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RESUMO 

 

 

GOMES, Vanessa Santos. Estudo da atividade anti-inflamatória e toxicológica 

em  extratos de corais do gênero Tubastraea. 2013. 76f. Dissertação (Mestrado em 

Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

O ambiente marinho é um dos ecossistemas mais diversos e complexos em 

termos de biodiversidade. As condições químicas, físicas e biológicas desse ambiente 

favorecem a produção de uma variedade de substâncias pela biota, transformando os 

produtos naturais marinhos em um dos recursos promissores na pesquisa por novos 

compostos bioativos. O gênero Tubastraea (Scleractinia, Dendrophylliidae) inclui 

corais ahermatípicos que produzem compostos secundários bioativos em situações de 

competição. No estado do Rio de Janeiro são encontradas duas espécies invasoras desse 

gênero, Tubastraea coccinea  e Tubastraea tagusensis. A primeira é amplamente 

distribuída nas águas tropicais do Atlântico e do Pacífico, e a segunda é nativa do leste 

do pacífico, ambas invasoras no Atlântico Sul. Este trabalho objetiva avaliar as 

atividades anti-inflamatória, antioxidante e toxicológica de extratos metanólicos de T. 

coccinea e T. tagusensis. As colônias de Tubastraea foram coletadas na Baía de Ilha 

Grande, Rio de Janeiro - Brasil e extraídas com metanol. A caracterização química foi 

realizada através da espectroscopia ultravioleta, visível e de infravermelho. Ação anti-

inflamatória foi avaliada pelo modelo in vivo de edema em pata de camundongo 

induzido por carragenina.  Atividade sequestrante de radicais livres foi avaliada pelo 

método do DPPH. Na avaliação toxicológica utilizamos o ensaio 

Salmonella/microssoma, na presença e ausência de ativação metabólica exógena, o 

teste in vitro de micronúcleo com células de macrófagos de rato e o teste de mortalidade 

com o microcrustáceo Artemia salina. Foi possível a distinção dos grupos químicos 

presentes nos extratos, com os resultados encontrados sendo corroborados com os 

presentes na literatura. Os extratos de ambas as espécies apresentaram inibição 

significativa no edema da pata nas doses testadas, em relação ao veículo. Ambos os 

extratos demonstraram capacidade pela captura do radical DPPH. Atividades citotóxica 

e mutagênica na ausência de metabolização exógena não foram observadas para as 

linhagens TA97, TA98 e TA102 nas duas espécies; para a TA100 o extrato de T. 

coccinea induziu citotoxidade na  concentração de 50 µg/placa. Os dois extratos 

induziram citotoxicidade na presença de metabolização exógena para a cepa TA98, 

tendo sido detectada também indução de mutagenicidade nesta linhagem para T. 

coccinea. Os extratos não foram capazes de induzir a formação de micronúcleos e não 

foram tóxicos para o microcrustáceo A. salina. A resposta inibitória do edema após 2 h 

da indução indica que os compostos presentes nos extratos atuam na segunda fase da 

inflamação, possivelmente pela inibição da produção de prostaglandinas. Os resultados 

sugerem que os extratos das espécies T. coccinea e T. tagusensis apresentam 

substâncias com potencial uso farmacológico, como agente anti-inflamatório e 

antioxidante. 

   

Palavras-chave: Tubastraea. Produto natural marinho. Ação anti-inflamatória. Ensaio 

Salmonella/microssoma. 



ABSTRACT 

 

 

The marine environment is one of the most diverse and complex ecosystems in 

terms of biodiversity. The conditions of chemical, physical and biological environment 

enables  the production of a variety of substances by the biota, transforming the marine 

natural products resources on a promising research for new bioactive compounds. The 

genus Tubastraea (Scleractinia, Dendrophylliidae) includes ahermatypic corals that 

produce bioactive secondary compounds in competitive situations. In the state of Rio de 

Janeiro are found two invasive species of this genus, Tubastraea coccinea and 

Tubastraea tagusensis. The first is widely distributed in the tropical waters of the 

Atlantic and Pacific, and the second is native to the eastern Pacific, both are invasive in 

the South Atlantic. This study is focused on the anti-inflammatory, antioxidant and 

toxicological evaluation of methanol extracts of T. coccinea and T. tagusensis. 

Tubastraea colonies were collected in the Ilha Grande Bay, Rio de Janeiro - Brazil and 

extracted with methanol. Chemical characterization was performed by spectroscopies 

ultraviolet, visible and infrared. Anti-inflammatory properties were assessed by in vivo 

carrageenan-induced mouse paw oedema. Radical scavenging was evaluated by DPPH 

method. In toxicological evaluation Salmonella/microsome mutagenicity assay, in the 

presence and absence of exogenous metabolic activation, the in vitro mammalian cell 

micronucleus test and mortality test to brine shrimp Artemia salina were performed. 

Distinct chemical groups in extracts were found, with the results being corroborated 

with the literature. The extracts from both species showed significant inhibition of paw 

oedema at the doses tested, in relation to the vehicle. Both extracts showed DPPH 

radicals scavenger capacity. Cytotoxic and mutagenic activities in the absence of 

exogenous metabolism were not observed for TA97, TA98 and TA102 strains by both 

species. T. coccinea extract induced cytotoxicity in TA100 at 50 μg/placa. Both extracts 

induced cytotoxicity in the presence of exogenous metabolism for TA98 strain, and was 

also detected induction of mutagenicity by T. coccinea extract. The extracts were unable 

to induce micronucleus formation and were not toxic to the brine shrimp assay. The 

inhibitory response of carrageenan-induced mouse paw oedema after two hours 

indicates that the compounds present in the extracts act on the second stage of 

inflammation, possibly by inhibiting prostaglandin production. The results suggest that 

the extracts of the species T. coccinea and T. tagusensis contain pharmacological 

substances with potential use as anti-inflammatory and antioxidant. 

 

 

Keywords: Tubastraea. Marine natural products. Anti-inflammatory action. 

Salmonella/microsome assay. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Os produtos naturais têm sido considerados cada vez mais importantes na pesquisa 

biomédica e no desenvolvimento de novas drogas. Estudos recentes têm demonstrado que 

invertebrados marinhos são fontes de inúmeros metabólitos secundários bioativos, devido à 

capacidade destes em produzir substâncias químicas utilizadas nos mecanismos de 

competição por espaço, defesa contra bactérias e predadores (BARTOLOTTA et al., 2009; 

BLUNT et al., 2011). Seus extratos ou substâncias isoladas podem apresentar ação citotóxica, 

mutagênica, anti-mutagênica, anti-inflamatória, antibactericida, antitumoral, ictiotóxica, anti-

incrustante, entre outras (AIUB et al., 2006; STANKEVINCINS et al., 2008; QI et al., 2009; 

LAGES et al., 2012). A atividade dessas moléculas é potente, principalmente devido a sua 

função de proteção e a capacidade de diluição do ambiente marinho, refletindo na toxicidade e 

efeitos colaterais (COSTA-LOTUFO et al., 2009). Assim, as pesquisas capazes de identificar 

as propriedades bioquímicas das substâncias oriundas de invertebrados marinhos, que podem 

ser usadas no desenvolvimento de novas drogas, são fundamentais (FAULKNER, 2002). 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Produtos naturais 

 

 

Substâncias químicas derivadas de recursos naturais são utilizadas no tratamento de 

doenças pelo homem desde a antiguidade. O primeiro composto farmacologicamente ativo 

isolado de um produto natural foi a morfina, em 1805, oriunda das sementes da papoula 

Papaver somniferum (LI; VEDERAS, 2009). 

Os produtos naturais (PNs) incluem compostos orgânicos obtidos de plantas, 

microrganismos, invertebrados e vertebrados de origem marinha ou terrestre, que podem ser 

biossintetizados em diferentes rotas metabólicas, possuindo funções biológicas diversas para 

o organismo produtor (SAMMARCO; COLL, 1997). 

Após a segunda guerra houve o aumento das pesquisas nessa área, principalmente na 

busca de novos antibióticos extraídos de microrganismos, incentivada pela descoberta da 

penicilina. Assim, a pesquisa dos produtos naturais como fonte de medicamentos, atingiu seu 

auge na medicina ocidental entre os anos 1970 e 1980, resultando em uma paisagem 

farmacêutica fortemente influenciada por moléculas não sintéticas (KOEHN; CARTER, 

2005; NEWMAN; CRAGG; KINGSTON, 2008; LI; VEDERAS, 2009). 

Após esse período houve um grande declínio nas pesquisas dos PNs causado tanto por 

razões comerciais quanto científicas. O desenvolvimento da química combinatorial aliada a 

introdução do high-throughput-screening ou triagem de alta produtividade (HTS) ofereceu 

uma perspectiva mais simples com a construção de bibliotecas de moléculas com grande 

variedade química, testadas em larga escala para alvos moleculares pré-definidos. 

Considerando que os extratos naturais consistem de misturas complexas, o fracionamento 

desse material pode gerar pequenas quantidades da substância bioativa diminuindo a 

possibilidade de detecção por HTS ou resultar em falsos negativos (GRAGG; NEWMAN; 

SNADER, 1997; KOEHN; CARTER, 2005; LI; VEDERAS, 2009).  

Os avanços na biologia molecular, celular e genômica também aumentaram o número 

de alvos moleculares e diminuíram os prazos exigidos pelo mercado para a descoberta de 

drogas. Estima-se que o tempo entre a descoberta do agente terapêutico potencial de origem 

natural e o seu lançamento no mercado é de aproximadamente uma década ou mais. Outro 

fato que levou a diminuição nas pesquisas na área dos PNs foi a probabilidade da substância 
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bioativa de interesse já ser um composto conhecido. Além dos pontos já citados, ainda 

existem incertezas na questão da coleta e exploração dos materiais biológicos, devido a 

entraves na legislação. São exemplos destes, o acesso e obtenção, as questões de propriedade 

intelectual, a influência das variações sazonais ou ambientais na composição química dos 

organismos vivos, além do risco iminente de extinção (GRAGG; NEWMAN; SNADER, 

1997; KOEHN; CARTER, 2005; LI; VEDERAS, 2009). 

Apesar das dificuldades atreladas a descoberta de fármacos oriundos de recursos 

naturais, a diminuição do número de novos lançamentos no mercado gerou o ressurgimento 

no interesse por PNs como fonte de novas substâncias bioativas. Os avanços nas técnicas de 

separação, purificação e identificação de misturas complexas e a diversidade estrutural 

presente na natureza, são os fatores responsáveis pela renovação do interesse (KOEHN; 

CARTER, 2005). 

O reconhecimento de que as bibliotecas de compostos puros foram desenhadas 

principalmente com base na acessibilidade química e por isso são limitadas, provocaram o 

interesse crescente na "síntese orientada pela diversidade" (do inglês "Diversity Oriented 

Synthesis", DOS) e em bibliotecas de "estruturas privilegiadas" (baseadas em drogas 

conhecidas ou estruturas de PNs) para produzir moléculas mais complexas e com uma melhor 

chance de atingir a bioatividade desejável (NEWMAN; GRAGG; SNADER, 2003a; 

NEWMAN; GRAGG, 2007; KOHEN; CARTER, 2005). 

Além disso, as HTS aliadas às bibliotecas de compostos sintéticos trazem a falsa 

impressão de eficiência pela possibilidade de se avaliar muitos compostos em um curto 

período de tempo, mas segundo Li e Vederas (2009) utilizando pouco mais de 7000 estruturas 

conhecidas de PNs foi possível a produção de mais de 20 medicamentos comerciais com uma 

taxa de sucesso de 0,3%, o que é muito superior a taxa de sucesso de 0,001% para HTS de 

bibliotecas de compostos sintéticos. 

Essa maior eficiência ocorre pelos PNs possuírem uma maior diversidade química 

quando comparada as moléculas produzidas pela química combinatorial, selecionadas por 

pressões evolutivas para interagir com uma grande variedade de proteínas e outros alvos 

biológicos específicos. Além disso, as moléculas naturais não servem apenas por elas 

mesmas, como também podem ser usadas como moléculas líder direcionando estudos com 

fins químicos ou genéticos (NEWMAN; GRAGG; SNADER, 2003b; BULL; STACH, 2007; 

HARVEY, 2008; BHATNAGAR; KIM, 2010).  
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1.2 Biodiversidade marinha 

 

 

O ambiente marinho é o ecossistema mais rico e complexo em termos de 

biodiversidade no mundo, cobrindo aproximadamente 75% da superfície da Terra, e possui 

representantes de 34 dos 36 filos existentes (COSTA-LOTUFO et al., 2009; YASUHARA-

BELL; LU, 2010). 

As espécies marinhas (incluindo poriferas, cnidários, bryozoários, tunicados e algas) 

possuem a habilidade de sintetizar metabólitos. Estes são utilizadas em mecanismos de 

competição por espaço e de defesa contra bactérias e predadores, tornando-os mais 

competitivos em um ambiente caracterizado pela limitação dos recursos (DONIA; 

HAMANN, 2003; LAGES et al., 2006; BARTOLOTTA et al., 2009).  

Os metabólitos produzidos pelos organismos marinhos podem ser divididos em dois 

grupos, primários e secundários. Os primários representam a base do metabolismo, sendo 

responsáveis pela sobrevivência e incluem carboidratos, proteínas, ácidos nucleicos, lipídeos e 

esteroides. Os metabólitos secundários são específicos e responsáveis pela interação do 

organismo com o ambiente, possuindo função de defesa, comunicação, entre outras 

(SAMMARCO; COLL, 1997). 

A produção dessas substâncias, principalmente os metabólitos secundários, transforma 

esses organismos em importantes recursos para a bioprospecção farmacológica e podem 

oferecer novos compostos com múltiplos usos (COSTA-LOTUFO et al., 2006).  

 

 

1.3 Produtos naturais de origem marinha 

 

 

Embora as plantas continuem a representar a principal fonte de novos compostos de 

origem natural, as pesquisas com cianobactérias e organismos marinhos têm aumentado nas 

últimas décadas, principalmente a partir de meados de 1960 (CARTÉ, 1993; PINTO et al., 

2002; ROCHA et al., 2011).  

As condições físicas e químicas desse ambiente, como amplitude termal (0-350ºC), 

pressão (1-1.000 atm), nutrientes (oligotróficos a eutróficos) e extensas zonas fóticas e 

eufóticas, são fatores importantes para a produção de uma variedade de moléculas com 
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características estruturais únicas (KIJJOA; SAWANGWONG, 2004). A diferença entre os 

compostos de origem marinha e terrestre se deve, em grande parte, aos elementos químicos 

disponíveis no mar, principalmente os íons haletos Cl
-
 19000 mg/L; Br

-
 65 mg/L; I

-
/IO3

-
 5 

x10
-4

 mg/L, o que permitiu aos organismos a incorporação desses elementos em suas 

estruturas orgânicas, com função especial na biossíntese de terpenos (FENICAL, 1982; HAY; 

FENICAL, 1996). Além disso, os metabólitos liberados na água são rapidamente diluídos e, 

portanto, precisam ser potentes para ter efeito (HAEFNER, 2003). Por estas razões, aliadas a 

grande biodiversidade no ambiente marinho, os produtos naturais marinhos (PNMs) são 

reconhecidos como material potencial para o desenvolvimento de fármacos (BEAUMONT et 

al., 2007). 

Segundo Blunt e colaboradores (2011), estima-se que dos 153.000 PNs conhecidos, 

22.000 são compostos originários de organismos marinhos, mas ainda existem muitos a serem 

descobertos. As atividades biológicas dos PNMs é vasta, incluindo atividade anti-incrustante 

(BURGESS et al., 2003), antiviral (MARTINEZ; DEL OLMO; BENITO, 2008), citotóxica e 

mutagênica (AIUB et al., 2006), anti-mutagênica (STANKEVINCINS et al., 2008), 

antitumoral (SCHWARTSMANN et al., 2001), antibiótica (BHATNAGAR; KIM, 2012), 

anti-inflamatória (FESTA et al., 2012), entre outras.  

Apesar da grande variedade de novos compostos e os múltiplos usos, a aplicação 

industrial dos PNMs ainda é limitada por conta da complexidade no desenvolvimento desses 

produtos (ROCHA et al., 2011). Um dos obstáculos encontrados é a quantidade de biomassa 

necessária para o isolamento da substância bioativa, pois em muitos casos os metabólitos são 

encontrados em quantidades traços no organismo e a coleta na natureza dos volumes de 

amostras necessárias aos ensaios pré-clínicos é inviável (HAY; FENICAL, 1996).  

Estima-se que a cada 5000 substâncias que entram na fase dos testes pré-clínicos 

(testes in vitro, farmacodinâmica, farmacocinética e toxicológicos) apenas 5 passam aos 

estudos clínicos e apenas uma molécula resulta num medicamento (COSTA-LOTUFO et al., 

2009). 

Mesmo com as dificuldades encontradas, existem inúmeros PNMs com patentes 

depositadas, medicamentos em fase clínica e alguns produtos já comercializados (Quadro 1). 

O potencial comercial desses produtos é alto, tanto que existem companhias especializadas na 

pesquisa e desenvolvimento desses fármacos, como a PharmaMar e a Nereus Pharmaceuticals 

(PROKSCH; EDRADA-EBEL; EBEL, 2003; HAEFNER, 2003; COSTA-LOTUFO et al., 

2009). 
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Quadro 1: Alguns exemplos de produtos naturais marinhos e seu status clínico. 

Composto Organismo Uso Status 

Aciclovir, Zovirax
®4

 
Esponja Tethya 

crypta 
Antiviral Mercado 

Ara A , vidarabina
®2, 4, 5, 6

 
Esponja Tethya 

crypta 
Antiviral Mercado 

Ara C, Citarabina
®2, 4, 5, 6

 

Esponja Tethya 

crypta 

 

Antitumoral Mercado 

Aplidina, Plitidepsina 

aplidin
®1, 3, 7

 

Ascídia Aplidium 

albicans 
 Antitumoral Fase I/II 

Avarol
4
 

Esponja Disidea 

avara 
Antiviral Pré-clínica 

Azidotimidina - AZT, 

zidovudina
®2

 

Esponja Tethya 

crypta 
Antiviral Mercado 

Crambescidin 800
7
 

Esponja Crambe 

crambe 

Antimalárico e 

citotóxico 
Mercado 

Metopterosina, OAS1000
1
 

Coral 

Pseudopterogorgia 

elizabethae 

Anti-

inflamatório e 

cicatrizante 

Fase I/II 

Pseudopterosina A, 

Resilience
®

 

(Estèe Lauder)
2, 7

 

Coral 

Pseudopterogorgia 

elisabethae 

Anti-

inflamatório e 

cicatrizante 

Mercado 

Salinosporamida A, 

Marizomib
®5, 6

 

Bactéria 

Salinispora tropica 
 Antitumoral Pré-clínica 

Trabectina, Yondelis
®1, 5, 6, 7

 

Ascidia 

Ecteinascidia 

turbinata 

Anticâncer Mercado 

Ziconotídeo, Prialt
®1, 2, 5, 7

 
Molusco Conus 

Magus 
Antinociceptivo Mercado 

1
HAEFNER (2003); 

2
KIJJOA; SAWANGWANG (2004); 

3
COSTA-LOTUFO et al. 

(2009); 
4
YASUHARA-BELL; LU (2010); 

5
MAYER et al. (2010); 

6
BHATNAGAR; 

KIM (2010); 
7
RADJASA et al. (2011). 

 

Apesar da grande diversidade encontrada no Brasil, o potencial tecnológico dos PNMs 

permanece pequeno, com um número reduzido de patentes em comparação com o resto do 

mundo. Um dos entraves é que a nossa lei de patente não aceita apenas a descoberta de um 

princípio ativo natural, mas exige que ele possua uma aplicação industrial e seja uma 

novidade inventiva, enquanto no exterior apenas o emprego de extratos/substâncias ativas na 

forma de composições farmacêuticas pode ser utilizada para o reconhecimento da patente 

(PUPO; GALLO; VIEIRA, 2007; BRASIL, 2010). 
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1.4  Cnidários como fonte de fármacos 

 

 

O filo Cnidaria é um grupo grande e diverso de invertebrados marinhos que possui 

mais de 11000 espécies, entre hidras, águas-marinhas, esponjas e corais. A pesquisa desse 

grupo foi, por muito tempo, limitada pelo habitat, com grande parte dos estudos restritos às 

regiões rasas ou entre-marés (ROCHA et al., 2011). 

Embora os cnidários não sejam os organismos marinhos mais pesquisados no campo 

dos PNMs, eles são considerados um dos grupos mais promissores como fonte de novas 

drogas de interesse médico, científico e econômico. Mais de 3000 compostos já foram 

descritos para esse filo, apenas na última década (SOTKA et al., 2009; ROCHA et al., 2011).  

Dentre os cnidários, os corais da classe Anthozoa são os animais dominantes no filo, 

com 7500 espécies (2/3 do total), divididos nas subclasses Octocorallia (corais moles) e 

Hexacorallia (corais duros). Os corais moles não possuem um esqueleto externo de carbonato 

de cálcio e o suporte estrutural da colônia é dado por espículas calcáreas, enquanto os corais 

duros possuem um esqueleto calcário que pode atuar como proteção contra predação.  Até 

pouco tempo, imaginava-se que apenas os octocorais produzissem metabólitos secundários 

com função defensiva, mas estudos têm mostrados que os hexacorais, principalmente da 

ordem Scleratinia, produzem esses metabólitos (alcalóides, sesquiterpenos, entre outros) e são 

importantes fontes de compostos bioativos (BAE et al., 2000; EPIFANIO; MAIA; FENICAL, 

2000; SHEU; CHANG; DUH, 2000; ALAM et al., 2001a; CHANGYUN et al., 2008). 

 

 

1.4.1 Gênero Tubastraea 

 

 

O gênero Tubastraea (Classe Anthozoa, Ordem Scleratinia, Família Dendrophylliidae) 

é caracterizado por apresentar corais azooxantelados, que não possuem algas simbiontes, e 

ahermatípicos, não produzem recifes. Estes corais residem em águas rasas, recifes de coral e 

costões rochosos tropicais (CAIRNS, 2000; MANGELLI; CREED, 2012). Esse gênero possui 

seis espécies: Tubastraea coccinea Lesson, 1829; Tubastraea micranthus (Ehrenberg, 1834); 

Tubastraea diaphana Dana, 1846; Tubastraea faulkneri Wells, 1982; Tubastraea floreana 

Wells, 1982 e Tubastraea tagusensis Wells, 1982. 
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Dessas, apenas a T. coccinea é cosmopolita, com as outras ocorrendo no Indo-pacífico, 

sendo que T. tagusensis pode ser observada no sudoeste do Atlântico. Colônias de T. 

micranthus foram descritas em uma plataforma de petróleo no Golfo do México (DE 

PAULA; CREED, 2004; SAMMARCO; PORTER; CAIRNS, 2010). 

Segundo De Paula e Creed (2004) o gênero Tubastraea foi provavelmente introduzido 

na costa brasileira por navios e/ou plataformas de petróleo no final da década de 1980, quando 

foram realizados os primeiros registros de incrustações em plataformas de petróleo na Bacia 

de Campos, região norte do estado do Rio de Janeiro. Contudo esse gênero foi reconhecido 

nos costões rochosos da Baía de Ilha Grande apenas no final da década de 1990, sendo que 

após essa data, passou a ser observado em várias regiões do estado (CASTRO; PIRES, 2001; 

DE PAULA, 2002).  

No estado do Rio de Janeiro podem ser encontradas duas espécies desse gênero, T. 

coccinea (Figura 1A) e T. tagusensis (Figura 1B) (MANGELLI; CREED, 2012).  

 

  

Figura 1: Espécies do gênero Tubastraea. A – Tubastraea coccinea e B – 

Tubastraea tagusensis. 

 

T. coccinea 

Coral de cor laranja, ahermatípico, comum em águas rasas de baixas latitudes nos 

oceanos Atlântico e Pacífico. Originário do Pacífico foi introduzido no Caribe em 1943 e 

possui hoje distribuição circumtropical (CAIRNS, 1994; PAZ-GARCÍA et al., 2007; DE 

PAULA; CREED, 2004; SHEEHY; VIK, 2010). O seu grande potencial invasor pode ser 

explicado por seu comportamento oportunista e alta fecundidade, colonizando todos os tipos 

de substrato. Ele se mostra como uma grande ameaça para espécies nativas (CREED; DE 

PAULA, 2007). 
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T. tagusensis 

Coral de cor amarela, ahermatípico, é endêmico do Arquipélago de Galápagos e agora 

ocorre na Ilha Grande, sendo mais abundante nessa região do que a espécie T. coccinea (DE 

PAULA; CREED, 2004; CREED; DE PAULA, 2007). Lages e colaboradores (2012) 

demonstraram que o extrato metanólico de T. tagusensis possui substâncias capazes de 

impedir a predação por peixes, podendo esse fato explicar o motivo de sua maior abundância 

na região de Ilha Grande.  

 

 

1.5 Fármacos anti-inflamatórios  

 

 

O mercado de analgésicos representa parte importante da receita para as indústrias 

farmacêuticas, com participação especial dos anti-inflamatórios não esteroides (AINES) 

(NORRIE PEARCE et al., 2007a). Muitos dos tratamentos atuais envolvem a utilização 

desses AINES, cujo alvo são as enzimas da cascata inflamatória ciclooxigenase (COX) e as 

fosfolipases, impedindo a formação das prostaglandinas, com ação analgésica, antipirética e 

anti-inflamatória. Apesar de essas terapias serem eficazes, algumas pessoas não respondem ao 

tratamento ou experimentam efeitos colaterais cardiovasculares e gastrointestinais 

(WILLOUGHBY; MOORE; COLVILLE-NASH, 2000; NORRIE PEARCE  et al., 2007a; 

VONKEMAN; VAN DE LAAR, 2010), sendo por isso necessários estudos capazes de 

encontrar fármacos que sejam alternativos a estes. 

 

 

1.5.1 Fármacos anti-inflamatórios de origem marinha 

 

 

Em umas das últimas revisões publicadas sobre os cnidários como fonte de substâncias 

bioativas, Rocha e colaboradores (2011) relataram que 22% dos compostos marinhos com 

potencial biotecnológico estudados na última década apresentaram atividade anti-inflamatória. 

Alguns destes compostos já se encontram no mercado ou na fase dos testes clínicos. 

Um dos exemplos mais interessantes é o caso do coral Pseudopterogorgia elisabethae 

coletado nas Bahamas, cujo extrato semi-purificado, rico em pseudopterosinas, é incorporado 
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em uma linha de produtos para cuidados da pele comercializados pela empresa Estée Lauder, 

devido às suas propriedades anti-inflamatórias e analgésicas. Um derivado da pseudopterosina 

A, chamado de metopterosina (OAS1000) está em ensaios clínicos fase I/II com a atuação de 

cicatrizante e anti-inflamatório (CORREA et al., 2009). 

Os mecanismos de ação anti-inflamatória dos PNMs são variados. As 

pseudopterosinas encontradas na gorgonácea P. elisabethae são mais eficientes que a droga 

comercial indometacina. Elas atuam inibindo a biossíntese de eicosanoides por inibir a 

fosfolipase A2, 5-lipooxigenase (5-LOX) e ciclooxigenase (COX), a desgranulação de 

leucócitos e a consequente liberação de enzimas lisossomais (CORREA et al., 2009). O 

Perthamide C, o componente mais abundante no extrato polar da esponja Theonella swinhoei, 

atua na regulação de TNF-α e na liberação de IL-8, dois biomarcadores chave na resposta 

inflamatória de células primárias de queratinócitos humanos (FESTA et al., 2012). 

 

 

1.6 Modelo de edema de pata de camundongo induzido por carragenina 

 

 

O modelo de edema induzido por carragenina foi inicialmente descrito por Winter e 

colaboradores, em 1962, na pata de ratos, e em 1969 foi adaptado por Levy para 

camundongos. Desde então, esse modelo de inflamação aguda tem sido utilizado para testar 

novas drogas anti-inflamatórias (CASTARDO et al., 2008). Esse método está baseado na 

capacidade da substância teste inibir a formação ou a progressão do edema, formado pela 

aplicação de carragenina, nos animais pré-tratados com a referida substância teste.   

A carragenina é uma substância capaz de gerar a liberação de mediadores 

inflamatórios e pró-inflamatórios, como prostaglandinas, leucotrienos, histamina, bradicinina, 

TNF-α, entre outros (AMDEKAR et al., 2012).  

O edema (extravasamento vascular) é causado pelo aumento do fluxo de fluido rico 

em proteínas (exsudato) do compartimento intravascular para o interstício, e é resultado da 

atuação de leucotrienos, histamina, bradicinina, componentes do complemento, substância P e 

fator ativador de plaquetas (PAF). Estes fatores alteram as funções de barreira de pequenos 

vasos sanguíneos e aumentam a permeabilidade dos capilares e vênulas para água e proteínas. 

(ROBBINS; COTRAN , 2010). 
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1.7  Antioxidantes 

 

 

Radical livre é qualquer átomo ou molécula que possui um ou mais elétrons não 

emparelhados. Esses elétrons desemparelhados implicam em uma alta reatividade química, 

tornando-o, geralmente, mais reativo do que o correspondente não radical (ANDERSON, 

1996). 

Os radicais livres possuem funções biológicas importantes na manutenção da 

homeostase: Por exemplo: neutrófilos, monócitos, macrófagos e eosinófilos podem gerar 

grandes quantidades de íon superóxido com a finalidade de gerar a morte de organismos 

invasores, como bactérias. Outro radical livre produzido no processo inflamatório é o óxido 

nítrico, com a função de relaxamento do endotélio vascular, além de atuar na regulação da 

produção de ciclooxigenases para a formação das prostaglandinas (ANDERSON, 1996; 

ROBBINS; COTRAN, 2010).  

Apesar das atuações benéficas, os radicais livres desempenham função importante em 

doenças crônicas relacionadas ao estresse oxidativo, como diabetes, câncer, patologias 

cardiovasculares e envelhecimento (WILLCOX; ASH; CATIGNANI, 2004; LOARCA-PIÑA 

et al., 2010).  

Antioxidantes são compostos que protegem os sistemas biológicos contra o efeito 

nocivo de processos ou reações que podem causar oxidação excessiva, envolvendo ERO 

(Espécies reativas de oxigênio) e ERN (Espécies reativas de nitrogênio), e podem ser 

encontrados em uma grande variedade de frutas, vegetais, extratos de plantas, bebidas, ervas, 

especiarias e produtos semissintéticos (ARNAO, 2000; REDDY; ODHAV; BHOOLA, 2003). 

Seus mecanismos de ação podem ser a supressão da formação das espécies reativas por 

inibição enzimática ou por quelar elementos-traço envolvidos na produção dos radicais livres, 

eliminar as espécies reativas diretamente (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). 

Há evidências de que compostos antioxidantes e anti-inflamatórios podem ser 

utilizados para modificar o ambiente redox das células cancerosas e, portanto, o seu 

comportamento. Assim como o estresse oxidativo pode estimular o fenótipo mutante, sugere-

se que os antioxidantes são potencialmente capazes de reduzir a instabilidade genética das 

células cancerosas, podendo ser útil no tratamento (REDDY; ODHAV; BHOOLA, 2003).  

Substâncias sintéticas como butil-hidroxianisol (BHA) e o hidroxitolueno butilado 

(BHT) são amplamente utilizados como antioxidantes em alimentos.  
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1.8 Ensaios toxicológicos 

 

 

Apesar da quantidade de material (biomassa) necessária aos ensaios clínicos ser um 

entrave no estudo dos PNMs como fonte de fármacos, um dos grandes limitantes associados 

ao lançamento desses medicamentos no mercado é a toxicidade associada ao seu uso 

(COSTA-LOTUFO et al., 2009).  

No Brasil, a agência nacional de vigilância sanitária (ANVISA) é o órgão regulador 

responsável por regulamentar e fiscalizar a qualidade dos medicamentos que chegam ao 

mercado, incluindo qualidade, eficiência e toxicidade (KLEIN et al., 2009). No âmbito 

internacional temos a Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OECD) e a Conferência Internacional sobre Harmonização 

(ICH), que reúnem protocolos científicos padronizados para a identificação e avaliação dos 

possíveis riscos de substâncias químicas de origem natural ou sintética para a saúde humana 

(OECD, 2012; ICH, 2012).  

Como citado anteriormente, são necessárias várias fases para o desenvolvimento de 

um fármaco de origem natural desde a descoberta da bioatividade até o seu lançamento no 

mercado (COSTA-LOTUFO et al., 2009).  

Os estudos toxicológicos fornecem informações importantes quanto à segurança dos 

medicamentos. Assim, para a análise da qualidade e do grau de risco do produto, as agências 

regulatórias nacionais e internacionais indicam que sejam realizados testes capazes de avaliar 

o risco mutagênico e genotóxico associado aos agentes químicos que podem, em última 

instância, levar a consequências adversas para a saúde, incluindo câncer, infertilidade, 

anomalias no desenvolvimento ou doenças genéticas.  Essa bateria de testes geralmente inclui 

a avaliação da mutagenicidade em modelos bacterianos e de genotoxicidade em células de 

mamífero in vitro (SUTER, 2006; CIMINO, 2006; LYNCH et al., 2011; ANVISA, 2012). 

 

 

1.8.1 Ensaio de reversão Samonella/microssoma 

 

 

Produtos químicos capazes de induzir mutações podem danificar as células 

germinativas, levando ao surgimento de mutações em gerações futuras. Essas mutações 
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podem ser pontuais, com a troca de apenas um par de bases, envolver vários pares de bases, 

com a inserção ou deleção, gerando rearranjos no DNA, ou ainda, com o ganho ou perda de 

cromossomos inteiros (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

Com o intuito de avaliar a ação mutagênica de compostos químicos, os modelos 

bacterianos apresentam vantagens em comparação a outros modelos, dada a sua alta taxa de 

replicação. O ensaio de mutação reversa bacteriana ou reversão Salmonella/microssoma é 

amplamente aceito como screening inicial para identificar substâncias ou extratos capazes de 

produzir danos genéticos que levam a mutações nos genes (MORTELMANS; ZEIGER, 2000; 

RANG et al., 2004). 

O ensaio é baseado em linhagens de Salmonella entérica sorovar Typhimurium ou 

Escherichia coli mutantes deficientes na produção do aminoácido essencial histidina (His
-
) e 

que só são capazes de sobreviver no meio contendo esse aminoácido. Assim, a presença do 

agente mutagênico induz a reversão da mutação. A capacidade funcional das bactérias em 

produzir o aminoácido essencial é restaurada (His
+
) possibilitando que elas dupliquem na 

ausência do referido aminoácido. A presença das colônias revertentes (His
+
) pode demonstrar 

a capacidade mutagênica do composto testado (MARON; AMES, 1983; OECD, 1997; RANG 

et al., 2004).  

Existem protocolos internacionais, como o OECD 471, que garantem a uniformidade 

dos procedimentos experimentais e possibilitam que esse ensaio seja utilizado como padrão 

pelas agências reguladoras no registro e aprovação de fármacos (OECD, 1997; EASTMOND 

et al., 2009).  

 

 

1.8.1.1 Ativação metabólica 

 

 

Alguns carcinogênicos possuem a capacidade de gerar alterações de maneira direta no 

DNA, mas a maioria deles precisa ser convertido em metabólitos ativos. Como as bactérias 

são incapazes de metabolizar compostos químicos via citocromos P450, como mamíferos e 

outros vertebrados, um componente chave a ser utilizado nos ensaios de mutagenicidade com 

modelos bacterianos é a introdução de um sistema de metabolização exógena, como exemplo 

o S9 mix (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000; RANG et al., 2004). 
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A fração S9 é normalmente obtido a partir de um homogenato de fígado de ratos 

tratados com substâncias capazes de induzir a produção das enzimas hepáticas, como o 

Aroclor (mistura de bifenilas policloradas), fenobarbital e/ou b-naftoflavona. Outros animais 

também podem ser utilizados para a obtenção de frações microssomais, como camundongos, 

hamsters, macacos, além de outros órgãos como os rins. O mix S9 é obtido com a mistura da 

fração S9 e co-fatores (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

 

 

1.8.2 Teste de micronúcleo in vitro com células de mamíferos (macrófago RAW 264.7) 

 

 

Os micronúcleos (MNs) podem surgir durante a mitose celular quando fragmentos ou 

cromossomos inteiros são incapazes de migrar para os polos durante a anáfase e, por isso, não 

integram o núcleo principal nas células filhas, podendo ser formados pela ação de substâncias 

que geram uma quebra direta no DNA, dano na replicação da fita molde, inibição da síntese 

do DNA, falhas na produção do fuso mitótico, entre outros (Figura 2). Assim, o aumento de 

células micronucleadas é considerado um biomarcador de efeitos genotóxicos dessas 

substâncias (ALBERTINI et al., 2000; FENECH; CROTT, 2002; OECD, 2010). 

 

 

 

Figura 2: Formação do micronúcleo em uma célula hipotética por 

atraso na migração de cromossomos inteiros ou de fragmentos 

durante a divisão celular.  Adaptado de Fenech, 2000. 

 

O ensaio de micronúcleo in vitro é um teste de genotoxicidade para a detecção de 

substâncias clastogênicas e/ou aneugênicas  que determinam o aumento da frequência de MNs 

no citoplasma de células na interfase, devido a atividade de. (FENECH, 2000; OECD, 2010). 
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Nesse ensaio pode ser observado genotoxicidade (pela visualização dos MNs e da 

presença de divisões celulares Figura 3 A e B) e citotoxicidade (pela determinação das taxas 

de apoptose e necrose Figura 3 C e D) em diferentes tipos celulares, primários ou secundários, 

desde que tenham completado uma divisão nuclear, o que permite formar o MN (FENECH et 

al., 1999; AIUB et al., 2011).  

 

 

 

Figura 3: Características celulares 

encontradas no ensaio de micronúcleo. A-

micronúcleo; B- divisão celular; C- 

apoptose celular, D- necrose (Fotos 

próprias). 

 

 

Também é possível analisar a presença de MNs em modelos experimentais in vivo, 

com o tratamento de animais (ratos e camundongos) com a substância em análise  ou de 

humanos expostos a determinadas condições, analisando células sanguíneas ou medula óssea 

e linfócitos, ou células epiteliais (ALBERTINI et al., 2000; OECD, 2010). 
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1.8.3 Ensaio de toxicidade com o microcrustáceo Artemia salina 

 

 

Invertebrados têm sido amplamente utilizados para avaliar a toxicidade de substâncias 

químicas, principalmente por suas características toxicológicas e biológicas. Esses organismos 

são facilmente cultivados em laboratório, mantidos em condições controladas, e por isso têm 

sido usados por décadas em testes de toxicidade aguda e crônica para a identificação de risco 

(LAGADIC; CAQUET, 1998). 

O ensaio de mortalidade do microcrustáceo Artemia salina foi inicialmente proposto 

por Michael e colaboradores (1956) e se baseia na habilidade de extratos e substâncias em 

levar náuplius de Artemia cultivados em laboratório à morte. Esse ensaio é considerado uma 

ferramenta rápida, de baixo custo e útil nos screenings toxicológicos iniciais em diferentes 

amostras, como extratos de plantas (PARRA et al., 2001),  toxinas de cianobactérias (HISEM 

et al., 2011), produtos naturais marinhos (SENG et al., 2007; ORDAZ et al., 2010), entre 

outros.  

Alguns autores sugerem que existe correlação entre a toxicidade contra A. salina e a 

citotoxicidade contra algumas linhagens celulares tumorais (PICCARDI et al., 2000; PARRA 

et al., 2001; CARBALLO et al., 2002; MCLAUGHLIN; ROGERS, 1998; DHAMIJA et al., 

2011). Apesar disso ainda não há consenso sobre o tema com outros autores refutando essa 

hipótese (JAKI et al., 1999; MIAN et al., 2003; BERRY et al., 2004; HISEM et al., 2011).  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

 Avaliar a atividade anti-inflamatória, antioxidante e toxicológica de extratos metanólicos 

de espécies de coral do gênero Tubastraea (Tubastraea coccinea e Tubastraea tagusensis). 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

 Distinguir grupos químicos presentes nos extratos metanólicos obtidos dos corais 

Tubastraea coccinea e Tubastraea tagusensis; 

 

 Avaliar o efeito anti-inflamatório in vivo dos extratos; 

 

 Investigar a ação antioxidante dos extratos metanólicos; 

 

 Avaliar a capacidade mutagênica e citotóxica dos extratos; 

 

 Investigar a capacidade genotóxica dos extratos. 
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3 METODOLOGIA 

 

 

3.1 Coleta do material 

 

 

O gênero Tubastraea (família Dendrophylliidae, ordem Scleratinia) possui corais 

azooxantelados e ahermatípicos. Esse gênero foi introduzido na costa brasileira no final da 

década de 1980 e as espécies T. coccinea e T. tagusensis podem ser atualmente encontradas 

nos costões rochosos da Baía de Ilha Grande no estado do Rio de Janeiro (CAIRNS, 2000; 

DE PAULA, 2002; CREED; OLIVEIRA; DE PAULA, 2008). Os extratos brutos de 

Tubastraea spp foram cedidos pela Profª. Beatriz Grosso Fleury, do Departamento de 

Ecologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 

As colônias das espécies T. coccinea (665 g) e T. tagusensis (666 g) foram coletadas 

sobre costões rochosos da Ilha de Itacoatiba (23° 4'00 "S e 44° 15'00" W), em Ilha Grande/RJ 

a três metros de profundidade, em maio de 2004.  

Após as coletas as colônias foram imediatamente congeladas e mantidas a -25
o
C até o 

momento de preparação dos extratos. 

 

 

3.2 Preparação e caracterização dos extratos 

 

 

3.2.1 Preparação dos extratos 

 

 

Os extratos foram preparados com metanol  PA (MeOH) como solvente, de acordo 

com Lages et al. (2010). Os corais foram cortados em pedaços e liofilizados. O metanol foi 

adicionado na amostra seca. Extraídos três vezes consecutivas, com o auxílio de ultrassom, 

por 15 minutos, para aumentar a eficiência de extração. O sobrenadante foi coletado e o 

solvente dos extratos foi evaporado sob pressão reduzida, formando os extratos brutos, que 

forma mantidos a -25
o
C até o momento dos ensaios. 
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3.2.2 Espectro UV/Visível 

 

A espectrofotometria UV/Vis (ultravioleta-visível) é um dos métodos mais utilizados 

nas determinações analíticas de compostos, por ser um teste preliminar a outros de maior 

sensibilidade. Considerando a Lei de Lambert-Beer, existe uma relação de proporcionalidade 

entre a quantidade de radiação luminosa absorvida por uma determinada espécie química e a 

concentração dessa espécie. Para a avaliação dos espectros de absorção UV/Vis em via úmida 

é necessário realizar uma varredura que inclua os comprimentos de onda, UV próximo na 

faixa de 190 a 400 nm, e visível na faixa de 400 a 800 nm (VINADÉ; VINADÉ, 2005).  

Para a avaliação dos perfis espectrofotométricos UV/VIS, os extratos foram diluídos 

em acetonitrila (CH3CN), grau de pureza 99,9% e água, na proporção de 5:1 (v/v), ambos com 

Cut Off 190 nm, na concentração de 0,1 mg/mL.  

 Os espectros UV/VIS foram obtidos com a varredura de 200 nm a 800 nm em 

um espectrofotômetro Shimadzu UV-160A, com cubetas de quartzo, 1 cm de caminho ótico, 

em colaboração com o Dr. Jayme da Cunha Bastos do Departamento de Bioquímica da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 

 

 

3.2.3 Espectro infravermelho 

 

 

O espectro de infravermelho é originado de diferentes modos de vibração e rotação 

das moléculas nas faixas entre 4000 a 400 cm
-1

. Essas vibrações possuem frequências que 

dependem, primariamente, das massas dos dois átomos e da força constante da ligação entre 

eles. Os modos vibracionais são característicos dos grupos na molécula e são úteis na 

identificação de um composto, particularmente no estabelecimento de uma estrutura 

desconhecida (VOGEL et al., 1989; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1994; 

SILVERSTEIN et al., 2005).  

Para a produção dos espectros na faixa do infravermelho (Fourier Transform Infrared-

FTIR), os extratos brutos foram depositados sob uma janela de KBr, formando um filme 

pastoso, e analisado em um instrumento  Perkin Elmer Spectrum One  (resolução de 4 cm
-1

).  

As análises foram realizadas em colaboração com a Dr. Mônica Regina Marques e 
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Rita Maria de Sá no Instituto de Química - Departamento de Química Orgânica na 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro. A interpretação dos espectros foi baseada nos 

trabalhos de Silverstein; Bassler; Morril (1994), Coates (2000) e Lopes e Fascio (2004). 

 

 

3.2.4 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 

 

A cromatografia de camada delgada (CCD) foi utilizada para avaliar os perfis dos 

extratos (WAGNER; BLADT, 1995). Os extratos na concentração de 10 mg/mL (diluídos em 

metanol 100%) foram aplicadas com um capilar em uma placa de sílica gel 60 F254. As placas 

foram, então, colocadas em cubas verticais, contendo eluentes de polaridades crescentes: 

acetato de etila:hexano 1:1 (v/v); acetato de etila: metanol 19:1 (v/v); metanol:diclorometano 

1:9 (v/v). Após a retirada da cuba, as placas foram secas à temperatura ambiente. A revelação 

inespecífica foi realizada com sulfato cérico, enquanto a revelação para terpenóides foi 

realizada de acordo com Wagner e Bladt (1995). Nesta metodologia, o ácido sulfúrico (1% 

em etanol) foi borrifado em toda a placa, que após seca a temperatura ambiente, foi aspergida 

com vanilina (1% em etanol). As placas foram levadas à estufa a 100
o
C para a revelação do 

teste. 

 

 

3.2.5 Determinação da atividade antioxidante pelo método DPPH 

 

 

O método DPPH é baseado na capacidade captadora de radicais livres, no caso o 

radical DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazil), pela amostra ou por antioxidantes conhecidos, 

produzindo um decréscimo da absorvância a 517 nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; 

BERSET, 1995). O radical DPPH é estável, de coloração violeta, porém quando reduzido 

passa a ter coloração amarela, a capacidade captadora de radicais livres da amostra é medida 

espectrofotometricamente e é inversamente proporcional a porcentagem de DPPH oxidado, 

forma radicalar, restante no sistema. Esse método não mede a capacidade de detectar agentes 

pró-oxidantes, apenas o poder redutor dos compostos analisados (BRAND-WILLIAMS; 

CUVELIER; BERSET, 1995). 
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Foram preparados diluições dos extratos nas concentrações 0,01; 0,1; 0,5; 1,0 mg/mL 

em DMSO. O ensaio foi realizado em placas de microtitulação de 96 poços. Em cada poço 

foram adicionados 100 µL da diluição, em triplicata. Em ambiente escuro, foram adicionados 

100 µL DPPH a 25 mM em etanol em cada poço, e homogeneizados com o auxílio da pipeta. 

Para a curva padrão foi utilizado o Butil-hidroxi-tolueno (BHT) diluído em metanol nas 

concentrações 0,01; 0,1; 0,5; 1,0 mg/mL. As leituras foram realizadas em leitor de 

microplacas no comprimento de onda de 517 nm, após 20 minutos de incubação. As 

absorções dos extratos e dos solventes foi descontadas. 

 

A atividade antioxidante foi calculada de acordo com Marinova e Batcharov (2011): 

 

Inibição (%) = [1- (Abs517 nm amostra/Abs517 nm branco)] x 100           (1) 

 

Onde,  

Abs517 nm amostra: Absorção em 517 nm amostra + DPPH  

Abs517 nm branco: Absorção em 517 nm  DMSO + DPPH 

 

 

3.3 Avaliação da atividade anti-inflamatória 

 

 

3.3.1 Animais  

 

 

Os experimentos de avaliação da atividade anti-inflamatória foram realizados em 

colaboração com a MSc. Mariana Vieira Vigliano e a Dra. Marsen Garcia Pinto Coelho do 

Departamento de Bioquímica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. 

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss Webster (SW), machos, pesando de 

25 a 35 g, criados no Biotério do Departamento de Bioquímica da Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro ou doados pelo Instituto Vital Brazil.  

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética para uso de 

Animais (CEA) do IBRAG, segundo protocolo 05/2009. 
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3.3.2 Modelo de edema de pata de camundongo induzido por carragenina 

 

 

No modelo de edema de pata induzido por carragenina (WINTER et al., 1962), 

camundongos SW, pesando entre 25-35 g foram divididos em seis grupos (5 animais cada), 

sendo cada grupo pré-tratado intra-peritonealmente (i.p.) com 100 μL de: 

 

Grupo 1 – Controle negativo (DMSO) 

Grupo 2 – Indometacina (10 mg/kg – droga referência)  

Grupo 3 – Extrato T. coccinea (20 mg/kg) 

Grupo 4 – Extrato T. coccinea (200 mg/kg) 

Grupo 5 – Extrato T. tagusensis (20 mg/ kg) 

Grupo 6 - Extrato T. tagusensis (200 mg/ kg) 

 

Os volumes das patas foram medidos no pletismômetro Ugo basile no início do 

experimento (t0). Após uma hora do pré-tratamento os animais receberam uma injeção 

subplantar de 50 µL de carragenina (6 mg/mL) na pata traseira direita. Os volumes das patas 

foram medidos em t1 (1 h), t2 (2 h), t3 (3 h) e t4 (4 h) após a indução do edema pela 

carragenina.  

Para cálculo do índice de edema foi utilizada fórmula a seguir: 

 

Índice de edema (%) = (valor edema tx x 100/ valor edema t0) – 100   (2) 

 

Para o cálculo da inibição do edema foi utilizada a fórmula a seguir: 

 

Inibição do edema (%) = 100 – [(valor edema da amostra tx x 100) / média dos edemas do controle]  (3) 

 

Onde tx = volume da pata nos diferentes tempos avaliados; t0 = volume de pata antes 

da indução da inflamação pela carragenina. 

Cada grupo foi composto de cinco animais e o experimento foi realizado em triplicata. 

Após o experimento os animais foram eutanasiados em câmara de CO2. 
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3.4 Ensaios toxicológicos 

 

 

3.4.1 Ensaio de reversão Samonella/microssoma 

 

 

O ensaio de reversão Salmonella/microssoma é utilizado como screening inicial na 

identificação de substâncias mutagênicas, principalmente para substâncias capazes de gerar 

mutações pontuais (OECD, 1997; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

 

 

3.4.1.1 Linhagens bacterianas 

  

 

Foram utilizadas quatro linhagens padrão (TA97, TA98, TA100 e TA102), checadas 

periodicamente, que possuem mutações em diferentes pontos do operon de produção do 

aminoácido histidina, sugeridas por Maron e Ames (1983) (Quadro 2). 
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Quadro 2: Sítios de mutação nas linhagens utilizadas no ensaio de reversão 

Samonella/microssoma. 

Linhagem Sítio da mutação his 
Sequência alvo no 

DNA 
Evento de reversão 

TA97 hisD6610 C-C-C-C-C-C 
Alteração no quadro de leitura pela 

deleção de pares de base G-C. 

TA98 hisD3052 C-G-C-G-C-G-C-G 

Alteração no quadro de leitura pela 

adição ou deleção de pares de base 

G-C. 

TA100 hisG46 G-G-G 
Substituição de pares de base G-C 

por T-A. 

TA102 hisG428 TAA 
Substituição de pares de base T-A 

para G-C, transições e transversões. 

Adaptado de Maron; Ames (1983); Mortelmans; Zeiger (2000); Aiub; Felzenszwalb (2011). 

 

 

A TA97 apresenta mutação no gene hisD6610, gerada pela adição de um par GC, e 

por isso identifica substâncias capazes de alterar o quadro de leitura, por deletar pares de base 

G-C. A mutação presente na TA98 está posicionada no gene hisD3052 que codifica a enzima 

histidinol desidrogenase. Essa linhagem detecta substâncias capazes de alterações do quadro 

de leitura, que podem atuar adicionando um par de base C-G em uma região repetitiva ou hot 

spot. A TA100 possui a mutação hisG46 que codifica a primeira enzima da biossíntese da 

histidina. Essa mutação gerou a substituição do par de base AT para GC, ocasionando a troca 

do aminoácido leucina pelo prolina. Essa linhagem atua identificando substâncias que gerem 

substituição de pares de base GC para AT. A linhagem TA102 possui um par AT extra no 

sítio hisG428 inserido no plasmídio pAQ1, essa mutação ocre pode ser revertida por 

transições e transversões. (MARON; AMES, 1983; OECD, 1997; MORTELMANS; 

ZEIGER, 2000). 

Além dessas mutações, cada cepa possui mutações adicionais/alterações genéticas que 

as torna mais sensíveis para os mutágenos (Quadro 3).  
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Quadro 3: Genótipos das linhagens utilizadas. 

Linhagem Bio/uvrB LPS Plasmídeo 

TA97 Deleção   Mutação rfa pKM101 

TA98 Deleção   Mutação rfa pKM101 

TA100 Deleção   Mutação rfa pKM101 

TA102 -             - rfa pKM101, pAQ1 

Adaptado de Mortelmans; Zeiger (2000). 

 

A deleção do gene uvrB/bio torna as cepas deficientes no sistema de reparo por 

excisão de nucleotídeos e as deixa mais suscetíveis ao erro. Junto com essa mutação foi 

retirado o gene de produção da biotina e por isso as linhagens que possuem essa deleção são 

dependentes deste aminoácido. A mutação rfa leva a um defeito na barreira 

lipopolissacarídica (LPS) que reveste a superfície da bactéria, permitindo a entrada da 

substância-teste. A introdução do plasmídeo pKM101 aumenta a sensibilidade do sistema na 

detecção de substâncias mutagênicas, através do aumento da via de reparo de DNA propenso 

a erros e confere resistência ao antibiótico ampicilina, enquanto o plasmídeo pAQ1 confere 

resistência ao antibiótico tetraciclina e aumenta os sítios alvos de substâncias mutagênicas 

(MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

 

 

3.4.1.2 Metabolização exógena 

 

 

Algumas substâncias necessitam de ativação metabólica para se tornarem 

biologicamente ativas. Os sistemas bacterianos não possuem capacidade de metabolização 

similar a dos mamíferos, por isso é necessário que seja adicionado ao ensaio um sistema 

exógeno de ativação metabólica. Esse sistema, chamado de fração S9, é composto por um 

homogenato de fígado de ratos machos Sprague-Dawley pré-tratados com bifenil-

policlorinato (Aroclor 1254), que estimula a produção de enzimas de metabolização, 

principalmente CYP1A e CYP2B (MARON; AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 

2000). 

A fração S9 liofilizada foi adquirida do laboratório Molecular Toxicology Inc. 

(MoltoxTM, USA). O S9 mix foi preparado de acordo com Maron e Ames (1983).  Para 
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preparar cada 50 mL de S9 mix 4% utilizou-se 19,75 mL de água destilada; 25,0 mL de 

tampão fosfato de sódio 0,2 M pH 7,4; 2,0 mL de solução NADP 0,1M; 0,25 mL de glicose-

6-fosfato 1 M, 1 mL de sais MgCl2 e KCl, e 2,1 mL da fração S9 reconstituída com água 

destilada. 

 

 

3.4.1.3 Controle positivo e negativo 

 

 

O controle negativo utilizado no ensaio foi o DMSO a 2%, a mesma substância 

utilizada para a diluição das amostras. Os controles positivos para os ensaios na ausência e 

presença da metabolização exógena foram os indicados por Maron e Ames (1983) e 

Mortelmans e Zeiger (2000) e apresentados no Quadro 4. Os controles positivos foram 

fornecidos pela Sigma Co.  

 

Quadro 4: Controles positivos utilizados no ensaio Salmonella/microssoma na ausência (-S9) e 

na presença (+S9) de ativação metabólica. 

Linhagem - S9 + S9 

TA97 

4-nitroquinolina-1-óxido (4NQO) 

CAS# 7608-65-0, pureza ≥ 97%, 

100 µg/mL 

2-amino-antraceno (2AA) 

CAS# 613-13-8, pureza ≥ 96%, 

100 µg/mL 

TA98 

4-nitroquinolina-1-oxido (4NQO) 

CAS# 7608-65-0, pureza ≥ 97%, 

100 µg/mL 

2-amino-antraceno (2AA) 

 CAS# 613-13-8, pureza ≥ 96%, 

100 µg/mL 

TA100 

Azida sódica (AS), 

CAS# 26628-22-8, pureza ≥ 99,5%, 

100 µg/mL 

2-amino-antraceno (2AA) 

 CAS# 613-13-8, pureza ≥ 96%, 

100 µg/mL 

TA102 

Mitomicina-C (MitC) 

CAS# 50-07-7, pureza ≥ 99%, 

50 µg/mL 

2-amino-antraceno (2AA) 

 CAS# 613-13-8, pureza ≥ 96%, 

100 µg/mL 
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3.4.1.4 Ensaio de reversão Salmonella/microssoma  

 

 

O ensaio de reversão Salmonella/microssoma foi realizado seguindo o protocolo 

proposto por Maron e Ames (1983), com adaptações. Alíquotas de 100 μL obtidas de culturas 

das linhagens de S. typhimurium  TA97, TA98, TA100 e TA102 cultivadas overnight (2,0 x 

10
9
 cels.mL

-1
) foram pré-incubadas (20 min, 37°C, 150 rpm) com 100 μL dos extratos nas 

concentrações 50; 250; 500; 2500 e 5000 μg/placa de 30mL e 500 μL de tampão fosfato de 

sódio 0,2 mM pH 7,4 (ausência de ativação metabólica)  ou o mesmo volume de S9 mix 4% 

(presença de ativação metabólica). 

 Após a pré-incubação foram retirados 10 μL da mistura para o ensaio de 

sobrevivência.  2,0 mL de ágar de superfície (0,7% ágar, 0,6% NaCl, 50 μM L-histidina, 50 

μM biotina, pH 7,4, 45°C) foram adicionados aos tubos de ensaio e plaqueados em placas de 

petri contendo meio agar mínimo (1,5 % ágar, meio Vogel-Bonner E, contendo 2% de 

glicose). O ensaio foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas por 72 h, a 37°C e as 

colônias revertentes (CR) foram contadas. 

O extrato foi considerado mutagênico se o índice mutagênico (IM) foi superior ou 

igual a 2,0, se foi encontrada resposta significativa (Test t, p<0,05) e o extrato não apresentou 

citotoxicidade (AIUB; PINTO; FELZENSZWALB, 2004). 

 

IM = CR amostra/CR controle negativo        (4)    

 

 

3.4.1.5  Ensaio de sobrevivência  

 

 

Para a determinação da citotoxicidade foram retiradas alíquotas de 10 μL da mistura 

da pré-incubação do ensaio acima descrito e realizada diluição seriada (10
5
) em NaCl 0,9%. 

Uma alíquota de 100 μL da diluição final foi dispersa em placas de petri contendo meio 

Louria-Bertani (0,8% de nutriente para crescimento bacteriano, 0,5% NaCl e 1,5% de ágar). O 

ensaio foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h e as colônias 

contadas. O extrato foi considerado citotóxico se a porcentagem de colônias presentes foi 
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inferior a 70% em comparação ao controle negativo (AIUB; PINTO; FELZENSZWALB, 

2004). 

 

 

3.4.2  Teste in vitro de micronúcleo com células de mamíferos (macrófago RAW 264.7) 

  

 

O teste de micronúcleo foi realizado de acordo com a OECD (2010), utilizando-se 

macrófagos de camundongos BALB/c transformados pelo retrovírus da leucemia em 

camundongo Abelson (A-MuLV). As culturas foram cedidas pela Dra. Márcia Cristina 

Paes, do departamento de Bioquímica do IBRAG-UERJ. 

 As linhagens celulares foram cultivadas em frascos de 150 mLpara meio de 

cultura, com 100 mL de meio de cultura MEM-Eagle (11,875 g Meio Mínimo Essencial base 

de Eagle; 2,2 g NaHCO3; 1,1 g piruvato de cálcio; 27 mg ácido aspártico; 21 mg L-serina) 

com 10% de soro fetal bovino (FCS), por 72 h em estufa com atmosfera de 5% CO2 à 37ºC. 

 As células aderidas na base do frasco foram removidas por ação mecânica e 

centrifugadas por 5 min a 5000 rpm juntamente com o meio de crescimento. O sobrenadante 

foi removido e o sedimento contendo as células foi suspenso em 4,0 mL de meio de cultura 

MEM-Eagle com 10% FCS. As células foram contadas em uma câmara de Neubauer. Após a 

contagem, as células restantes foram diluídas em meio de cultura suplementado com soro fetal 

bovino até a concentração final de 1,0 a 2,0 x 10
6
 cels/mL.  

 O ensaio foi realizado em placas de cultura celular de 24 poços de fundo chato, 

contendo lamínulas circulares de 13 mm estéreis, pré-tratadas com ácido nítrico 1 N por 15 

min. Foram adicionados 900 µL de meio de cultura MEM-Eagle com 10% de FCS e 100 µL 

da solução com as células por poço. As placas de cultura permaneceram na estufa com 

atmosfera de 5% CO2, 37ºC, por 24 h. 

 O tratamento foi realizado com a adição de 100 µL do extrato (nas 

concentrações 50; 500 e 5000 µg/mL, diluídos em DMSO), do controle negativo (DMSO) ou 

do controle positivo (1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina - MNNG a 0,5 µM), em seus 

respectivos poços. Em seguida, as placas contendo as células permaneceram por 3 h em estufa 

com 5% CO2 a 37°C. Após o tratamento, foi retirado o meio contendo os extratos e os poços 

foram lavados com 1,0 mL de meio de cultura MEM-Eagle. Em seguida, foi adicionado 1 mL 



44 

 

de meio de cultura MEM-Eagle com 10% FCS nos poços, as placas permaneceram na estufa 

com 5% CO2 a 37ºC, por 24 h. 

 Após esse período, o meio de cultura MEM-Eagle presente nos poços foi 

retirado e iniciado o processo de fixação com a adição de 1,0 mL de fixador (3:1, metanol: 

ácido acético glacial), mantido por 15 min.  Foi realizada uma nova lavagem com 1,0 mL de 

tampão McIlvaine (ácido crítico -  0,1 M;  Na2HPO4, 0,2 M; pH 7,5).  

 A coloração foi realizada em ambiente escuro, com a adição de 500 µL de 

solução de DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol dihidroclorido, 3 mM) por poço e mantida por 

40 min. Em seguida, as lamínulas foram lavadas por duas vezes com 1,0 mL de tampão 

McIlvaine para a exclusão do corante residual. Por fim, as lamínulas circulares com as células 

aderidas foram removidas de cada poço e analisadas quanto a contagem de células com 

micronúcleo, em apoptose, necrose ou divisão mitótica, em microscópio de fluorescência no 

comprimento de onda de 430 nm.   

 O experimento foi realizado em quintuplicata (5 poços por concentração) e 

foram contadas 1000 células por réplica. Os resultados são expressos em % MN (células 

micronucleadas); % Apop. (apoptose); % Necr. (necrose); % Mit. (Mitose) e Sob. 

(Sobrevivência). O resultado foi considerado positivo quando a formação de micronúcleos foi 

superior a 50%, em relação ao controle negativo, e quando p < 0,05 (OECD, 2010). 

 

 

3.4.3  Ensaio de toxicidade com o microcrustáceo Artemia salina 

 

 

O ensaio de mortalidade do microcrustáceo Artemia salina foi realizado segundo 

Meyer et al. (1982), Carballo et al. (2002) e Caldwell; Bentley; Olive (2003). Este 

experimento tem sido utilizado para determinar a toxicidade aguda de substâncias químicas e 

produtos naturais. É um ensaio rápido, de baixo custo, que requer uma pequena quantidade de 

amostra e pode ser usado com uma grande população de organismos-teste (PARRA et al., 

2001). 
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3.4.3.1  Preparo da água de diluição 

 

 

A água de diluição foi preparada com 33 g de sal marinho para cada 1000 mL de água 

destilada até a salinidade 35 ± 1, medida em salinómetro, e mantida por 24 h sob aeração 

constante para a estabilização dos parâmetros químicos. Após esse período foram aferidos o 

pH (8,0 ± 0,5) e a saturação de oxigênio (90%). Antes do uso a água foi filtrada em membrana 

de nylon de 1 µm, Millipore. 

 

3.4.3.2  Eclosão dos cistos 

 

 

Os cistos secos foram comprados na empresa BioArtemia Cultivo e Beneficiamento e 

mantidos em local seco para a manutenção de sua viabilidade. 

Para a eclosão foram incubados 100 mg de cistos em 100 mL de água de diluição em 

um erlenmeyer (1 g de cistos por litro) por 24 h em temperatura entre 25°C e 30°C sob 

aeração e iluminação contínua. Após esse período as Artemias viáveis foram recolhidas com 

uma pipeta e mantidas em outro erlenmeyer contendo 200 mL de água de diluição, com 

aeração e iluminação constantes por 24 h. Após esse período de crescimento, os náuplios 

utilizados encontravam-se nos estágios de crescimento II e/ou III. 

 

 

3.4.3.3  Preparo das amostras 

 

 

Foram preparadas soluções dos extratos na concentração de 125 mg/L em DMSO, e 

diluídas sequencialmente na água de diluição (0,01; 0,1; 1; 10; 100 e 1000 µg/mL). A 

concentração máxima de DMSO em cada concentração foi de 0,8%, essa concentração 

máxima é necessária para a não interferência do solvente no ensaio (ORTLEPP et al., 2007). 
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3.4.3.4  Avaliação da toxicidade 

 

 

O ensaio foi realizado em placas de titulação com 24 poços de fundo chato, com cada 

poço contendo 2 mL dos extratos diluídos na água artificial marinha com 10 náuplios do 

microcrustáceo. Foram preparadas 3 poços para cada concentração. O controle negativo foi 

realizado com a água de diluição contendo 0,8% de DMSO, em triplicata. 

Após 24 h no escuro e temperatura ambiente, foi realizada a contagem das larvas 

mortas e vivas com auxílio de lupa e iluminação incandescente. As larvas foram avaliadas 

quanto a mobilidade apresentada por 30 segundos de observação. 

A LC50 24 h, concentração letal para 50% dos indivíduos em 24 h, foi calculada 

utilizando método de análise por probitos descrito por Finney (MEYER et al., 1982). O 

extrato foi considerado tóxico caso a LC50 24 h fosse menor que 250 µg/mL (MORTADA et 

al., 2011).  
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1  Preparação e caracterização dos extratos 

 

 

4.1.1  Preparação dos extratos 

   

 

A extração das colônias dos corais das espécies T. coccinea (665 g) e T. tagusensis 

(666 g) realizada com metanol originou extratos brutos com massas de 11,0 g e 9,6 g, 

respectivamente. O rendimento calculadoo foi de 1,65% para T. coccinea e 1,44% para T. 

tagusensis (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Rendimento dos extratos 

Espécie Peso das colônias (g) Peso do extrato (g) Rendimento(%) 

T. coccinea 665 11,0 1,65 

T. tagusensis 666 9,6 1,44 

 

 

4.1.2  Espectros de absorção UV/VIS 

 

 

Os espectros de absorção ultravioleta e visível (Figura 4) foram realizados para 

caracterização dos extratos. Observamos que o extrato metanólico de T. coccinea apresentou 

uma maior absorção em comparação ao de T. tagusensis, evidenciando que a primeira possui 

maior concentração das substâncias absortivas a partir de 290 nm. O perfil das curvas foi 

semelhante, com absorção nos comprimentos de onda na faixa do ultravioleta, sendo os 

principais picos no UVC para ambos os extratos (230 e 280 nm) e no UVA para T. coccinea  

(350 e 390 nm) e para T. tagusensis (340 e 370 nm). As absorções encontradas são 

características de alcaloides, como o Tubastrindole A2 (284 e 294 nm) e Aplysinopisin (387 

nm) descritas em Tubastraea sp. (IWAGAWA et al., 2003). 
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Figura 4: Espectros de absorção de UV/VIS em função do comprimento de 

onda. As amostras foram diluídas em acetonitrila (CH3CN): água (H2O) na 

proporção de 5:1 (v/v) na concentração de 0,1 mg/mL. A linha tracejada 

representa o extrato metanólico da espécie T. coccinea e a linha contínua 

representa T. tagusensis. 

 

 

4.1.3  Espectro infravermelho 

 

 

Os espectros dos extratos de T. tagusensis e T. coccinea (Figuras 5 e 6) na faixa do 

infravermelho foram semelhantes evidenciando que a composição dos mesmos parece similar. 

Os espectros de infravermelho foram analisados buscando os grupos funcionais presentes, 

com base nos fluxogramas e tabelas publicados nos trabalhos de Silverstein et al. (1994), 

Coates (2000) e Lopes e Fascio (2004).  

A presença de absorção em 1633 cm
-1

 indica a presença de uma ligação C=O, esta 

adicionada aos picos encontrados entre 3200-2500 cm
-1

 representa a possível presença de uma 

hidroxila, formando um ácido carboxílico. Como o material utilizado foi um extrato composto 

de inúmeras substâncias, podemos inferir que existam outros possíveis compostos ligados a 

C=O, as quais podem ser amida primária ou secundária, representada pelo estiramento forte a 

médio em 3391-3390 cm
-1

 ou, uma aril-cetona ou, amida terciária devido ao estiramento forte 
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entre 1700 e 1630 (1633 cm
-1

). As frequências entre 1055 e 1000 (1054) e entre 1005 e 925 

(932 e 981) indicam vibrações do anel ciclohexano. 

O estiramento de forte a médio encontrado em 3391-3390 cm
-1

 também pode indicar 

a presença de outro grupo nitrogenado podendo ser amina primária (dubleto) ou amina 

secundária (singleto), enquanto que o estiramento de forte a médio de 1230-1030 (1054, 1090 

e 1091 cm
-1

) representa uma possível alquil-amina. 

Outro grupo funcional presente nas amostras é o grupamento álcool devido ao 

somatório dos estiramentos fortes encontrados entre 1000 e 1300 (1239, 1091 e 1054 cm
-1

), 

entre 3650 e 3100 (3391/3390 cm
-1

) e os pontos de absorção localizados em 1054 e 1091, 

significando a presença de álcoois primário e secundário, respectivamente.  

Podemos ainda inferir a presença de cadeias carbônicas com trechos saturados e 

insaturados,  pelos estiramentos de forte a médio encontrados entre 3000-2840 (2959,  2925 e  

2852 cm
-1

) com o pico em 1488 e 1633, respectivamente. Por fim os picos encontrados entre 

1400 e 500 indicam a presença de haletos de alquila, sendo os halogênios presentes são o 

flúor (1091 cm
-1

 e 1054 cm
-1

) e bromo (622 cm
-1

). 
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Figura 5: Espectro de absorção no infravermelho (FTIR) do extrato metanólico de 

T. coccinea, depositado sob janela de KBr (filme seco). 

 

 

 

Figura 6: Espectro de absorção no infravermelho (FTIR) do extrato metanólico de 

T. tagusensis, depositado sob janela de KBr (filme seco). 

 

 

4.1.4  Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 

 

O eluente que apresentou a melhor separação das bandas foi o acetato de etila:hexano 

(1:1 v/v) de baixa polaridade (Figura 7A), seguido pelo acetato de etila: metanol (19:1 v/v) 

com polaridade intermediária (Figura 7B) e o diclorometano:metanol (9:1 v/v) (Figura 7C) 
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com característica polar.  As bandas na revelação com ácido sulfúrico e vanilina podem 

indicar a presença de terpenoides na amostra.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Perfil cromatográfico dos extratos 1- T. coccinea e 2- T. tagusensis 

por CCD. A cromatografia foi desenvolvida com os eluentes A (acetato de 

etila:hexano 1:1 v/v); B (acetato de etila: metanol 19:1 v/v) e C 

(metanol:diclorometano 1:9 v/v) A revelação foi realizada com sulfato cérico 

(esquerda) e com ácido sulfúrico 1% e vanilina 1% (direita). 

 

 

4.1.5  Determinação da atividade antioxidante pelo método DPPH 

 

 

O resultado da atividade antioxidante está representado nas Figuras 8 e 9. Da 

observação das mesmas pode-se perceber que os extratos de T. coccinea e T. tagusensis 

apresentaram um comportamento semelhante ao BHT até a concentração de 0,5 mg/mL.  
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Figura 8: Atividade sequestrante de radical DPPH do extrato de T. 

coccinea e do BHT. Os resultados são expressos em porcentagem de 

inibição da forma radicalar do DPPH.  

 

 

 

Figura 9: Atividade sequestrante de radical DPPH do extrato de T. 

tagusensis e do BHT. Os resultados são expressos em porcentagem de 

inibição da forma radicalar do DPPH.  

 

As porcentagens de inibição da forma radicalar para os extratos de T. coccinea e T. 

tagusensis são apresentadas na Tabela 2.  
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Tabela 2: Porcentagem de inibição da forma radicalar do DPPH a 517 nm. 

Concentração 

(mg/mL) 

% inibição 

BHT T. coccinea T. tagusensis 

0,01 25,3 12,6 12,8 

0,1 38,2 26,5 26,6 

0,5 69,1 56,5 55,3 

1,0 80,7 61,6 47,1 

 

 

4.2  Avaliação da atividade anti-inflamatória 

 

Os extratos metanólicos das espécies T. coccinea e T. tagusensis apresentaram 

atividade anti-inflamatória em camundongos tratados no modelo de edema de pata induzido 

por carragenina (6 mg/mL). As concentrações testadas geraram redução no índice de edema, 

segundo a fórmula 2, duas horas após a indução (t2) em relação a t0 (p < 0,05) (Figuras 10a e 

10b). 

 

a 

 

b 

 

Figura 10 - Efeito do tratamento com diferentes concentrações dos extratos de T. coccinea 

(a) e T. tagusensis (b) no modelo de edema de pata de camundongo induzido por 

carragenina. 1- controle negativo (DMSO); 2 - tratados com indometacina (10 mg/kg); 3 - T. 

coccinea (20 mg/kg); 4 - T. coccinea (200 mg/kg); 5 - T. tagusensis (20 mg/kg); 6 - T. 

tagusensis (200 mg/kg). Os resultados (n = 5/grupo) representam a média ± DP de três 

experimentos independentes, expressos através do índice de edema.  Os dados foram 

analisados pelo teste ANOVA seguido do pós-teste de Dunnett’s (*p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001), em relação ao grupo controle com carragenina. 
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Na Tabela 3 podem ser observadas as porcentagens de inibição do edema (2 h), 

quando comparados ao controle tratado apenas com o veículo. O extrato de T. coccinea 

apresentou porcentagem de inibição de 44,89% e 55,15%, nas concentrações de 20 mg/kg
 
e 

200 mg/kg, respectivamente. O extrato de T. tagusensis apresentou porcentagem de inibição 

de 64,13% e 47,82% nas concentrações de 20 mg/kg
 
e 200 mg/kg, respectivamente. Os 

animais tratados com a droga controle, indometacina, apresentaram inibição de 62,61%. Não 

foi observada diferença significativa entre os extratos. 

 

 

Tabela 3: Porcentagem de inibição do edema de pata de camundongos induzido por 

carragenina T2 (2 h). 

% Inibição 2 h  

Indometacina 
T. coccinea 

20 mg/kg 

T. coccinea 

200 mg/kg 

T. tagusensis 

20 mg/kg 

T. tagusensis 

200 mg/kg 

62,61 44,89 55,15 64,13 47,82 

 

 

4.3  Ensaios toxicológicos 

 

 

4.3.1  Ensaio de reversão Samonella/microssoma 

 

 

Os resultados do ensaio de reversão Samonella/microssoma, utilizando-se as 

linhagens padrão sugeridas por Maron e Ames (1983) e Mortelmans e Zeiger (2000) na 

presença e na ausência de metabolização exógena S9 mix estão representados nas Tabelas 4 e 

5.  

Os extratos de T. coccinea e T. tagusensis não apresentaram efeito mutagênico na 

ausência de metabolização exógena para as linhagens TA97, TA98, TA100 e TA102. Em 

relação à sobrevivência, foi observada mortalidade maior que 30% na linhagem TA100 para o 

extrato de T. coccinea a 50 µg/placa. 

Na presença de S9 mix, não foi observado efeito mutagênico e citotóxico para as 

linhagens TA97, TA100 e TA102 em nenhum dos extratos analisados.  Entretanto, para a 
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cepa TA98 foi observado efeito citotóxico nas menores concentrações dos extratos de T. 

coccinea (50 µg/placa e 250 µg/placa) e T. tagusensis (exceto 5000 µg/placa). Quanto à resposta 

mutagênica essa pode ser observada na cepa TA98 para o extrato de T. coccinea na 

concentração de 2500 µg/placa. 



56 

 

Tabela 4: Número de colônias revertentes por placa e sobrevivência de cepas de Salmonella 

typhimurium na presença dos extratos de T. coccinea no ensaio de reversão 

Samonella/microssoma na ausência (-S9) e na presença (+S9) de ativação metabólica exógena 

com S9 mix. 
 

Cepa μg/placa 
- S9 + S9 

I.M. Rev. ± D.P. Sob. %  I.M. Rev. ± D.P. Sob. %  

TA97 

0 1,0 135 ± 2 100,0  1,0 2234 ± 11 100,0 

50 1,0 135 ± 2 75,9  1,3 294 ± 3 100,0 

250 1,1 146 ± 10 87,4  1,3 291 ± 3 100,0 

500 1,2 156 ± 1 100,0  1,3 286 ± 9 100,0 

2500 1,1 145 ± 3 82,3  1,2 272 ± 15 100,0 

5000 0,6 80 ± 7 99,0  1,4 319 ± 3 100,0 

4NQO/2AA 9,4* 1276 ± 40 100,0  2,6* 586 ± 11 100,0 

TA98 

0 1,0 26 ± 5 100,0  1,0 22 ± 7 100,0 

50 0,8 21 ± 11 71,2  0,8 17 ± 7 30,4* 

250 0,9 24 ± 3 76,7  1,3 29 ± 5 62,1* 

500 0,9 24 ± 1 100,0  1,8 41 ± 7 85,1 

2500 0,9 24 ± 6 100,0  2,4* 52 ± 6 82,6 

5000 1,0 27 ± 3 100,0  1,8 39 ± 5 78,9 

4NQO/2AA 25,9* 712 ± 40 100,0  6,9* 152 ± 1 100,0 

TA100 

0 1,0 200 ± 11 100,0  1,0 112 ± 9 100,0 

50 0,9 181 ± 211 69,0*  1,1 128 ± 1 100,0 

250 1,0 207 ± 21 100,0  1,1 127 ± 6 100,0 

500 1,0 210 ± 28 93,1  1,2 139 ± 4 100,0 

2500 1,1 213 ± 13 100,0  1,2 135 ± 7 96,4 

5000 1,1 230 ± 12 100,0  1,2 135 ± 5 96,0 

AS/2AA 3,2* 641 ± 32 100,0  6,4* 718 ± 20 100,0 

TA102 

0 1,0 581 ± 9 100,0  1,0 160 ± 6 100,0 

50 1,0 563 ± 13 100,0  1,3 209 ± 15 75,9 

250 1,0 568 ± 28 100,0  1,5 237 ± 20 100,0 

500 1,0 585 ± 31 100,0  1,5 238 ± 22 100,0 

2500 1,0 591 ± 13 100,0  1,5 238 ± 14 100,0 

5000 1,0 606 ± 15 74,2  1,7 265 ± 6 100,0 

Mit C/2AA 7,5* 4368 ± 57 100,0  2,0* 328 ± 6 100,0 

Valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: índice mutagênico em 

relação ao controle negativo (DMSO); Sob.: sobrevivência;  Rev.: número de colônias 

revertentes; - S9 (4NQO - 4-nitroquinolina-1-óxido, 10 µg/placa; AS - Azida sódica, 5 

µg/placa; Mit C - mitomicina C, 10 µg/placa; +S9 (2AA – 2-amino-antraceno, 10 µg/placa); 

*Diferença significativa (p < 0,05) no test t; Indicação em negrito dos resultados quando I.M. ≥ 

2 e sobrevivência celular < 70%.  
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Tabela 5: Número de colônias revertentes por placa e sobrevivência de cepas de Salmonella 

typhimurium na presença dos extratos de T. tagusensis no ensaio de reversão 

Samonella/microssoma na ausência (-S9) e na presença (+S9) de ativação metabólica exógena 

com S9 mix. 
 

Cepa μg/placa 
- S9

 
+ S9 

I.M. Rev. ± D.P. Sob. %  I.M. Rev. ± D.P. Sob. %  

TA97 

0 1,0 108 ± 6 100,0  1,0 223 ± 11 100,0 

50 1,0 107 ± 6 100,0  1,3 284 ± 2 100,0 

250 1,0 112 ± 10 100,0  1,4 318 ± 8 100,0 

500 1,2 127 ± 10 100,0  1,5 346 ± 7 100,0 

2500 1,0 105 ± 4 100,0  1,5 332 ± 8 82,8 

5000 1,0 107 ± 6 100,0  1,5 331 ± 8 100,0 

4NQO/2AA 8,3* 901 ± 57 100,0  3,0* 668 ± 224 100,0 

TA98 

0 1,0 47 ± 4 100,0  1,0 25,5 ± 3 100,0 

50 1,2 57 ± 1 90,1  1,3 34,0 ± 3 28,6* 

250 1,3 63 ± 2 99,7  1,3 33,0 ± 4 40,4* 

500 1,3 62 ± 3 100,0  1,2 30,0 ± 1 34,8* 

2500 1,5 71 ± 11 100,0  1,0 25,0 ± 16 67,1* 

5000 1,2 56 ± 2 100,0  1,3 33,3 ± 4 90,1 

4NQO/2AA 13,7* 643 ± 1 98,4  6,0* 152,5 ± 1 100,0 

TA100 

0 1,0 160 ± 13 100,0  1,0 112 ± 10 100,0 

50 1,1 170 ± 10 100,0  1,0 115 ± 19 100,0 

250 1,1 174 ± 5 98,2  1,1 118 ± 14 100,0 

500 1,1 185 ± 13 100,0  1,1 123 ± 16 100,0 

2500 1,2 189 ± 8 100,0  1,0 115 ± 32 100,0 

5000 1,2 197 ± 10 100,0  1,1 123 ± 14 82,2 

AS/2AA 2,9* 476 ± 24 100,0  6,4* 718 ± 20 100,0 

TA102 

0 1,0 487 ± 3 100,0  1,0 160 ± 6 100,0 

50 1,0 489 ± 27 100,0  1,5 245 ± 3 100,0 

250 1,2 570 ± 16 100,0  1,4 221 ± 26 100,0 

500 1,2 589 ± 8 100,0  1,3 208 ± 23 100,0 

2500 1,1 534 ± 29 100,0  1,3 208 ± 42 100,0 

5000 1,1 542 ± 20 96,6  1,0 165 ± 4 100,0 

Mit C/2AA 5,4* 2620 ± 99 100,0  2,0* 328 ± 6 100,0 

Valores expressos em média e desvio padrão (DP) de triplicatas; I.M.: índice mutagênico em 

relação ao controle negativo (DMSO); Sob.: sobrevivência;  Rev.: número de colônias 

revertentes; - S9 (4NQO - 4-nitroquinolina-1-óxido, 10 µg/placa; AS - azida sódica, 5 µg/placa; 

Mit C - mitomicina C, 10 µg/placa; +S9 (2AA – 2-amino-antraceno, 10 µg/placa); *Diferença 

significativa (p < 0,05) no test t; Indicação em negrito dos resultados quando I.M. ≥ 2 e 

sobrevivência celular < 70%.  
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4.3.2  Teste in vitro de micronúcleo com células de mamíferos (macrófago RAW 264.7) 

 

 

Os extratos metanólicos de T. coccinea e T. tagusensis foram avaliados quanto à 

genotoxicidade utilizando o teste in vitro de micronúcleo com macrófago RAW 264.7. 

O extrato de T. coccinea reduziu, em relação ao controle negativo, a formação de 

micronúcleos na menor concentração (0,5 mg/mL, p < 0,05). No entanto, a citotoxicidade 

aumentou, em especial pelo processo de apoptose (5 mg/mL, p < 0,05) e de necrose (p < 0,05) 

em todas as concentrações. Observou-se diminuição de células em divisão (p < 0,05) na 

concentração 5 mg/mL (Tabela 6). 

O extrato de T. tagusensis reduziu a formação de micronúcleos na concentração 

intermediária (5 mg/mL, p < 0,05). Observou-se aumento no número de células em apoptose 

(p < 0,05) em todas as concentrações, e em necrose (p < 0,05) exceto na concentração 5 

mg/mL. Foi encontrado aumento no número de células em divisão na maior concentração 

testada (5 mg/mL, p < 0,05) (Tabela 6). 

 

 

Tabela 6: Teste in vitro de micronúcleo com macrófagos RAW 264.7 para os extratos metanólicos de 

T. coccinea e T. tagusensis 

Solução-

teste 
mg/mL % MN ± D.P. % Apop. ± D.P. % Necr. ± D.P. % Mit. ± D.P. % Sob 

 

DMSO - 4,51 ± 1,05 0,64 ± 0,41 2,64 ± 0,66 10,81 ± 1,54 96,73 

MNNG  

0,5 μM 
-   11,05 ± 2,90* 2,01 ± 0,67* 4,04 ± 1,15*   8,84 ± 0,97* 93,95* 

T. coccinea 

0,5 2,19 ± 0,49* 1,01 ± 0,44 4,16 ± 0,95* 11,02 ± 3,89 94,83* 

5 4,54 ± 1,04 2,08 ± 0,75* 3,68 ± 0,50* 14,29 ± 2,72* 94,24* 

50 3,60 ± 1,37 1,91 ± 0,34 4,57 ± 1,97* 10,15 ± 2,05 93,52* 

T. tagusensis 

0,5 5,69 ± 1,94 1,68 ±0,94* 3,47 ±0,88* 12,61 ± 2,52 94,84* 

5 3,34 ±1,57* 2,37 ±0,68* 2,55 ±0,40 10,94 ± 1,03 95,08* 

50 4,96 ±2,15 3,0 ±1,49* 4,78 ±1,98* 12,93 ±0,26* 92,22* 

Valores expressos em média e desvio padrão (D.P.) das quintuplicatas; MN – células micronucleadas; 

Apop. - Apoptose; Necr. - necrose; Mit. - Mitose; Sob - Sobrevivência; DP: desvio padrão; MNNG: 1-

metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina; *Diferença significativa (p < 0,05) no teste t, em relação ao controle 

negativo (DMSO). 
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4.3.3  Ensaio de toxicidade com o microcrustáceo Artemia salina 

 

 

Os extratos de T. coccinea e T. tagusensis não demostraram propriedades citotóxicas 

contra as larvas de Artemia salina em 24 h, em nenhuma das concentrações testadas. As 

porcentagens de sobrevivência estão representadas na Tabela 8. Não foi possível calcular o 

CL50 por não ter havido morte de 50% das larvas em nenhuma das concentrações testadas 

(0,001 – 1000 µg/ml). 

 

 

Tabela 7: Porcentagem de sobrevivência dos náuplius de Artemia salina na 

presença dos extratos após 24 horas de incubação.  

Concentração do extrato (µg/mL) 
% de sobrevivência 

T. coccinea T. tagusensis 

Controle negativo* 100 100 

0,001 100 100 

0,01 100 100 

0,1 100 100 

1,0 100 100 

10 100 100 

100 100 96,6 

1000 93,3 73,3 

          *O controle negativo foi preparado com água de diluição com DMSO a 0,8%. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Em revisão recente sobre o status mundial da pesquisa dos produtos naturais marinhos, 

Blunt et al. (2011) descreveram a descoberta de 1011 novos compostos, citados em 352 

artigos para o ano de 2009. A presença de empresas dedicadas à pesquisa dos recursos 

marinhos como fontes de fármacos demonstra que existe o interesse do mercado.   

Dados da literatura demonstram que os corais escleratíneos são capazes de produzir 

metabólitos secundários, inclusive com função ecológica (FUSETANI et al., 1986; BAE et 

al., 2000; KOH; SWEATMAN 2000; TARRANT et al., 2003; LAGES et al., 2010; ROCHA 

et al., 2011; LAGES et al., 2012). 

Lages et al. (2010) demonstraram que os extratos metanólicos de T. tagusensis e T. 

coccinea produzem substâncias químicas com função defensiva contra a predação por peixes 

generalistas e contra a incrustação de competidores. A presença predominante da espécie T. 

tagusensis na região de Ilha Grande pode estar relacionada à sua natureza química agressiva. 

Em outro estudo, Lages et al. (2012) demonstraram que essas espécies são competitivamente 

dominantes sobre a espécie de coral endêmico Mussismilia hispida, com a proximidade 

desses corais podendo gerar necrose nos tecidos da espécie nativa. 

Do ponto de vista farmacológico, alguns estudos têm demonstrado que espécies do 

gênero Tubastraea são capazes de produzir substâncias bioativas. Fusetani et al. (1986) 

isolaram a substância aplysinopsina do coral T. aurea. Essa substância foi capaz de inibir a 

divisão celular em ovos fertilizados de ouriço (Hernicentrotus pulcherrimus) podendo ser 

usada pelo coral nos mecanismos de defesa contra microrganismos. Koh (1997) demonstrou 

que T. faukneri produz compostos com ação antimicrobiana. Essa espécie também produz 

compostos tóxicos a corais competidores, inibindo seu assentamento e crescimento (KOH; 

SWEATMAN, 2000). Outro composto isolado de Tubastraea sp., o alcalóide 

Cicloaplysinopsina C com ação antimicrobiana, foi capaz de inibir o crescimento de duas 

linhagens de Tripanosoma falciparum (MEYER et al., 2009). 

Os compostos bioativos encontrados no ambiente marinho incluem esteróis, 

terpenóides, isoprenoides, alcalóides, quinonas, compostos bromados, compostos 

heterocíclicos de nitrogênio e nitrogênio-enxofre, e toxinas (ABAD; BERMEJO, 2001; 

BHAKUNI; RAWAT, 2005). Destes, já foi descrito que os corais escleratíneos são recursos 
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de derivados de antraquinonas, sesteterpenos, fenois, alcalóides, macrolides e acetilenos 

(BAE et al., 2000; ALAM et al., 2001 a e b; IWAGAWA et al., 2003). 

Os perfis espectroscópicos de UV/VIS e infravermelho fornecem dados para a 

identificação de compostos. Os espectros originários de misturas complexas são considerados 

a soma dos espectros dos componentes individuais (VOGEL et al., 1989; COATES, 2000; 

LOPES; FASCIO, 2004; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005; VINADÉ; VINADÉ, 

2005).  

Lages et al. (2012) observaram que a fração orgânica dos extratos metanólicos de T. 

coccinea e T. tagusensis por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, 

continham 28 e 26 substâncias, respectivamente, sendo encontrados esteróis, ácidos graxos, 

hidrocarbonetos, alcalóides, ésteres e álcoois. Os grupos funcionais presentes nos compostos 

descritos são coincidentes com os encontrados na análise dos espectros IV e UV/VIS, 

incluindo a presença dos alcalóides indólicos bromados. As absorções na região do UV 

sugerem a presença de cromóforos indólicos. Segundo Bialonska e Zjawiony (2009), metade 

dos compostos derivados do alcalóide aplynopsina, característicos dos corais escleractíneos, 

são halogenados com bromo (IWAGAWA et al., 2003). 

Os nossos dados mostram (Figura 7) que as amostras analisadas também podem 

possuir terpenóides na sua composição. Esses compostos possuem diversidade química e 

propriedades fisiológicas interessantes, representando 61% dos casos de compostos bioativos 

de cnidários (FONTANA, 1998; ROCHA et al., 2011). Fontana (1998) mostrou que o 

hexacoral Cladocora cespitosa contem sesteterpenos associados com atividade anti-

inflamatória, que foi relacionada à inibição da fosfolipase A2. Tubastrina, um alcalóide 

isolado da ascídia Aplidium orthium, também encontrado em T. aurea (SAKAI, 1987) possui 

ação anti-inflamatória, com inibição de radical superóxido (NORRIE PEARCE et al., 2008). 

Alguns trabalhos têm demonstrado que substâncias extraídas de cnidários apresentam 

atividade inibidora da produção de superóxido, redução da expressão da oxido nítrico 

sintetase induzível (iNOS), inibição na liberação de fator de necrose tumoral – α (TNF-α) e 

Interleucina-8 (IL-8), entre outros mecanismos (NORRIE PEARCE et al., 2008; 

BIALONSKA; ZJAWIONY, 2009; BLUNT et al., 2011; FESTA et al., 2012).  

Os extratos estudados apresentaram um comportamento captador de radicais 

semelhante ao BHT, um antioxidante sintético, no ensaio de atividade com DPPH (Figuras 8 e 

9). A capacidade sequestrante de radicais livres pode estar envolvida nas atividades anti-

inflamatória, anticancerígena e cicatrizante (ASSIMOPOULOU; SINAKOS; 

PAPAGEORGIOU, 2005; AMDEKAR, 2012). 



62 

 

A inflamação aguda é bifásica, a primeira fase inicia-se com a liberação de histamina, 

serotonina e quininas, após a administração do agente inflamatório até poucas horas. Os níveis 

de substância P também ficam aumentados após 15 minutos da indução do edema até a 

segunda hora do processo inflamatório. A segunda fase está relacionada com a liberação de 

prostaglandinas entre duas e três horas (CASTARDO et al., 2008; AMDEKAR et al., 2012).  

Os extratos de T. coccinea e T. tagusensis apresentaram ação anti-inflamatória no 

modelo de edema de pata de camundongo induzido por carragenina, a partir de duas horas da 

aplicação desse agente, o que evidencia a participação do extrato na segunda fase da resposta 

inflamatória (Figura 10). O extrato que apresentou as maiores porcentagens de inibição foi o 

da espécie T. coccinea (Tabela 2).  

Doenças inflamatórias, como artrite e asma, são associadas com a infiltração de 

neutrófilos e a produção subsequente de danos causados por superóxido. Portanto, a inibição 

da produção de superóxido pelos neutrófilos é uma alternativa no combate da resposta 

inflamatória aguda (NORRIE PEARCE et al., 2007a). Outra espécie reativa importante no 

processo inflamatório é o oxido nítrico, o qual inibe a produção de agentes pró-inflamatórios 

levando a efeitos anti-inflamatórios. No entanto, sua produção contínua juntamente com a do 

superóxido pode levar a efeitos deletérios (CORREA et al., 2009). 

Alguns estudos indicam a importância das espécies reativas na realização da reação 

inflamatória e também o potencial terapêutico da mistura de antioxidantes para reduzir a 

inflamação, a expressão de COX-2, iNOS e os níveis de estresse oxidativo através da indução 

de apoptose em células inflamatórias (JOHAR et al., 2004). 

Sugerimos que provavelmente a via de inibição do processo inflamatório observado se 

dá pela inibição de COX, conforme descrito por Amdekar et al. (2012). Assim, pode haver 

relação entre as atividades anti-inflamatória e captadora de radicais dos extratos analisados 

nesse trabalho.  

Dos compostos encontrados nos extratos de T. coccinea e T. tagusensis descritos em 

Lages et al. (2010) e Lages et al. (2012), foi reportado que 1-H-indol-3-carboxaldeído 

apresentou mutagenicidade para as linhagens TA98 (0-1,8 µmol/placa, -S9;  0-1,8 

µmol/placa, + S9) e TA100 (0-1,0 µmol/placa, -S9;  0-1,8 µmol/placa, + S9), na ausência e 

presença de metabolização exógena, no ensaio de incorporação em placa (HRELIA et al., 

1993). A TA98 é utilizada para a detecção de agentes que geram alteração no quadro de 

leitura pela adição ou deleção de pares de base G-C e a TA100 para substâncias capazes de 

induzir metilação e causar substituição de pares de bases G-C (MORTELMANS; ZEIGER, 
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2000; AIUB; FELZENSZWALB, 2011). Assim, sugerimos que o 1-H-indol-3-carboxaldeído 

seja o possível responsável pela atividade mutagênica e citotóxica encontrada (Tabelas 4 e 5). 

As respostas positivas no ensaio Salmonella/microssoma foram encontradas nas 

menores concentrações, esse fato pode estar relacionado ao possível efeito antagônico das 

substâncias presentes nos extratos nas maiores concentrações. 

Apesar do resultado mutagênico encontrado, os extratos não apresentaram atividade 

genotóxica no ensaio in vitro de micronúcleo com macrófagos RAW 264.7 (Tabela 6 e 7), não 

sendo observado aumento significativo na formação de células micronucleadas, necrose, 

apoptose celular e em divisão celular.  

O ensaio de mortalidade do microcrustáceo Artemia salina tem sido utilizado nos 

últimos 30 anos como ferramenta para avaliar citotoxicidade, assim como para a detecção de 

atividade antitumoral de compostos naturais, sendo fundamental na descoberta de uma série 

de produtos naturais atualmente em testes pré-clínicos como anticancerígenos (CARBALLO 

et al., 2002; SENG et al., 2007). Essa correlação pode ser realizada pela A. salina apresentar o 

mesmo metabolismo de purinas que as células de mamíferos. Apesar disso, as substâncias que 

requerem ativação metabólica no fígado não podem ser detectadas por esse ensaio 

(SHARIFIFAR et al., 2009). Os extratos metanólicos de T. coccinea e T. tagusensis não 

apresentaram propriedades citotóxicas contra as larvas de Artemia salina em 24 horas, em 

nenhuma das concentrações testadas (Tabela 8). Esse resultado demonstra que os extratos não 

possuem substâncias citotóxicas corroborando os resultados encontrados no experimento de 

citotoxidade do ensaio Salmonella/microssoma, na ausência de metabolização exógena, e no 

ensaio de micronúcleo, uma vez que as células usadas não são metabolicamente competentes. 

Os resultados sugerem que os extratos das espécies T. coccinea e T. 

tagusensis apresentam substâncias com potencial uso farmacológico, como agente anti-

inflamatório e no combate de radicais livres, estando as suas concentrações limitadas para uso 

farmacológico até a maior concentração não mutagênica observada.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

 Foi possível a distinção dos grupos químicos presentes nos extratos metanólicos obtidos 

dos corais Tubastraea coccinea e Tubastraea tagusensis, com os resultados encontrados 

sendo corroborados com os presentes na literatura; 

 

 O tratamento com os extratos de T. coccinea e T. tagusensis foi capaz de reduzir o índice 

de edema no modelo de inflamação aguda, demonstrando ação anti-inflamatória in vivo; 

 

 Os extratos metanólicos de Tubastraea coccinea e Tubastraea tagusensis apresentaram 

ação antioxidante, devido à capacidade sequestrante do radical DPPH; 

 

 O extrato de T. coccinea apresentou atividade citotóxica na ausência de metabolização 

exógena para a cepa TA100. Esse mesmo extrato foi citotóxico e mutagênico na linhagem 

TA98, na presença de metabolização. 

 

 O extrato de T. tagusensis apresentou citotoxicidade para a linhagem TA98 na presença de 

ativação metabólica; 

 

 Os extratos não exibiram efeito genotóxico para a linhagem celular avaliada; 

 

 Os extratos não apresentaram toxicidade contra o microcrustáceo Artemia salina; 

 

 Com este trabalho foi possível demonstrar que os extratos metanólicos de T. coccinea e T. 

tagusensis possuem substâncias com potencial biotecnológico, com ação anti-inflamatória 

e antioxidante. 
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