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Participacao de um agente adrenérgico nao peptidico
na acao inotropica positiva da fracao polar da Bryopsis
pennata
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Resumo

As algas marinhas representam uma rica fonte de compostos bioativos, algumas delas precursoras de ferramentas
farmacologicas e de substincias potencialmente tteis para o desenvolvimento de novos firmacos. A macroalga Bryopsis
pennata, Cloroficea pertencente a ordem Caulerpales, sin. Bryopsidales é uma espécie tropical encontrada em diversos
costdes rochosos. Essa espécie produz uma defesa quimica toxica para organismos herbivoros e potencial de se tornar
invasiva e dominante em condi¢des ambientais favoraveis. Este trabalho é uma investigacao do efeito cardiotonico da
fragao polar da B. pennata .O cultivo, em ambiente controlado destituido de contaminantes, foi realizado no intuito de
comparar seus efeitos com os efeitos da alga coletada. O efeito cardiotdnico cronotrdpico positivo em tiras ventriculares
de anuros ficou fortemente evidenciado nos testes com fragdes polares de algas coletadas e cultivadas, ndo apresentando
diferencas significativas entre as fragdes. O propranolol antagonizou o efeito cardiotonico e enzimas endopeptidases
ndo reagiram com a fracao polar da B. pennata. Testes bioquimicos demonstraram que a fragdo com efeito cardiotonico
¢ de carater acido e apresenta peso molecular menor que 10.000 daltons.
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Abstract

Marine algae are a rich source of bioactive compounds and some of them have shown to be useful for the development
of new pharmacological tools and medicines. Bryopsis pennata, (Cloroficea, Caulerpales, sin. Bryopsidales) is a marine
algae that can be found in the Southeastern Brazilian coast and elsewhere. The species produces a toxic chemical defense
to the herbivorous organisms and possesses a potential to become invasive and dominant in favorable environmental
conditions.The present study is about the investigation of the cardiotonic effect of the polar extract of B. pennata. The
cultive in laboratory without any contaminants was made to compare studies performed with the collected algae extracts
and the ones cultivated effect. The cardiotonic effect in the anurou’s ventricular strips was strongly unequivocal when it
was tested with the polar extracts from the collected and cultivated algae. The propranolol antagonized polar effects of
these algae and the endopeptidase enzyme did not change the effects of polar extracts of Bryopsis pennata. Biochemical
tests showed that the polar fraction presenting the inotropic cardiac activity weighs less than 10.000 Daltons and has
an acid character.
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as algas como tratamentos para varias enfermidades
tais como verminoses, gota, nefrite e outras’.

Os avangos cientificos na farmacologia marinha tém
revelado diversos compostos bioativos, ampliando as
possibilidades de aplicacao das algas como fonte direta
de medicamentos ou inspirando a sintese de novas subs-
tancias a partir das estruturas moleculares descobertas.
Investigagdes sugerem que a fungio primaria dos meta-
boélitos secundarios das algas é deter a herbivoria, porém
ndo se exclui a possibilidade de outras funcdes e ativida-
des detectadas em ensaios laboratoriais>**.

A presenca de toxinas em diversas algas tem interes-
se para a saude publica, pois as mesmas podem pro-
vocar envenenamentos em populagdes que utilizam
algas em sua dieta. Outras espécies, porém, aparen-
temente nao tdéxicas, funcionam como complemento
nutricional ha algum tempo em paises consumidores
de algas, devido ao seu alto teor de vitaminas e iodo.
O problema do bécio endémico, que atinge deter-
minadas populagdes no mundo, poderia ser grande-
mente diminuido pela exploragao das algas, as quais
sao portadoras de alto teor de iodo, da ordem de 100
a 40.000 vezes maior que a quantidade existente na
agua do mar®.

Se considerarmos que, no mundo inteiro, muitos
individuos morrem de disturbios circulatérios, mais
do que de qualquer outro tipo de doenga, essa seria
uma forte razdo para que aumentassemos substan-
cialmente as pesquisas farmacoldgicas a respeito de
substincias de algas marinhas, para fomentar a pro-
dugdo de drogas antiateroscleréticas*®.

A agdo antibidtica de muitos extratos de algas, in-
clusive a atividade contra virus, bactérias, leveduras,
fungos e microalgas, esta bem estabelecida assim
como atividades anticoagulante, antilipémica, antitu-
moral, hipocolesterolémica, entre outras. A laminina,
isolada da alga Laminaria angustula previne a hiper-
tensdo em ratos e provoca a redugdo na forca dos bati-
mentos cardiacos, efeito inotrdpico negativo segundo

Freitas e Marsiglio”®. A espécie Ulva pertusa também
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apresentou efeito inotrdpico negativo’. Considerando
a relevancia das algas para os estudos farmacoldgicos,
Marques et al."” alertam que ao lado da continuida-
de dos levantamentos floristicos deve ser dada énfase
também a outras pesquisas, tais como aquelas sobre
a estrutura das comunidades e extragdo de produtos
naturais em géneros promissores como Laurencia, Di-
genea, Dictyota, Bryopsis e Codium, que podem sofrer
influéncias ecoldgicas, potencializando ou inibindo
(alterando), as sinteses de metabolitos secundarios.

Com potencial para se tornar invasiva, a macroalga
Bryopsis pennata (ordem Caulerpales), ¢ uma espécie
tropical encontrada em diversos oceanos. Além de
nao sofrer agdo predatoria de herbivoros marinhos,
produz defesa quimica toxica, promove alelopatia e se
reproduz facilmente a partir de pequenos fragmentos.
O extrato da Bryopsis pennata, em diferentes épocas
do ano, provocou o aumento no tonus muscular com
acdo inotropica e cronotropica positiva em coragio de
anuro. Relatou-se também a presenca de dois compo-
nentes ativos no extrato da alga coletada, ndo identi-
ticados, nas fragdes do extrato bruto da B. pennata,
0s quais possuem efeitos neurotoxicos reversiveis em
nervo sensorial isolado de crustaceo e inotrdpico e
cronotrdpico positivos em coragdo de anuros (Rana
Catesbeiana)*'.

A iniciativa do estudo de novas substancias oriun-
das do ambiente marinho vem sendo manifestada
pela equipe do Laboratdrio de Produtos Naturais de
Origem Marinha do Instituto de Biociéncias da USP,
onde abordam de maneira multidisciplinar os desa-
fios da investigacdo e o desenvolvimento da farmaco-
logia marinha. Bidlogos, veterinarios, quimicos, bio-
quimicos e farmacologistas, reunidos em torno desse
tema, tentam equacionar esfor¢os distintos em cada
fase da pesquisa. A observagao dos aspectos ecoldgi-
cos, as coletas, a extracio, a analise in vitro do extrato
e sua posterior purificacio para identificagdo da subs-
tancia ativa vém dependendo desses esforgos multi-

disciplinares.



Neste trabalho, estudamos a alga verde Bryopsis
pennata, sob o ponto de vista farmacolégico, e sua
acdo cardiotonica em coragdo de anuro. Utilizando
preparagoes bioldgicas e determinando, até onde nos
foi possivel, o efeito comparativo da alga cultivada
com a alga coletada no coragdo de anuros, testes bio-
quimicos foram realizados para elucidar o principio
ativo, além da resposta farmacologica diante de en-

saio cardiotonico com propranolol.

Material e Método

As macroalgas foram coletadas na Praia do Tom-
bo, Guaruja, Litoral Sul do Estado de Sao Paulo, em
Setembro de 2005 e 2006. Apos lavagem em agua do
mar esterilizada, uma parte das algas foi congelada e
a outra foi levada ao Laboratério de Cultura de Algas
do Instituto de Botanica de Sdo Paulo, transportadas
em frascos plasticos. O cultivo foi realizado com agua
do mar enriquecida com meio Von Stosch, salinidade
30-32 pps, temperatura 21 + 2 °C, irradiancia 40,0 -
60,0 umol fétons. m-2. s-1, fotoperiodo 14 h luz, 10 h
escuro.

As macroalgas foram quantificadas, homogeneiza-
das com metanol (1:10 m:v) e filtradas. O metanol foi
evaporado a vacuo (50 a 60 °C); a suspensao aquosa
contendo clorofila foi filtrada em papel filtro de celu-
lose centrifugado (Fanem Excelsa II 206°) a 5040 G
unid/10 minutos. O precipitado foi descartado e o so-
brenadante foi novamente submetido a evaporagio a
vacuo para obten¢ao de novo residuo. O residuo final
(fragao polar) foi diluido em agua destilada e mantido
a 20 °C negativos.

Foram preparadas Fragoes Polares de Bryopsis pen-
nata (FPBp) cultivadas e coletadas, separadamente.

A FPBp foi incubada com tripsina e quimiotripsina
(1 mg/mL) durante 15, 60, 90 e 120 minutos a 37 °Ce,
a seguir, testada na tira ventricular de anuro em uma
cuba de 10 ml. A concentragao final foi de 0,2 mg/ml

da FPBp tratado com tripsina e com quimiotripsina.
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Teste Cardiotdnico - Tiras ventriculares isoladas de

coragdo de ras da espécie Rana Catesbeiana foram uti-
lizadas neste ensaio. As ras foram sedadas com éter, e
em seguida foram submetidas a espinhalagao na colu-
na cervical. Nao foi utilizado nenhum outro anestési-
co, de modo a evitar que seus efeitos interferissem na
elucidacao dos resultados farmacoldgicos esperados.
A técnica seguiu rigorosamente as regras estipuladas
pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimenta¢ao
Animal). A preparagao foi realizada em uma cuba
com 10 mL de solugdo de Ringer (NaCI 111,2; KCI
1,4; CaCI2 1,0; NaH2P04 0,1; NaHCO3 24 e C6H1206
11,1), acoplada a uma unidade isoladora de estimulo
e um Estimulador (GRASS™). O 4pice da tira ven-
tricular foi conectado a um transdutor isométrico
(Narco Biosystems, F-50) e a parte basal fixada a um
gancho de vidro entre dois eletrodos de prata clore-
tada''. Administramos pulsos de 0,2 ms de duracio,
0,2 Hz de frequéncia em voltagem supramaxima de
100 v (monofésico). As respostas musculares foram
isometricamente registradas em um fisiografo (Narco
Biosystem, MK-II SER). A tensao utilizada foi de 0,5
g. Foram testadas quatro diferentes concentragoes da
FPBp coletada e cultivada (25 pg/mL, 50 ug/mL, 0,1
mg/mL e 0,2 mg/mL).

O ensaio também foi realizado com o propanolol,
bloqueador néo seletivo dos receptores adrenérgicos
B1 e B2. Utilizamos a concentragao de 0,2 uM de pro-
pranolol na cuba de 10 mL contendo FPBp na con-
centragao de 0,2 mg/mL.

Para caracterizar as substancias envolvidas na resposta
cardiotonica, a FPBp foi dialisada em tubo de ultrafil-
tragdo de 10.000 Daltons. A FPBp também foi estudada
quanto ao seu carater acido/base, utilizando-se uma co-
luna de troca i6nica Amberlite (IRA-400 AR, USA).

Resultados

Teste Cardioténico - Os resultados mostram que

substancias presentes na FPBp cultivada e também na
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coletada (n = 6) apresentam um efeito inotrdpico posi-
tivo reversivel em tiras ventriculares de anuros (Figuras
1 e 2). A agdo é dose-dependente quando comparada,
em porcentagem, ao efeito cardiotonico sem adigao da
FPBp. A CE,  foi de 1,118 mg/mL (Figura 3).

O propanolol (0,2 uM), menor dose que apresentou
efeito, adicionado a preparagdo do teste cardiotonico
ap6s a adigao da FPBp (0,2 mg/mL), concentragao de
maxima atividade miocontratil, antagonizou comple-
tamente o efeito inotropico positivo apos cerca de 40
segundos (Figuras 4 e 5).

Avaliacdo da natureza da FPBp - dialisamos a amos-

tra e constatamos que a fragdo ativa tem peso mole-

cular menor que 10.000 Daéltons. A fragdo dialisada
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Figura 1 - Resultado do efeito farmacolégico cardioténico

da alga cultivada, realizado em tiras ventriculares
de anuros. Observa-se na seta o inicio do efeito
inotrépico positivo da fragdo polar da alga B.
pennata cultivada na concentragao de 0,2 mg/mL
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Figura 2 - Resultado do efeito farmacoldgico cardioténico
daalga coletada, realizado em tiras ventriculares
de anuros. Observa-se em “C” a atividade
cardiotdnica registrada na tira ventricular sem
acdo farmacoldgica. A primeira seta indica
o momento da adi¢do da Fracdo Polar da Bp
(FPBp - 0,2 mg/mL), e nos segundos seguintes
o aumento progressivo da atividade inotrépica,
onde se evidencia uma continua atividade
positiva durante cerca de 80 minutos. Apos a
lavagem da amostra (“W”), o efeito inotrdpico
positivo se torna completamente reversivel,
atingindo a mesma amplitude do inicio do
experimento em apenas seis minutos
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foi submetidia ao tratamento com as enzimas tripsina
e quimiotripsina e, apds esse tratamento, verificamos
que estas ndo produziram nenhuma altera¢ao na agao
miocontratil (Figuras 6 e 7).

A atividade farmacologica do extrato bruto so é evi-
denciada quando submetida a fragao acida da amos-
tra (Figura 8), o que ndo ocorre com a fragao de cara-
ter basico (Figura 9), determinando dessa forma um

carater acido para a fragdo potencialmente ativa.

Discussao

Os resultados mostram que substincias presentes
em B. pennata apresentam um efeito inotrdpico po-

sitivo no corac¢do de anuro corroborando um estudo

Curva Dose+esposta do efeito inotrépico positivo da fragio polar da dga
Bryopsis pennata
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Figura 3 - Curva dose-resposta do efeito inotrdpico
positivo da fracdo polar da alga Bryopsis
pennata realizado nas doses 25 pg/mL, 50
pg/mL, 0,1 mg/mL e 0,2 mg/mL. N = 6” -
EC50 = 1.118 mg/mL - IC 95% = 0,3581 a
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Figura 4 - A figura mostra, na primeira seta, o resultado
do efeito farmacoldgico cardiotonico da alga
coletada, realizado em tiras ventriculares de
anuros na dose de 0,2 mg/mL. Ap6s cerca de
60 minutos de atividade cardiotonica maxima
da FPBp, administrou-se, na segunda seta,
dose unica de 0,2 uM do propranolol,
evidenciando apoés 40 segundos, seu efeito
bloqueador total sob a agdo da fragdo polar
da alga B. Pennata
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Figura 5 - Resultado do efeito farmacoldgico cardiotonico
daalga coletada, realizado em tiras ventriculares
de anuros na dose de 0,2 mg/mL. 150 segundos
ap6s a administragdo da FPBp, administrou-
se o propranolol (0,2 uM). Apos cerca de 70
segundos sob efeito do propranolol promoveu-
se total efeito bloqueador na atividade
cardiotonica da tira ventricular de anuro
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Figura 6 - Efeito inotropico positivo da FPBp coletada
(0,2 mg/mL) tratada durante 120 minutos
com a endopeptidase tripsina, evidenciando a
preservagdo do seu efeito farmacoldgico mesmo
na presenga da enzima

anterior realizado com a mesma espécie coletada em
Sao Sebastido (SP)! e contrastando com a espécie
Ulva pertusa que tem efeito inotropico negativo’. Ve-
rificamos que nao houve diferenga nas respostas car-
diotonicas entre as fragdes polares de algas cultivadas
e coletadas, mostrando que o cultivo ndo alterou a
producdo dos metabdlitos da alga e que os possiveis
contaminantes da alga coletada nao interferiram nas
respostas farmacologicas.

A quimiotripsina é uma endopeptidase que que-
bra diversas ligacdes peptidicas entre residuos do
lado C terminal dos aminodacidos fenilalanina, trip-
tofano e tirosina'. Se o substrato em estudo, subs-

tancias da macroalga B. pennata, nao foi sensivel ou
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Figura 7 - Efeito inotrépico positivo da FPBp coletada (0,2
mg/mL) tratada durante 120 minutos com a
endopeptidase quimiotripsina, evidenciando
a preservagio do seu efeito farmacoldgico
mesmo na presenga da enzima
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Figura 8 - A figura mostra, na primeira seta, o efeito

inotropico positivo da Fragdo Polar de carater
acido (0,2 mg/mL). Apds alguns minutos,
administrou-se o propranolol (0,2 uM), onde
se evidenciou o efeito antagbnico na agdo
cardiotonica da fracdo dialisada

!Fl ”(\I ! I

IFII

: l.fi;i;:mﬂhm | | H,ﬁfh’ i i\ L
B |||m——--+—1 E—

Figura 9 - A figura mostra que ndo ocorre efeito inotrdpico
positivo da Fragdo Polar de carater bésico (0,2
mg/mL) em momento algum

degradado por essas enzimas, isso indica fortemen-
te que ela ndo é de natureza proteica. Nesse caso,
podemos sugerir que seja um peptideo ativo com
poucas ligagdes, ou uma substancia de natureza
quimica néo peptidica.

A justificativa para a associa¢ao entre a fragdo polar
de B. pennata e o propanolol foi tentar elucidar seu
provavel mecanismo de agdo ja que o propranolol é
um B-bloqueador nao seletivo, que bloqueia recepto-
res B 1 e B 2 adrenérgicos, impedindo assim a agdo
da noradrenalina nesses receptores’. A adi¢ao in vitro
desse bloqueador antagonizou o efeito inotrépico po-
sitivo da fracao polar da B. pennata. Dessa forma, o

aumento de inotropismo induzido pela FPBp na tira
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ventricular de anuro estimulada eletricamente, po-
deria ser explicado por uma ag¢do despolarizante nas
terminagdes nervosas que chegam ao cora¢ao, via ter-

minais noradrenérgicos.

Conclusao

A atividade cardiotonica da fragdo polar é causada
por compostos com peso molecular menor que 10.000
Daltons, de carater acido e natureza nao proteica. O
cultivo ndo alterou a produg¢do dos compostos ativos

testados neste trabalho.
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A agdo inotrdpica positiva foi reversivel em tiras ven-
triculares de anuro. Esse efeito pode ser bloqueado por
propranolol, o que indicaria uma agéo indireta da fra-

¢do, ou seja, atuando via receptores noradrenérgicos.
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