassa das bactérias. Para garantir a total evaporacdo de vestigios dos solventes
organicos todos 0s extratos passaram por uma corrente de azoto. Os extratos foram
dissolvidos em DMSO (Dimetil sulféxido) (Sigma Aldrich, Germany) e mantidos a -20°C

para posterior utilizacao.

3.5. Avaliacéo da capacidade antioxidante

3.5.1. Método fluorimétrico ORAC

O método fluorimétrico ORAC (oxygen radical absorbance capacity) consiste
basicamente na capacidade dos antioxidantes neutralizarem radicais livres (Kohri et al.,
2009). Neste trabalho experimental o método de ORAC foi adaptado a partir do trabalho
realizado por Davalos e seus colaboradores (2004). Em cada pogo da microplaca de 96
pocos foram adicionados 20uL de cada amostra/branco (tampéo fosfato)/padrdo e 120uL
de fluoresceina a 0,117uM (Sigma Aldrich, U.S.A.). Durante 15 minutos leu-se a
fluorescéncia no leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Microplate Reader,
BioTeK® Instruments, U.S.A.) a 37°C de modo a verificar a auséncia de fluorescéncia.
Posteriormente adicionou-se 60uL de AAPH a 40mM (Sigma Aldrich, U.S.A.) em cada
poco e procedeu-se a leitura de fluorescéncia (excitagdo 485nm, emissdo 528nm) a 37°C a
cada minuto durante 4 horas. De modo a calcular a capacidade antioxidante dos extratos
utilizou-se o padrdo Trolox (Sigma Aldrich, U.S.A.), sendo realizada uma curva de
calibracdo com diferentes concentracdes (0, 5, 10, 20, 40 e 80uM) para cada ensaio.

Os resultados foram expressos em micromole de equivalentes de Trolox por grama
de extrato. Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

A curva antioxidante (fluorescéncia vs tempo) € normalizada com a curva do
branco correspondente a0 mesmo ensaio, multiplicando os dados pelo fator de
fluorescéncia pranco, t=0 /fluorescéncia amostra, t=0- A partir da curva normalizada a area abaixo

da curva (AUC) é calculada através da seguinte equacao:

S fG)
TN

AUC =1+

i=1
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Onde f, é a leitura de fluorescéncia inicial ao tempo 0 minutos e f; é a leitura de
fluorescéncia ao tempo i minutos. A AUC total corresponde a uma amostra e é calculada
subtraindo-se a AUC correspondente ao branco. Equacdes de regressdo entre a AUC total e
a concentracdo antioxidante foram calculadas para todas as amostras. Os valores de ORAC
foram expressos em micromole de equivalentes de Trolox por grama de extrato usando a

curva padréo calculada para cada ensaio.
3.5.2. Quantificacdo Total de Polifendis (QTP)

A Quantidade Total de Polifendis (QTP) foi avaliada através do método de Folin-
Ciocalteu, adaptado a partir do trabalho realizado por Yu e seus colaboradores (2002). Em
cada poco da microplaca de 96 pocos foram adicionados 158uL de &gua destilada, 2uL de
amostra, 10uL de reagente Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Switzerland) e 30uL de
carbonato de sédio (Na,CO3z) a 20% (p/v) (Merck, Germany). As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora protegidas da luz. Os resultados foram
obtidos espetrofotometricamente num leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode
Microplate Reader, BioTeK® Instruments, U.S.A.) a um comprimento de onda de 755nm.

O é&cido galico (Sigma Aldrich, Germany) foi utilizado como padréo para a curva
de calibracdo (0,01; 0,03; 0,1; 0,3 e 1 mg.mL™Y). A QTP foi expressa em miligramas
equivalentes de acido galico por grama de extrato. Todas as amostras foram analisadas em

triplicado.
3.5.3. Capacidade de reducéo do radical DPPH

A capacidade de reducgéo do radical DPPH foi avaliada a partir da adaptagéo do
método descrito por Duan e seus colaboradores (2006). Em cada poc¢o da microplaca de 96
pocos foram adicionados 198uL da solucdo de DPPH (0,1mM, dissolvido em etanol)
(Sigma Aldrich, Germany) e 2L de amostra. As amostras foram incubadas durante 1 hora
protegidas da luz. Os resultados foram obtidos espetrofotometricamente num leitor de
microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Microplate Reader, BioTeK® Instruments, U.S.A.) a
um comprimento de onda de 517nm. Todas as amostras foram analisadas em triplicado.

Os resultados da capacidade de redugdo do radical DPPH encontram-se

representados em percentagem de reducdo, sendo calculados através da seguinte equacao:
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(% redu(;éo) = [1 - (Absamostra - Absbranco)/AbScontrolo] x 100

Onde a Absamestra COrresponde a absorvancia da solugdo de DPPH com a adigdo de
amostra, a AbSpranco COrresponde a absorvancia da amostra testada com a adicao de etanol e

ADbScontrolo COrresponde a absorvancia da solugdo de DPPH com a adicdo de DMSO.

3.6. Avaliacédo do potencial antioxidante dos extratos de bactérias associadas em

trés modelos celulares em condicGes de stress oxidativo

3.6.1. Manutencéo das culturas celulares

O efeito antioxidante dos diferentes extratos de bactérias associadas foi avaliado em
trés diferentes modelos celulares, provenientes do carcinoma hepatocelular de figado
humano (HepG-2) (ATCC number: HB-8065), do adenocarcinoma mamario humano
(MCF-7) (DSMZ number: ACC 115) e do neuroblastoma humano (SH-SY5Y) (DSMZ
number: ACC 209) em condicBes de stress oxidativo.

As células HepG-2 foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, U.S.A.)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) e
1% de antibidtico/antimicético (Sigma Aldrich, U.S.A). As células MCF-7 foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, U.S.A.), enriquecido com 10% soro fetal
bovino (FBS) (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.), 1% antibidtico/antimicético (Sigma
Aldrich, U.S.A.), 1% MEM non-essential amino acids (Sigma Aldrich, U.S.A.), 1ImM de
piruvato de sodio (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) e 10ug/mL de insulina humana
(Sigma Aldrich, U.S.A.). Por sua vez as células SH-SY5Y foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s/Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma Aldrich, U.S.A))
suplementado com 20% de soro fetal bovino (FBS) (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) e
1% de antibidtico/antimicotico (Sigma Aldrich, U.S.A).

As células foram mantidas em cultura numa incubadora de CO, (CO, Unitherm,
Germany) a uma temperatura constante de 37°C, 95% de humidade e 5% de CO,. As
células em cultura foram semeadas em placas de 25 cm? com o respetivo meio, demorando
em media 5 dias ate atingir a confluéncia total das placas. Apds este periodo, realizou-se
uma subcultura em que as células presentes nas placas 25 cm? foram levantadas com 1mL

de tripsina (Sigma Aldrich, U.S.A.) e semeadas em placas de 96 pogos adicionando-se
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180uL de meio com soro e 20uL de suspensdo celular em cada pogo. O meio de cultura foi
substituido ap6s 24 horas do processo de sedding e de seguida de dois em dois dias até

atingir a confluéncia total.

3.6.2. Inducéo da condigéo de stress oxidativo nos modelos celulares

Para testar o efeito de toxicidade do perdxido de hidrogénio (H20,) (Sigma Aldrich,
Germany) nas diferentes linhas celulares, foi necessario esperar aproximadamente 5 dias
até as placas de 96 pogos atingirem a confluéncia total. Foram preparadas solu¢fes com
diferentes concentracdes de H,O, para testar nas células SH-SY5Y (0,1; 0,3; 0,5; 0,7 e
1mM), MCF-7 (0,05; 0,2; 0,5; 0,7 e ImM) e HepG-2 (0,1; 0,3; 0,5; 1 e 3mM) em meio de
cultura sem soro. Ap6s as placas atingirem a confluéncia total em todos 0s pocos,
removeu-se 0 meio das placas e adicionou-se 200pL das diferentes concentracfes
anteriormente preparadas, nos pocos previamente definidos. Para todas as situaces foram
realizados ensaios durante 24 horas de incubacao.

Os efeitos induzidos pelas soluc@es testadas nas células foram revelados através do
método de 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
permitindo avaliar a viabilidade celular. O procedimento para 0 método de MTT encontra-
se descrito no ponto 3.6.4.

3.6.3. Efeito dos extratos de bactérias associadas nos modelos celulares em

condicges de stress oxidativo

Para avaliar o efeito dos extratos de bactérias associadas sobre a viabilidade celular
nas células em condicbes de stress oxidativo, foi necessario esperar aproximadamente 5
dias até as células atingirem a confluéncia total em placas de 96 pocos. Para 0s extratos de
bactérias associadas com maior potencial antioxidante foram testados nas seguintes
concentragdes: 1mg.mL™, 0,5mg.mL™, 0,3mg.mL* 0,1mg.mL* e 0,05mg.mL™. As
solugBes foram preparadas em meio de cultura sem soro, testadas na auséncia e na
presenca de diferentes concentracdes de H,O,, anteriormente definidas para cada modelo
celular. Todas as solugdes foram filtradas em ambiente estéril (0,22pum, Whatman, U. K.).
Apos as celulas atingirem a confluéncia total em todos os pogos, removeu-se 0 meio

celular, tendo-se posteriormente adicionado 200pL das diferentes solugdes, contendo os
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extratos de bactérias e o oxidante H,O,, previamente preparadas. Todos os ensaios foram
realizados durante 24 horas de incubacao.
O efeito dos diferentes extratos de bactérias nas linhas celulares foi revelado pelo

método de MTT, avaliando a viabilidade celular.

3.6.4. Método de 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl  tetrazolium
bromide (MTT)

O método de MTT baseia-se na reducdo de sais tetrazélicos por desidrogenases
mitocondriais metabolicamente ativas (células vidveis) em cristais de formazan. Estes
cristais sdo dissolvidos num solvente organico, isopropanol (Panreac, Spain), para que
posteriormente sejam quantificados espetrofotometricamente, permitindo uma relacdo com
0 nimero de células viaveis, pois quanto maior o nimero de células vidveis maior o
namero de cristais formados (Datki et al., 2003). Neste trabalho experimental o método de
MTT foi adaptado a partir do trabalho realizado por Yuan & Walsh (2006). Ap6s o periodo
de 24 horas de incubacdo aspirou-se o meio contendo as soluc@es testadas e lavou-se as
células com 200uL de tampdo Hank’s (Composi¢do do meio em mM: NaCl 137; KCI 5;
MgSQ;, 0,8; Na,HPQO, 0,33; KH,PO, 0,44; CaCl, 0,25; MgCl, 1,0; Tris HCI 0,15; butirato
de sdédio 1,0. pH=7,4). Apds a lavagem com o tampdo adicionou-se 100uL de MTT a
1,2mM (Sigma Aldrich, Germany), sendo este dissolvido em tampdo Hank’s para
determinar o efeito provocado na viabilidade celular. De seguida, as células foram
incubadas durante 3 horas a 37°C, com 5% de CO;, em atmosfera humidificada de 95%.
Apos este periodo de tempo, solubilizou-se os cristais de formazan resultantes da reacéo
adicionando-se em todos os poc¢os 100uL de isopropanol contendo 0,04M de HCI,
homogeneizando com o auxilio de uma micropipeta (processo realizado em gelo).
Posteriormente as células foram incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente
protegidas da luz. Finalmente, os resultados foram obtidos espetrofotometricamente num
leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode Microplate Reader, BioTeK® Instruments,

U.S.A.) aum comprimento de onda de 570nm.

Os resultados da inducgéo de stress oxidativo e a avaliacdo da capacidade protetiva

de extratos de bactérias associadas em condi¢Oes de stress oxidativo nos modelos celulares
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em estudo encontram-se representados em percentagem do controlo, sendo calculados

através da seguinte equag&o:

(% controlo) = (AbSgmostra/AbScontroio) X 100

Onde a AbScontrolo COrresponde a absorvancia do controlo e AbSamoestra COrresponde a

absorvancia da amostra testada.

3.7. Anélise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados mediante analise de variancia (ANOVA) com 1
fator, seguido (sempre que adequado) pelo teste de Dunnett (Zar, 2010). Os dados
experimentais foram comparados com o0s respetivos controlos. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas ao nivel de 5% (p<0,05), ao nivel de 1%
(p<0,01) ou ao nivel de 0,1% (p<0,001). Todas as andlises foram realizadas no software
GraphPad InStat.

A concentracdo de ICsy foi calculada a partir da analise de regressdo nado-linear
utilizando o software GraphPad Prism5 com a seguinte equagéo:

Y = [100/ 1 4 10%L0g [Cso]

A anélise de componentes principais (ACP) foi realizada para as bactérias de cada
macroalga com todos os dados dos métodos antioxidantes (ORAC, QTP e DPPH),
utilizando o software CANOCO for Windows 4.5. A ACP permitiu a detecdo de
semelhangas e diferencas entre as diferentes amostras, bem como identificar as principais
associacfes entre variaveis que sdo responsaveis pela variabilidade total dos dados
estudados.

Sempre que adequado os resultados sdo apresentados sob a forma média + erro
padrdo da média (SEM).
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4.1. ldentificacdo de bactérias associadas as macroalgas em estudo

As bactérias associadas isoladas das macroalgas Asparagopsis armata, Bifurcaria
bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius foram identificadas atraves da sequenciacdo do
16S RNA, a partir do qual foi possivel obter os géneros das bactérias isoladas, estando 0s
resultados representados nas tabelas I, 11 e I11.

A partir da macroalga Asparagopsis armata foi possivel isolar 30 bactérias
associadas através das suas diferentes caracteristicas fenotipicas e que posteriormente

foram identificadas por sequenciacdo do gene do 16S RNA.

Tabela I: Identificacdo das bactérias associadas isoladas da macroalga Asparagopsis armata
relativamente ao seu género.

Bactérias associadas Género Ocorréncia (%)

Asp2 Bacillus sp. 3,33
Asp7; Asp26; Asp94,

Asp101 Shewanella sp. 13,33
Aspll; Asp24; Asp25;
Asp28; Asp33; Asp34; .
Asp35; Asp39: Aspdo: Vibrio sp. 40,00
Asp54; Aspl00; Aspl27
Asp23; Asp84 Photobacterium sp. 6,67
Asp65; Asp77; Asp89;
Asp93; Aspll4; Asplls; Staphylococcus sp. 20,00
Aspl24
Aspl105 Cobetia sp. 3,33
Aspl46 Erwinia sp. 3,33
Asp40; Aspl29 < 90% blast match 6,67

De acordo com os dados obtidos (Tabela 1), verificou-se que o género Vibrio sp. foi
0 que apresentou uma maior abundancia entre as bactérias isoladas a partir da alga
Asparagopsis armata, representando 40,00% de todas as bactérias. Os géneros
Staphylococcus sp., Shewanella sp. e Photobacterium sp. representaram 20,00%, 13,33% e
6,67% de ocorréncia, respetivamente. Por sua vez 0s géneros menos representativos foram

Bacillus sp., Cobetia sp. e Erwinia sp. ocorrendo apenas 3,33%.
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Associadas a macroalga Bifurcaria bifurcata foi possivel isolar 38 bactérias através
das suas diferentes caracteristicas fenotipicas, sendo estas posteriormente identificadas por
sequenciacao do gene 16S RNA.

Tabela 11: Identificagdo das bactérias associadas isoladas da macroalga Bifurcaria bifurcata
relativamente ao seu género.

Bactérias associadas Género Ocorréncia (%)

BB1 Citricoccus sp. 2,56

BB2; BB3; BB10; BB11;
BB13; BB14,; BB15; BB18;
BB20; BB21,; BB22; BB23; Vibrio sp. 48,72
BB29; BB31,; BB35; BB39;
BB40; BB50; BB51

BB4 Cellulophaga sp. 2,56

BB6; BB12; BB28; BB30;
BB34 Alteromonas sp. 12,82
BB16; BB17; BB25; BB26 Shewanella sp. 10,26
BB27 Ruegeria sp. 2,56
BB32 Staphylococcus sp. 2,56

BB8; BB9; BB24; BB36;

! ! ! ! 0,

BB38: BB44 < 90% blast match 15,38

Das bactérias associadas isoladas da macroalga Bifurcaria bifurcata verificou-se
que o género em maior abundéancia foi o Vibrio sp., representando 48,72% de ocorréncia
(Tabela I1). Alteromonas sp. e Shewanella sp. foram os géneros seguintes com maior
representacdo, com 12,82% e 10,26% de ocorréncia, respetivamente. Por sua vez, 0s
géneros Citricoccus sp., Cellulophaga sp., Ruegeria sp. e Staphylococcus sp. apresentaram
apenas uma ocorréncia de 2,56%.

Da macroalga Sphaerococcus coronopifolius foi possivel isolar 22 bactérias
associadas pelas suas diferentes caracteristicas fenotipicas, sendo estas posteriormente

identificadas por sequenciagdo do gene 16S RNA.
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Tabela 111: Identificacdo das bactérias associadas isoladas da macroalga Sphaerococcus
coronopifolius relativamente ao seu género.

Bactérias associadas Género Ocorréncia (%)
Spl; Spl0; Spl6; Spl7 Pseudoalteromonas sp. 19,05
Sp2; Sp36 Bacillus sp. 9,52
Spl12; Sp21; Sp22; Sp29 Shewanella sp. 19,05
Sp7; 35321555337 Spl4; Vibrio sp. 28,57
Sp23; Sp28 Holomonas sp. 9,52
Sp4; Sp9; Sp30; Sp32 < 90% blast match 19,05

Através dos dados obtidos (Tabela Ill), observa-se que as bactérias associadas
isoladas a partir da macroalga Sphaerococcus coronopifolius que representaram uma maior
abundancia pertenciam ao género Vibrio sp., Shewanella sp. e Pseudoalteromonas sp., com
uma percentagem de ocorréncia de 28,57%, 19,05% e 19,05%, respetivamente.

Por sua vez, os géneros Bacillus sp. e Holomonas sp. foram 0s menos

representativos, ocorrendo ambos apenas em 9,52%.

4.2. Avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos de bactérias associadas

A capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas isoladas das
macroalgas Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius foi
avaliada através do método fluorimétrico ORAC (oxygen radical absorbance capacity), do
método de quantificacdo total de polifendis (QTP) e do método de reducdo do radical
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). De modo a compreender melhor o potencial
antioxidante dos extratos das bactérias associadas isoladas neste estudo, utilizou-se o

antioxidante sintético BHT (2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylphenol) como padréo.

4.2.1. ORAC (oxygen radical absorbance capacity)

A avaliagdo da capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas a
macroalgas em estudo foi realizada pelo método fluorimetrico ORAC, obtendo-se 0s
resultados em micromole de equivalentes de trolox por grama de extrato (umol eq.

Trolox/g extrato).
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Figura 1: Capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas da macroalga Asparagopsis
armata. Resultados obtidos através do método fluorimétrico ORAC. Os valores correspondem a

média + SEM (n=3).

Através dos resultados obtidos pelo método fluorimétrico ORAC (Figura 1), os
extratos das bactérias associadas de Asparagopsis armata, Asp39 e Asp40 apresentaram a
capacidade antioxidante mais elevada (537,57+£22,42 pmol eq. Trolox/g extrato e
386,00+42,55 pmol eq. Trolox/g extrato, respetivamente), comparativamente com o0s
restantes extratos de bactérias testados. Por sua vez, o extrato da bactéria associada Asp146

foi o que demonstrou menor capacidade antioxidante (24,71+6,03 pumol eq. Trolox/g

extrato).
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Figura 2: Capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas da macroalga Bifurcaria
bifurcata. Resultados obtidos através do método fluorimétrico ORAC. Os valores correspondem a

média £ SEM (n=3).

No que concerne aos extratos das bactérias associadas da macroalga Bifurcaria
bifurcata (Figura 2), o potencial antioxidante foi bastante marcante no extrato
correspondente a bactéria BB16, apresentando 3603,66+80,14 umol eq. Trolox/g extrato,
seguido do extrato da bactéria BB8 que obteve um valor de 912,62+70,88 umol eq.
Trolox/g extrato. Por outro lado, o extrato de bactéria associada BB10 foi o que apresentou

uma menor capacidade antioxidante (20,40+4,99 umol eq. Trolox/g extrato).
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Figura 3: Capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas da macroalga
Sphaerococcus coronopifolius. Resultados obtidos através do método fluorimétrico ORAC. Os
valores correspondem a média + SEM (n=3).

De acordo com os resultados (Figura 3), os extratos de bactérias associadas de
Sphaerococcus coronopifolius que apresentaram uma maior capacidade antioxidante foram
0s extratos Spl12 (676,53+20,45 umol eq. Trolox/g extrato), seguida das bactérias Sp23 e
Sp4 (599,90+15,27 umol eq. Trolox/g extrato e 592,30+25,69 umol eq. Trolox/g extrato,
respetivamente). Os extratos de bactérias associadas que demonstraram menor capacidade
antioxidante foram Sp10 e Sp17 (67,16+£0,57 umol eq. Trolox/g extrato e 68,98+0,37 umol
eq. Trolox/g extrato, respetivamente).

Em comparacdo com o antioxidante sintético BHT, que obteve um valor de
320,00£32,31 umol eq. Trolox/g BHT, os extratos de bactérias Asp39 e Asp40, associados
a macroalga Asparagopsis armata, apresentaram uma capacidade antioxidante superior
(537,57+22,42 umol eq. Trolox/g extrato e 386,00+42,55 umol eq. Trolox/g extrato,
respetivamente; ver Figura 1). Também foi possivel verificar que 13 dos 38 extratos de
bactérias associadas da macroalga Bifurcaria bifurcata apresentaram uma capacidade
antioxidante superior ao antioxidante sintético BHT, sendo que os mais potentes foram
BB24 (562,09+21,17 umol eq. Trolox/g extrato), BB25 (580,67+30,50 umol eq. Trolox/g
extrato, BB31 (575,28+15,61 umol eq. Trolox/g extrato) e os extratos das bactérias BB16 e

BB8 (Figura 2). Relativamente aos extratos de bactérias associadas da macroalga
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Sphaerococcus cornopifolius, 6 dos 22 extratos de bactérias associadas testados
apresentaram uma capacidade antioxidante superior ao antioxidante sintético BHT, sendo
que os extratos de bactérias mais potentes foram Sp4 (592,30+25,69 pumol eq. Trolox/g
extrato), Sp12 (676,53£20,45 umol eq. Trolox/g extrato) e Sp23 (599,90+15,27 umol eq.
Trolox/g extrato; ver Figura 3).

4.2.2. Quantificacdo total de polifendis (QTP) e capacidade de reducdo do
radical DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas as
macroalgas em estudo foi realizada também através da quantificacdo total de polifendis
pelo método de Folin-Ciocalteu. Os resultados obtidos para as bactérias associadas isoladas
a partir das macroalgas Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus
coronopifolius encontram-se apresentados nas Tabelas 1V, V e VI, respetivamente e
encontram-se expressos em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de
extrato (mg eq. acido galico/g extrato) e pelo método de reducdo do radical DPPH, sendo

os resultados expressos pelo valor de I1Cs (ug.mL™).

Tabela 1V: Capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas da macroalga
Asparagopsis armata. Resultados obtidos pelo método de QTP e de DPPH. Os valores
correspondem a média + SEM (n=3).

Bactérias Associadas QTP (mg eq. acido PPPH
galico/g extrato) ICso (g.mL™)
Asp2 3,607 £ 0,06 >1000
Asp7 1,679 £ 0,01 >1000
Aspll 2,352 £ 0,05 >1000
Asp23 3,063 £0,16 >1000
Asp24 2,348 £ 0,04 >1000
Asp25 5135+0,11 >1000
Asp26 2,050 £ 0,10 >1000
Asp28 3,085 £ 0,22 >1000
Asp33 4,047 £0,11 >1000
Asp34 2,023 £0,07 >1000
Asp35 1,966 + 0,09 >1000
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Asp39
Asp40
Asp49
Asp54
Asp65
Asp77
Asp84
Asp89
Asp93
Asp94
Asp100
Aspl01
Aspl05
Aspll4
Aspl18
Aspl24
Aspl27
Aspl29
Aspl46
BHT

1,887 + 0,07
2,144 + 0,05
2,751 +0,01
3,044 +0,15
2,730+ 0,30
1,286 + 0,03
3,368 + 0,13
3,326 + 0,30
2,290+ 0,05
1,414 £ 0,02
2,217 +0,15
2,426 +0,28
1,929+ 0,15
2,777 +0,02
3,237 +0,13
2,698 + 0,04
1,186 +£ 0,10
2,290 + 0,06
2,609 + 0,08

>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000

585,09 (364-943)

>1000

40,55 (27,39-60,05)

Através dos dados obtidos (Tabela IV), verificou-se que os extratos de bactérias

associadas a Asparagopsis armata com maior quantidade total de polifenois foram Asp25

(5,135+0,11 mg eq. acido galico/g extrato) e Asp33 (4,047+0,11 mg eq. acido galico/g

extrato). Por sua vez, o extrato de bactéria associada com menor teor em polifendis foi

Aspl27 (1,186 £ 0,10 mg eq. acido galico/g extrato).

Relativamente aos resultados obtidos pelo método de DPPH, o extrato de bactéria

associada de Asparagopsis armata que apresentou uma maior capacidade de redugédo do
radical DPPH foi Asp129 apresentando um valor de ICsy de 585,9 (364-943) ug.mL™.

Contudo, o antioxidante sintético BHT apresentou um potencial bastante superior ao do

extrato de bactéria, ou seja, com um valor de ICs; de 40,55 (27,39-60,05) pg.mL™ (Tabela

V).
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Tabela V: Capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas da macroalga Bifurcaria
bifurcata. Resultados obtidos pelo método de QTP e de DPPH. Os valores correspondem a média +
SEM (n=3).

Bactérias Associadas QTP (mg eq. acido PPPH
galico/g extrato) ICso (ug.mL™)
BB1 3,040 £ 0,32 >1000
BB2 7,120 = 0,05 >1000
BB3 2,080 +0,19 >1000
BB4 1,352 £ 0,09 >1000
BB6 2,923 £ 0,05 >1000
BB8 14,222 + 4,25 164,40 (109,40-247,10)
BB9 4,870+ 0,02 >1000
BB10 6,090 £ 0,07 >1000
BB11 6,530 £ 0,05 183,80 (118,50-285,20)
BB12 2,540 £ 0,30 >1000
BB13 9,750 £ 0,04 >1000
BB14 5,990 £ 0,06 >1000
BB15 5,390 = 0,07 >1000
BB16 53,854 + 3,02 20,21 (14,41-28,34)
BB17 6,470 £ 0,09 >1000
BB18 1,633 +0,19 >1000
BB20 7,140 £ 0,01 >1000
BB21 1,668 + 0,06 >1000
BB22 0,878 £ 0,06 >1000
BB23 2,035+0,15 >1000
BB24 3,220+ 0,25 >1000
BB25 9,380 £ 0,06 >1000
BB26 5,656 = 0,13 521,00 (366,90-739,70)
BB27 2,640 +£ 0,01 >1000
BB28 1,848 £ 0,21 >1000
BB29 1,117 £ 0,13 >1000
BB30 3,502 +0,12 >1000
BB31 8,556 + 1,89 >1000
BB32 1,963 + 0,21 >1000
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BB34 2,220+ 0,16 >1000

BB35 2,770 + 0,04 >1000

BB36 10,376 + 1,58 587,70 (442,00-781,40)
BB38 5,340 + 0,07 >1000

BB39 7,150 + 0,03 23,62 (19,45-28,68)
BB40 5,900 + 0,02 >1000

BB44 3,772+ 0,44 >1000

BB50 4,106 + 0,02 >1000

BB51 1,586 + 0,89 >1000

BHT - 40,55 (27,39-60,05)

O extrato da bactéria associada BB16 foi o que apresentou um maior potencial
antioxidante em teor total de polifendis com 53,854 + 3,02 mg eq. acido gal./g extrato,
seguido dos extratos das bactérias associadas BB8 (14,222 + 4,25) e BB36 (10,376 + 1,58)
(Tabela V). Por sua vez, o extrato de bactéria associada BB22 foi o que apresentou a
menor quantidade total de polifendis (0,878 = 0,06 mg eq. &cido gal./g extrato).

De acordo com os resultados (Tabela V), os extratos de bactérias associadas de
Bifurcaria bifurcata com maior potencial de reducdo do radical DPPH foram BB16 e
BB39 que apresentam um valor de ICso de 20,21 (14,41-28,34) pg.mL™ e 23,62 (19,45-
28,68) ng.mL™?, respetivamente, sendo inferiores ao valor de 1Cs obtido pelo antioxidante
sintético BHT (40,55 (27,39-60,05) pug.mL™). Os extratos das bactérias BB8, BB11, BB26
e BB36 também demonstraram uma interessante capacidade antioxidante de reducdo do
DPPH com um ICsg de 164,40 (109,40-247,10) ug.mL™, 183,80 (118,50-285,20) pug.mL™,
521,00 (366,90-739,70) pg.mL™ e 587,70 (442,00-781,40) pg.mL™, respetivamente.

Tabela VI: Capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas da macroalga
Sphaerococcus coronopifolius. Resultados obtidos pelo método de QTP e de DPPH. Os valores
correspondem a média + SEM (n=3).

) ) QTP (mg eq. acido DPPH
Bactérias Associadas ) )
galico/g extrato) 1Cs (Ug.mL™)

Spl 1,349 £ 0,01 >1000

Sp2 6,664 + 0,03 >1000

Sp4 54,497 + 0,53 >1000
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Sp7
Sp9
Spl0
Spll
Spl2
Spl3
Spl4
Sp16
Sp17
Sp21
Sp22
Sp23
Sp25
Sp27
Sp28
Sp29
Sp30
Sp32
Sp36
BHT

3,095+ 0,04
4,006 + 0,18
1,071+0,20
1,194 + 0,08
3,508 + 0,37
2,477 +0,03
5,173+ 0,30
4,021 + 0,20
2,273 +0,03
2,970 £ 0,02
3,407 +0,10
3,501 +0,23
5,325+0,12
0,314+0,13
0,237 +0,15
0,511+0,10
0,912 + 0,04
0,000 + 0,00
0,895 + 0,07

>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000
>1000

40,55 (27,39-60,05)

No que respeita ao extrato de bactéria associada Sp4, esta apresentou 0 maior teor

total de polifendis de 54,497+0,53 mg eq. acido gal./g extrato (Tabela VI). Os extratos de

bactérias associadas seguintes com maior quantidade total de polifenois foram Sp2 e Sp25

apresentando 6,664+0,03 mg eq. &cido gal./g extrato e 5,325+0,12 mg eq. &cido gal./g

extrato, respetivamente. O extrato de bactéria associada Sp28 foi 0 que apresentou menor

potencial antioxidante pelo método de QTP (0,237 £ 0,15mg eq. acido gal./g extrato),

sendo que Sp32 nédo evidenciou nenhuma quantidade em polifenois.

De acordo com os resultados obtidos pelo método de DPPH, nenhum dos extratos

de bactérias associadas de Sphaerococcus coronopifolius apresentou um valor de ICs de
reducéo do radical DPPH inferior a 1000 ug.mL™ (Tabela V1).
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4.3. Anélise de componentes principais (ACP)

Para verificar a relacdo existente entre os trés métodos, ORAC, DPPH e QTP,
utilizados na avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos de bactérias associadas as
macroalgas Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius,
procedeu-se a realizacdo de uma analise de componentes principais (ACP) para as

bactérias associadas de cada macroalga (Figura 4).

o Eixo 2 @
-
QTP
Eixo 1 ORAC
DPPH
o
—
1
-0.8 1.0

Figura 4: Diagrama da Analise de Componentes Principais (ACP) das bactérias associadas da
macroalga Asparagopsis armata referentes aos varios métodos de avaliacdo da capacidade
antioxidante, ORAC, QTP e DPPH.

De acordo com a analise do diagrama (Figura 4) verifica-se que os resultados

obtidos pelos trés métodos de avaliacdo da capacidade antioxidante (ORAC, QTP e DPPH)
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apresentam entre si uma correlacio inversa®. Por conseguinte, tal significa que o padréo de
comportamento entre 0s métodos e oposto.

O eixo 1 explica 40,4% da variabilidade total dos dados e o eixo 2 explica 31,8% da
variabilidade total dos dados.

As bactérias associadas de Asparagopsis armata Asp39, Asp40 e Aspl29 através
do método ORAC apresentaram um grande potencial antioxidante em oposicdo as
bactérias Asp25, Aspl118 e Aspl46.

A bactéria associada Asp25 apresentou uma atividade antioxidante elevada
associada a QTP em oposicdo as bactérias Asp7, Asp77, Asp94 e Aspl27.

A bactéria associada de Asparagopsis armata Aspl129 demonstrou uma atividade
antioxidante elevada pelo método DPPH em oposicdo as bactérias Aspl46, AsplOl,
Asp24, Asp93, Aspl00, Aspl05, Asp94, Aspl27 e Asp77.

To) Eixo 2 BB11
o B,}°BBL> ¥
v QTP
BB
BB30B14
BB36
4 +
BE2O\ BB44 7BB39 BBL
+
Eixo 1 B2BB2
SRB8
opPH
«Q
Q ORAC

Figura 5: Diagrama da Analise de Componentes Principais (ACP) das bactérias associadas da
macroalga Bifurcaria bifurcata associadas aos varios métodos de avaliacdo da capacidade
antioxidante, ORAC, QTP e DPPH.

1 . 71 . . . ~ ;.
Por definigdo, numa analise de componentes principais assume-se que a relagdo é inversa sempre que o
angulo formado pelos vectores correspondentes é superior a 90°C.
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De acordo com a anélise do diagrama das bactérias associadas da macroalga
Bifurcaria bifurcata para os métodos de avaliacdo da capacidade antioxidante, ORAC,
QTP e DPPH (Figura 5), verifica-se que os valores obtidos pelo método de DPPH tém uma
correlacdo inversa com os resultados obtidos nas outras duas metodologias analisadas
(ORAC e QTP). Os valores das bactérias obtidos pelo método de ORAC apresentaram uma
correlagdo praticamente nula com os valores obtidos no método de QTP?.

O eixo 1 explica 63,9% da variabilidade total dos dados e o eixo 2 explica 23,6% da
variabilidade total dos dados.

As bactérias associadas de Bifurcaria bifurcata BB16, BB8 e BB39 apresentam um
elevado potencial antioxidante atraves dos métodos de QTP, DPPH e ORAC em oposi¢do
as bactérias BB22, BB29, BB21 e BB4 para o0 método de QTP e DPPH, BB10 e BB13 para
0 método de ORAC.

Eixo 2 \

0.8

ORAC

. Spl
Eixol spi1, * DPPH_"sp

e

06 | | | | 1.0

-0.8

Figura 6: Diagrama da Analise de Componentes Principais (ACP) das bactérias associadas da
macroalga Sphaerococcus coronopifolius associadas aos varios métodos de avaliacdo da
capacidade antioxidante, ORAC, QTP e DPPH.

2 . 71 . . . ~ ;
Por definicdo, numa analise de componentes principais assume-se que a rela¢do é nula sempre que o
angulo formado pelos vectores correspondentes é de 90°C (ou aproximadamente).
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De acordo com o diagrama referente as bactérias associadas da macroalga
Sphaerococcus coronopifolius para os Vvarios métodos de avaliacdo da capacidade
antioxidante, ORAC, QTP e DPPH (Figura 6), observa-se que 0s resultados obtidos através
do método de QTP tém correlacdo positiva com o método de ORACS. Por sua vez 0s
resultados obtidos pelo método de reducdo do radical DPPH ndo s&o relevantes, pois para
todos os extratos o valor de ICs, foi superior a 1000 pg.mL™.

O eixo 1 explica 44,0% da variabilidade total dos dados e o eixo 2 explica 22,7% da
variabilidade total dos dados.

A bactéria associada de Sphaerococcus coronopifolius Sp4 apresenta uma atividade
antioxidante elevada através dos resultados obtidos pelo método de QTP em oposicdo as
bactérias Sp29, Sp28, Sp30, Sp36 e Sp27.

As bactérias associadas Sp12 e Sp23 apresentam um elevado potencial antioxidante
através do metodo de ORAC em oposi¢éo as bacterias Sp10, Sp17 e Sp32.

Assim, os resultados obtidos atraves da ACP indica que os resultados obtidos pelo
método de ORAC e pelo método de QTP apresentam uma correlacdo positiva para as
bactérias associadas de Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius. Por sua vez,
os resultados obtidos pelo método de DPPH apresentaram uma correlacdo inversa com 0s
métodos de ORAC e de QTP para as bactérias associadas das macroalgas de Asparagopsis
armata e Bifurcaria bifurcata. Por conseguinte, verifica-se que existe uma correlacéo entre
os trés métodos de avaliacdo antioxidante, pelo que quando existe um baixo valor de ICso,

existe elevados valores nos resultados de ORAC e QTP e vice-versa.

4.4. Inducdo da condigdo de stress oxidativo nos modelos celulares

A inducéo da condicdo de stress oxidativo nas linhas celulares SH-SY5Y, MCF-7 e
HepG-2 foi efetuada apds as células atingirem a confluéncia total. De seguida, as células
foram incubadas com diferentes concentracdes de H,O, (0,1 — 1ImM (SH-SY5Y), 0,05 —
ImM (MCF-7) e 0,1 — 3mM (HepG-2)). Os resultados obtidos demonstram o efeito das
diferentes concentragcdes de H,O, testadas na viabilidade celular das células SH-SY5Y,

MCF-7 e HepG-2 ap6s 24 horas de incubacéo (Figura 7).

3 . .~ 3 . . . ~ , P
Por definigdo, numa analise de componentes principais assume-se que a relagdo é positiva sempre que o
angulo formado pelos vectores correspondentes é inferior a 90°C.
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Figura 7: Efeito de diferentes concentragdes de H,O, na viabilidade celular das linhas celulares
SH-SY5Y (0,1 — 1mM) (A), MCF-7 (0,05 — 1mM) (B) e HepG-2 (0,1 — 3mM) (C) ap6s 24 horas
de incubagdo. Resultados obtidos através do método de MTT. Os valores correspondem a média +
SEM (n=8).

Através da analise da Figura 7 é possivel verificar que as diferentes concentracdes
de H,0, testadas provocaram um efeito dependente da concentracdo sobre a viabilidade
celular das linhas celulares SH-SY5Y (A), MCF-7 (B) e HepG-2 (C) ap6s 24 horas de
tratamento, sendo que o efeito mais potente sobre a viabilidade celular foi observado na
linha celular SH-SY5Y, apresentando um valor de ICsy de 206,0 uM (150,4 — 282,2),
sequida da linha celular MCF-7 com um valor de ICsy de 450,2 uM (388,0 — 522,5). Por
sua vez, a linha celular HepG-2 apresentou um valor de ICsy de 1058,0 uM (847,3 —

1321,0) (Tabela 7), sendo este valor superior aos obtidos nas anteriores linhas celulares.
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Tabela 7: Valores de ICs, obtidos para o efeito de H,O, sobre a viabilidade celular das células SH-
SY5Y (0,1 — 1mM), MCF-7 (0,05 — 1mM) e HepG-2 (0,1 — 3mM) ap0s 24 horas de tratamento.

Linha Celular 1Cs50 H20;, (LM)
206,0

SH-SYSY (150,4 — 282,2)
450,2

MCF-7 (388,0 — 522,5)
HepG-2 1058,0

(847,3 — 1321,0)

4.5. Avaliacdo da capacidade citotoxica dos extratos de bactérias associadas de

macroalgas nos modelos celulares

Em ensaios preliminares, os extratos de bactérias associadas das macroalgas em
estudo que apresentaram uma capacidade antioxidante (métodos de ORAC, QTP e DPPH)
superior ao potencial do antioxidante sintético BHT, foram testados nas diferentes linhas
celulares (Img/mL,; 24 horas), SH-SY5Y, MCF-7 e HepG-2, de modo a avaliar o potencial
protetor dos extratos de bactérias associadas na viabilidade celular das células em
condicBes de stress oxidativo. Deste modo, a bactéria que demonstrou maior potencial foi
a BB16 (bactéria associada da macroalga Bifurcaria bifurcata) sendo selecionada para a
realizacdo da avaliacdo do potencial antioxidante em condi¢bes de stress oxidativo
induzido por H,0,.

A avaliacdo da citotoxicidade do antioxidante sintético BHT e do extrato da
bactéria associada BB16 sobre a viabilidade celular dos modelos em estudo foi realizada
previamente. Para esta avaliacdo procedeu-se a incubacéo das linhas celulares com o BHT
ou 0 extrato da bactéria BB16 a diferentes concentracdes teste: 1mg.mL™, 0,5mg.mL™,
0,3mg.mL™?, 0,1mg.mL™ e 0,05mg.mL™. Os resultados obtidos demonstram o efeito das
duas solucdes testadas na viabilidade celular das células SH-SY5Y, MCF-7 e HepG-2 ap0s
24 horas de incubacdo (Figura 8).
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Figura 8: Efeito de diferentes concentragbes do antioxidante sintético BHT (A) e do extrato de
bactéria BB16 (B) na viabilidade celular das células SH-SY5Y, MCF-7 e HepG-2 ap6s 24 horas de
incubacdo. Os valores correspondem a média £+ SEM (n=8). ** p<0,01, representa diferencas
estatisticamente significativas em relacéo ao controlo (ANOVA, teste de Dunnett).

Pelos resultados alcancados (Figura 8), verifica-se que na linha celular SH-SY5Y o
antioxidante sintético BHT, & concentracdo maxima de 1mg.mL™, induziu toxicidade nas
células. Contudo, esse efeito ndo se observou na concentracdo seguinte de 0,5mg.mL™. Por
sua vez, 0 extrato de bactéria BB16 ndo teve qualquer efeito na viabilidade celular das
células SH-SY5Y nas concentracGes testadas.

Relativamente as células MCF-7, tanto o antioxidante sintético BHT como o extrato
de bactéria BB16, ndo apresentaram qualquer efeito na viabilidade celular das células nas
diferentes concentracdes testadas.

Na linha celular HepG-2, o antioxidante sintético BHT, a concentragdo de 1
mg.mL?, induziu toxicidade nas células HepG-2, verificando-se uma reducdo da
viabilidade celular. Contudo & concentragdo seguinte de 0,5mg.mL™ tal efeito ndo se
verificou. Por sua vez, o extrato de bactéria BB16 ndo demonstrou qualquer efeito na
viabilidade celular nas células HepG-2 nas concentragdes em estudo.

De todos efeitos citotoxicos verificados sobre as linhas celulares, apenas a
concentracdo de 1mg.mL™ de BHT na linha celular SH-SY5Y apresentou um efeito
bastante acentuado que de algum modo poderia condicionar os resultados obtidos durante o
ensaio de indugdo de stress oxidativo no modelo celular SH-SY5Y. Deste modo, esta

concentracdo nao foi utilizada durante o ensaio.
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4.6. Avaliacdo do efeito protetor dos extratos da bactéria associada BB16 em

condicdes de stress oxidativo nos modelos celulares

A avaliacdo do efeito protetor do extrato da bactéria associada BB16 e do
antioxidante sintético BHT foi efetuada nos modelos celulares SH-SY5Y, MCF-7 e HepG-
2 quando sujeitos a condigdes de stress oxidativo por diferentes concentractes de H,0,. O

efeito obtido para cada um dos modelos encontra-se descrito de seguida.

4.6.1. Avaliacdo do potencial protetor do BHT e do extrato da bactéria
associada BB16 na linha celular SH-SY5Y, em condi¢fes de stress

oxidativo

O efeito protetor do extrato da bactéria associada BB16 e do antioxidante sintético
BHT no modelo celular SH-SY5Y, em condicGes de stress oxidativo foi avaliado apds as
células atingirem a confluéncia total. As células foram incubadas com diferentes
concentracdes de H,0, (0,1 — 1mM) e com as solucdes a testar (0,05 — Img.mL™) (Figura

9).
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Figura 9: Efeito do H,O, a diferentes concentragdes (0,1 — 1mM) na presenca do antioxidante
sintético BHT (0,05 — 1mg.mL™) (A) e do extrato de bactéria associada BB16 (0,05 — 1mg.mL™)
(B) na linha celular SH-SY5Y ap6s 24 horas de incubagdo. Resultados obtidos através do método
de MTT. Os valores correspondem a média + SEM (n=8).

Pela observacdo dos resultados obtidos (Figura 9), verifica-se que as diferentes
concentracdes do antioxidante sintético BHT (Figura 9A) e do extrato de bactéria

associada BB16 (Figura 9B) testadas em condi¢Ges de stress oxidativo, possuiram
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capacidade de alterar a curva induzida pelo H,O, na viabilidade celular das células SH-

SY5Y apds 24 horas de tratamento, ocorrendo um aumento da viabilidade celular.

Tabela 8: Valores de ICs, obtidos para o efeito de H,0, (0,1 — 1mM) na presenca do antioxidante
sintético BHT (0,05 — Img.mL™) e do extrato de bactéria associada BB16 (0,05 — 1mg.mL™) na
viabilidade celular do modelo SH-SY5Y.

1Cs0 (UM)
206,0
H20; (150,4 — 282,2)

H,O, + BHT H,O, + BB16

L 311,2
(280,4 — 345 5)

2 05 3154 2744
SEN ’ (218,3 — 455,7) (184,9 — 407,2)

= = 03 318,5 2576
S S ’ (230,9 — 439,3) (178,1 — 372,8)

S E 01 298,4 431,7
O ’ (242,6 — 367,2) (360,1 — 517,6)

0.05 293,8 305,2

(247,5 — 348,7)

(263,5 — 353,6)

Em comparacdo com a situacdo de stress oxidativo induzido apenas por H,O, em
que se obteve um valor de ICs, de 206,0 uM (150,4 — 282,2), verifica-se que quando 0
H,O, foi incubado juntamente com o antioxidante sintético BHT os valores de ICsq obtidos
apresentaram uma tendéncia de aumento. Na presenca do antioxidante sintético BHT
verifica-se uma dependéncia do valor de ICs, sendo que & concentracdo 0,5mg.mL™ de
BHT o valor de ICs € 315,4 uM (218,3 — 455,7) (Tabela 8).

Contudo, na presenca do extrato de bactéria BB16 em condi¢des de stress
oxidativo, ndo se verificou dependéncia da concentracdo do extrato. A concentracdo de
extrato que apresentou um maior valor de ICso foi de 0,1mg.mL™ (431,7 uM (360,1 —
517,6), apresentando diferengas significativas em relacdo a condicdo de stress oxidativo
induzido apenas por H,O, Por sua vez, a concentracio méxima de 1mg.mL™ de BB16
apresentou um valor de 1Csp de 311,2 uM (280,4 — 345,5) (Tabela 8).
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4.6.2. Avaliacdo do potencial protetor do BHT e do extrato da bactéria
associada BB16 na linha celular MCF-7, em condicOes de stress oxidativo

O efeito protetor do extrato da bactéria associada BB16 e do antioxidante sintético

BHT no modelo celular MCF-7, em condi¢Bes de stress oxidativo foi avaliado apds as

células atingirem a confluéncia total. As células foram incubadas com diferentes

concentragdes de H,0, (0,05 — 1mM) e com as solucdes a testar (0,05 — 1mg.mL™) (Figura

10).
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Figura 10: Efeito do H,0, a diferentes concentragdes (0,05 — 1mM) na presenca do antioxidante
sintético BHT (0,05 — 1mg.mL™) (A) e do extrato de bactéria associada BB16 (0,05 — 1mg.mL™)
(B) na linha celular MCF-7 ap6s 24 horas de incubagdo. Resultados obtidos através do método de
MTT. Os valores correspondem a média £ SEM (n=8).

Assim, as diferentes concentracfes do antioxidante sintético BHT (Figura 10A) e
do extrato de bactéria BB16 (Figura 10B) testadas em condicdes de stress oxidativo, ndo

tiveram capacidade de alterar a curva induzida pelo H,O; na viabilidade celular das células

MCF-7 ap0s 24 horas de tratamento.

52



Resultados

Tabela 9: Valores de ICs, para o efeito de H,O, (0,05 — 1mM) na presenga do antioxidante
sintético BHT (0,05 — Img.mL™) e do extrato de bactéria associada BB16 (0,05 — 1mg.mL™) na

viabilidade celular do modelo MCF-7.

1Cs0 (M)
450,2
H20 (388,0 — 522,5)

H,0; + BHT H,O, + BB16

] 437,2 2492
(350,6 —545,3) (179,3 — 346,5)

3 05 630,1 361,6
g ! (530,3 — 748,7) (259,9 - 503,1)

5E o3 4925 27,9
3 o ’ (418,6 —579,5) (354,8 — 516,0)

SE 41 484,9 4468
O ! (403,6 — 582,6) (376,2 — 530,6)

0.05 4289 431,0

(361,4 — 509,0)

(366,9 — 506,5)

Em comparagdo com a situacdo de stress oxidativo induzido por H,O, em que o
valor de ICs é de 450,2 uM (388,0 — 522,5), verifica-se que na presenca de antioxidante
sintético BHT, em condicGes de stress oxidativo, os valores de 1Csq sdo tendencionalmente
superiores e dependentes da concentracdo, exceto a concentracdo maxima de BHT a
1mg.mL™ (437,2 uM (350,6 — 545,3). No entanto, o tnico valor significativo e com ICso
mais elevado verificou-se para concentragdo de 0,5mg.mL™ (630,1 pM (530,3 — 748,7)
(Tabela 9).

Na presenca do extrato de bactéria BB16, em condicGes de stress oxidativo, 0s
valores de ICsp mantiveram-se similares e ndo apresentaram qualquer linearidade na
dependéncia da concentragdo, sendo que o ICs, superior foi & concentragdo de 0,1mg.mL™,
com um valor de 446,8 uM (376,2 — 530,6). No entanto, o Unico valor com significado
estatistico e que revelou um efeito pro-oxidante foi obtido para a concentracdo méxima
testada (1mg.mL™) com um ICs; de 249,2 pM (179,3 — 346,5) (Tabela 9).

4.6.3. Avaliacdo do potencial protetor do BHT e do extrato de bactéria

associada BB16 na linha celular HepG-2, em condigdes de stress oxidativo

O efeito protetor do extrato da bactéria associada BB16 e do antioxidante sintético

BHT no modelo celular HepG-2, em condi¢cbes de stress oxidativo foi avaliado apds as
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células atingirem a confluéncia total. As células foram incubadas com diferentes
concentracdes de H,0, (0,1 — 3mM) e com as solucdes a testar (0,05 — 1mg.mL™) (Figura
11).
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Figura 11: Efeito do H,0, a diferentes concentra¢fes (0,1 — 3mM) na presenga do antioxidante
sintético BHT (0,05 — 1mg.mL™) (A) e do extrato de bactéria associada BB16 (0,05 — 1mg.mL™)
(B) na linha celular HepG-2 apds 24 horas de incubagdo. Resultados obtidos através do método de
MTT. Os valores correspondem a média + SEM (n=8).

Pela observacdo dos resultados obtidos (Figura 11), as diferentes concentracdes do
antioxidante sintético BHT (Figura 11A) e do extrato da bactéria associada BB16 (Figura
11B) testadas em condicGes de stress oxidativo demonstraram capacidade de alterar a
curva induzida pelo H,O, na viabilidade celular das células HepG-2 apds 24 horas de

tratamento, aumentando tendencialmente a viabilidade celular.

Tabela 10: Valores de ICs, para o efeito de H,0, (0,1 — 3mM) na presenca do antioxidante
sintético BHT (0,05 — 1mg.mL™) e do extrato de bactéria associada BB16 (0,05 — 1mg.mL™) na
viabilidade celular do modelo HepG-2.

1Cs0 (M)
1058,0
H,0; (847,3-1321,0)
H,O, + BHT H,O, + BB16
] 1501,0 1466,0
(892,0 — 2525,0) (822,2 — 2614,0)
9 05 1663,0 1725,0
=R ! (1041,0 - 2657,0) (976,8 — 3047,0)
= = 03 1604,0 1326,0
S 5 ’ (1079,0 — 2383,0) (794,5 — 2214,0)
SE 4 1622,0 1534,0
O ! (988,0 — 2664,0) (979,6 — 2401,0)
005 1499,0 1601,0
’ (975,2 — 2305,0) (977,8 — 2622,0)
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Em comparagdo com a situacdo de stress oxidativo induzido por H,O, na linha
celular HepG-2, em que o valor de 1Cs € de 1058,0 uM (847,3 — 1321,0), observou-se que
na presenca de antioxidante sintético BHT, em condi¢6es de stress oxidativo, os valores de
ICso foram tendencionalmente superiores, embora sem significado estatistico. O valor mais
elevado de ICs verificou-se & concentracdo de 0,5mg.mL™ (1663,0 pM (1041,0 — 2657,0)
(Tabela 10).

Na presenca do extrato de bactéria BB16, em condicdes de stress oxidativo,
também ndo se verificou qualquer dependéncia da concentracdo do extrato de bactéria
BB16, contudo, os valores de 1Cs, também foram tendencionalmente superiores, sendo 0
valor de ICsp mais elevado 1725,0 uM (976,8 — 3047,0) & concentragdo de 0,5mg.mL™
(Tabela 10).
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O ambiente marinho apresenta uma enorme biodiversidade ecolégica com um
potencial biotecnoldgico associado praticamente ilimitado, tornando-se uma fonte de
produtos naturais estruturalmente Gnicos que se encontram acumulados principalmente nos
organismos vivos (Jha & Zi-rong, 2004; Costa- Lotufo et al., 2009). As macroalgas tém
sido estudadas devido ao seu enorme potencial bioativo, contudo, as bactérias associadas a
macroalgas tém demonstrado produzir moléculas bioativas muito semelhantes as
produzidas pelo hospedeiro, sugerindo que as bactérias associadas apresentam vias
metabolicas secundarias idénticas, ou por outro lado podendo mesmo ser a verdadeira
fonte de metabolitos bioativos, sendo deste modo importante estudar estes microrganismos
(Anand et al., 2006; Bhatnagar & Kim, 2010; Soria-Mercado et al., 2012). Neste trabalho,
para se proceder a identificacdo das bactérias associadas das macroalgas Asparagopsis
armata, Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius, foram utilizados os dois
tipos de anélises, fenotipica e molecular, pela sequenciacdo do gene 16S RNA. Vérios
foram os géneros de bactérias marinhas identificados neste estudo, onde o género Vibrio
foi o que apresentou maior ocorréncia em associacdo com todas as macroalgas,
Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius (40%, 48,72%
e 28,57%, respetivamente). Estes resultados sdo os esperados, uma vez que 0s géneros de
bactérias pertencentes a familia Vibrionaceae, como Vibrio, sdo comuns no ambiente
marinho, sendo particularmente abundantes na superficie de macrorganismos marinhos
como corais, esponjas, algas e peixes, onde formam associa¢es simbioticas, patogénicas
ou comensais (Mansson et al., 2011; Hamid et al., 2013; Horta et al., 2014). Um estudo
realizado por Duan e colaboradores (1995) revelou que caracteristicamente espécies
bacterianas dos géneros Vibrio, Flavobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, Bacillus,
Aeromonas e Corynebacterium constituem a flora microbiana associada as macroalgas
Laminaria japonica, Porphyra yezoensis e Ulva pertusa, sendo o género Vibrio
predominante em todas as algas. Num outro estudo desenvolvido por Mahmud e seus
colaboradores (2008), o género Vibrio demonstrou ser, uma vez mais, 0 mais abundante
associado as macroalgas do género Porphyra, Undaria, Laminaria e Fucus, que pertencem
ao grupo de algas castanha e vermelhas. Os resultados obtidos neste trabalho séo
concordantes com os trabalhos supracitados, tanto para as algas vermelhas (Asparagopsis
armata e Sphaerococcus coronopifolius) como para as algas castanhas (Bifurcaria
bifurcata), onde foi constatado que o género Vibrio é 0 género que se encontra em maior

abundancia na superficie de macroalgas.

59



Discussdo e Conclusao

Neste estudo foram também identificados outros géneros de bactérias, como o
género Shewanella. Este género pertencente a familia Shewanellaceae encontra-se
extensivamente distribuido na natureza, maioritariamente em ambientes marinhos (Bozal et
al., 2002; Chang et al., 2008). O género em analise foi identificado em associacdo com as
macroalgas Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius
(13,33%, 10,26% e 19,05% de ocorréncia, respetivamente).

Neste trabalho o género Staphylococcus também foi identificado em associacéo
com as macroalgas Asparagopsis armata e Bifurcaria bifurcata. No entanto a percentagem
de ocorréncia foi muito dispar de alga para alga, em Asparagopsis armata a ocorréncia foi
de 20% e em Bifurcaria bifurcata apenas de 3,33%. Este resultado demonstra a elevada
especificidade nas associacGes bioldgicas entre algas e bactérias. Outros resultados de
ocorréncia, observados neste estudo, confirmam essa especificidade, nomeadamente os
géneros Photobacterium (6,67%), Cobetia e Erwinia (ambas com 3,33%) que foram
identificados apenas em associacdo com a macroalga Asparagopsis armata. O género
Bacillus também demonstrou alguma especificidade, uma vez que apenas foi identificado
em Asparagopsis armata (3,33%) e em Sphaerococcus coronopifolius (9,52%). A
especificidade de cada comunidade microbiana tem-se demonstrado uma constante em
diferentes estudos. Por exemplo, ao contrario do observado neste estudo, Menezes e
colaboradores (2010) identificaram bactérias associadas a diferentes algas e esponjas onde
0 género Bacillus foi o mais abundante associado a macroalga Sargassum sp., seguido do
género Staphylococcus (27% e 8% de ocorréncia respetivamente). Também o género
Photobacterium foi identificado neste estudo, contudo apenas em associacdo com a
esponja marinha Mycale laxissima (5% de ocorréncia) (Menezes et al., 2010). Num estudo
realizado por Ivanova e colaboradores (2005), com diferentes algas uma das espécies do
género Cobetia foi isolada e identificada associada apenas a macroalga Fucus evanescens.
Os géneros descritos pelos autores em cima referidos sdo concordantes com o0s
identificados neste trabalho, apesar da ocorréncia ndo ser idéntica, que pode ser explicada
pelo facto das caracteristicas de cada local estudado serem variaveis e a resposta dos
microrganismos também se modificam em fungdo do hospedeiro em que as bactérias que
se encontram associadas. O género Erwinia € descrito em diversos estudos associado a
plantas como agentes patogénicos, saprofitos ou epifitos (Verdonck et al., 1987). Contudo,
num estudo realizado por McCarter-Zorner e colaboradores (1984) identificaram bactérias

do género Erwinia em aguas marinhas na costa da Escécia e na costa dos Estados Unidos
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da América. Apesar de muitos estudos sobre este género ser relativo a ambientes terrestres,
0 estudo de McCarter-Zorner e colaboradores (1984) comprova que Erwinia também se
encontra em associacdo com hospedeiros marinhos. Sendo estes resultados concordantes
com o trabalho realizado, onde este género foi identificado em associacdo apenas com
Asparagopsis armata, demonstrando uma vez mais a elevada especificidade deste tipo de
simbioses.

Diferentes trabalhos tém identificado outros géneros de bactérias associadas a
macroalgas. Nomeadamente, o género Alteromonas que foi identificado em associacao
com a macroalga castanha Lessonia sp. recolhida no Japdo, por Akagawa-Matsushita e
seus colaboradores (1992). Por sua vez, o género Cellulophaga foi identificado por
Johansen e colaboradores (1999), em associacdo com a macroalga castanha Fucus
serratus, na costa da Dinamarca. A associacao de bactérias dos mesmos géneros a espécies
de algas do mesmo grupo pode ser evidenciada, uma vez mais, nos estudos anteriores e
reforcada com o presente estudo, onde os géneros Alteromonas e Cellulophaga foram
identificados em associacdo com algas, que apesar de estarem geograficamente distantes e
de serem de espécies diferentes sdo do mesmo grupo: as algas castanhas. No presente
estudo os géneros referidos foram identificados apenas em associacdo com Bifurcaria
bifurcata.

Neste estudo foram identificados mais dois géneros exclusivamente associados a
macroalga Bifurcaria bifurcata nomeadamente, Citrococcus e Ruegeria em que ambos
apresentaram a mesma ocorréncia, 2,56%. Na mesma linha, a alga Sphaerococcus
coronopifolius também apresentou associacOes especificas e exclusivas com bactérias dos
géneros Pseudoalteromonas e Holomonas (19,05% e 9,52% de ocorréncia,
respetivamente). Estes mesmos géneros tém demonstrado, noutros estudos, uma elevada
especificidade. No supracitado estudo realizado por Ivanova e colaboradores (2002) foram
também identificadas bactérias do género Pseudoalteromonas e Holomonas em associacao
apenas com a macroalga Fucus evanescens. Os microrganismos do género
Pseudoalteromonas sdo frequentemente encontrados em aguas marinhas, associados a
invertebrados marinhos e algas, enquanto bactérias do género Holomonas encontram-se
distribuidas em vérios habitats naturais como &guas marinhas e estuarios (lvanova et al.,
2002). Apesar das bactérias referidas no estudo anterior se encontrarem associadas a algas
do filo Heterokontophyta, enquanto no presente estudo encontram-se em associacdo com

algas do filo Rodophyta, indica que bactérias marinhas do mesmo género podem se
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encontrar associadas com macroalgas de grupos distintos, consoante as condic¢Oes
ecoldgicas que as rodeiam.

Muitos dos géneros de bactérias identificados neste trabalho encontram-se descritos
em outros estudos por possuirem diversas bioatividades com um potencial biotecnoldgico.
Dupont e seus colaboradores (2013) verificaram que duas espécies de bactérias do genero
Vibrio, isoladas da esponja Phorbas tenacior, apresentaram atividade antioxidante.
Hentschel e seus colaboradores (2001) isolaram bactérias do género Pseudoalteromonas
associadas das esponjas marinhas Aplysina aerophoba e Aplysina cavernicola que
apresentaram atividade antimicrobiana. Também Brammavidhya & Usharani (2013)
isolaram da esponja marinha Hyatella cribriforme uma espécie do género Bacillus, que
demonstrou uma elevada capacidade antioxidante. Estes dados sdo muito interessantes,
uma vez que a descoberta de novas fontes de compostos com bioatividades interessantes
tornou-se ainda mais importante, pois estas podem ter diversas aplicabilidades em
diferentes areas (Al-Zereini, 2014).

Atualmente existe um elevado interesse em descobrir e identificar novos compostos
naturais com uma elevada capacidade antioxidante. Isto deve-se ao facto dos antioxidantes
sintéticos, tais como butylated hydroxyanisole (BHA) e butylated hyroxytoluene (BHT),
apresentarem alguns efeitos tdxicos (Abdel-Wahab et al., 2013; Brammavidhya &
Usharani, 2013). Um dos mecanismos utilizados pelos compostos antioxidantes naturais
para desempenharem a sua funcdo é a captacdo de radicais livres, protegendo assim as
células de agentes oxidantes (Abdel-Wahab et al., 2013; Brammavidhya & Usharani,
2013). Desta forma a avaliacdo do efeito protetor de moléculas naturais tem sido bastante
estudada. A avaliacdo da atividade antioxidante de metabolitos secundarios tem sido
também amplamente estabelecida em sistemas in vitro (Gopi et al., 2014). Diversos
métodos tém sido utilizados para avaliar esta atividade dos quais podemos destacar o
método de ORAC, QTP e DPPH (Prior et al., 2003; Alam et al., 2013; Carocho & Ferreira,
2013).

Os organismos marinhos encontram-se expostos a elevados niveis de ROS através
de uma combinacdo de fotossintese, producdo e/ou consumo de oxigénio, elevada
intensidade de luz solar e consequente exposicéo de radiacdo UV. Neste sentido e estando
desta forma os organismos marinhos expostos a fatores oxidativos extremos, a producdo de

antioxidantes ocorrerdo de forma obrigatoria e natural (Abdel-Wahab et al., 2013).
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As bactérias marinhas sdo uma de muitas fontes de novos antioxidantes com
elevadas aplicabilidades na industria biomédica, alimentar e cosmética (Al-Zereini, 2014).
Um estudo realizado por Krishna e seus colaboradores (2011) demonstrou que a espécie
Bacillus subtilis apresentava uma elevada capacidade antioxidante. Também Abdel-Wahab
e seus colaboradores (2013) isolaram uma especie do genero Bacillus, de macroalgas do
Mar Vermelho, que verificaram possuir uma elevada capacidade antioxidante. Estes
estudos estdo de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, sendo que extratos de
bactérias associadas das macroalgas pertencentes ao género Bacillus (Asp2, Sp2 e Sp36)
demonstraram uma elevada capacidade antioxidante pelo método de ORAC, sendo no caso
do extrato Sp2 esse valor superior ao do antioxidante sintético BHT.

Dos 90 extratos de bactérias associadas isoladas das macroalgas em estudo, vinte e
quatro dos extratos demonstraram uma elevada capacidade antioxidante. Os extratos de
bactérias associadas da macroalga Asparagopsis armata Asp 39 (Vibrio) e Asp40 (<90%
BLAST) demonstraram uma elevada capacidade antioxidante pelo método fluorimétrico
ORAC (537,57+£22,42 umol eq. Trolox/g extrato e 386,00£42,55 pmol eq. Trolox/g
extrato, respetivamente), sendo os valores obtidos superiores aos obtidos pelo antioxidante
sintético BHT (320,00+32,31 umol eq. Trolox/g extrato). Este resultado é extremamente
interessante tendo em conta que o BHT é uma substancia quimica pura, enquanto os
extratos em estudo encontram-se no estado bruto, contendo uma ou mais moléculas que
podem ser responsaveis pela sua elevada bioatividade.

Num estudo realizado por Dupont e colaboradores (2013) verificaram que espécies
do género Vibrio apresentaram atividade antioxidante. O facto do extrato de bactéria
associada Asp39 pertencer ao género Vibrio, reforga a importancia deste género como uma
fonte de compostos antioxidantes. Além de pouco explorado relativamente a producéo de
metabolitos secundarios com bioatividade, ja foram isolados mais de 90 compostos da
familia Vibrionaceae, como o caso do composto Andrimid que possui atividade
antimicrobiana e do composto Kahalalide F que possui atividade anti-tumoral (Mansson et
al., 2011; Hamid et al., 2013). Estes estudos indicam uma enorme variabilidade de
bioatividades que se encontram associadas ao género Vibrio, o que pode se encontrar
relacionado com a capacidade antioxidante reportada nos extratos das bactérias associadas
deste genero pela presenca de diversos compostos bioativos.

O extrato de bactéria associada ASP129 (<90% BLAST) também demonstrou uma

interessante capacidade antioxidante, em que os valores obtidos no método fluorimétrico
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ORAC foram inferiores aos obtidos pelo antioxidante sintético BHT, a quantidade total de
polifendis foi reduzida, porém a redugdo do radical DPPH foi elevada. Estes resultados
podem sugerir que estamos na presenca de extratos com diferentes tipos de moléculas que
podem ter diferentes mecanismos de acdo que por outro lado sdo moléculas com atividade
antioxidante que ndo fendis (Niki, 2010; Alam et al., 2013). A anélise de componentes
principais, realizada para as bactérias associadas da macroalga Asparagopsis armata,
corrobora os resultados obtidos, ocorrendo uma correlacdo inversa entre os trés métodos de
avaliacdo de capacidade antioxidante, o que significa que quando ocorre valores elevados
pelo método fluorimétrico ORAC, ocorre reduzida quantidade total de polifendis e uma
elevada reducéo do radical DPPH.

Das bactérias associadas a macroalga Bifurcaria bifurcata, treze extratos de
bactérias associadas apresentaram uma elevada capacidade antioxidante atraveés dos
valores obtidos pelo método fluorimétrico ORAC, superiores aos valores obtidos pelo
antioxidante sintético BHT. O extrato que mais se destacou foi o da bactéria associada
BB16, pertencente ao género Shewanella, que obteve elevados valores no método
fluorimétrico ORAC. Este extrato também demonstrou elevada quantidade total de
polifendis. As bactérias marinhas em simbiose com o hospedeiro podem produzir
substancias essenciais para este, 0 que de algum modo explica os resultados obtidos na
quantidade total de polifendis, visto que os polifendis possuem propriedades antioxidantes
(Yordy et al., 2012). N&do existem muitos estudos relativos a quantificacdo total de
fenolicos de bactérias marinhas, especialmente associadas a macroalgas. Contudo,
verificou-se que Actinobacteria obteve um teor total de polifendis de 0,22mg eq. &cido
galico/ g extrato, o que € extremamente baixo quando comparado com os resultados
obtidos para a bactéria BB16 (53,854 + 3,02 mg eq. acido galico/ g extrato) (Horta et al.,
2014). Uma elevada reducdo do radical DPPH também foi observada no extrato da bactéria
associada BB16, sendo esta reducédo superior a obtida pelo antioxidante sintético BHT. Os
elevados valores obtidos pelo método de DPPH podem dever-se a presenca de polifendis
no extrato da bactéria associada BB16, visto que estes compostos antioxidantes podem
atuar como dadores de eletrdes, estabilizando deste modo o radical DPPH (Matsukawa et
al., 1997). O facto dos valores obtidos pelos trés metodos terem sido elevados, sendo até
superiores aos obtidos pelo antioxidante sintético BHT, realga o interesse e o potencial
deste extrato. Devido a tratar-se de um extrato bruto tem uma interessante capacidade

antioxidante, pelo que é presumivel que ao isolar-se 0s compostos bioativos encontraremos
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moléculas com elevada bioatividade. O género do extrato de bactéria associada BB16,
Shewanella, é conhecido por produzir acidos gordos polinsaturados de cadeia longa que
estdo associados a um eficiente sistema antioxidante, que funciona como protetor primario
de todos os organismos marinhos que o possuem, 0 que pode explicar a elevada atividade
antioxidante demonstrada pelo extrato de BB16 (Okuyama et al., 2008).

Também o extrato da bactéria associada BB8 (<90% BLAST) demonstrou uma
capacidade antioxidante semelhante a obtida pelo extrato de bactéria associada BB16 nos
trés métodos de avaliacdo de capacidade antioxidante, demonstrando resultados
antioxidantes elevados, apesar dos valores obtidos serem muito inferiores quando
comparados com 0s obtidos pela BB16. Os extratos das bactérias associadas BB26
(Shewanella) e BB39 (Vibrio) apresentaram elevados valores no método fluorimétrico
ORAC e no método de DPPH, contudo o teor em polifendis obtido para ambos os extratos
foi reduzido. Por sua vez, os extratos das bactérias associadas BB11 (Vibrio) e BB36
(<90% BLAST) apresentaram valores no método fluorimétrico ORAC inferiores aos
obtidos pelo antioxidante sintético BHT, contudo os valores de reducdo do radical DPPH
foram bastante elevados, o que realca o seu interesse. A analise de componentes principais
realizada para as bactérias associadas da macroalga Bifurcaria bifurcata corrobora os
dados obtidos anteriormente, havendo uma correlacdo positiva entre os métodos de ORAC
e de QTP, e inversa com o método de DPPH, sendo que quando existe elevados valores no
método fluorimétrico ORAC, ocorre elevados teores em polifenois e um reduzido valor de
IC50 no método de DPPH.

Das bactérias associadas da macroalga Sphaerococcus coronopifolius, seis (Sp2,
Sp4, Spl2, Sp23, Sp25 e Sp27) foram os extratos que apresentaram elevada capacidade
antioxidante, principalmente associada ao valor de equivalentes de trolox revelado pelo
método fluorimétrico ORAC, sendo superiores aos valores obtidos pelo antioxidante
sintético BHT. Estes mesmos extratos demonstraram uma baixa redugéo do radical DPPH.
O extrato de bactéria associada que mais se destacou pela sua capacidade antioxidante foi
Sp4, que apresentou elevada quantidade total de polifendis, sendo este valor muito
semelhante ao obtido pelo extrato da bactéria associada BB16, referido anteriormente.

A estrutura quimica dos polifendis permite-lhes atuar como neutralizadores de
radicais livres (Yordy et al., 2012). Este resultado indica a presenca de compostos
antioxidantes pertencentes ao grupo dos polifendis que sdo conhecidos pela sua elevada

capacidade antioxidante (Yordy et al., 2012). A analise de componentes principais
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realizada para as bactérias associadas da macroalga Sphaerococcus coronopifolius
corrobora os dados obtidos anteriormente, havendo uma correlagdo positiva entre os
métodos de ORAC e de QTP. Contudo o método de reducdo do radical DPPH ndo foi
relevante, pois nenhum dos extratos apresentou um valor de ICsq inferior a 1000ug/mL.
Assim, verifica-se que quando existe elevados valores no método de ORAC, ocorre
elevado teor em polifendis, enquanto os valores no método de DPPH sdo considerados
nulos.

Como referido anteriormente, diversos estudos indicam que as moléculas
antioxidantes sdo capazes de remover ou prevenir a formacdo de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio nas células antes destas provocarem oxidacdo lipidica ou proteica
(Gordon, 1996; Namvar et al., 2014). O H,O, é uma espécie reativa de oxigénio que se
encontra associado ao desenvolvimento de diversas patologias como o cancro, doencas
neurodegenerativas e o envelhecimento (Farah, 2005; Alam et al., 2013). Esta espécie
reativa de oxigénio também se encontra associada a processos de inducdo de apoptose em
células, sendo que o processo de morte celular por apoptose induzido por H,O, depende da
concentracdo e do tempo de exposicdo (Han et al., 2014). As células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y sdo amplamente utilizadas como modelo celular para estudar a morte
celular induzida por stress oxidativo (Ruffels et al., 2004). No estudo elaborado por Kim e
seus colaboradores (2005), demonstraram uma reducdo de aproximadamente 50% da
viabilidade celular das células SH-SY5Y a uma concentracdo de 0,1mM de H,O,. As
células do carcinoma mamario humano MCF-7, sdo muito utlizadas em investigacfes de
toxicologicas, sendo adequadas para a avaliacdo in vitro de stress oxidativo. Alafiri (2011)
verificou no seu estudo a sensibilidade do modelo celular MCF-7 a diferentes
concentracdes de H,O,, verificando que as concentracdes superiores a 0,5mM de H,0,
foram consideradas citotoxicas. Por sua vez, as células do hepatoma humano HepG-2, séo
amplamente utilizadas em ensaios bioguimicos e em estudos toxicolégicos. Num estudo
realizado por Chen e seus colaboradores (2011), verificaram uma reducdo da viabilidade
celular de aproximadamente 50% nas células HepG-2 a uma concentracdo de 0,5mM de
H,0,.

Os trés modelos celulares em estudo, SH-SY5Y, MCF-7 e HepG-2 demonstraram
dependéncia da concentragdo de H,O,, ocorrendo uma diminui¢do da viabilidade celular
com o0 aumento da concentracdo, contudo verificou-se diferentes niveis de sensibilidade a

presenca de H,O, através das doses-resposta realizadas para cada modelo celular.
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No presente estudo, no modelo celular SH-SY5Y, verificou-se uma enorme
sensibilidade destas células para com o H,O, obtendo um valor de ICso de 206,0 uM
(150,4 — 282,2), seqguidas pela linha celular MCF-7 com um valor de ICsy de 450,2 uM
(388,0 — 522,5) e por fim a linha celular HepG-2 que exibiu a menor sensibilidade ao
H20,, obtendo um valor de 1Cso de 1058,0 uM (847,3 — 1321,0).

Estes resultados demonstram elevado interesse pois revelam a existéncia de
diferentes mecanismos que variam de acordo com o modelo celular aos efeitos citotoxicos
provocados pelo H,O,, podendo estes exercer uma atividade por mecanismos de inducao
de morte celular, por apoptose ou necrose, ou bloqueio do ciclo celular (Kannan & Jain,
2000). Estes resultados eram de algum modo expectaveis, visto que o modelo HepG-2
provem do figado que é o 6rgdo responsavel pela destoxificacdo dos compostos nocivos
presentes no organismo, sendo deste modo esperado que esta linha celular apresente uma
menor sensibilidade a compostos toxicos, como o H,0,. Por sua vez, a linha SH-SY5Y,
celulas neuronais, sdo extremamente sensiveis. Um dos principais fatores que as torna
sensiveis € a reduzida regeneracdo celular quando comparado com outros tipos de células,
sendo que a presenca de toxinas pode causar graves danos no sistema nervoso, sendo
previsivel a sua elevada sensibilidade ao H,O, (Kim et al., 2005). A linha celular MCF-7
apresenta uma sensibilidade intermédia visto que sdo células epiteliais, ndo sdo tdo
sensiveis como as células neuronais. Contudo, a sua sensibilidade também ndo é t&o
reduzida quanto as células hepaticas, pois as células MCF-7 ndo se encontram expostas a
elevadas quantidades de compostos tdxicos.

A pesquisa e caracterizacdo de novas substancias bioativas para o desenvolvimento
de novos produtos com aplicacdo na industria farmacéutica, cosmética e alimentar tem
vindo a ser intensificada. Varios estudos tém demonstrado resultados controversos
relativamente a antioxidantes exdgenos, pelo que o tipo e a dosagem dos antioxidantes
podem ser fatores determinantes no equilibrio entre os efeitos benéficos e prejudiciais
destes compostos naturais (Bouayed & Bohn, 2010). Alguns estudos indicam que
antioxidantes como os polifendis, atuam como pro-oxidantes, em determinadas condigdes,
tais como concentragdes elevadas ou na presenca de iGes metélicos (Bouayed & Bohn,
2010), que podem levar a danos em biomoléculas como acidos nucleicos, proteinas e
lipidos, e a consequente morte celular (Yordy et al., 2012). No entanto, se os antioxidantes
forem administrados em doses adequadas desempenham um papel importante na

manutencdo e restabelecimento de sistemas biologicos saudaveis (Yordy et al., 2012).
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Os antioxidantes sintéticos, como o BHT, estdo possivelmente associados a
fendmenos de toxicidade, o que reforca a procura de antioxidantes de origem natural
(Abdel-Wahab et al., 2013). A avaliacdo da viabilidade celular no modelo celular SH-
SY5Y revelou um potente efeito citotdxico do antioxidante sintético BHT a concentragao
méxima de 1mg.mL™, reforcando a sensibilidade desta linha celular e o potencial téxico
associado a este antioxidante sintético. Também no modelo celular HepG-2 o antioxidante
sintético BHT provocou um efeito citotoxico & concentracdo maxima de 1mg.mL™.

Nos modelos celulares SH-SY5Y e HepG-2 verifica-se que as diferentes
concentragfes do antioxidante sintético BHT e do extrato da bactéria associada BB16
testadas em condigfes de stress oxidativo sdo tendencialmente superiores ao efeito
provocado apenas pelo H,O, na viabilidade celular. Contudo, apenas no modelo celular
SH-SY5Y o extrato de BB16 demonstrou resultados significativos a concentracdo de
0,dmg.mL™" (431,7 uM (360,1 — 517,6)) em comparacdo com o valor de ICsy de H,O,
(206,0 uM (150,4 — 282,2)). Por sua vez, no modelo celular MCF-7 o antioxidante
sintético BHT demonstrou & concentragdo de 0,5mg.mL™ (630,1 pM (530,3 — 748,7))
valores significativos em comparacdo com o ICsy de H,0O, (450,2 uM (388,0 — 522,5)),
reduzindo assim o efeito do H,O, na viabilidade celular. No entanto, o extrato de bactéria
associada BB16, em condicGes de stress oxidativo, ndo teve capacidade de reduzir o efeito
induzido pelo H,O, na viabilidade celular das células MCF-7, observando-se nas
concentracdes mais elevadas um efeito pro-oxidante, verificando-se uma reducdo da
viabilidade celular. Estes dados sdo relevantes, pois demonstram que o efeito antioxidante
depende da tipologia celular e das caracteristicas quimicas dos proprios antioxidantes. Os
resultados demonstraram ser promissores, visto que o extrato de bactéria associada BB16
encontra-se em extrato bruto, contendo varias moléculas com bioatividades, que uma vez
isoladas essa bioatividade serd potenciada. A quercitina, um dos flavonoides conhecido
pela sua atividade antioxidante, tem sido em diversos estudos referida por também possuir
atividade pro-oxidante, este facto deve-se a um efeito dependente da concentracdo a nivel
celular, podendo atuar como um agente protetor ou citotbxico. Também se encontra
referido que este antioxidante pode ser oxidado pelo superdxido, formando per6xido de
hidrogénio (Metodiewa et al., 1999). Estes estudos podem de algum modo explicar 0s
resultados obtidos neste trabalho, sendo que pode existir no extrato da bactéria BB16
compostos pertencentes a classes dos polifendis, como flavonoides, que podem reagir com

0 H,0,, e ndo terem capacidade de prevenir o seu efeito citotoxico. Deste modo, é
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essencial isolar as moléculas bioativas do extrato de bactéria BB16 de forma a tentar
perceber o seu verdadeiro potencial antioxidante.

De acordo com Halliwell (2008), o meio da linha celular SH-SY5Y, Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM), tem na sua constitui¢do ides metalicos que podem reagir com
0s antioxidantes testados in vitro, levando a reac¢des de oxidagdo, sendo um dos produtos
detetados o H,0, O H,O, é um precursor de radicais oxidantes, e é conhecido pela sua
toxicidade (Halliwell, 2008; Carocho & Ferreira, 2013). Esta espécie reativa de oxigénio é
gerada a partir de quase todas as fontes de stress oxidativo e o H,O, exdgeno tem a
capacidade de entrar nas células e induzir citotoxicidade devido a sua elevada
permeabilidade na membrana celular (Alarifi et al., 2011).

Nos ensaios realizados, o efeito induzido pelo H,O, atuou ao nivel da viabilidade
celular, contudo o método de ORAC utilizado para avaliacdo da capacidade antioxidante
tem como principio a capacidade antioxidante de radicais peroxilo que estdo normalmente
associados a peroxidacdo lipidica (Prior et al., 2003). A elevada atividade antioxidante
pelo método ORAC podera sugerir que existam compostos nestes extratos de bactérias que
tenham alguma especificidade para mediar efeitos a nivel da inibicdo da peroxidagdo
lipidica. Este tipo de estudo ndo foi avaliado neste trabalho.

Em suma, os organismos marinhos tém-se revelado uma fonte de novos compostos
com multiplas propriedades farmacoldgicas (Montaser & Luesch, 2012). No caso
especifico das bactérias epifitas associadas das macroalgas Asparagopsis armata,
Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius, poucos sdo os estudos que se
debrucam especificamente sobre estes organismos em questdo. No presente trabalho
evidenciou-se a clara associagdo que existe entre bactérias e macroalgas, tal como o
potencial antioxidante que os extratos das mesmas bactérias possuem, sendo que o extrato
da bactéria associada BB16 foi o que demonstrou um maior interesse devido aos
excelentes resultados antioxidantes obtidos. Apesar de se ter verificado um efeito protetor
em um dos modelos celulares pelo extrato da bactéria BB16, torna-se importante com esta
biblioteca de extratos de bactérias proceder futuramente a analise de outras atividades

biolégicas de modo a avaliar todo o seu potencial biotecnoldgico.
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O trabalho realizado e os resultados obtidos realcam o potencial biotecnolégico dos
recursos marinhos da costa de Peniche, nomeadamente das bactérias associadas das
macroalgas Asparagopsis armata, Bifurcaria bifurcata e Sphaerococcus coronopifolius.
No entanto, estes foram os primeiros passos de um longo percurso de investigacdo onde
muitos ensaios serdo necessarios para comprovar a possivel aplicabilidade destes
extratos/moléculas produzidos por estes organismos marinhos.

A prdxima etapa para os extratos de bactéria associada BB16 e outros extratos de
bactérias com potencial antioxidante sera o processo de identificacdo, isolamento e
purificacdo das moléculas responsaveis pela atividade antioxidante. Neste campo de
trabalho podera ser interessante comegar por elaborar técnicas de cromatografia simples
que fracionem os extratos brutos obtidos em grupos de moléculas mais reduzidos. Esta
etapa inicial pode ser concretizada pela realizacdo de uma cromatografia liquida em vacuo
(VLC), onde séo utilizados solventes organicos com diferentes polaridades que ao passar
por uma coluna de cromatografia, com caracteristicas especificas (por exemplo silica gel
60), ird eluir um grupo especifico de compostos. Numa fase mais adiantada, técnicas
analiticas como por exemplo a cromatografia liquida (LC) e/ou gasosa (GC) e
espectrometria de massa (MS) serdo essenciais para identificar de forma especifica cada
molécula. Este processo deverd ser acompanhado em paralelo com ensaios in vitro, de
modo a verificar se existe aumento ou perda de atividade. Para complementar este trabalho
sera necessario realizar ensaios de avaliacdo do efeito protetor de outros extratos de
bactérias associadas nos modelos celulares que demonstraram também potencial
antioxidante. Além dos modelos celulares utilizados, seria interessante testar estes efeitos
em células normais de modo a compreender se existe alguma seletividade para as células
tumorais.

Devido a enorme biblioteca de bactérias associadas obtida seria interessante
proceder a andlise de outras atividades biologicas, como antimicrobiana, antitumoral e
anti-inflamatoria, de modo a avaliar todo o potencial biotecnologico destas bactérias, sendo
este trabalho apenas um tipo de abordagem.

Tendo por base os resultados obtidos, fara sentido prosseguir com estudos das
bactérias associadas que exibiram os efeitos mais marcantes na avaliacdo da capacidade
antioxidante, contribuindo deste modo para a descoberta e desenvolvimento novas
moléculas com potencial antioxidante e, obviamente, para a divulgacdo do conhecimento

junto da comunidade cientifica nacional e internacional.
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