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Resumo

XAVIER, Rafaela Gomes. Modulagdo da viabilidade celular em relacdo ao
estresse oxidativo pelo pré-tratamento com a alga Gigartina skottsbergii 2015.
50f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

A terapia celular apresenta-se como uma estratégia promissora no tratamento de
diversas lesGes, indicando a possibilidade de reconstituicdo de um tecido danificado,
assim como o restauro da sua atividade fisioldgica. O ambiente inflamatério de uma
lesdo é composto por altas taxas de radicais livres, 0os quais sdo controlados por
mecanismos antioxidantes. A fracdo lipidica da alga vermelha rodoficea Gigartina
skottsbergii € caracterizada por apresentar acidos graxos dmega-3 (w-3), lipideos
com propriedades modulatérias de carater anti-inflamatério e antioxidante. Em
funcdo do potencial antioxidante da G. skottsbergii e devido a recorrente busca por
métodos capazes de reverter eficientemente o estresse oxidativo, esse estudo teve
por objetivo avaliar a capacidade da alga G. skottsbergii em promover a manutengao
ou melhoria da viabilidade das células NIH/3T3 apds a exposi¢cdo ao peroxido de
hidrogénio (H202). Para tanto as células NIH/3T3 foram pré-tratadas por 2 e 6 horas
com a fracdo lipidica da alga nas concentracbes de 1, 10, 50 e 100 pg/mL, e
posteriormente expostas ao H202 nas concentracdes de 50, 100 e 500 uM por 6 e 12
horas. A viabilidade celular foi estabelecida pelo ensaio colorimétrico MTT e 0s
dados analisados por andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05). Os
resultados demonstram que as células NIH/3T3 foram sensiveis ao H20:2 na
concentracdo de 100 uM em um tempo de exposicdo de 12 horas, onde a fracao
lipidica da alga mostrou-se capaz de induzir o aumento da viabilidade celular quando
as células NIH/3T3 foram pré-tratadas com 50 e 100 ug/mL por 6 horas (P=0.006). O
efeito modulatério de carater antioxidante € possivelmente um reflexo das
propriedades do w-3 presentes na fracdo lipidica da alga. Neste sentido este
trabalho permite vislumbrar a possibilidade de um tratamento prévio das células com
a fracdo lipidica desta alga antes da sua aplicacdo em terapias celulares que
envolvam a implantacdo em locais com altos niveis de estresse oxidativo, como em
lesbes teciduais.

Palavras-chave: terapia celular; Gigartina skottsbergii; acido graxo 6mega-3;
antioxidante; viabilidade celular



Abstract

XAVIER, Rafaela Gomes. Modulagdo da viabilidade celular em relacdo ao
estresse oxidativo pelo pré-tratamento com a alga Gigartina skottsbergii. 2015.
50f. Final Project (Biotechnology Undergraduate Program) - Bachelor of
Biotechnology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2015.

Cell therapy is a promising strategy for treatment of different lesions, indicating the
possibility to reconstitute a damaged tissue, as well as to restore its physiological
activity. The inflammatory environment of lesions has high concentrations of free
radicals, which are controlled by antioxidant mechanisms. The lipid fraction of the red
Rhodophyta Gigartina skottsbergii seaweed is characterized by presenting omega-3
fatty acids (w-3), which are lipids with anti-inflammatory and antioxidant modulatory
properties. Due to the antioxidant potential of G. skottsbergii and the recurring
research for methods to effectively reverse oxidative stress, this study aimed to
evaluate the potential of G. skottsbergii seaweed to maintain or improve NIH/3T3
viability after exposure to hydrogen peroxide (H202). In this sense NIH/3T3 cells were
pre-treated for 2 and 6 hours with 1, 10, 50 and 100 pg/mL of seaweed lipid fraction,
and subsequently exposed to 10, 100 and 500 pM of H202 for 6 and 12 hours. Cell
viability was established by the MTT colorimetric assay and analyzed by analysis of
variance (ANOVA) flowed by Tukey post-hoc test (P<0.05). Results demonstrate that
NIH/3T3 cells were sensitive to 100 uM of H202 in 12 hours of exposure, where the
seaweed lipid fraction was able to induce the increase in cell viability when NIH/3T3
cell were pre-treated with 50 and 100 pg/mL for 6 hours (P=0.006). The antioxidant
modulatory effect is possibly a reflection of w-3 properties, present in the seaweed
lipid fraction. In this sense, this study highlights the possibility of cell pre-treatment
with this seaweed prior to implantation in areas with high levels of oxidative stress,
such tissue lesion, for cell therapy approaches.

Key-words: cell therapy; Gigartina skottsbergii; Omega-3 fatty acids; antioxidant; cell
viability
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1. INTRODUCAO

Algas sao organismos fotossintetizantes expostos a intensas quantidades de
luz e oxigénio como meio de producdo energética, tornando-as altamente
suscetiveis a acdo de radicais livres (ROCHA et al., 2007). Dentre as classifica¢fes,
o filo das rodoficeas apresenta-se com o maior nimero de espécies de algas
marinhas (STENGEL et al.,, 2011). As rodoficeas apresentam a coloracao
avermelhada, devido ao verde da clorofila ser encoberta pelo pigmento acessoério,
localizado no interior do cloroplasto, a ficoeritrina (RAVEN et al, 2005). A alga
Gigartina skottsbergii € uma alga rodoficea, endemicamente localizada na regido sul
do continente sul americano, estendendo-se até a sua extremidade (RAMIREZ e
SANTELICES, 1991). A G. skottsbergii representa para essa regido uma grande
importancia ecologica, social e econébmica (MANSILLA et al., 2012). A extracdo de
carragenina, a sua porcdo polissacaridica, utilizada na industria para espessar
compostos é o seu principal mercado. Porém, ndo somente a fragdo polissacaridica
tem se mostrado interessante, uma vez que a fracdo lipidica da alga contem
diversos acidos graxos com propriedades relevantes. O extrato lipidico apresenta
acidos graxos poli-insaturados como os da familia émega-6 e dmega-3 (GRAEVE et
al., 2002). Atualmente, o 6mega-3 é uma classe de compostos diretamente
associados aos seus efeitos benéficos de cunho anti-inflamatdrio e antioxidante,
sendo o acido eicosapentaneoico (EPA) e o acido docosa-hexaendico (DHA) os
seus dois representantes (RICHARD et al.,, 2008). Diversos estudos relatam e
sugerem 0S mecanismos capazes de proporcionar as duas condicbes (anti-
inflamatoéria e antioxidante). Segundo Wang (2010) e Palaniswamy (2014) a
associacdo do perfil antioxidante principalmente da modulacdo enzimatica
proporcionada pela interacdo de EPA e DHA com as células, proporciona um
aumento de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPX) e catalase (CAT), assim como a ativacao e regulacao de genes e

vias de sinalizagao.

As propriedades antioxidantes de EPA apresentam-se como recurso a
manutengcdo da homeostasia e combate aos danos causados pelo

desbalanceamento dos sistemas oxidante e antioxidante, configurando um ambiente
13



de estresse oxidativo. A terapia celular apresenta-se como um promissor método de
tratamento para uma vasta quantidade de doengas (LARIJANI et al., 2012). Nesta
terapia ocorre a insercéo de células especificas ou de células indiferenciadas, como
as ceélulas tronco, normalmente em um ambientes com altos niveis de estresse
oxidativo como em lesOes teciduais severas, sendo exemplos lesdes
cardiovasculares e medulares. A pré-incubacéo da porcao lipidica de G. skottsbergii
com as ceélulas que serdo destinadas a terapia celular, pode ser uma alternativa de
potencializacdo da implementacdo destas no ambiente lesado, uma vez que este
ambiente em relacdo & insercao torna-se adverso a incorporacao efetiva das células
implantadas, dificultando a sua posterior adesao, proliferagcdo e liberacdo de
substéancias troficas, para que assim seja efetiva ao objetivo de diminuicdo da leséo
ou mesmo de reparo (CAPLAN e DENNIS, 2006; VALLE-PRIETO e CONGET,
2010).

14



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Algas

A hidrosfera terrestre, predominantemente representada pelos oceanos,
estende-se ocupando uma grande &rea ao longo do planeta, constituindo ao longo
das ultimas décadas um significativo recurso para a identificacdo e exploracdo de
novas substancias com potenciais terapéuticos. A particularidade dos ecossistemas
marinhos estabelece uma diversidade de condi¢cdes para a formacdo de mudltiplos
biocompostos (GAMMONE et al., 2015).

Os diferentes mecanismos de sobrevivéncia e adaptacdo das algas aos
multiplos perfis de nichos bioldgicos estende-se ao longo de 2,45 bilhdes de anos
(RASMUSSEN et al., 2008), havendo como consequéncia paralela a esse processo
a co-evolucdo de uma série de compostos bioquimicos. A determinacdo das
propriedades dos produtos bioguimicos decorrentes da evolucdo, ndo estdo ainda
plenamente elucidados no que diz respeito ao ambito de suas func¢des bioldgicas,
em virtude da grande diversidade ecoldgica existente e a variabilidade quimica
associada (STENGEL et al., 2011).

As algas apesar de apresentarem funcdes ecoldgicas e biolégicas similares
as plantas, dispdem de uma diversidade bioquimica tanto quanto significativa
guando comparadas. Dentre as algas, as multiplas circunstancias que as contornam,
na conjuntura de localizacdo, sazonalidade e forma de crescimento, por exemplo,
resultam na elaboracédo de diferentes niveis e tipos de compostos bioativos diante
aos estimulos recebidos (STENGEL et al.,, 2011). As propriedades de pigmentos
naturais, minerais essenciais, vitaminas, lipidios, enzimas e polissacarideos das
algas marinhas séo considerados como compostos promissores (MOHAMED et al.,

2012), e por conseguinte focos de interesse das suas competéncias e aplicabilidade.

Desta maneira, 0 que se observa € uma crescente averiguacado do potencial
valor comercial a diversidade de produtos biolégicos sintetizados por micro e
macroalgas, verificando-se uma expanséao recente a nivel de publicacdes cientificas
alusivas a estes organismos, essencialmente no contexto farmacéutico e
terapéutico, bioenergético e alimenticio (SMIT, 2004; DEMIRBAS e DEMIRBAS,

2011; PLAZA et al., 2009). Na area da saude a sua aplicacdo é visada em
15



decorréncia de propriedades antivirais, antialérgicas, anticancerigenas, anti-
obesidade, anti-inflamatéria, anticoagulante, antioxidante entre outras (TSAI e PAN,
2012).

2.1.1 Algas vermelhas

Do ponto de vista quantitativo, o grupo de espécies macrofitas marinhas mais
numeroso, pertence as algas vermelhas, com mais de 6000 espécies descritas
(COLLEN et al., 2013). Estas demonstram excepcionais aspectos estruturais, como
a presenca de tilacoides desempilhados, desprovimento de centriolos e flagelos e a
presenca de receptores constituidos de ficobiliproteinas (COLLEN et al., 2013). A
estrutura de parede celular é composta de um complexo formado por celulose,
galactanas sulfatadas (carrageninas e agar) além de varias hemiceluloses (POPPER
et al., 2011). Ecologicamente, sdo elementos importantes em diversos ecossistemas
de dominio pelagico, distribuindo-se também entre recifes de corais, em agua doce e
costas rochosas (COLE e SHEATH, 1990). A reserva energética polissacaridica é o
amido, disposto em forma de granulos no citoplasma (amido das florideas) (COLE E
SHEATH, 1990). Um mercado significativo economicamente de algas vermelhas foi
implementado principalmente pela sua porcdo de conteldo polissacarideo.
Utilizando como exemplo a carragenina, que por sua aplicabilidade na texturizacéo
de alimentos gerou um ganho no ano de 2010 superior a US$ 500 milhdes (BIXLER
e PORSE, 2011), assim como o lucrativo segmento de mercado com vendas
diretamente para o consumo humano que geram em torno de aproximadamente
US$1,300 milhdes ao ano (BLOUIN et al., 2011).

2.1.2 Conteudo lipidico das algas

O conteudo lipidico exibido pelas algas, no momento atual, vem sendo
explorado como uma fonte principal a distintos tipos de atividades, contemplando
areas como a producao de combustiveis renovaveis como o biodiesel (GRIFFITHS e
HARRISON, 2009) até a confeccdo de produtos cosméticos de beleza (PULZ e
Gross, 2004). No entanto, o entendimento do metabolismo lipidico nesses
organismos e as potenciais aplicacdes influenciadas por este processo ainda estao
sendo estabelecidos. A disposicdo da fracao lipidica nas algas € dividida em acidos

graxos do tipo monoinsaturados e poliinsaturados, que em inglés sdo denominados
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respectivamente “monounsaturated fatty acids” (MUFA) e "Poly Insaturated Fatty
Acids” (PUFA). Em relacdo a PUFA, a sua arquitetura de cadeias carbbnicas séo
constituidas por um nuamero superior a 18 carbonos, estando incluidos acidos graxos
do tipo 6mega-3 (w-3) como o acido eicosapentaenoico (EPA) e 6mega-6 (w-6)
como o acido araquidénico (AA) (CALDER, 2001).

A pluralidade do contetdo de acidos graxos poli-insaturados presentes nas
algas, sugere a abundancia de aplicabilidades que podem ser elaboradas. A
literatura relata potenciais propriedades terapéuticas, como por exemplo, para o EPA
no contexto de exercer agao contra patologias, como a artrite reumatoide e doencas
neurodegenerativas, promovidos pela sua capacidade e desempenho anti-
inflamatério e imunomodulatério (LORENTE-CEBRIAN et al., 2015), e também por
apresentar uma atividade de carater antioxidante (PALANISWAMY et al., 2014).
Além do EPA (4cido eicosapentaenoico), também o DHA (acido docosahexaendico)
outro acido graxo pertencente a familia 6&mega-3, previne diversas patologias, como
por exemplo, as envolvidas com o sistema cardiaco (HOLUB, 2009) e

neurodegenerativas.

A classe de glicoglicerolipideos, onde uma unidade de glicerol esta ligado
glicosidicamente em residuos de aclUcar de proteinas de membranas, também
apresentam propriedades interessantes. A partir de um estudo feito por Al-Fadhli
(2006), analisando a alga vermelha Chondria armata e a sua porcdo de
galactoglicerolipideos, obteve-se como resultados que estes elementos sdo dotados

de uma capacidade de controle e de acao antimicrobiana.

A quantidade e composicado da fracdo lipidica em algas depende da sua
esséncia taxondmica, da dindmica de esfera de crescimento, do seu ponto de
localizac&o e o periodo da estacdo do ano (STENGEL et al., 2011). Em um estudo
feito pro Kumari (2010), algas vermelhas apresentaram a menor variabilidade de
conteudo lipidico quando comparadas com algas marrons e verdes. A nivel de
temperatura, espécies de algas encontradas em ambientes mais frios apresentam
contetdos de PUFA mais elevado em comparacdo a representantes de habitats
mais quentes, 0s quais detém mais acidos graxos monoinsaturados (KUMARI et al.,
2010).
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2.1.3 Gigartina skottsbergii

A Gigartina skottsbergii € uma alga rodoficea, conhecida comumente por
“cuero de chancho” ou “roja luga” (MANSILLA et al., 2012), estabelecida em um
ambiente protegido do tipo subtidal, presente endemicamente na regido sul do
continente latino americano (RAMIREZ e SANTELICES, 1991). Encontrada pela
costa da Argentina, da provincia de Chubut estendendo-se em direcdo as ilhas
subantarticas (PIRIZ, 1996). Na costa chilena estdo presentes em Corral (39 ° 88'S)
(RAMIREZ e SANTELICES, 1991), uma pequena cidade no sul do pais localizada
na provincia de Valdivia, até a Peninsula Antartica (63 ° 23'S) (BISCHOFF-
BASMANN e WIENCKE, 1996). A principal regido de producdo de biomassa

proveniente da G. skottsbergii € a localidade de Magalhdes, no Chile, com uma

producdo em torno de vinte mil toneladas da alga seca (MANSILLA et al., 2012).

A alga G. skottsbergii dispdem-se horizontalmente sobre os substratos por
estruturas basais especializadas de ancoragem, que proporcionam o crescimento e
fixacdo a superficies de pedras, rochas e conchas bivalves (MANSILLA et al., 2012).
Na por¢cdo da sua fronda assume variados tamanhos e organiza-se na forma
orbicular podendo chegar a uma largura de 1,5 metros. Dependendo da localizagéo
geografica sdo capazes de desenvolver-se em profundidades que variam de 4 a 30
metros. A sua disposicdo de crescimento tende a diminuir a disponibilidade de
substratos, desfavorecendo o desenvolvimento de outras espécies. Apresentam-se
em estruturas grossas, com um ciclo de vida isomorfo, com uma coloracao
vermelha-purpura (MANSILLA et al., 2012).

Figura 1 - Fotografia da alga Gigartina skottsbergii em meio ao seu habitat. Fonte: © Dirk Schories
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Figura 2 - Fotografia da alga Gigartina skottsbergii em meio ao seu habitat. Fonte: © Departamento
de ciéncias e recursos naturais, Faculdade de Ciéncias, Universidade de Magalhaes, Punta Arenas,
Chile.

2.1.4 Gigartina skottsbergii - conteudo lipidico

Avaliando as caracteristicas de acidos graxos especificos em macroalgas da
Antartida e da regido Artica, Graeve (2002) identificou pela primeira vez diferentes
taxas de lipidios em diversas espécies, conforme visto na figura 3. Este trabalho foi
realizado afim de obter dados em relagcdo as composicdes lipidicas e as relacdes
filogenéticas existentes, assim como 0 aspecto quantitativo para posterior utilizacao
como potenciais agentes terapéuticos. A analise da ordem gigartinales representada
pela G. skottsbergii proveniente da Antartida indica as diferentes familias lipidicas
gue as constituem. A G. skottsbergii apresenta uma quantidade de 28,4% de acido
palmitico (16:0), 22,2% de acido araquidbnico (AA) (20:4 (n-6)) e 25,2% de acido
eicosapentaenoico (EPA) (20:5 (n-3)). As significativas quantidades de AA e EPA
coincidem com as principais vias de acumulacao de acidos graxos poli-insaturados

conforme os dados apresentados na figura 4.

Fatty Palmanales Cagartinales Acrochactialos Rhodymeniales
actdds Dovaloraoa Palmana Palmaria Gymnogongrus Clgartina Auvdownolla Rbodymmenia Hymonocladi-
ramentacea palmata docipions turquetss skottsbergi purpurea subantarctica opsis crustigona
(Arc) (Arc) (Ant) (Ant) (Ant) (Ant) (Any (Ant)
14:0 o8 57 w4 1.9 2.2 1.5 7.5 15
150 06 - 0.5 02 0.4 - - 0.5
16:0 255 194 20.9 204 8.4 236 20.5 0.4
16:1(n-7) 20 03 28 21 3.5 o9 2.7 44
16:1(n-5) - - - 2 4 xS 03
16:2(n-4) 04 - 0.4 - 1.8 06
16:3(n-4) - - 0.1 0.5 - - o
16:4(n-1) 04 - - - 0.5 - 0.7 1.4
18:0 1.1 0.4 09 0.s 08 - 1.6 )
18:1(n-9) 7.5 2.1 7.0 1.3 10.7 2.0 125 19
18:1(n-7) 31 3.2 4.8 1.5 2.5 1.6 48 1.7
18:2(n-6) 3.4 0.5 0.4 3 0.7 o6 0.9 1.4
18:3(n-1) 41 - 0.2 - - - 1.1 o8
18:4(n-3) 7 - 0.4 - - - 4.1 1.8
20:4(n-6) 1.9 11 2.2 115 2.2 o4 1.0 85
20:4(n-13) o6 - - - - - =
20:5(n-3) 24.2 673 a0.n 443 25.2 603 108 $7.3
22:6(n-3) 1.0 - 0.7 0.5 - - - .5
SAFA 15.9 251 0.7 3.5 11.0 251 28.0 343
MUFA L] « 14.7 8O 187 a5 0.0 10.3
PUFA 433 0 1.7 60,0 a4 704 20.4 548
(n-6) FA 5.3 1.6 2 15.1 22.9 101 1.9 119
(n-3) FA 57.2 67.3 51.1 4aas 252 603 15 40.3
(-3 (n-6) 70 22 199 1.0 1.1 6.0 L] 1.4

Figura 3 - Composicdo de acidos graxos de rodoficeas. Em (massa %) da porcdo artica (Arc) e
Antartica (Art) do planeta. Fonte: GRAEVE et al., 2002.
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Figura 4 - Esquema da rota de acumulagédo de acidos graxos. FONTE: GRAEVE et al., 2002.

2.2 Espécies reativas

A mais de um século, pela primeira vez, os radicais livres foram descritos por
Moses Gomberg (GOMBERG, 1900). Porém, somente na década de cinquenta foi
proposto que os radicais livres poderiam estar em associacdo com 0s sistemas
biolégicos (COMMONER et al., 1954), sendo atualmente correlacionados como
componentes de diversas patologias (GERSCHMAN et al., 2005) e de processos de
envelhecimento (HARMAN, 2009). As espécies reativas proporcionam a geracao de
radicais livres, como as espécies reativas de nitrogénio (RNS) (NO, NO, e ONOO),
espécies reativas de lipideos (SPI) e de oxigénio (ROS) (O,-, OH, H,0,, RO, RO,,
02 e 0O3) entre outras, as quais estdo relacionadas a processos de sobrevivéncia,
proliferacdo, envelhecimento, senescéncia e morte celular (KAMINSKYY e
ZHIVOTOVSKY, 2014). Em organismos sob condicfes aerdbicas, conforme a figura
5, 0 O, molecular sofre reducao tetravalente até a formacdo de H,0 (LUSHCHAK,
2014), no entanto produtos como o0s superéxidos, os peroxidos de hidrogénio e as
hidroxilas também s&o produzidos, por intermédio da cadeia transportadora de
elétrons localizada internamente na membrana mitocondrial (KAMINSKYY e
ZHIVOTOVSKY, 2014). O processo executado na cadeia transportadora de elétrons
€ acoplado a fosforilacdo oxidativa, visando a producdo de energia em forma de
trifosfato de adenosina (ATP). A configuracéo eletrbnica do oxigénio apresenta uma
forte tendéncia ao recebimento de um elétron por vez, proporcionando a formacéo
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de intermediarios altamente reativos (BABIOR, 1997). O oxigénio molecular passa a
ser reduzido, resultando na formacé&o do anion superéxido Oz -Sofrendo em seguida
a reducdo por um elétron com concomitante aceite de dois protons, formando o
peroxido de hidrogénio (H,O), que ganhando mais um elétron forma o radical
hidroxila (OH), finalmente OH interage com um outro elétron resultando na
conformacdo de dois prétons da molécula de agua (LUSHCHAK, 2014). Diante
deste processo, as ROS sao definidas como subprodutos fisioldgicos que acabam

por criar espécies altamente reativas (BABIOR, 1997).

e e 2H" e H e H
Oh,_\_, 0, &L, H.,0, LL. DH"LLo 2 H,0

oxigénio radical perxido de radical Agua
superdxido hidrogenio hidroxila

Figura 5 — Evento de reducao tetravalente do oxigénio molecular (O2) .Formacao de agua, ocorrido
no interior da mitocéndria. Fonte: Adaptado de AMES et al., 1993.

Do oxigénio inalado por seres humanos, 95% é transferido e consumido pelas
mitocbndrias, o restante é utilizado por enzimas oxidases e oxigenases, havendo um
percentual de 2% a 5% de oxigénio que é reduzido de forma univalente,
promovendo a formacdo de radicais livres (MAZZA et al., 2007; BARBOSA et al.,
2010). A dinamica de producado de radicais livres € estabelecida afim de haver o
cumprimento das atividades bioldgicas necessarias, sendo dessa maneira
executado fisiologicamente de forma continua (BARBOSA et al., 2010). O excesso
de radicais livres ou o desiquilibrio entre a producdo destes com a ineficiéncia da
sua remocao, configura uma situacdo de estresse oxidativo. Varias evidéncias
sugerem que a oxidacdo das biomoléculas desencadeadas pelo estresse oxidativo,
desempenham um papel chave em diversas doencas (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1999) como na aterosclerose (BANKSON et al., 1993), no diabetes (JOHANSEN et
al., 2005), em processos infecciosos, no cancer (KHANNA et al., 2014), na
insuficiéncia cardiaca (TANIYAMA e GRIENDLIN, 2003), em patologias
neurodegenerativas como Alzheimer (DI DOMENICO et al., 2014), Huntington
(BORLONGAN et al., 1996) e Parkinson (HALLIWELL, 2001), pelo potencial dano

causado em células e tecidos.
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A consequéncia da alta reatividade das ROS é a possibilidade de promover
lesGes oxidativas ocasionadas pela suas interacbes com diversos complexos
enzimaticos, membranas, conteudo lipidico, e demais componentes da arquitetura
celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1987). Desencadeando, assim, processos
como a peroxidacdo lipidica que pela agressdo gerada a &cidos graxos
principalmente das membranas, comprometem as células como um todo,
culminando drasticamente com a morte celular (ROSS e GLEN, 2014). As funcdes
mitocondriais também podem ser prejudicadas, pela interferéncia na quantidade de
ATP produzido, subsequentemente facilitando a morte celular por necrose
(ORRENIUS et al.,, 2007), da mesma forma que enzimas liberadas pelas lesdes,
como o citocromo c, por exemplo, podem passar a ativar vias de apoptose celular
(KAMINSKYY e ZHIVOTOVSKY, 2014). O estresse oxidativo € combatido por
antioxidantes que podem ser absorvidos pela dieta ou produzidos pelo organismo,
representados por um ampla classe de compostos (HUANG et al., 2005).

2.2.1 Peroxidacéao lipidica

Peroxidacao lipidica, sdo reacdes envolvendo predominantemente as ROS
gue reagem com o0s acidos graxos do tipo poli-insaturados (ROSS et al., 2014),
produzindo o radical peroxila capaz de reagir com outros acidos graxos adjacentes a
regido ou se reduzir formando o hidroperéxido de lipidio, composto suficientemente
estavel para ser facilmente assimilado por varios tecidos incluindo o sangue
(GUTTERIDGE, 1995). A nivel celular a progressdo desse tipo de reacdo e 0s
produtos gerados podem interferir na maior permeabilidade da bicamada lipidica da
membrana, ocasionada pela interferéncia dos radicais em canais ibnicos e proteinas
de transporte (KEHRER e KLOTZ, 2015). O grau de oxida¢ao para acidos graxos é
proporcional ao grau de instauracdo apresentado, promovido pela susceptibilidade
das ligacdes duplas favorecida pela baixa energia de dissociagdo homolitica
(KEHRER e KLOTZ, 2015), sendo assim o acido palmitico o menos oxidavel e o
DHA o mais suscetivel (RICHARD et al., 2008).

2.2.2 Radicais livres e lesdes

Os radicais de oxigénio ndo sao gerados somente no ambiente mitocondrial,

mesmo sob condigbes metabodlicas normais. Em situagbes de ataque ou injuria,
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células do sistema imune, como os macréfagos e os neutrofilos, produzem ROS por
intermédio de uma ligacdo com a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato na sua
forma reduzida de (NADPH)-oxidase, com a finalidade de promover morte celular e
atividades bactericidas (KHANNA et al., 2014). A NADPH-oxidase é encontrada
também em linhagens de células humanas tumorais onde liberam radicais
(HALLIWELL e CROSS, 1994).

Em uma situacdo metabdlica equilibrada a eliminacdo de ROS é controlada
por um sistema antioxidante onde, nos mamiferos, este sistema é composto
essencialmente por duas vias, a enzimatica e a ndo enzimatica. Como ja
mencionado, o desequilibrio entre a geracdo de ROS e a sua eliminacéo resulta no
estresse oxidativo (KHANNA et al., 2014). Processos inflamatérios tem como
finalidade proteger o local da injuria, porém a atividade de defesa do sistema imune
realizado por neutréfilos, macrofagos, eosindfilos e diversas citocinas pro-
inflamatorias entre outros induzem ambientes de estresse oxidativo e diminuicao de
atividades antioxidantes (RAMOS et al., 2000). Diante de situacbes de inflamacdes
cronicas relata-se, como um conceito geral, ser esta a causa da ativacdo de muitos
mecanismos de envelhecimento precoce e promocao de diversos tipos de canceres
(KHANNA et al., 2014).

2.2.3 Antioxidantes

Evolutivamente os organismos aerdbios multicelulares passaram a fazer
adaptacdes cada vez mais complexas para assegurar a utilizacdo do oxigénio a
promocdo de energia em todas as células que necessitam. Paralelamente,
ocorreram evolucbes também na defesa antioxidante para prevenir e combater os

efeitos toxicos provocados pelo oxigénio (ARUOMA, 1998).

s

Em humanos a defesa antioxidante € complexa, incluindo moléculas
provenientes da ingestdo pela dieta e moléculas endogenas como enzimas. A
defesa enddgena do tipo enzimatica € composta por glutationa peroxidase (GPx),
dismutase (SOD) e catalase (CAT). A enzima SOD catalisa a dismutagdo de
superoxido (Oz2) convertendo-o em peroxido de hidrogénio (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). Existem diversos tipos de SOD’s com variados cofatores

associados, como por exemplo nas mitocondrias de células humanas, onde a
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enzima detém manganés (Mn) em seu sitio ativo, ou no interior do citosol onde a
enzima pode ter cobre (Cu) ou Zinco (Zn) no seu sitio ativo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE,1999). As enzimas GPX e CAT sao responsaveis por interferir no
acumulo da espécie reativa H,O, (BARBOSA et al., 2010). A catalase converte H,0,
em O, e agua, ja GPX esté relacionada a fungcéo antioxidante da glutationa na forma
reduzida (GSH) com atividade peroxidasica (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

O sistema antioxidante n&o-enzimético € adquirido por fontes dietéticas,
sendo eles minerais como 0 magnésio, 0 selénio, 0 zinco e o0 cobre, e também
vitaminas e seus precursores como a vitamina E, a vitamina A e carotenoides como

o licopeno e luteina (BARBOSA et al., 2010), entre outros.

A atividade das enzimas contribui para a minimizacdo de danos de origem
oxidativa, pelos mecanismos de prevencao, eliminacdo e controle de radicais livres,
impedindo, assim, muitas vezes, a propagacéo de reagdes em cadeia que culminem
em dano celular (BARBOSA et al., 2010). Situacdes, por exemplo, em que ocorrem
mutacBes capazes de alterar o potencial de defesa dessas enzimas podem
contribuir para a formacdo de estresse oxidativo em um ambiente. Assim como o
excesso de enzimas antioxidantes pode ser prejudicial por perturbar o equilibrio, que
deve ocorrer, entre producdo e eliminacdo de radicais livres (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999).

2.2.4 Algas marinhas e estresse oxidativo

Algas marinhas, como organismos fotossintetizantes, s&o expostas a
elevadas concentracbes de luz e oxigénio em seu habitat natural, promovendo
consequentemente a formacéo de agentes oxidantes fortes e radicais livres (ROCHA
et al., 2007). No aparato fotossintético, um alto contetdo de acidos graxos poli-
insaturados fazem parte da estrutura da membrana dos tilacoides (ROCHA et al.,
2007), sendo um dos constituintes celulares especialmente vulneraveis aos danos
fotodindmicos. No entanto, as algas apresentam-se estaveis a oxidacéo
(RAMARATHNAM et al., 1995), sugerindo assim a presenca de mecanismos e de
componentes antioxidantes (MATSUKAWA et al.,, 1997). Varios mecanismos de
acao vem sendo propostos afim de explicar a atividade antioxidante observada em

extratos de algas marinhas. Dentre estes encontram-se mecanismos que envolvem
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a doacao e o recebimento de elétrons, a eliminacdo de radicais livres e a capacidade
de interferir em processos que ocasionem principalmente a peroxidagdo lipidica
(ROCHA et al., 2007).

A constituicdo quimica das algas marinhas de acordo com a organizagédo das
suas estruturas, propicia um desempenho efetivo a processos antioxidantes. A
presenca de compostos vitaminicos hidrossolUveis como a vitamina C e lipossolavel
como a vitamina E; a presenca de elementos como o cobre, 0 zinco, o selénio e o
manganés, fundamentais para regulacado de enzimas antioxidantes (BATISTA et al.,
2009); a presenca em algumas espécies de algas de aminoacidos microsporinas,
capazes de absorver radiacao ultravioleta (UV) afim de diminuir os efeitos maléficos
provocados por ela (SHICK E DUNLAP, 2002); sdo exemplos de que a organizagao

e constituicdo celular das algas contribuem para a manutencédo da homeostasia.

Portanto, partindo-se do principio que as algas marinhas sdo organismos
expostos a intensa luminosidade e produzem altas concentracfes de oxigénio, as
algas passaram a apresentar-se como fortes sistemas antioxidantes em reflexo as

circunstancias altamente oxidativas em que vivem (ROZEMA et al., 2002).

2.3 Acidos graxos 6mega-3

Os acidos graxos 6mega-3 sdo por convencao acidos graxos poli-insaturados
gue apresentam uma dupla ligacédo entre os carbonos 3 e 4 a partir da terminagao
metil (NELSON et al., 2008), podendo apresentar até 6 ligacées duplas. O DHA, com
um total de 22 carbonos e seis duplas ligacdes, e o EPA, o qual apresenta um total
de 20 carbonos e 5 duplas ligacdes sdo exemplos de 6mega-3 (SIJTSMA e SWAAF,
2004), exemplificados na figura 6, 0s quais ndo sdo capazes de serem produzidos
por espécies animais. Presentes em quantidades significativas em 6leos de peixe, 0
crescente interesse nesses compostos é devido as suas notérias propriedades
benéficas para a salude quando integrados na dieta, o que passou a motivar o

estudo do seu potencial em mdltiplas frentes de aplicacdes.
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Figura 6 — Estrutura dos acidos eicosapentaenoico e docosaneoico. Fonte: Peter et al., 2013.

A propriedade antioxidante in vivo do EPA é sugerida em funcdo dos
resultados encontrados em pacientes, com prescricdo da ingestdo deste
componente, nos mais diversos tipos de tratamentos, onde observa-se a regulacéo
positiva de enzimas antioxidantes (MAHMOUDABADI e RAHBAR, 2014). Ensaios in
vitro (VAN DEN ELSEN et al., 2013) e in vivo (OKABE et al., 2011; PALANISWAMY
et al.,, 2014) tem reportado a supressao de ROS por parte do EPA, assim como
também vem fornecendo dados confirmatorios dos efeitos antioxidantes deste
componente. Ainda, a inibicdo da ativacdo de enzimas como a NADPH-oxidase —
geradora de radical livre reativo superdoxido — em ensaios com células cancerosas,
foi capaz de impedir o aumento induzido de ROS intracelular (MORRE et al., 2010),
concordando com outros estudos que indicam a atividade de eliminagdo de ROS
realizado por acidos graxos n-3 (RICHARD et al., 2008). Outro indicio sugere que o
EPA apresenta também atividade modulatéria, reduzindo a producdo de ROS por
intermédio de reguladores mitocondriais da producdo de peroxido de hidrogénio
(TAKAHASHI et al.,2002). Também tem sido sugerido por diversos investigadores
que por interferéncia direta o EPA poderia proporcionar a ativacdo de vias de
sinalizagio ROS-sensiveis (MULLEN et al., 2010; VAN DEN ELSEN et al., 2013). E
significativo também a capacidade do EPA de originar diferentes compostos
mediadores em decorréncia da sua origem lipidica, como resolvinas da série E,
moléculas em que relata-se uma importante atividade anti-inflamatéria (SEKI et al.,
2009). Neste caso, é provavel que o efeito antioxidante seja causa e
simultaneamente consequéncia do efeito anti-inflamatdrio que sao presenciados em
diversas situagdes in vivo. O acido graxo DHA € também investigado quanto a suas
caracteristicas anti-inflamatorias e antioxidantes (GIUDETTI e CAGNAZZO, 2012).
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Porém, relata-se repostas diferentes a niveis quantitativos e qualitativos da acéo de
EPA e DHA (RUSSELL e BURGIN-MAUNDER, 2012).

Em funcéo, portanto, de sua possivel atividade antioxidante e anti-inflamatéria
(RICHARD et al., 2008; VAN DEN ELSEN et al., 2013), a eficiéncia do EPA tem sido
verificado utilizando-se modelos de inflamacgdes crénicas em animais. Neste sentido,
vem sendo verificado o seu potencial em lesGes cerebrais isquémicas em roedores
(OKABE et al., 2011), mostrando a capacidade de aumento da expressdo de mRNA
de enzimas antioxidantes como a heme-oxigenase 1 (HO-1) em adipdcitos em
situacbes de estresse oxidativo (KUSUNOKI et al.,, 2013). O 6mega-3 também
mostrou a capacidade de modular a atividade de enzimas como a CAT e a SOD em
roedores com diabetes (DE ASSIS et al.,, 2012), e em roedores expostos a
compostos poluentes organicos (PALANISWAMY et al., 2014). O mesmo também
tem sido verificado em individuos acometidos por diabetes do tipo 2
(MAHMOUDABADI e RAHBAR, 2014).

2.4 Terapia celular

A terapia celular apresenta como objetivo funcionalizar um tecido lesado, por
intermédio de um transplante celular. As células utilizadas para este fim podem ser
de vérios tipos, no entanto, um tipo bastante preconizado sdo as células tronco.
Estas células podem ser definidas como células ndo diferenciadas caracterizadas
por uma importante plasticidade, e um elevado potencial de auto-renovacédo e
proliferacdo (FUCHS e SEGRE, 2000; YANG et al., 2009). Em decorréncia destas
propriedades, elas fazem parte de investigacbes para o remodelamento e a
reconstituicdo funcional de lesbGes teciduais (AGHA-HOSSEINI et al., 2010). A
classificacdo definida a essas células esta organizada em células embrionarias,

células sométicas pluripotentes induzidas (iPSCs) e células tronco adultas.

As células tronco embrionarias provem da massa celular interna do
blastocistos, sendo capazes de indefinidos perfis de multiplicacbes e de se
diferenciar em qualquer tipo célula constituinte de um individuo adulto (EVANS e
KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981). As iPSCs sao formadas a partir da técnica de
reprogramacao direta, a qual induz a pluripoténcia em células somaticas

(YAMANAKA, 2007; TAKAHASHI et al., 2007), através da transfeccéo, mediada por
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retrovirus, de determinados fatores de transcricdo proporcionando as células
somaticas a capacidade de expressar as propriedades e morfologia semelhantes as
células tronco embrionarias (TAKAHASHI e YAMANAKA, 2006). As células tronco
adultas, sdo provenientes de tecidos especializados do momento pds-embrionario,
porém sdo consideradas indiferenciadas e de carater multipotente (YANG et al.,
2009). Estas células tronco adultas estdo presentes em varios tecidos, como no
sistema nervoso central (SVENDSEN et al., 1999), no coracdo (URBANEK et al.,
2003), no bulbo olfativo (YUSTA-BOYO et al., 2004), na glandulas mamaéarias
(SHACKLETON et al., 2006), na epiderme (BENITAH et al., 2005), no tecido adiposo
(AUST et al., 2004), no foliculo capilar (DOTTO e COTSARELIS, 2005), nos olhos
(KOIZUMI et al., 2001), nos dentes (SLOAN e SMITH, 2007) e na medula 0ssea
(CHEN et al., 2006).

O processo inflamatério desenvolvido ap6s uma injlria, promove a geracao
de um ambiente com altas quantidades de espécies reativas, significativamente
proporcionada pelos mecanismos de atuacdo das células de defesa do sistema
imune (KHANNA et al., 2014). A adesédo, multiplicacdo, diferenciacéo e liberacao de
fatores tréficos realizado por células tronco em terapias celulares (CAPLAN e
Dennis, 2006; VALLE-PRIETO et al., 2010) pode ser comprometida pela hostilidade
presente no local de injuria, devendo-se desenvolver processos adaptativos que

promovam condi¢cdes a essas células suportarem as adversidades.

28



3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Em funcdo do potencial antioxidante da Gigartina skottsbergii e devido a
recorrente busca por métodos capazes de reverter eficientemente a um ambiente de
estresse oxidativo, esse estudo teve por objetivo avaliar a capacidade da alga
Gigartina skottsbergii em promover a manutencédo ou melhoria da viabilidade celular
sobre as células de fibroblastos NIH/3T3, apdés a exposicdo ao peroxido de
hidrogénio (H202).

3.2 Objetivos especificos

— Avaliar a viabilidade das células NIH/3T3 mediante a
exposicdo a diferentes concentracbes da porcédo lipidica da
alga Gigartina skottsbergii.

— Avaliar viabilidade das células NIH/3T3 mediante ao
tratamento prévio com a porcdo lipidica de Gigartina

skottsbergii e posterior exposi¢cao ao H20x.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Delineamento experimental

Os protocolos experimentais foram realizados em forma de duplicata cada um
repetidos trés vezes.

4.1.1 Obtencao da fracao lipidica da alga G. skottsbergii

A alga Gigartina skottsbergii foi cedida pela Universidad de Magallanes
localizada no Chile. A fracdo lipidica da G. skottsbergii foi extraida, purificada e
caracterizada mediante cooperacdo dos Programas de PoOs-graduacdo em Saude e
Comportamento da Universidade Catoélica de Pelotas no Laboratério de
Neurociéncias Clinicas e do Pés-graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccdo da

Universidade Federal de Pelotas.

4.1.2 Linhagem celular e cultivo celular

A linhagem celular de fibroblastos provenientes de embrides de
camundongos (NIH/3T3) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(PABCAM, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O cultivo das células
foi realizado no Laboratério De Cultivo Celular da faculdade de Odontologia da
UFPEL.

Para a realizacdo dos ensaios, as células armazenadas no interior de um
botijdo de nitrogénio liquido, foram descongeladas. Para tanto, retirou-se um tubo
criogénico contendo células NIH/3T3 do interior do botijado e manteve-se 0 mesmo
em banho-maria a 37°C até o contetudo tomar a forma liquida. Em seguida, no
interior da capela de fluxo laminar transferiu-se as células para o interior de uma
garrafa de cultivo (TPP, St. Louis, MO, EUA) com 25 cm? de superficie. Entéo
realizou-se a suplementagcdo com Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) com 10% de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island,
NY, EUA). A garrafa foi levada para a estufa sob a temperatura de 37°C, em
condicdo de atmosfera umida e 5% de CO2. Apos 24 horas, tendo havido adeséo

celular na parede de fundo da garrafa de cultivo, fez-se a troca do meio.

As trocas do meio de cultura foram realizadas quando o meio apresentava

alteracdo de cor, indicando alteracdo no pH, assim como quando haviam muitas
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células em suspensdo. Para tanto, o meio de cultivo pré-existente era retirado,
utilizando-se pipetas de 10mL, e apos, desprezado. As células aderidas na garrafa
foram lavadas utilizando o tampéo fosfato salino (PBS) (Gibco, Grand Island, NY,
EUA) na concentracdo de 1%, o mesmo foi removido e 10 mL de meio de cultivo

novo foi adicionado.

Ao atingir 80% de confluéncia realizou-se o repique celular. Inicialmente
desprezou-se 0 meio de cultivo pré-existente no interior da garrafa, lavou-se as
células com 2 mL de 1% PBS. Adicionou-se 2 mL de 0,25% Tripsina-EDTA (Gibco,
Grand Island, NY, EUA) para proceder a desadesdo celular e realizou-se o
acompanhamento no microscépio invertido TS100-F da marca Nikon (Qiagen,
Valencia, CA, EUA). Inativou-se a acdo enzimatica acrescentando 2 mL de meio de
cultivo, e entdo realizou-se a ressuspencdo do meio para desagregar
completamente as células. Em sequéncia, adicionou-se 8 mL de meio,
ressuspendeu-se o liquido total e fez-se a passagem celular, na razdo de 1:2. As
garrafas foram, entdo, levadas para estufa sob a temperatura de 37°C, em condicao
de atmosfera imida e 5% de CO2. Nas passagens seguintes, o processo de repique
foi realizado em razédo de 1:3. Trocas do meio de cultura foram realizadas quando o

meio apresentava alteracdo de cor ou quando haviam muitas células em suspenséo.

Para a realizacdo dos ensaios de viabilidade foi seguido as normas ISO
10993-5 (2009). Inicialmente, as células foram colocadas em placas de 96 pocos
(TPP, St. Louis, MO, EUA) em uma densidade de 2x10* por pogo em um volume de
100 pL de meio de cultivo. As células foram entdo armazenadas em uma estufa sob
temperatura de 37°C em atmosfera umida e 5% de CO:2 por 24 horas antes da
realizacdo do teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de

tetrazolina) com 20 pl por poco.

4.2 Protocolo experimental 1 - Ensaio de viabilidade celular da fragéo lipidica
da alga Gigartina skottsbergii

O protocolo experimental 1 foi realizado no intuido de avaliar se a fracdo
lipidica da alga G. skottsbergii seria prejudicial a viabilidade das células NIH/3T3,
conforme descrito no objetivo 1. Para tanto as placas, contendo as células na
densidade de 2x10* por poco e incubadas por 24 horas (descritas no item 4.1.2),

foram acrescidas de 100 pL da fracdo lipidica da alga Gigartina skottsbergii nas
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concentracdes de 1, 10, 20, 50 e 100 pg/mL. O grupo controle consiste em células
NIH/3T3 com apenas o meio de cultivo celular/suplemento comum a célula. As
placas foram entdo incubadas por 24 e 48 horas em estufa nas condicdes de 5% de
CO; e temperatura de 37°C. Ap0s este periodo realizou-se o ensaio colorimétrico de
MTT.

4.3 Protocolo experimental 2 - Avaliagao da viabilidade celular mediante o pré-
tratamento com Gigartina skottsbergii e insulto com per6xido de hidrogénio
(H202)

4.3.1 Insulto com peréxido de hidrogénio

As placas, contendo as células na densidade de 2x10* por poco e incubadas
por 24 horas (descritas no item 4.1.2), foram acrescidas de 100 pL da fracao lipidica
da alga Gigartina skottsbergii, nas concentragfes de 1, 10, 20, 50 e 100 pg/mL. As
placas foram entdo incubadas por 2 e 6 horas em estufa nas condicfes de 5% de
CO, e temperatura de 37°C. Decorrido esses intervalos de tempo, o meio de cada
poco foi desprezado e 100 pl de uma solu¢cdo composta por meio de cultivo e H,0O,
em concentracoes finais de 1, 10, 50 e 100 uM foi adicionado. Controles foram
elaborados afim de obter-se parametros de avaliacdo dos ensaios. Para tanto, um
grupo controle consistindo em células NIH/3T3 com apenas o meio de cultivo
celular/suplemento comum as células (Controle-Meio); e o0 outro grupo controle em
células expostas a somente ao agente oxidante (H,O,) nas concentracdes de 50,
100 e 500 uM (Controle- H,0,). As placas foram novamente incubadas por 6 e 12
horas em estufa nas condi¢bes de 5% de (CO,) e temperatura de 37°C. ApGs este

periodo realizou-se o ensaio colorimétrico de MTT.

4.4 Andlise estatistica

Os resultados obtidos através dos ensaios de viabilidade celular foram
analisados utilizando a analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias com 0
teste de Tukey, como analise post hoc quando necessario. Para todos os testes p<
0,05 foi considerado como significante. A elaboracdo dos gréficos foi realizada
atravées do programa GraphPad Prism, versdo 4.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, EUA).
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5. RESULTADOS
5.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1 - Viabilidade celular da frac&o lipidica da
alga Gigartina skottsbergii

O resultado de viabilidade das células NIH/3T3 frente as diferentes
concentragfes testadas (1, 10, 20 50, 100 ug/mL) da fracdo lipidica da alga G.
Skottsbergii demonstrou ndo haver diferenca estatistica significativa entre os grupos
testados (P=0,867).

1 24h

14
10 1

I 1
o o
AN e}

Control 1
100 4

Seweed concentration (ug.mL'1)

Figura 7 - Gréfico do protocolo experimental 1.Efeito das diferentes concentra¢gfes da fragdo lipidica
da alga G. skottsbergii (1, 10, 20 50, 100 ug/mL) na viabilidade das células NIH/3T3 apds o tempo de
exposicdo de 24 horas. O valor de P<0,05 foi considerado significante (Tukey test).

5.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 2 - Viabilidade celular mediante o pré-
tratamento com G. skottsbergii e insulto com per6xido de hidrogénio (H,0,)

Apbs a verificacdo de que a fracéo lipidica da alga G. Skottsbergii ndao alterou
a viabilidade das células NIH/3T3 nas diferentes concentracdes testadas em um
periodo de 24 horas, partiu-se para o protocolo experimental 2, buscando
contemplar o segundo objetivo do estudo. Quando as células foram expostas a
concentracdo de 50 uM de H,O, por 6 horas mediante ao pré-tratamento com a
fracdo lipidica da alga G. Skottsbergii por 2 e 6 horas, ndo houve diferenca

estatistica significativa entre as diferentes concentracdes testadas e o grupo controle
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(P=0,372). Assim como nao houve uma diferenca significativa entre os tempos de

pré-tratamento com a alga (P=0,679).
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Figura 8 - Grafico protocolo experimental 2 com 50 uM de H202 por 6 h .Viabilidade das células
NIH/3T3 ao serem submetidas a diferentes concentracdes da alga G. skottsbergii (1, 10, 50, 100
ug/mL), por periodos de tempo de 2 e 6 horas, seguido de 6 horas de insulto com 50 uM H202. O
valor de P<0.05 foi considerado significante (Tukey test).

Quando somente o tempo de exposicao ao H,O, foi alterado de 6 para 12
horas, observa-se um aumento de viabilidade estatisticamente significativa no grupo
exposto ao pré-tratamento por 6 horas com a fracao lipidica da alga em relacédo ao
pré-tratamento de 2 horas (P=0,018). Dentre 0s grupos que apresentaram a maior
viabilidade celular encontra-se (pré-tratamento de 2 e 6 horas): células+H,0,

somente e células expostas a 50 e 100 ug/mL de pré-tratamento com a alga

(P=0,000).
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Figura 9 - Grafico protocolo experimental 2 com 50 uM de H202 por 12 h Viabilidade das células
NIH/3T3 ao serem submetidas a diferentes concentracdes da alga G. skottsbergii (1, 10, 50, 100
ug/mL), por periodos de tempo de 2 e 6 horas, seguido de 12 horas de insulto com 50 uM H202. As
letras mailsculas indicam diferencas estatisticamente significativas com relagdo ao tempo de
exposicdo no pré-tratamento (2 e 6 horas). As letras mindsculas indicam diferenga estatistica
significativa entre as concentragfes testadas e grupos controles. O valor de P<0.05 foi considerado
significante (Tukey test).

Mediante ao aumento da concentracdo de H202 de 50 uM para 100 uM em
um tempo de exposicao de 6 horas observa-se que 0s grupos que obtiveram a maior
viabilidade estatisticamente significativa foram aqueles com o pré-tratamento de 50 e
100 ug/mL com 2 horas de exposi¢cdo e 10 e 100 ug/mL (P=0,011). Possuindo,
portanto uma viabilidade celular maior que os grupos Controle-H,O, e Controle-
Meio. Contudo, ndo sao observados valores estatisticamente significativos de

viabilidade celular entre os grupos Controle-H,O, e Controle-Meio.

35



100 uM/ 6 h H,O,

0.8+
3 2h
N 6h
0.6
3
< 044 2 _a_
E 0.4 b ks b b
_ T T
0.2
0.0 T T T T T
= - o o o — o [ o
> - rs) o = o =
S - -

Cell/H202 A
Cell
Cell/H202

Seweed concentration (ug.mL'1)

Figura 10- Gréafico protocolo experimental 2 com 100 uM de H202 por 6 h Viabilidade das células
NIH/T3T ao serem submetidas a diferentes concentracbes da alga G. skottsbergii (1, 10, 50, 100
ug/mL), por periodos de tempo de 2 e 6 horas, seguido de 6 horas de insulto com 100 uM H202. O
valor de P<0.05 foi considerado significante (Tukey test).

Quando a concentracdo de H202 foi mantida em 100 uM porém o tempo de
exposicao foi aumentado para 12 horas, observa-se que o grupo Controle-H20:2
possui uma viabilidade celular inferior que a do grupo Controle-Meio no periodo de
pré-tratamento de 6 horas (p=0,000). Verifica-se ainda que dentre todos 0s grupos
pré-tratados por 2 e 6 horas com a fracao lipidica da alga o grupo tratado com 50 e

100 ug/mL por 6 horas obtiveram a maior viabilidade celular (P=0.006).
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Figura 11 - Gréfico protocolo experimental 2 com 100 uM de H202 por 12 h Viabilidade das células
NIH/3T3 ao serem submetidas a diferentes concentracdes da alga G. skottsbergii (1, 10, 50, 100
ug/mL), por periodos de tempo de 2 e 6 horas, seguido de 12 horas de insulto com 100 uM H202. O
valor de P<0.05 foi considerado significante (Tukey test).

No tempo de exposi¢cdo de 6 (P=0,000) e 12 horas (P=0,000) de H,O, em

uma concentracdo de 500 uM, observa-se uma diferenca estatistica significativa
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entre o grupo Controle-Meio e os demais grupos (Controle-H,O, e concentracdes
testes). Contudo, o grupo pré-tratado com 6 horas da fracdo lipidica da alga

obtiveram, em conjunto, uma maior viabilidade celular quando comparados ao grupo

exposto por 2 horas.
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Figura 12 - Gréfico protocolo experimental 2 com 500 uM de H202 por 6 h Viabilidade das células
NIH/3T3 ao serem submetidas a diferentes concentracdes da alga G. skottsbergii (1, 10, 50, 100
ug/mL), por periodos de tempo de 2 e 6 horas, seguido de 6 horas de insulto com 500 uM H202. O

valor de P<0.05 foi considerado significante (Tukey test).
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Figura 13 - Gréfico protocolo experimental 2 com 500 uM de H20:2 por 12 h Viabilidade das células
NIH/3T3 ao serem submetidas a diferentes concentracdes da alga G. skottsbergii (1, 10, 50, 100
ug/mL), por periodos de tempo de 2 e 6 horas, seguido de 12 horas de insulto com 500 uM H202. As
letras mailsculas indicam diferencas estatisticamente significativas com relagdo ao tempo de
exposicdo no pré-tratamento (2 e 6 horas). As letras minUsculas indicam diferenca estatistica
significativa entre as concentra¢fes testadas e grupos controles. O valor de P<0.05 foi considerado

significante (Tukey test).
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6. DISCUSSAO

A fracao lipidica da G. skottsbergii € majoritariamente representada por EPA,
encontrado em um percentual de 25,2%, e AA correspondendo a 22,2% (GRAEVE
et al., 2002). O AA é um acido graxo da familia 6mega-6, integrante das membranas
celulares junto a porcao fosfolipidica. Nos humanos o AA exerce um papel
fundamental em situacdes inflamatorias e na fisiopatologia em geral (ASTUDILLO et
al., 2012). O EPA, da familia 6mega-3, mostra-se capaz de substituir o AA em
por¢cBes fosfolipidicas diminuindo assim a quantidade disponivel de AA a nivel de
substrato (JHO et al., 2004). Incialmente no presente estudo investigamos se a
fracdo lipidica da G. skottsbergii poderia demonstrar-se toxicas para fibroblastos
NIH/3T3 diminuindo a sua viabilidade celular. Os resultados demonstraram que
mediante a exposicdo das ceélulas por 24 horas com diferentes concentracdes da
fracdo lipidica da alga, ndo houve alteracdo da viabilidade celular quando
comparados com o0 grupo controle. Em concordancia com o estudo realizado por
Van den Elsen (2012) que com uma linhagem celular de mastdcitos humanos
“Human leukaemic mast cell line” (HMC-1) demonstrou que o AA, o EPA e o DHA
nas concentracdes de 1, 10, 25 e 100 pM, por um periodo de 48 horas também nao

foram capazes de demonstrar alteracao em relacao a viabilidade celular.

A pré-incubacdo das células NIH/3T3 com a fracdo lipidica da alga G.
skottsbergii foi incentivada pelos relatos reportados através da literatura das
propriedades antioxidantes dos 6mega-3 em geral, e particularmente do EPA (AZIZI-
SOLEIMAN et al.,, 2013; PALANISWAMY et al.,, 2014). Ao longo do tempo, as
observacdes feitas com relacéo a dieta consumida por esquimos a base de animais
marinhos como 0s peixes, dentre 0s quais uma ampla variedade apresenta uma
alimentacdo baseada na ingestdo de algas, fez com que diversos pesquisadores
passassem a questionar-se quais substancias proporcionavam a qualidade de saude
apresentada por estes individuos, descobrindo-se assim posteriormente a classe de
acidos graxos 6mega-3 (BANG e DYERBERG, 1980). Dentre os mecanismos
envolvidos para tal atividade relata-se a modulagéo de enzimas antioxidantes, como
0 contetudo de SOD , visualizado em situagbes, por exemplo, de experimento em
animais, os quais foram alimentados com uma dieta rica em acidos graxos 6mega-3

verificando-se o contedudo enzimatico (DE ASSIS et al.,, 2012); assim como a
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atuacdo do EPA como um significativo ativador do fator de transcri¢cao, fator nuclear
eritréide 2 (Nrf-2), o qual é responsavel pela defesa de insultos nas células,
modulando a expressdo de diversos genes relacionados com o estresse oxidativo
(PALANISWAMY et al., 2014; WANG et al., 2010). O fator Nrf-2 € sequestrado pela
proteina, kelch like ECH associated protein 1 (Keap 1), sua repressora citosolica, em
condi¢cBes basais. Porém, em uma situagéo de estresse oxidativo o Nrf2 é liberado
da inibicdo de Keapl, sendo Nrf2 agora capaz de ativar por meio da transcricao
génica uma resposta antioxidante (WANG et al., 2010). Kusunoki (2013) relatou que
PUFA 6mega-3 exerce um efeito de molécula antioxidante em adipécitos 3T3-L1,
promovidos através do aumento da expressédo da enzima heme oxigenase 1 (HO-1),
ativada por Nrf-2, uma vez que o grupo heme das hemoproteinas intracelulares em
condicBes de estresse oxidativo € liberado. Pelo fato do grupo heme livre ser toxico
para as células e iniciar processos como a peroxidagao lipidica, a inducéo de HO-1
passa a ser uma estratégia para degradacdo do grupo heme e manutencdo da
homeostase celular (RYTER e TYRRELL, 2000). O estudo de Han (2010) sugere
uma significativa associacao entre a ingestdo do EPA e o aumento da expectativa de
vida em animais, pela atenuacdo do estresse oxidativo e processos inflamatdérios,
ocasionados pela maior expressdo do receptor peroxisome proliferator-activated
receptor (PPARYy) e sirtuina (SIRT-1), gene que atrasa a senescéncia celular e que
esta relacionado com a regulacdo de enzimas antioxidantes como a SOD (TAO et
al., 2010). Estes resultados vém ao encontro, e em parte podem justificar, a
capacidade protetiva, sobre as células NIH/3T3, do pré-tratamento com a fracao
lipidica da alga nas diferentes concentragfes testadas, mediante ao insulto com 100

UM de peroxido de hidrogénio.

A concentracdo de 50 uM de H,O, por 6 e 12 horas foi utilizada como uma
concentracéo inicial para definir o padrdo de comportamento celular de acordo com
0 aumento gradativo de insulto. O resultado mais significativo nesta concentracéo, e
que motivou a duplicagdo da concentracdo para andlise da resposta celular, ocorreu
guando as células foram insultadas por 12 horas diante do pré-tratamento realizado,
pincipalmente, em 6 horas. O pré-tratamento com 50 e 100 ug/mL da fracéo lipidica
promoveu um aumento da viabilidade celular. Contudo, observa-se que o grupo
Controle-H202 também teve um aumento da viabilidade celular quando comparado

ao grupo Controle-Meio. E de comum acordo na literatura que o estrese oxidativo,
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guando em concentracdes elevadas, pode atuar essencialmente no dano celular
(VALLE PRIETO e CONGET, 2010). No entanto, em concentracdes menores 0
mesmo pode participar de vias de sinalizacdo celular e influenciar diretamente em
fatores de transcricdo génica (GORLACH et al.,, 2015; HADDAD, 2002). Assim,
possivelmente os resultados de maior viabilidade celular referentes ao pré-
tratamento com 50 e 100 ug/mL da fracdo lipidica, possivelmente somatizam o
comportamento frente a alga, uma vez que este grupo obteve uma viabilidade maior
que o grupo Controle-H20:2 indicando uma diferenca pela pré-incubagéo, e a possivel
sinalizacdo positiva modulada pelo H,O,, uma vez que é sabido a propriedade

sinalizadora por si s6 realizada pela sua presenca.

Em virtude destes resultados aumentou-se a concentracdo de H20:2 para
100 puM. Mediante a exposi¢cado ao H202 por 6 horas, o grupo Controle-H202 mostrou
uma viabilidade celular igual ao grupo Controle-Meio. Contudo, as concentracdes de
50 e 100 pg/mL, no pré-tratamento de 2 horas, e as concentracdes de 10 e 100
pg/mL, no pré-tratamento de 6 horas, da fracao lipidica mostraram um aumento da
viabilidade celular em relacdo aos grupo controles e demais concentracfes testadas.
Quando aumentou-se o tempo de exposi¢cdo de 100 uM de H202 para 12 horas,
obteve-se o0 resultado desejado, com reducdo estatisticamente significativa da
viabilidade do grupo Controle-H202 em relagcédo ao grupo Controle-Meio. Observa-se
gue o pré-tratamento com 10, 50 e 100 pg/mL da fracdo lipidica da alga, por um
periodo de 6 horas, aumentou consideravelmente a viabilidade das células NIH/3T3.
Neste contexto pode ser sugerido que o aumento da viabilidade ocorra devido a
capacidade antioxidante do EPA o qual, pelos mecanismos descritos acima, poderia
atuar neutralizando os efeitos danosos provocados pelo H,0,.

Mediante esses resultados poderia ser proposto, no ambito de terapia
celular, realizar-se um pré-tratamento das células com a fracao lipidica da alga G.
Skottsbergii por 6 horas utilizando-se a concentracdo de 50 pg/mL, no intuito de
garantir uma maior viabilidade das células quando implantados nos sitios de reparo
ou regeneracdo. Tem sido descrito na literatura que ambientes com altos niveis de
estresse oxidativo interferem negativamente na adeséao celular (AUGST et al., 2006)
e, por conseguinte, interferem na diferenciacdo, producdo e liberacdo de fatores
troficos, neovascularizagdo e imunomodulacdo (CAPLAN e DENNIS, 2006; VALLE-

PRIETO et al., 2010). Ainda a pré-incubacao de células com a fracao lipidica da alga
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G. skottsbergii, com a finalidade de terapia celular, sugestivamente poderia auxiliar
no estimulo & inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatdérias, uma vez que o
EPA apresenta uma expressiva acdo anti-inflamatoria (WANG et al., 2010). O
mecanismo proposto para essa acdo € a de que acidos graxos O6mega-3 sao
capazes de suprimir vias de ativacdo do fator nuclear kappa beta (NFkB) por
intermédio de Nrf2 (THIMMULAPPA et al., 2006). O trabalho de Gao (2007) mostra
que quando o EPA é submetido a uma situacédo de oxidacao in vitro, na sua forma
oxidada, ele promove um interacdo de forma direta com Keapl, dissociando a
porgcéo Nrf2 de Keapl, liberando Nrf2 para expressao (GAO et al., 2007). A resposta
anti-inflamatoria proporcionada por essa expressao ndao € completamente elucidada
e ainda necessita ser melhor investigada (WANG et al., 2010; GAO et al., 2007). O
fator de transcricao, fator nuclear kappa beta (NF-kB) é responsavel por ativar genes
pro-inflamatoérios, como por exemplo ciclo oxigenasse 2 (COX-2), envolvidos na fase
aguda da inflamacdo (BAEUERLE, 1998). A ativacdo de SIRT-1 também esta
intimamente associado com a supressao do estresse oxidativo pela inibicdo que
ocorre sobre NFkB (KUBOTA et al., 2009). Como AA é o substrato para a confeccao
de leucotrienos da série 4 e prostandides da série 2, mediadores de inflamacéo, a
substituicdo que o EPA executa colocando-se na membrana fosfolipidica, faz com
gue ocorra uma diminuicdo da quantidade destes compostos biologicamente ativos
(JHO et al., 2004). O EPA também disputa com AA as enzimas ciclo oxigenasse 1
(COX-1) e ciclo oxigenasse 2, (COX-2) assim com lipoxigenases, diminuindo a
producédo anti-inflamatéria (JHO et al., 2004; RINGBOM et al., 2001).

Na tentativa de extrapolar a capacidade celular de tolerar o estresse
oxidativo, as células NIH/3T3 foram expostas a concentracao de 500 uM de H,0,
por 6 e 12 horas. Observou-se a diminuicdo da viabilidade celular em todas as
concentracfes da fracao lipidica da alga, tanto no pré-tratamento com 2 horas como
com 6 horas. A explicagdo para a baixa viabilidade pode estar relacionado com o
mecanismo de peroxidacédo lipidica provocada pela oxidagcdo do conteudo lipidico,
intensificado pelo aumento de espécies reativas no local.

Contudo, entendemos que mais estudos devam ser realizados a respeito de
rotas de sinalizacdo deste composto, assim como ensaios em modelos animais,

para que possam ser vislumbrados quaisquer aplicacdes clinicas.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a conjuntura proporcionada pela interacdo de
uma célula NIH/3T3 com a fracdo lipidica da alga Gigartina skottsbergii, afim de
testar diferentes concentracfes do extrato e avaliar sua potencial toxicidade. Em
nenhuma das concentracdes testadas foi observado a inviabilidade celular. Ainda
verificou-se que o tratamento prévio com a fracdo lipidica desta alga foi capaz de
promover um efeito protetor sobre as ceélulas NIH/3T3, aumentando a sua
viabilidade. Neste sentido este trabalho permite vislumbrar a possibilidade de um
tratamento prévio das células com a fracdo lipidica desta alga antes da sua
aplicacdo em terapias celulares que envolvam a implantagdo em locais com altos

niveis de estresse oxidativo, como em lesdes teciduais.
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