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A verdadeira sabedoria esta em saber que nada sei.

Socrates
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RESUMO

Neste trabalho avaliou-se o potencial farmacologico dos extractos de algumas espécies
invasoras/exdticas dos Acores, Asparagopsis armata, Asparagopsis taxiformis, Codium
fragile subsp. fragile, Microscosmus squamiger, Bugula neritina, Tricellaria inopinata
e Zoobotryon verticillatum, colhidos em marinas de Santa Maria (SMA) e Sao Miguel
(SMI). Os extractos de diclorometano e metanol foram preparados sequencialmente a
partir do material liofilizado. Determinou-se a actividade in vitro dos extractos contra as
linhagens tumorais Hela, A549 e MCF-7 em fase lag e log, usando a linhagem nao-
tumoral Vero como controlo. Nenhum dos extractos apresentou actividade contra A549,
nem nenhuma das linhagens em fase /og, a concentracdo maxima de 200 pg/mL. No
entanto, em fase lag, o extracto de diclorometano de Z. verticillatum foi o que
apresentou a melhor actividade contra as células MCF-7 (ECsp= 39,52 £7,58 pug/mL), e
foi o unico activo contra as células HeLa (ECso= 94,84+12,31 pg/mL). Este extracto
também mostrou ser selectivo (IS 1,94 ¢ 4,64 para HeLLa ¢ MCF-7, respectivamente). O
extracto de metanol de B. neritina SMI foi o unico extracto de metanol com actividade
antitumoral (ECsp= 132,56 11,08 pg/mL contra as células MCF-7). O extracto que
apresentou melhor actividade anticolinesterasica in vitro foi o de metanol de M.
squamiger (SMA), com um ICsp= 66,0 £ 5,04 pg/mL, mais activo que a galantamina
(ICsp= 78,0 £ 6,06 pg/mL), o farmaco mais utilizado actualmente no tratamento da
doenga de Alzheimer. Nenhum dos extractos testados mostrou actividade antioxidante
in vitro a concentragao de 250 pg/mL. Isto pode dever-se ao longo método de extracgao,
0 que terd promovido a oxidacdo da maioria dos compostos antioxidantes. No estudo
fitoquimico dos extractos foram isolados trés compostos, um composto alcaldéide da
familia das piridonas (composto 3), e mais dois com anéis aromaticos com padrdo de
substitui¢do idénticos ao do 4-terc-butilfenol (contaminante) e do BHT (antioxidante),
composto 1 e composto 2, respectivamente. O tipo de estrutura e a presenga destes
ultimos dois compostos em extractos de espécies variadas sugerem a existéncia de vias
de sintese destes compostos a partir de substancias de origem antropogénica. Mais
estudos sdo necessarios para elucidar a origem e o mecanismo de biossintese destes

compostos.

Palavras-chave: anticolinesterasica, antitumoral, antioxidante, extractos, metabolitos
secundarios, espécies marinhas invasoras/exoticas.
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ABSTRACT

In this work the potential of several extracts of marine alien species from the Azores,
Asparagopsis armata, Asparagopsis taxiformis, Codium fragile subsp. fragile,
Microscosmus squamiger, Bugula neritina, Tricellaria inopinata and Zoobotryon
verticillatum, collected in the marinas of Santa Maria (SMA) and S. Miguel (SMI), was
evaluated as a source of pharmaceutical compounds. The dichloromethane and
methanol extracts were prepared by sequentially extracting the lyophilized material. The
in vitro activity of the extracts was determined against the tumor HeLa, A549 and MCF-
7 cell lines in lag and log phases, the non-tumor Vero cell line was used as control.
None of the extracts presented antitumor activity against A549 cell line or against any
cells lines in log phase at 200 pg/mL. However, in /ag phase, the dichloromethane
extract from Z. verticillatum presented the best activity against MCF-7 cells (ECsp=
39.52 £7.58 pug/mL), and was the only extract active against HeLa cells (ECsp=
94.84+12.31 pg/mL). This extract also showed selectivity (SI 1.94 and 4.64 against
HeLa and MCF-7 cells, respectively). The methanol extract of B. neritina SMI was the
only methanol extract with antitumoral activity (ECsp= 132.56 +£11.08 pg/mL against
MCEF-7 cell line). The extract that presented the best in vitro anticholinesterasic activity
was the methanol extract of M. squamiger (SMA), with an ICsy= 66.0 = 5.04 pg/mL,
more active than galanthamine (ICsy= 78.0 & 6.06 pg/mL), the drug most currently used
in the therapeutics of Alzheimer’s disease. None of the extracts presented in vitro
antioxidant activity at 250 pg/mL. This may have been due to the length of the
extraction method, which may have promoted the oxidation of most of the antioxidant
compounds. In the phytochemical study, three compounds were isolated, one alkaloid
from the piridone family, and two compounds with aromatic rings with substitution
patterns identical to 4-terc-butylphenol (contaminant) and BHT (antioxidant),
compound 1 and compound 2, respectively. This type of structure and its presence in
extracts from diverse species, suggests the presence of synthesis pathways to these
compounds from anthropogenic substances in the environment. More studies are

required to assess the origin and biosynthesis mechanisms of these compounds.

Keywords: anticholinesterasic, antitumoral, antioxidant, extracts, secondary metabolite,

marine alien species.
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Actividades biologicas e metabolitos secundarios de espécies marinhas exoticas dos A¢ores

OBJECTIVOS

A ocorréncia de espécies exoticas marinhas no arquipélago dos Agores estd a ser
estudada no ambito do Projeto ASMAS (Agores: Stop-over for Marine Alien Species? -
M2.1.2/F/032/2011), financiado pelo Fundo Regional para a Ciéncia e Tecnologia do
Governo Regional dos Acgores e no qual se insere o presente trabalho de mestrado.

Apesar dos efeitos adversos das espécies invasoras para a biodiversidade e
equilibrio dos sistemas bioldgicos, estas espécies tém potencial como produtoras de
agentes terapéuticos naturais e compostos de valor acrescentado para, por exemplo, as
industrias alimentar e cosmética. Pretende-se assim avaliar o potencial de algumas
espécies marinhas exoticas e/ou invasoras, para permitir o desenvolvimento de possiveis
aplicacdes destas e consequentemente diminuir o seu impacto negativo para a Regido.

Actualmente sabe-se que: a) o cancro ¢ uma das principais causas de morte nos
paises industrializados [1]; b) a utilizagdo de inibidores da acetilcolinesterase permite
obter melhorias cognitivas, aliviando os sintomas da doenga de Alzheimer (DA), uma
doenca neurodegenerativa debilitante e incuravel [2], [3]; ¢) nos ultimos anos, hd um
crescente interesse nos produtos naturais para aplicagdes farmacologicas e
biotecnologicas [4], [5]; d) existe ainda uma lacuna no conhecimento cientifico sobre o
potencial das espécies exdticas do mar dos Acores como agentes anti-
acetilcolinesterasicos, sendo também muito limitado o niumero de linhas celulares contra
as quais foi avaliado o seu potencial antitumoral. Pelo exposto, verifica-se ser util e
oportuno avaliar o potencial farmacoldgico de algumas espécies invasoras/exdticas dos
Acores, focando a investigacdo em trés vertentes principais, relacionadas com a satde
humana: (1) actividade antitumoral, (i1) actividade anticolinesterasica e (iii) actividade
antioxidante.

As espécies exoticas identificadas no mar dos Agores, cujo potencial
farmacologico ¢ avaliado neste trabalho sdo as macroalgas Asparagopsis armata
Harvey, 1855, Asparagopsis taxiformis (Delile) Trévisan de Saint-Léon, 1845, e
Codium fragile subsp. fragile (Suringar) Hariot, 1889, e os macro-invertebrados
Microscosmus squamiger, Michaelsen, 1927, Bugula neritina L., 1758, Tricellaria
inopinata d’Hondt e Occhipinti-Ambrogi, 1985 e Zoobotryon verticillatum Delle

Chiaje, 1822. Sao espécies com potencial invasor que tém prosperado nas ilhas
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Actividades biologicas e metabolitos secundarios de espécies marinhas exoticas dos A¢ores

Acorianas e s3o muito faceis de obter em quantidade, o que facilita o estudo das
mesmas.

Assim, os objectivos do estudo sdo: i) determinar as actividades antitumoral,
anticolinesterasica e antioxidante dos extractos das espécies acima referidas com vista a
avaliacdo do potencial das espécies exoticas do mar dos Agores como fonte de produtos
com potencial farmacologico; ii) isolar e caracterizar estruturalmente os metabolitos
secundarios dos extractos mais activos; iii) propdr possiveis aplicacdes para estes
recursos marinhos para os quais ndo ha actualmente qualquer aplicacdo, contribuindo

para a valorizagdo de espécies existentes no mar dos Acores.
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Actividades biologicas e metabolitos secundarios de espécies marinhas exoticas dos A¢ores

I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com mais de 70% da superficie do planeta coberta por dgua, os oceanos siao
provavelmente o habitat mais promissor para explorar novos produtos quimicos com
propriedades bioldgicas. No entanto, ¢ actualmente reconhecido que apenas uma
pequena fracgdo destes tém sido estudada e identificada [4], [5].

O interesse nos organismos marinhos como uma potencial e promissora fonte de
agentes farmacoldgicos tem aumentado nos ultimos anos [4], [5]. Varios organismos
marinhos produzem metabolitos bioactivos em resposta a pressoes ecoldgicas, tais como
a competicdo por espago, a manutengdo de superficies limpas, a dissuasdo da predagado e
a capacidade de reprodug¢do com sucesso [6]. De entre os organismos marinhos, as
espécies exodticas e/ou invasoras marinhas sdao um objecto de estudo a privilegiar. De
facto, as espécies invasoras possuem mecanismos quimicos de ataque/defesa muito
eficazes tornando-as dominantes na ecologia quimica. Isto parece dever-se a presenca
de compostos que exibem potentes actividades bioldgicas e que sdo diferentes dos
biossintetizados por outras espécies [7].

A introdugdo de espécies exdticas potencialmente invasoras tem vindo a aumentar
com a globalizacdo, e ¢ reconhecida como uma das principais ameagas aos oceanos € a
segunda maior causa de perda de biodiversidade, unicamente superada pelas perdas
directas devido a destruicdo de habitats, apresentando impactos ambientais, economicos
e sociais graves, quer ao nivel regional, nacional e internacional [8], [9]. O potencial de
invasdo no arquipélago dos Acgores ¢ elevado, tendo em conta o aumento do trafego
maritimo e a localizagao do arquipélago [10].

Diversos factores antropicos funcionam como vectores de entrada de espécies
marinhas em areas fora do seu alcance biogeografico natural [11]. Entre estes, estdo os
cascos das embarcacdes, a dgua de lastro, lastro sélido, a nautica de recreio e as praticas
de mergulho, pesca e comércio aquaticos que sdo actividades relevantes nos Agores

[10].
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Actividades biologicas e metabolitos secundarios de espécies marinhas exoticas dos A¢ores

1. Espécies invasoras/exoticas alvo

Por uma ou mais das vias atras referidas foram-se fixando, nas ultimas décadas,
nas zonas portudrias da Regido Autonoma dos Acores diversas macroalgas e macro-
invertebrados cujas caracteristicas morfologicas e ambiente em que se desenvolvem,
assim como os resultados de estudos biologicos e fitoquimicos mais relevantes sdo

apresentados e discutidos nos pontos abaixo.

1.1. Macroalgas

As algas podem ser definidas como plantas fotossintéticas, avasculares, que
contém clorofila a e possuem estruturas reprodutoras simples [12]. A designacao deve-
se ao seu tamanho, estrutura multicelular, e fixagdo a um substrato [13]. As macroalgas
encontram-se organizadas em trés divisdes: Chlorophyta (algas verdes), Ocrophyta
(algas castanhas) e Rhodophyta (algas vermelhas) [14]. As algas marinhas s3o ricas em
fibras alimentares, minerais, lipidos, proteinas, acidos gordos 6émega-3, aminoacidos
essenciais, polissacarideos, e vitaminas A, B, C e E [15]-[19].

Tendéncias recentes na pesquisa de compostos de origem natural sugerem que as
algas s3o uma promissora fonte de novas substancias bioquimicas activas [4], [5], [20].
Possivelmente, para sobreviver num ambiente competitivo, as algas t€ém desenvolvido
estratégias de defesa evoluindo para um nivel significativo de biodiversidade quimica
resultante de diferentes vias metabolicas [6], [7].

Muitas espécies de macroalgas sdo utilizadas como alimento e também utilizadas
na medicina tradicional por causa dos seus beneficios para a saude [21]. Também, pelas
suas varias actividades biologicas, os compostos derivados de algas marinhas sdo
ingredientes importantes em muitos produtos, tais como cosméticos e medicamentos
para o tratamento de cancro e outras doencas. Os produtos naturais derivados de algas
marinhas protegem as células, através da modulacdo dos efeitos do stress oxidativo.
Porque o stress oxidativo desempenha um papel importante nas reacgdes inflamatoria e
na carcinogénese, estes produtos tém potencial para serem utilizados em medicamentos

anticancerigenos e anti-inflamatdrios [22].
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Actividades biologicas e metabolitos secundarios de espécies marinhas exoticas dos A¢ores

1.1.1. Asparagopsis taxiformis (Delile) Trévisan de Saint-Léon,

1845 e Asparagopsis armata Harvey, 1855

O género Asparagopsis engloba duas espécies potencialmente invasoras nos
Acores: Asparagopsis taxiformis originaria de dguas quentes-temperadas a tropicais e
Asparagopsis armata, geralmente encontrada em aguas frias a quentes-temperadas [23].
Este género ¢ caracterizado por um ciclo de vida haplodiplonte dimorfico: os
gametofitos hapldides correspondem a fase de ‘Asparagopsis’ e os tetraesporofitos
dipléides correspondem a fase ‘Falkenbergia’. A fase diploide e a fase haploide sdo
morfologicamente tdo diferentes que chegaram a ser identificadas como duas espécies

distintas e a possuir nomes cientificos distintos [24].

Tabela 1. Classificag@o taxondomica do género Asparagopsis. [25]

Classificacao

Filo Rhodophyta

Subfilo Eurhodophytina

Classe Florideophyceae

Subclasse | Rhodymeniophycidae

Ordem Bonnemaisoniales

Familia Bonnemaisoniaceae

Género Asparagopsis

A. taxiformis (Tabela 1, Figura 1) ¢ uma alga vermelha edivel no Havai, onde ¢
conhecida como limu kohu, que em havaiano significa “alga suprema”, e ¢ altamente

estimada pelo seu aroma e sabor [26].
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1

Encontram-se  descritos  numerosos

produtos naturais isolados a partir do género
Asparagopsis, incluindo compostos derivados
dos 4acidos acético e acrilico, como por
exemplo derivados halogenados, ésteres e
cetonas, compostos apolares e ainda

compostos volateis [28]—[31].
Figura 1. Asparagopsis taxiformis (Delile)
Trévisan de Saint-Léon [27].

A espécie A. taxiformis tem sido descrita como tendo propriedades
antibacteriana e antiprotozodria. No entanto, a actividade antibidtica destas espécies de
algas pode variar, dependendo de muitos factores ecologicos e biogeograficos [32],
[33].

O extracto de etanol de A. faxiformis, a uma concentragdo de 50 mg/mL foi
testado contra os fungos Aspergillus fumigatus, A. terreus e A. flavus, Candida
parapsilosis, Candida. tropicalis, Candida lusitaniae, € Saccharomyces cerevisiae. Foi
observada actividade contra todas as espécies testadas com valores de concentragdo
minima inibitdria a variar entre 0,15 - 5 mg/mL [34].

Os extractos de etanol de amostras recolhidas em diferentes meses foram testados
in vitro a uma concentragdo de 100 mg/mL, pelo método de difusdo em agar com
discos, contra as seguintes estirpes de bactérias patogénicas em peixe € marisco:
Aeromonas salmonicida subp. salmonicida, Photobacterium. damselae subp. damselae,
Photobacterium. damselae subp. piscicida, V. alginolyticus, V. cholerae, V. harveyi, V.
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus e Salmonella sp. [35]. S6 o extracto de Maio exibiu
actividade contra todas as estirpes, o de Marco teve alguma actividade (mas muito
menor) e os restantes extractos ndo exibiram actividade. Os autores também testaram os
efeitos citotoxicos destes extractos algais as concentragdes de 2 mg/mL e 4 mg/mL nas
glandulas digestivas Mytilus galloprovincialis, e nao obersvaram actividade [35]. Os
resultados deste trabalho devem ser considerados pouco relevantes pois a concentragao
testada ¢ muito elevada.

O extracto de metanol da alga A. taxiformis exibiu actividade antibacteriana

contra Bacillus subtilis, Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
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aeruginosa, Serratia marcescens, Mycobacterium smegmatis e antifiungica contra dois
fungos Candida albicans e Saccharomyces cerevisae, ¢ contra o fungo filamentoso
Aspergillus fumigatus [36]. Este trabalho foi realizado pelo método do disco de agar ndo
quantitativo e os autores nao apresentam a concentragdo de extracto (massa de extracto/
volume) testada dificultando a comparacdo com outros resultados publicados.

Para a espécie A. taxiformis existem estudos que mostram que o extracto de
metanol foi testado in vitro contra as larvas do nematode Meloidogyne javanica tendo
provocado uma mortalidade de 50% ao fim de 72 h a concentracdo de 1 mg/mL [37].

Jha et al. [38] indica num screening de 30 macroalgas, que o extracto de metanol
de A. taxiformis exibe a maior actividade anti-quorum sensing contra as bactérias
Chromobacterium violaceum e Serratia liquefaciens.

Num ensaio anti-incrustagdo, uma fraccdo do extracto de metanol da alga A.
taxiformis revelou-se bastante activa [39]. O ensaio foi efectuado com o molusco
Limnea truncatula, e a fraccdo algal activa produziu 80% de repeléncia a 150 mg/L,
enquanto que no ensaio anticianobactéria esta frac¢do inibiu 100% do crescimento de
Trichodesmium sp., a 320 mg/L. A mesma frac¢do algal mostrou efeito piscicida contra
Oreochromis mossambicusa a 60 mg/L. Confirmou-se que a frac¢do activa provoca
nenhuma a moderada toxicidade contra crustaceos ndo-alvo e de valor comercial, tais
como Penaeus monodon e Macrobrachium rosembergii [39].

O extracto aquoso da mesma espécie foi testado in vivo contra o ectoparasita
Neobenedenia sp em diferentes estados larvares. Apesar do extracto ndo ter efeito no
estado adulto, nem na larva, foi muito eficaz a inibir o desenvolvimento embrionario
reduzindo a probabilidade de eclosdo dos ovos de 99% para apenas 3% em agua do mar;
e dos 3% que eclodiram, o tempo de eclosdao foi retardado (14 a 18 dias) comparado
com o controlo (5 a 7 dias) [40].

Os extractos de hexano, diclorometano e etanol de A. taxiformis foram testados in
vitro contra promastigotas de Leishmania donovani para determinar a actividade anti-
protozodaria. Os extractos de hexano e diclorometano mostraram uma forte inibigdo com
ICso de 17,00 pg/mL e 16,00 pg/mL, respectivamente. Duas frac¢des do extrato de
etanol (eluidas com hexano:acetato de etilo e acetato de etilo) revelaram-se também

activas com um ICsy de 14,00 pug/mL e 20,00 pg/mL, respectivamente [41].
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A fraccdo em acetato de etilo de 4. taxiformis revelou uma elevada actividade
antioxidante, 98,40%, e actividade citotoxica contra as células MDBK, para uma
concentracao testada de 400 pg/mL [42].

No que diz respeito a estudos fitoquimicos, a fraccdo lipidica desta alga foi
estudada, tendo-se concluido que o estigmasterol € o docosano sdo 0os compostos mais
abundantes, o acido linolénico ¢ o acido gordo mais abundante, enquanto o heptadecano
€ o composto maioritario da frac¢ao volatil, sendo também rica em sais minerais como o
sodio e o potassio [42].

Um polissacarideo sulfatado purificado a partir da A. faxiformis mostrou ter uma
actividade anticoagulante exibindo um factor de coagulacao relativo de 28,57 obtido a
48 pg/mL e que ¢ comparavel com a heparina a 60 pg/mL [43].

Um estudo mais recente sobre esta alga conseguiu isolar dois novos compostos: a
mahorona e a 5-bromomahorona. A actividade ecotoxicoldgica destes compostos foi
avaliada contra a bactéria marinha Vibrio fischeri (ECsy 0,16 uM para os dois
compostos). Estes compostos também foram testados em ensaios antibacterianos e
antifingicos, e tiveram uma actividade moderada contra a bactéria patogénica humana
Acinetobacter baumannii. Quando testados contra as linhagens tumorais A549, HepG2,
HT29, MCF7 e MiaPAca2 e linhagem ndo-tumoral Fa2N4 a 5 uM, nenhum dos
compostos revelou citotoxicidade contra as linhagens tumorais sendo apenas o

composto mahorona activo contra a linhagem Fa2N4 [44].
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Mahorona 5-Bromo-mahorona
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Os gametdfitos de A. armata
(Tabela 1, Figura 2) sdo distintos dos
exibidos pela A. taxiformis, na medida
em que os ramos desta ultima ndo

possuem os espinhos que sao

caracteristicos da A. armata [45].
Figura 2. Asparagopsis armata Harvey. Foto
tirada por Fiona Crouch [46].

Da espécie A. armata sabe-se que o extracto metandlico a 1 mg/mL (ensaio a 24
horas) exibe actividade citotoxica contra a linha celular HEPG-2, reduzindo a
proliferagdo celular em 36% [47].

A alga moida e o extracto metandlico da 4. armata foram testados contra Bacillus
subtilis, B. cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
a fungo Candida albicans. Ambos exibiram um amplo espectro de actividade contra
todas as bactérias, sendo que a alga moida, aplicada directamente em pocos no agar da
placa de Petri contendo as culturas, foi mais activo do que o extracto de metanol [48].

Num screening de 26 extratos de diclorometano de algas, testados contra as
estirpes patogénicas em peixes Aeromonas salmonicida ssp. salmonicida, A. hydrophila
ssp., hydrophila, Pseudomonas anguilliseptica, Vibrio anguillarum, Yersinia ruckeri, o
extracto de A. armata, foi o que exibiu maior halo de inibicao [49].

Os extractos de metanol e diclorometano desta alga mostraram actividade
antibacteriana contra as estirpes Vibrio harveyii, V. alginolyticus, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. epidermis e Escherichia coli [50]. O
bromoférmio (CHBr3) e o 4cido di-bromoacético foram os compostos mais abundantes
no extracto de metanol, tendo também revelado actividade (a 5 umol) contra as mesmas
bactérias, sendo o 4cido di-bromoacético o que apresenta maior area de inibicdo contra

todas as estirpes bacterianas [50].
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Os polissacarideos sulfatados soltiveis em agua extraidos de A. armata exibem
actividade antiviral com um ICsy de 10 pg/mL contra HSV-1, sem afectar a viabilidade

das células hospedeiras MT4. [51].

1.1.2. Codium fragile subsp. fragile (Suringar) Hariot, 1889

Codium fragile subsp. fragile ¢ uma alga verde (Tabela 2, Figura 3), conhecida
anteriormente como Codium fragile subsp. tomentosoides. Consiste na ramificagdo
repetida de segmentos cilindricos com uma superficie macia. E uma alga invasora e que

se encontra amplamente distribuida a nivel mundial [9].

Tabela 2. Classificacdo taxonomica do
género Codium.
Classificacao

Filo Chlorophyta

Classe | Ulvophyceae

Ordem | Bryopsidales

Familia | Codiaceae SR o B

Género | Codium

Figura 3. Codium fragile subsp. fragile
(Suringar) Hariot [52].

C. fragile subsp. fragile mostrou conter concentragdes relativamente elevadas de
dimetilsulfoniopropionato (DMSP) e produtos da sua clivagem, sendo que estes actuam
como uma defesa quimica contra o ourigo-do-mar Strongylocentrotus droebachiensis
[53]. Um dos predadores do C. fragile subsp. fragile, Littorina littorea também evita

esta alga assim que ela ultrapassa os 3 cm [54].
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Foi também efectuado um estudo em que foram avaliadas as actividades
antiprotozoaria, antibacteriana de C. fragile subsp. fragile. O extracto iso-propilico
desta alga exibiu um ICsy de 8,9 pg/mL contra o protozodrio Trypanosoma brucei
rhodesiense, ¢ um ICsy de 16,6 pg/mL contra Leishmania donovani e nao teve
actividade contra Trypanosoma cruzi. Verificou-se ainda que ndo exibiu actividade
antibacteriana contra Mycobacterium tuberculosis (concentracdo méaxima testada de 256
pg/mL) mas também ndo exibiu toxicidade contra as células L6 (a concentracio
maxima testada foi de 90 pg/mL) [55].

E de referir ainda que em varios estudos publicados sobre actividades antiviral
[56], antiherpética [57], antibacteriana [58], antitumoral [58]-[60] e o efeito
imunomodulador [61], ndo foi especificada qual a sub-espécie de Codium fragile
utilizada, pelo que nao ¢ possivel saber se se tratou da mesma sub-espécie que € objecto
de estudo desta tese. As actividades exibidas pela espécie C. fragile podem ser vistas

como um indicador do potencial medicinal das sub-espécies desta alga.

1.2. Macro-invertebrados aquaticos

Os animais que ndo possuem espinha dorsal sd3o conhecidos como invertebrados.
Mais de 98 % das espécies na Terra sdo invertebrados que dependem de outras
estratégias que ndo a espinha dorsal, tais como o recurso a pressao hidrostatica, um
exosqueleto externo, conchas e, em alguns casos, at¢ mesmo espiculas de vidro. Os
invertebrados marinhos sdo organismos que vivem numa zona béntica pelo menos
durante uma parte do seu ciclo de vida. Os invertebrados marinhos mais comuns sao
esponjas, cnidarios, anelideos, lofoforados, moluscos, artropodes, equinodermes e os

hemicordados [62].
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1.2.1. Briozoarios

Os briozoarios representam um filo de animais coloniais sésseis € bentonicos,
que se alimentam por filtracdo de particulas em suspensdao. Podem ser encontrados
abundantemente em aguas frias e recifes tropicais, sedimentos silicoclasticos, regides
polares e até nas profundezas do mar. E o filo com o maior grupo de animais
exclusivamente clonais. As coldnias sdo formadas pela repeticdo de zodides, enxertos
geneticamente (mas nem sempre morfologicamente) idénticos, fisicamente ligados e
intercomunicadores [63].

Os briozodrios marinhos podem ser uma fonte rica de compostos
farmacologicamente promissores como alcaldides [64] e lactonas macrociclicas

(briostatinas) [65].

1.2.1.1. Bugula neritina Linnaeus, 1758

O briozoario Bugula neritina (Tabela 3, Figura 4) pode ser descrito como uma
colonia erecta e ramificada que cresce verticalmente a partir de uma ancestrula
(primeiro zodide). A coldnia pode estar fixa através de rizdides que surgem nas
superficies autozooidais. As paredes basais e laterais sdo ligeiramente calcificadas, ¢ a

membrana ocupa a maioria da superficie frontal. Costumam apresentar espinhos [66].

Tabela 3. Classificacdo taxondmica do género
Bugula.

Classificaciao

Reino | Apimalia

Filo Bryozoa

Classe Gymnolaemata
Ordem | Chejlostomatida
Familia | Bygylidae

Género | pyoylq

Figura 4. Bugula neritina Linnaeus [67].

Actividades humanas como a navegacdo e maricultura s3o influenciadas
negativamente pela presenca de B. neritina. Porém, pelo facto de possuir um grupo de

substancias particularmente activas, as lactonas macrociclicas briostatinas, encontradas
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em algumas das espécies de Bugula, incluindo a B. neritina, sdo actualmente muito
estudadas a procura de novos derivados [65]. Na realidade as briostatinas sao
biossintetizadas pela vy-proteobactéria endossimbidtica “Candidatus Endobugula
sertula” [68]-[72].

A classe das briostatinas, cerca de 20 compostos descobertos até ao momento,
tem sido reconhecida como candidata para ser utilizada em quimioterapia para o
tratamento do cancro, devido a sua actividade antineoplasica combinada com a sua
baixa toxicidade [73]. A briostatina-1 foi a primeira a ser isolada de B. neritina [73], e é
uma das briostatinas que ja se encontra na fase Il de avaliagdo para aplicacdo no
tratamento da doenca de Alzheimer [74].

A briostatina-1 demonstrou uma elevada actividade anticancerigena, devido em
parte, a sua capacidade de interagir com isozimas da proteina quinase C (PKC).
Inicialmente ensaios clinicos indicavam que este composto pudesse ser eficaz em
combinagdo com outras terapias. No entanto, nenhuma combinacdo eficaz foi
encontrada, devido predominantemente aos severos efeitos secundarios revelados [75].

As briostatinas tém sido alvo de estudos quimicos com o objectivo de sintetizar
derivados que possuam idéntica ou maior actividade, particularmente em relacao a

ligacdo as isozimas da proteina quinase C [76].

Briostatina-1

Dois esterdis oxigenados foram isolados a partir do extracto de etanol de B.
neritina, 3PB,24(S)-di-hidroxi-colesta-5,25-dieno-7-ona (A) e 3f,25-di-hidroxi-colesta-

5,23-dieno-7-ona (B). Ambos os compostos exibiram actividade citotoxica contra as
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linhagens celulares tumorais, HepG2, HT-29 ¢ NCIH460, com valores de ICsy 25,48,
53,41 e 34,72 pg/mL para o composto A, e 22,58, 31,32 e 29,58 pg/mL, para o
composto B [77].

HO o

Composto A

1.2.1.2. Tricellaria inopinata d’Hondt e Occhipinti-Ambrogi, 1985

A Tricellaria inopinata (Tabela 4, Figura 5) ¢ um briozoario oportunista e
robusto, capaz de suportar uma ampla gama de temperaturas e salinidades e de se
estabelecer tanto em substratos naturais como antropogénicos [78]. Encontra-se na
“Lista das 100 piores espécies invasoras da Europa” do projecto europeu DAISIE -

Delivering Alien Invasive Species Inventories for Europe [79].

Tabela 4. Classificagdo taxonomica do género
Tricellaria [80].

Classificacio

Reino Animalia

Filo Bryozoa

Classe | Gymnolaemata

Ordem | Cheilostomata

Familia | Scrupocellariidae

Género | Tricellaria Figura 5. Tricellaria inopinata d’Hondt e
Occhipinti-Ambrogi [81].

Existem varios trabalhos sobre a morfologia e a distribui¢ao desta espécie [82]—

[89], mas ainda nao existem nenhuns estudos feitos para avaliar a existéncia de

actividades biologicas.
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1.2.1.3. Zoobotryon verticillatum Delle Chiaje, 1822

Zoobotryon verticillatum (Tabela 5, Figura 6) ¢ um briozoario estolonifero
incrustante que cresce sobre a forma de colonias translicidas irregularmente ramificadas
que podem atingir comprimentos superiores a um metro [90]. Esta espécie pode ser
encontrada em &guas temperadas e quentes por todo o mundo e apresenta um
crescimento Optimo em temperaturas superiores a 22 °C [91], [92]. Z. verticillatum ¢
normalmente encontrado em cascos de barcos, o que pode explicar a sua corrente

distribuicdo e o seu estatuto como espécie exdtica invasora [90], [91], [93].

Tabela 5. Classifica¢do taxonémica do
género Zoobotryon [94].

Classificaciao

Reino Animalia

Filo Bryozoa

Classe | Gymnolacmata
Ordem | Ctenostomatida
Familia | vegiculariidae

Género | zo0botryon

Figura 6. Zoobotryon verticillatum Delle Chiaje
[95].

Sobre os compostos bioactivos de Z. verticillatum sabe-se que produz alcaldides
bromados como metabolitos secundarios, a 2,5,6-tribromo-N-metilgramina (A) e a
cadeia N-oxido (B) [96] e o 2,5,6-tribromo-N-metilindol-3-carbaldeido (C) [97], este
ultimo inibe a divisao dos ovos fertilizados do ouri¢o-do-mar Paracentrotus lividus. Isto
pode ser indicagdao de um possivel efeito anti-mitdtico, o que pode indicar a presenca de

actividade antitumoral.
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Estes metabolitos secundarios parecem prevenir a predacdo da sua espécie e
limitam a fixacdo de outros organismos, € sdo conhecidas apenas algumas espécies de
nudibranqueos, nomeadamente Okenia zoobotryon, que se alimentam directamente de
Z. verticillatum [98]. Amat & Tempera [95] sugerem que a falta de controlo predatorio
nos locais onde esta espécie ¢ introduzida contribui para o seu potencial como invasora.

A 2,5,6-tribromo-N-metilgramina também foi isolada de outra espécie do mesmo
género, Zoobotryon pellucidum (extracto de acetona) [99], e demonstou uma elevada
actividade anti-incrustante, com uma concentracao minima inibitdria cerca de seis vezes
menor que o 6xido de tributilestanho ou TBTO (forma oxidada do tributilestanho,
composto incorporado em tintas anti-incrustantes, mas com impacto negativo no
ambiente marinho [100]), mas dez vez menos toxica contra as larvas de Balanus
amphitrite. Também se verificou que a 2,5,6-tribromo-N-metilgramina inibe a fixagao
de Mytilus edulis, outro organismo incrustante [99], € possivel que esta actividade se dé
através da inibicao de neuronios serotoninérgicos [101].

Num screening de compostos biologicamente activos verificou-se que Z.
verticillatum ¢ também rico em outros alcaldides, tipo a quinolina, purina e a
quinazolina, e esterdides, como a noretindrona e a prednisona. Estes compostos foram

identificados por HPLC a partir da frac¢do rica em alcaloides [102].

N NN

- /

N N

Quinolina Quinazolina
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O extracto de éter dietilico de Z. verticillatum foi avaliado in vivo em relagao a
sua actividade anti-inflamatoria, anti-ulcera, antipirética, analgésica e estimuladora do
SNC (Sistema Nervoso Central) [103]. O extracto a 200 mg/kg teve actividade anti-
inflamatoria equivalente ao Diclofenac a 10 mg/kg, actividade analgésica inferior a
Pentazocina, mas significativa em rela¢do ao controlo negativo, actividade antipirética
equivalente ao paracetamol a 45 mg/kg, foi mais activo de que a cafeina a 4 mg/kg na
estimulacao do SNC, e a actividade anti-ulcera gastrica dose- dependente, comparavel

com a ranitidina a 13,5 mg/kg[103].

1.1.2. Tunicados (Ascidias)

Os tunicados sdo uma fonte de compostos actividades bioldgicas [4], [5], [104].
Ascidiacea ¢ uma classe do subfilo Tunicata (também conhecido como Urochordata),
filo Chordata. Encontram-se descritas aproximadamente 3000 espécies em todos os
habitats marinhos, desde dguas rasas as profundezas do mar [105]. As ascidias fornecem
um terreno fértil para estudos na area dos produtos naturais. Semelhante as esponjas e
aos briozoarios, muitas ascidias evitam a predacdo ou incrustagdo produzindo

metabolitos secundarios [106],[107].

1.1.2.1. Microcosmus squamiger Michaelsen, 1927

As ascidias da espécie Microcosmus squamiger (Tabela 6, Figura 7) sdo
invertebrados marinhos sésseis nativos da Austrdlia, que se propagam durante o seu
curto estado larval planctonico. Sao ascidias solitarias que podem ser encontradas em

habitats litorais rochosos rasos, particularmente em baias e portos [108].
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Tabela 6. Classificagdo taxondmica do género
Microcosmus.

Classificaciao

Reino Animalia

Filo Chordata

Classe Ascidiacea

Ordem Stolidobranchia

Familia Pyuridae

Género Microcosmus Figura 7. Microcosmus squamiger Michaelsen

[109].

Esta ascidia tem um grande potencial invasor [110], [111], nos locais onde ¢
introduzida, dissemina-se em substratos rochosos, sejam eles naturais ou artificiais,
podendo ser encontrada em elevadas densidades em habitats costeiros abertos,
afectando a vida marinha nativa, bem como em grandes portos de transporte onde M.
squamiger forma densos aglomerados que revestem o substrato disponivel [110].

Ainda ndo foram publicados nenhuns estudos farmacologicos ou fitoquimicos

sobre esta espécie.

2. Actividades biologicas

2.1. Actividade antitumoral

O cancro ¢ um grupo de doengas caracterizadas por uma populacao de células que
cresce e se multiplica sem respeitar os limites normais, invade e destréi tecidos
adjacentes, e se espalha para outras partes distantes no corpo pelo processo de
metastizagcdo. O cancro ¢ diferente dos tumores benignos, que sdo auto-limitados no seu
crescimento e ndo invadem os tecidos adjacentes, embora alguns tumores benignos
sejam capazes de se tornar malignos [112]. O cancro pode afectar pessoas de todas as
idades, mas o risco para a maioria dos tipos de cancro aumenta com o acréscimo da
idade [113].

Normalmente, as células crescem e multiplicam-se de forma controlada de

maneira a permitir a taxa de substitui¢ao necessaria para manter o organismo saudavel.
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Assim, quando as células se tornam velhas ou danificadas, ¢ desencadeada a apoptose,
morrem e sdo substituidas por células novas. No entanto, quando os mecanismos que
controlam o crescimento das células falham, o material genético das mesmas pode ficar
alterado ou danificado, dando origem a mutagdes que afectam o crescimento e divisao
celular normais. Estas células podem formar uma massa anormal de tecido, um tumor
(Figura 8) [114].

Apesar da proliferacdo celular anormal causada pela desregulagdo do mecanismo
de controlo celular ndo ser a Unica alteracdo observada nas células cancerigenas, ¢
certamente uma das caracteristicas fundamentais. As anomalias no material genético de
células transformadas podem ser resultado dos efeitos carcinogénicos, por exemplo, do
tabaco, da radiag@o solar ionizante, substancias quimicas ou agentes infecciosos. Pode
também ser resultado de anomalias genéticas que sdo adquiridas através de mutacdes
espontaneas ou erros na replicacdo do DNA, ou s3o herdadas geneticamente, e

consequentemente estdo presentes em todas as células ao nascimento [115].

Cancer Cell Division

Figura 8. Divisdo celular em células normais e células cancerigenas [116].

Nenhuma célula se torna neoplasica apenas com uUnica uma mutagao.
Normalmente sdo necessdrias varias para haver desregulagdo do ciclo celular e
prolifera¢do excessiva, e ainda mais outras para que haja invasdo dos 6rgaos adjacentes
ou distantes.

As anomalias genéticas encontradas no cancro afectam tipicamente trés classes
gerais de genes: os genes promotores de cancro, os genes supressores de tumores € 0s

genes reparadores do DNA [117].
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Os oncogenes ou genes promotores do cancro, sdo genes que normalmente estao
envolvidos na proliferagdo celular (no estado normal, designam-se como proto-
oncogenes). Estes genes, estdo geralmente sobre-expressados nas células cancerigenas,
fornecendo a estas células novas propriedades, como o crescimento e a divisdo
descontrolados, proteccdo contra a morte celular, capacidade de invasdo dos tecidos
normais ¢ a habilidade de se tornarem estaveis em diversos ambientes teciduais [115].

Os genes supressores de tumores sdo genes que suprimem a proliferagdo caso
detectem anormalidades celulares, desencadeando a apoptose quando os danos sdo
excessivos. Estes genes estdo geralmente inactivos nas células cancerigenas, resultando
na perda das fungdes normais destas células, como o controlo da replicacdo do DNA,
controlo do ciclo celular, orientagao e aderéncia nos tecidos e a interagdo com as células
de defesa do sistema imunitério [115].

Os genes reparadores de DNA estdo envolvidos na reparacio de DNA e na
manuten¢do da estrutura cromossomal. Estes genes codificam varias proteinas que
corrigem os erros no DNA. Se estes genes estiverem inactivados, hd um aumento na
taxa de mutagdes e portanto a probabilidade de haver mutagdes nos genes referidos
anteriormente ¢ maior, da-se um fenomeno de instabilidade genética [115].

Apesar dos recentes avangos no conhecimento da patogénese molecular e
terapias-alvo, o cancro continua a ser uma das doencas mais malignas que ameagam a
saude e qualidade de vida humana. A Organizagao Mundial de Saude definiu o cancro
como uma das dez maiores causas de mortalidade no mundo [118]. A quimioterapia
combinada com radioterapia e cirurgia ¢ a principal estratégia para o tratamento contra
o cancro. No entanto, esta estratégia possui limita¢des, incluindo a multi-resisténcia a
farmacos e efeitos secundarios graves na aplicacdo clinica [119], por conseguinte
impelindo a pesquisa de novos farmacos anticancerigenos com maior eficiéncia
terap€utica ou menos efeitos secundarios. Muitos dos agentes quimoterapicos utilizados
sdo de origem natural como os alcaldides isolados de plantas, por exemplo o paclitaxel
(taxol®) e a vincristina (Oncovin®) [120], [121]. Os produtos naturais t€ém ganho cada
vez mais atengdo do ponto de vista terapéutico e tornaram-se de forma consistente a

fonte mais bem sucedida de potenciais novos medicamentos [4], [5].
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2.2. Actividade anticolinesterasica

A inibi¢do da acetilcolinesterase (AChE) humana tem vdarias aplicacdes
importantes em tratamentos médicos, especialmente na doenca de Alzheimer (DA), que
¢ uma das principais causadoras de deméncia em idosos ¢ afecta cerca de 35,6 milhdes
de pessoas em todo o mundo [122]. Esta doenca causa a diminui¢do da actividade dos
neurdnios colinérgicos, um problema que pode ser tratado aumentando a quantidade do
neurotransmissor acetilcolina (ACh), cujo nivel ¢ anormalmente reduzido no cérebro
dos doentes com DA. Até ao momento, a melhor maneira de aumentar a concentracao
de ACh consiste na inibi¢cdo da sua degradagdo pela AChE [123].

A acetilcolina (ACh) ¢ um neurotransmissor formado na regido terminal dos
neurdnios, chamada de axonio terminal. Esta permanece armazenada em vesiculas
sinapticas e, quando um impulso nervoso chega ao axdnio terminal, ¢ libertada pelo
neur6nio para a regido sinaptica, onde ¢ atraida pelos receptores colinérgicos que estdo

localizados no neurénio proximo (Figura 9) [124].
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Figura 9. Mecanismo de ac¢do da Acetilcolinesterase [125].

Quando a ACh interage com os receptores regenera o impulso nervoso no
neurdnio, levando assim a continuidade da transmissd@o. Uma vez transmitido, o impulso

nervoso ¢ importante que o processo de interaccdo da ACh com o receptor seja

interrompido, para evitar o excesso de transmissao nervosa, que pode levar a problemas
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de funcionamento do corpo [126]. O nosso organismo possui a enzima
acetilcolinesterase (AChE) ¢ um membro da super familia de proteina hidrolases o/f3
[127], que hidrolisa a ACh e a converte em colina (Ch) (Figural0), que ¢ reabsorvida
pelo primeiro neurdénio para ser reconvertida em ACh, permitindo assim a sua

reutilizacdo na transmiss@o de impulsos nervosos [128].

O CH. AChE ,CHj
pe N RPN = N
i —_—
HaC™ 0~~~ s )]\ OH par
CH, H,C O
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Figural0. Hidrolise da ACh pela AChE.

Os farmacos inibidores da AChE utilizados para o tratamento da DA sdo o
donepezil, a galantamina, a tacrina e a rivastigmina. Estes farmacos proporcionam um
efeito terapéutico limitado, e apresentam efeitos secundarios sérios, principalmente a
nivel gastrointestinal. A necessidade de medicamentos eficazes e com menos efeitos

secundarios tem estimulado a busca de novas drogas sobretudo de fontes naturais [129].
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2.3. Actividade antioxidante

O stress oxidativo ¢ um desequilibrio na homeostasia entre pro-
oxidantes/antioxidantes toxicos para as cé¢lulas [130], e encontra-se envolvido na génese
de varias desordens cronicas e degenerativas, tais como inflamacao [131], cancro [132],
doengas cardiovasculares [133] e neurodegenerativas [134].

A problematica do metabolismo ¢ que, enquanto a grande maioria da vida
complexa na Terra requer oxigénio para a sua existéncia, o oxigénio ¢ uma molécula
altamente reactiva que danifica as células através da produgdo de espécies reactivas de
oxigénio [135].

As espécies reactivas do oxigénio produzidas nas células incluem o peréxido de
hidrogénio (H,0,), e os radicais livres, tais como os radicais hidroxilo ("OH) e o anido
superoxido (0,") [136]. Estes oxidantes podem danificar as células ao iniciar reacg¢des
quimica em cadeia, tais como a peroxidagdo lipidica, a oxidacdo de DNA ou das
proteinas [137]. Os danos no DNA podem provocar mutagdes e, possivelmente, cancro,
se estas nao forem revertidas por mecanismos de reparagdo do DNA [138], enquanto
danos nas proteinas provocam inibi¢do enzimatica, desnaturacao e degradacao [139].

Por conseguinte, os organismos contém uma complexa rede de metabolitos
antioxidantes e enzimas que trabalham em conjunto para prevenir as lesdes resultantes
do stress oxidativo nos componentes celulares, tais como DNA, proteinas e lipidos
[137]. Em geral, os sistemas antioxidantes servem para remover as espécies reactivas,
antes que estas danifiquem componentes vitais a célula, no entanto, as espécies reactivas
de oxigénio também desempenham fungdes celulares tteis, tais como sinaliza¢ao redox.
Assim, a funcdo dos sistemas antioxidantes ndo ¢ remover completamente oxidantes,
mas manté-los a um nivel 6ptimo [140].

Um equilibrio entre os radicais livres e antioxidantes € necessario para a fungao
fisiologica adequada. Quando os radicais livres sobrecarregam a capacidade do corpo de
os regular, da-se uma condi¢do conhecida como stress oxidativo. Dai que a aplicacdo de
fontes externas de antioxidantes pode ajudar a controlar o stress oxidativo e a prevenir

os seus efeitos prejudiciais.
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II - RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Actividades bioldgicas

1.1. Actividade Antitumoral

O efeito inibitério de crescimento (fase /ag) e a citotoxicidade (fase log) dos
extractos foram determinados expondo as linhagens celulares tumorais HeLa, A549 e
MCF-7 e a linhagem celular ndo tumoral Vero, em fase lag e log do crescimento
celular, a concentracdes diferentes, at¢ um maximo de 200 pg/mL.

A fase lag corresponde a um periodo que ocorre pouca ou auséncia de divisdo
celular. As células encontram-se em estado de laténcia (repouso). Na fase log ou
exponencial, as células iniciam seu processo de divisdo entrando no periodo de
crescimento. Nesse periodo a reproducdo celular encontra-se extremamente ativa € com
maior atividade metabolica.

O resultado de ambas as actividades foi expressa em termos de ECs
(concentracdo de extracto que provoca 50% de mortalidade celular). Os resultados dos
ECs obtidos para a inibi¢do do crescimento e citotoxicidade encontram-se apresentados
nas Tabela 7 e Tabela 8, respectivamente. Nos extractos em que nao foi possivel obter o
ECso, pois o extracto ndo provocou 50 % de mortalidade celular para as concentracdes
testadas, os resultados foram expressos em percentagem de mortalidade celular a

concentragdo mais alta testada, que foi 200 pg/mL.
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Tabela 7. Actividade inibidora de crescimento celular dos extractos testados contra as linhagens celulares
Vero, HeLa, A549 e MCF-7 (resultados expressos como média+desvio-padrio).

Inibicdo EC50 (ng/mL)
Espécie Vero HeLa A549 MCEF-7
DCM | 191,86+11,53 n.a. [27,09%] | 99:42£7,20
Asparagopsis armata 1S 1,93
- MeOH [20,68%] n.a. [10,34%] [23,14%)]
<
= Asparagopsis DCM 151,62+7,21 n.a.] [9,62%)] 193i2S56'=57e32
=]
— . . )
é taxiformis MeOH [10,88%] [7,37%] [17,23%] [30,06%]
DCM [39,81%] n.a. [32,15%] [31,81%]
Codium fragile fragile
MeOH [7,70%] [14,78%] n.a. [34,27%]
SMA DCM [17,75%] [7,42%] n.a. 125,44+5,51
Bugula MeOH [42,56%] n.a. n.a. [44,14%]
neritina M DCM [26,73%] [24,98%] [46,95%)] 116,87+8,51
" MeOH [26,44%)] n.a. [18,24%)] 132,56+11,08
o
= DCM [7,54%] [0,68%] [25,38%] 184,12+16,94
St
§ Microcosmus SMA MeOH [6,64%] [4,25%)] [26,61%] [32,52%]
1
E squamiger DCM [9,42%)] n.a. n.a. [36,82%]
é SMI MeOH [8,37%] [14,63%] [21,81%] [9,88%]
§ DCM [40,91%] [33,13%] n.a. [32,52%]
Tricellaria inopinata
MeOH [25,41%] [16,34%] [35,26%] [28,39%]
Zoobotryon DCM | 183,68+16,37 94,1854149%4931 [43,73%] 391952“*2;58
verticillatum MeOH [13,31%] [38,73%] [26,54%)] [38,29%]
Controlo Colchicina 1,43+0,06 1,67+0,06 1,37+0,16 0,02+0,00

*% de mortalidade celular a 200 pg/mL, quando IC5,>200. n.a. ndo activo.

Como se pode verificar na Tabela 7, no teste para inibi¢do de crescimento (fase
lag), a maioria dos extractos apresentou alguma actividade, particularmente em relagao
a linhagem MCF-7, que foi também mais sensivel ao efeito da colchicina, um composto
que interage com a tubulina e perturba a formagao dos microtubulos [141]. Os extractos
mais activos foram os extractos de diclorometano, tendo apenas sido possivel calcular o
valor de ECsy para um extracto de metanol, do briozoario Bugula neritina de Sao
Miguel, contra a linhagem MCF-7.

O extracto mais activo foi o extracto de diclorometano de Zoobotryon
verticillatum, com um ECsy em relagdo a MCF-7 pouco superior ao valor de 30 pug / mL
considerado promissor para extractos brutos pelo NCI (National Cancer Institute) [142].
Este extracto foi ainda o unico para o qual foi possivel calcular o valor de ECsy em

relacdo a linhagem celular HelLa, sendo também um dos extractos que nio exibiu
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actividade suficiente para calcular o ECsy contra a linhagem A549, mas que obteve uma
percentagem de mortalidade celular de 43,7% a concentracdo mais elevada do ensaio
(200 pg/mL). E ainda de referir que o IS (indice de selectividade, definido como
ECsoVero/ECsy linhagem tumoral testada) do extracto de diclorometano de Z.
verticillatum para a linhagem HeLa foi de 1,94 e para a linhagem MCF-7 foi de 4,64
pelo que se verifica uma diferenga de sensibilidade, em que o efeito ¢ mais pronunciado
sobre as linhagens tumorais, e particularmente elevado na linhagem MCF-7. Foi
observado anteriormente no invertebrado Zoobotryon verticillatum um alcaloide 2,5,6-
tribromo-N-metilindol-3-carbaldeido capaz de inibir a divisdo dos ovos fertilizados do
ourico-do-mar Paracentrotus lividus [97], e outros alcaléides como a quinolina e a
quinazolina [102] que possuem actividade antitumoral [143], [144]. A actividade
biologica de Zoobotryon verticillatum observada neste estudo confirma a existéncia de
compostos nesta espécie com actividade antitumoral.

Curiosamente, detectaram-se algumas diferencas entre as actividades de extractos
dos exemplares de B. neritina recolhidos em Agosto na Ilha de Santa Maria e os
extractos de B. neritina recolhidos em Outubro na Ilha de Sdo Miguel, com uma
actividade mais elevada para os de S. Miguel. O briozodrio Bugula neritina ¢é
reconhecido pela sua capacidade de produzir as lactonas macrolideas conhecidas como
briostatinas, cuja actividade antitumoral ¢ altamente reconhecida [145], mas neste
estudo a actividade dos extractos ndo foi tdo alta como esperado. No entanto, ja foi
verificado anteriormente que amostras da espécie B. neritina podem ter actividades
muito distintas, pois os produtos naturais deste briozoario variam conforme diferentes
populagdes, e estas diferencas devem-se provavelmente a diferencas genéticas [68]. O
mesmo se verificou neste estudo, em que amostras de locais diferentes obtiveram
actividades diferentes. Também as amostras de Microcosmus squamiger revelaram
actividades diferentes consoante o local da colheita, mas no momento da escrita desta
tese ainda ndo existem estudos relativos as actividades desta espécie ou sobre
compostos provenientes da mesma, por isso, os resultados neste estudo sdo pioneiros e
indicam pela primeira vez que esta espécie pode ser uma fonte de novos compostos com
actividade bioldgica.

Os extractos de diclorometano das duas espécies de Asparagopsis também
mostraram actividade na fase lag contra as linhagens Vero e MCF-7. Comparando estes

dois extractos, verifica-se que o extracto de 4. armata foi mais activo contra a linhagem
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MCF-7 do que o extracto de alga A. taxiformis, para além de apresentar um IS de 1,93,
0 que mostra que € mais activo contra a linhagem tumoral MCF-7 do que a linhagem
ndo-tumoral, ao contrario do que se verifica no extracto de diclorometano da A4.
taxiformis que ¢ mais activo contra a linhagem nao-tumoral do que a linhagem tumoral,

o que se confirma pelo IS de 0,78.

Tabela 8. Actividade citotoxica dos extractos testados contra as linhagens celulares Vero, HeLa, A549 e
MCEF-7 (resultados expressos como média+desvio-padrao).

Citotoxicidade EC50 (pg/mL)
Espécie Vero HeLa A549 MCEF-7
DCM n.a. n.a. [36,05%] [34,47%]
Asparagopsis taxiformis
MeOH [5,92%)] n.a. [32,17%]
- n.a.
<
%‘J ' DCM na. n.a. [2,46%] [2,82%)]
3 Asparagopsis armata
§ MeOH na. na. [14,95%] n.a.
= DCM na. [8,81%] [2,12%)] [5,78%]
Codium fragile fragile
MeOH [4,11%] na. n.a. [2,37%]
SMA DCM [49,04%] [27,84%] [16,72%] [5,04%)]
Bugula MeOH [13,65%] [11,20%] [0,10%] n.a.
neritina S DCM n.a. [18,54%] [29,70%] n.a.
MI
MeOH [7,12%)] [36,82%] [45,37%] [32,23%]
'§ DCM [13,89%] [18,73%] [16,95%] [30,05%]
=
-§ Microcosmus SMA MeOH n.a. [37,95%] [7,05%] n.a.
St
2 squamiger DCM n.a. [27,98%] [13,44%] [25,38%]
T SMI
= MeOH n.a. [45,43%)] [9,44%] n.a.
= DCM n.a. na [17,71%] [29,04%]
Tricellaria inopinata -
MeOH n.a. na. na. [13,72%)]
Zoobotryon DCM [22,19%] [45,27%] [37,39%] [44,64%]
verticillatum MeOH [44,28%] [47,87%] [12,75%] n.a.

*% de mortalidade celular a 200 pg/mL, quando ICs5,>200. n.a. ndo activo.

Na Tabela 8 apresentam-se as actividades dos extractos contra as linhagens em
fase log. Os ensaios celulares em fase log permitem testar os efeitos dos extractos a
nivel dos mecanismos relacionados com a divisdo celular [146]. Nao foi possivel
calcular o valor de ECsy para nenhum dos extractos, uma vez que a mortalidade celular
foi sempre inferior a 50%. O extracto de diclorometano de Zoobotryon verticillatum
destacou-se em termos relativos, quanto ao seu efeito contra HeLa e MCF7, embora a

actividade fosse mais baixa que na fase lag.

Universidade dos Agores 38



Actividades biologicas e metabolitos secundarios de espécies marinhas exoticas dos A¢ores

Em uma andlise comparativa entre a Tabela 7 e Tabela 8, observa-se que a
actividade antitumoral encontra-se mais pronunciada na fase /ag do que na fase log.
Sendo a inibi¢ao de crescimento (fase /ag) determinada pela exposi¢ao das células ao
extracto na fase inicial de crescimento, pode-se concluir que o processo ao nivel da
adesao celular ao substrato foi o mais afectado.

E possivel que os extractos onde se observou inibicio da fase lag possuam
compostos que actuam ao nivel das MAC (moléculas de adesao celular), nomeadamente
nos mecanismos de adesdo intercelular mediados pelas caderinas [147].

Em geral, a linhagem celular MCF-7 parece ser mais sensivel aos extractos do que
as outras linhagens estudadas, isto confirma-se pelos valores de EC50 e pela % de
mortalidade celular, tanto na fase /ag, como na fase log.

Nenhum dos extractos extractos provocou 50% de mortalidade celular em fase /ag
ou fase log contra a linhagem tumoral A549, sendo as percentagens de mortalidade mais
altas contra esta linhagem de 46,95% na fase lag pelo extracto de diclorometano de
Bugula neritina SMI e de 45,33% na fase log pelo extracto de metanol da amostra
mesma espécie.

Globalmente, a actividade antitumoral registada nos extractos ¢ muito menor do
que a verificada na colchicina, o controlo positivo, mas é necessario relembrar que os
extractos testados estavam na sua forma bruta, pelo seria necessario testar os compostos
isolados e purificados nestes para avaliar a verdadeira actividade antitumoral destas

espécies.

1.2. Actividade Anticolinesterasica

Neste ensaio, todos os extractos foram testados a uma concentragdo maxima de
extracto 150 ug/mL e a galantamina foi utilizada como padrao para a inibi¢cao da enzima
acetilcolinesterase. O resultado da inibigao da actividade da acetilcolinesterase foi
expressa em termos de ICsy (concentracdo de extracto que provoca 50% de inibicdo
enzimatica e encontram-se apresentados na Tabela 9. Nos casos em que nao foi possivel
determinar o ICsy, pois o extracto ndo atingiu 50 % de actividade inibitoria para as
concentragdes testadas, os resultados foram expressos em percentagem de inibi¢do a

concentragdo mais alta testada, que foi 150 pg/mL.
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Tabela 9. Inibi¢do da actividade da acetilcolinesterase dos extractos de diclorometano e metanol das
espécies testadas expressas em ICs, (Resultados expressos como médiat+desvio-padrao).

. Local de Inibi¢ao IC50 (ng/mL)
Espécie Solvente
Recolha [% de inibigdo a 150 pg/mL]*
Asparagopsis ) DCM 116,50+10,94
Séo Miguel
" taxiformis MeOH >150 [14,3%+4,6]
«
L0 DCM >150 [41,1%+2,0]
S | Asparagopsis armata Séo Miguel
53 MeOH >150 [22,5%+11,6]
= Codium fragile subsp. ) DCM >150 [20,4%+1,5]
. Santa Maria
fragile MeOH >150 [8,2%+5,5]
DCM 99,12+7,94
Santa Maria
MeOH >150 [12,8%3,0]
Bugula neritina
DCM >150 [19,2%+4,1]
Sdo Miguel
" MeOH >150 [10,6%1,4]
S
= DCM >150 [5,2%%1,7]
% Santa Maria
MeOH +
:‘; Microcosmus c0 65,975,04
Z | squamiger DCM >150 [24,8%+5,2]
T Sdo Miguel
= MeOH >150 [13,7%4,1]
E
= . DCM >150 [41,7%+5,3]
Tricellaria inopinata Santa Maria
MeOH >150 [16,0%=+2,3]
Zoobotryon DCM +
Séo Miguel 127,43+2,00
verticillatum MeOH >150 [11,4%=1,0]

*% de inibi¢do a 150 pg/mL, quando ICs5,>150.

De todos os extractos testados apenas foi possivel determinar o ICsy nos extractos
de dicloromentano das espécies Asparagopsis taxiformis, Bugula neritina de Santa
Maria (SMA) e Zoobotryon verticillatum, € no extracto metandlico de Microcosmus
squamiger de Santa Maria (SMA). O extracto que apresentou a maior actividade de
inibicdo foi este ultimo, o extracto metanolico de Microcosmus squamiger de Santa
Maria (SMA). Dos extractos que mostraram actividade, apenas um ¢ uma macroalga, a
A. taxiformis e os restantes sdo macro-invertebrados: Bugula neritina (SMA),
Microcosmus squamiger (SMA), Zoobotryon verticillatum, pelo que os macro-
invertebrados mostraram mais actividade.

No caso da Bugula neritina, a actividade observada foi menor do que a esperada,
visto que foi nesta espécie que se isolou compostos como a briostatina-1, que ¢ das

briostatinas que ja se encontra na fase Il de avaliagdo para aplica¢do no tratamento da
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doenca de Alzheimer [74]. Contudo, como ja se observou nos ensaios de actividade
antitumoral, fazendo novamente uma comparagdo entre os resultados de extractos da
mesma espécie, mas colhidos em locais e €pocas diferentes, como ¢ o caso de Bugula
neritina € Microcosmus squamiger, observa-se que em ambos 0s casos, os extractos de
Santa Maria ¢ que apresentaram actividade. Este facto pode ter-se devido tanto ao local
onde as amostras foram colhidas como a altura do ano em que foram apanhadas, uma
vez que as amostras de Santa Maria foram apanhadas no Verdo e as amostras de Sado
Miguel foram apanhadas quase no Outono.

Os resultados observados na espécie Microcosmus squamiger sio 0s mais
surpreendentes, pois apesar desta espécie estar tdo pouco estudada, as actividades por

ela apresentada parecem ser muito promissores.

1.3. Actividade Antioxidante

O método do DPPH permite avaliar a capacidade que um composto tem na
captacao de radicais livres e espécies reactivas de oxigénio. Neste estudo nenhum dos
extractos testados demonstraram actividade antioxidante a concentracao de 250 pg/mL.
Isto podera ter-se devido ao método de obtengdo dos extractos que envolveu um longo
periodo de extrac¢ao (4 dias em diclorometano e 4 dias em metanol, com troca de
solvente a cada 24 horas). Uma vez que a fun¢do dos antioxidantes ¢ se oxidarem, ¢
possivel que durante a extraccdo os compostos antioxidantes tenham perdido a sua

actividade.

2. Caracterizacao estrutural dos compostos isolados dos extractos

Os compostos descritos neste estudo foram isolados através de métodos
cromatograficos preparativos a partir dos extractos de diclorometano e metanol que
obtiveram maior actividade. A estrutura quimica dos compostos isolados foi
determinada recorrendo principalmente a estudos de ressonancia magnética nuclear
(RMN) de 'H e "C, mono e bidimensional, e espectrometria de massa (EM). Em
seguida serdo apresentadas as evidéncias espectroscopicas mais relevantes, observadas

nos espectros analisados e que permitiram elucidar a estrutura quimica dos compostos.
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2.1. Composto 1: saliramofenol

Do extracto de diclorometano da Asparagopsis taxiformis foi isolado o composto
1 cuja estrutura se elucida a seguir

No espectro de RMN de 'H do composto 1 (Figurall), observa-se a presenca de
sinais a oy 7,14 (dd, J= 2,4 ¢ 8,6 Hz), 7,54 (d, J=8.6 Hz) e dois dupletos quase
coincidentes a 7,36 e 7,37 ppm, ambos com uma constante de acoplamento (J) de 2,4
Hz, o desvio quimico destes sugere tratarem-se de protdes aromaticos, enquanto a forma
dos sinais sugere trata-se de um anel aromatico trissubstituido, ou seja um anel
aromatico com 3 grupos CH e 3 carbonos quaternarios. O facto dos desvios quimicos
dos sinais a dy 7,36 ¢ 7,37 serem muito proximos permite concluir que estes protdes ndo
pertencem ao mesmo anel aromadtico, sendo a primeira evidéncia da presenga de pelo

menos dois anéis aromaticos trissubstituidos ndo equivalentes.

Figura 11. Ampliagdo do espectro de RMN 1H do composto 1.

No espectro de RMN de *C do composto 1 observa-se a presenca dos sinais
correspondentes a ressonancia de 5 carbonos aromaticos quaternarios a 6¢ 138,4, 138,6,
147,1, 147,6, 147,7 ppm, com desvios muito proximos (como se fossem sinais
desdobrados) o que reforga a ideia de existirem na estrutura varios anéis aromaticos nao
equivalentes mas com diferencas estruturais muito pequenas e que por isso nao se

reflecte no desvio quimico de todos os carbonos.
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Figura 12. Ampliagdo do espectro de RMN de HSQC do composto 1.

A andlise do espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo com deteccao
inversa (HSQC) (Figural2) mostra haver correlagdo entre os sinais de RMN de 'H
referidos inicialmente (6 7,14; 7,36; 7,37 e 7,54 ppm) e os de BCas 124,0, 124,5 e
119,1 ppm, respectivamente. Isto confirma que os carbonos cujas ressonancias dao
origem aos sinais a d¢ 124,0, 124,5 e 119,1 ppm sdo carbonos protonados, ou seja, estao
directamente ligados a protdes.

O espectro de RMN de 'H do composto 1 apresenta também dois sinais que
surgem a oy 1,29 e 1,34, desvios quimicos tipicos de protdes metilicos, em forma de
singuleto, indicativo de ndo terem outros protdes na vizinhang¢a préxima, ou seja, grupos
CHj; ligados a carbonos quaternarios. A analise do espectro de HSQC mostra que estes
protoes metilicos estdo ligados aos carbonos a ¢ 31,5 e 30,2 respectivamente, e que o
espectro de DEPT confirma pertencerem a grupos CHj.

As conectividades observadas no espectro bidimensional de correlacio
espectroscopica heteronuclear a longa distancia (HMBC) e indicadas na figura 13,
permitem concluir que os protdes metilicos a 6y 1,29 ppm tém correlagdo a longa
distancia (chamadas conectividades) com dois carbonos quaterndrios, um alifatico a ¢
34,5 e outro aromatico a d¢ 147,1 j& indicado acima. E os protdes do outro grupo metilo
(0y 1,34) exibem conectividades com trés carbonos quaternarios, a d¢c 34,9, 1384 ¢

138,6, sendo estes dois ultimos também assinalados acima). Isto permite concluir que

Universidade dos Agores 43



Actividades biologicas e metabolitos secundarios de espécies marinhas exoticas dos A¢ores

estes grupos metilo estdo ligados ao anel aromatico em posigdes distintas. O facto dos
protdes metilicos a oy 1,34 exibirem conectividades com 2 carbonos aromaticos
quaternario diferentes (6¢ 138,4 e 138,6) sugere que poderao estar na ligagdo entre dois
anéis aromaticos.

A presenca de grupos ferc-butilo ¢ evidenciada pela conectividade observada
entre os protdes a oy 1,29 e carbonos a d¢ 31,5 a distancia de 3 ligacdes, ou seja
carbonos equivalentes ao do grupo metilo ja identificado. Um efeito idéntico ¢
observado entre os protdes a oy 1,34 e o carbono a d¢ 34,9 sugerindo a existéncia, neste
caso, de dois grupos metilo equivalentes.

Se se tiver em conta, a existéncia de pelo menos, dois anéis aromaticos, sugere-se
a presenca de dois grupos ferc-butilo correspondentes ao sinal oy 1,29 e mais dois
grupos metilo na forma de C(CH3), cuja ressonancia dos protdes surge a oy 1,34.

As conectividades observadas no espectro de HMBC e indicadas na Figural3

permitem assinalar inequivocamente todos os carbonos e protdes indicados

Figura 13. Conectividades 'H/"*C a longa distancia observadas no espectro de HMBC do composto 1.

Como ja referido atras, parece existir uma particularidade estrutural que se centra
4 volta dos carbonos 1, 1°, 2, 2°, 6 e 6’ (ver numera¢do na Figura 14) e que provoca
algum grau de assimetria na estrutura apresentada na Figura. Sugere-se que essa
particularidade possa estar relacionada com a presenca de um grupo OH e um grupo O-
R em cada um dos anéis.

O espectro de massa deste composto apresenta dois picos a m/z 663
correspondente a [M+H]" e m/z 685 correspondente a [M+Na]" indicando uma massa
molecular de 662 daltons ou seja uma férmula molecular de C46Hg,0O3 mostrando uma

estrutura dimérica da que evidenciada pelos espectros de RMN.
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O conjunto dos dados estruturais apresentados até aqui, permite concluir que a
estrutura do composto 1 ¢ a apresentada na Figura 14 e cujo nome IUPAC ¢ o 2,2'-

((oxibis(3-(terc-butilo)-6,1-fenileno))bis(propano-2,2-di-il))bis(4-(terc-butilo)fenol.

=z
)
X

K

Figura 14. Estrutura do composto 1.

No presente trabalho o composto 1 (saliramofenol) foi isolado nos extractos de
diclorometano de diferentes espécies: nas algas 4. taxiformis, e C. fragile subsp. fragile,
e também nos invertebrados B. neritina e Z. verticillatum, sendo este ultimo o mais
activo em termos de inibicdo de crescimento celular. Este facto leva a ponderar as
implicagdes ecologicas que a presenca deste composto tem numa variedade de seres tdo
distintos.

Através de uma pesquisa verificou-se que um composto com esta estrutura ja foi
isolado e caracterizado, ao qual foi atribuido o nome trivial de saliramofenol. Trata-se
de um composto anteriormente identificado na haldfita Salicornia ramosissima, uma
espécie que cresce de forma espontanea no sapal da Ria de Aveiro junto ao canal da ria
que serve de entrada ao porto maritimo de Aveiro [148].

Uma pesquisa em base de dados da especialidade (SciFinder) mostra que o
saliramofenol ndo ¢ um composto comercial ou sintetizado, pelo que ndo pode ser um
composto proveniente de contaminagao laboratorial ou ambiental.

As espécies de onde se isolou o composto 1 t€ém em comum com a Salicornia

ramosissima, da qual foi, pela primeira vez, isolado o saliramofenol, o facto de todas
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provirem de zonas banhadas por dguas portudrias, caracterizadas por intenso movimento
maritimo e poluidas.
Ao analisar a estrutura do composto 1 verifica-se que este parece resultar da

polimeriza¢cao do mondémero 4-terc-butilfenol.

OH
4-terc-Butilfenol

O 4-terc-butilfenol ¢ um composto organico comercial que ¢ utilizado como
mondmero em resinas sintéticas tipo resinas fendlicas e como aditivo nas resinas epoxi
[149]. Em 2001 foram utilizadas, s6 na Unido Europeia um total de 26,617 toneladas
deste composto [150]. A nivel europeu estima-se que sejam libertadas para o ambiente
até cerca de 166 kg/d [149] pelo que ¢ um contaminante que se encontra distribuido em
vastas areas nos meios aquaticos, como as aguas de rios [151], sedimentos de rios e no
mar [152], sedimentos marinhos [153], ¢ amostras de efluentes de estacdes de
tratamento de aguas residuais [154].

As semelhangas estruturais entre o 4-ferc-butilfenol e os monémeros do composto
saliramofenol parecem sugerir que este ultimo pode ter surgido da incorporagdo do 4-
terc-butilfenol no metabolismo de microorganismos presentes nas espécies estudadas, o
que explica a sua presenca em extractos de espécies diferentes. Este ndo seria o primeiro
caso em que o 4-terc-butilfenol ¢ assimilado por microorganismos. Por exemplo, as
estirpes bacterianas de Sphingobium fuliginis isoladas a partir de Phragmites australis
sdo capazes de utilizar o 4-ferc-butilfenol como fonte de carbono e de energia [155].

A transformacdo do 4-terc-butilfenol em saliramofenol significaria a sua
dimerizagdo através de uma fonte extra de 3 carbonos (que em termos laboratoriais
poderia ser a acetona [(CH3),C=0]) e uma dimerizagdo deste dimero por uma ligacao
éter. Enquanto que, esta ultima dimerizagdo corresponde a formac¢do de uma ligacdo
muito comum em produtos naturais (por exemplo na classe dos fenilpropanoides), nao

foi encontrada qualquer referéncia na literatura para a reagdo em meio natural
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correspondente & primeira dimeriza¢ao pelo que, ndo € possivel neste trabalho concluir
ou sugerir uma via biossintética para a formagao do saliramofenol. Este ¢ um ponto de
discussao e estudo futuro.

Sendo o 4-terc-butilfenol um composto téxico [156], [157], a transformacgdo
bioldgica deste em saliramofenol podera ser visto como uma forma de destoxificacdo
ambiental. Tal hipotese poderia ser avaliada estudando as actividades biologicas

exibidas por este composto.

2.2. Composto 2

No extracto de diclorometano da Asparagopsis taxiformis, da mesma frac¢ao onde
se 1solou o saliramofenol foi também identificado um segundo composto (composto 2).

Da analise dos espectros de RMN do composto 2 ¢ possivel inferir a existéncia de
um anel aromatico tetrasubstituido, pois identificam-se 4 carbonos quaternarios com
desvios tipicos de anés aromaticos (6¢ 131,2, 135,9, 135,9 e 152,1), mas apenas se
identificam 2 carbonos protonados equivalentes cujo sinal de ressonancia de protio
surge na forma de singuleto (dy 6,99; ¢ 124,8).

De forma muito idéntica ao que se observou no caso do composto saliramofenol,
foram identificados no composto 2, dois grupos terc-butilo equivalentes (d¢ 34,3, um
carbono quaternario ¢ a 5¢ 30,3 um carbono metilico com a ressonancia dos protdes a
surgir a ¢ 1,44 em forma de singuleto).

Os restantes carbonos da molécula sao carbonos alifaticos na forma de grupos
CH,, com excep¢ao de um carbono cuja ressonancia surge a 6c 173,4 que ¢ tipica de
carbono carboxilicos (-COO-).

As conectividades observadas no espectro de HMBC permitiram correlacionar os

diferentes grupos identificados (Figura 15).
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N
AN

Figura 15. Estrutura do composto 2.

Na estrutura apresentada surge um grupo R que corresponde a uma pequena parte
da molécula cuja estrutura ndo foi possivel elucidar pelas técnicas disponiveis mas que
muito provavelmente corresponde a uma cadeia alifatica. Assim a estrutura do

composto 2 ¢ apresentada a seguir.

>£;
OH

Embora a estrutura do composto 2 ndo esteja completamente elucidada, ¢
impossivel ndo reconhecer nela um anel aromatico com um padrdo de substituicao
idéntico ao que surge no composto sintético comercial BHT. O BHT ¢ um composto

muito utilizado como aditivo alimentar com propriedades antioxidante [158] e como

aditivo na producdo de plasticos, e a deteccdo da sua ocorréncia no meio ambiente €

cada vez maior [159], [160].
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OH

BHT

Assim sendo, levanta-se a questdo de qual a origem deste composto. As pesquisas
efectuadas recorrendo a bases de dados adequadas (SciFinder) ndo revelaram qualquer
composto com uma estrutura idéntica a esta, o que significa que ndo se trata de um
composto totalmente sintético. Contudo, compostos com este tipo de substitui¢do no
anel aromatico encontrados na natureza sdo raros [161]. Fica aqui mais um ponto de
discussdo e avaliagdo futura no sentido de esclarecer a origem e o processo de

biossintese que podera conduzir a formacdo deste composto.

2.3. Composto 3

Do extrato de metanol da amostra de Microcosmus squamiger colhida em Santa
Maria, o mesmo extracto que apresentou a melhor actividade anticolinesterasica neste
estudo, foi isolado um composto (composto 3) de massa molecular 159 (espectro de
massa apresenta um pico a m/z a 160 correspondente a [M+H]', outro a m/z 182
correspondente a [M+Na]", outro a m/z 198 [M+K]" e ainda a m/z 319 correspondente a
[M+H+M]"). O facto da massa molecular ser impar é um indicio de a molécula conter
um nimero impar de dtomos de nitrogénio na sua estrutura. A analise dos espectros de
RMN de protdo e carbono, permite concluir que nesta estrutura também existem 1
grupo metilo (6¢c 47,4 e du 4,42 em forma de singuleto) ligado a um elemento
electronegativo como oxigénio ou nitrogénio. Na estrutura também existem 4 grupos
CH com desvios quimicos caracteristicos de 2 duplas liga¢des (6¢ 127,4; 127,5; 146.,4;
146,9) e 2 carbonos quaterndrios (d¢ 155,4; 165,2).

A andlise dos espectros de RMN 2D (COSY, HSQC e HMBC) permitiram,

conjugar estas particularidades estruturais e estdo indicadas na figura 16.
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cosy 8,52, dt,J=7,6e 0,9 Hz

7,93, dt, 8,07,d,J=7,6 Hz

4,42, s

Figura 16. Estrutura do composto 3.

Infelizmente a estrutura apresentada nao corresponde a uma massa molecular de
159 dalton mas apenas de 105 dalton pelo que hd um fragmento da estrutura
correspondente a 54 dalton cuja composicdo quimica ndo foi possivel determinar
recorrendo as técnicas disponiveis.

Assim, ndo foi possivel elucidar de forma inequivoca a estrutura quimica do
composto 3 em tempo Util para a escrita desta dissertagao. No entanto, uma vez que foi
determinada uma parte significativa dessa estrutura, optou-se por apresentar aqui a

estrutura parcial para este composto.

X

N CR

Esta estrutura mostra que o composto 3 pertence a familia dos alcaldides tipo

dihidropiridonas.
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CONCLUSAO

Esta dissertacdo teve como objectivo principal avaliar o potencial farmacologico
de algumas espécies invasoras/exdticas dos Agores. Apos a realizagdo do trabalho de
investigacdo pode-se concluir que, em geral, os extractos de diclorometano e metanol
ndo foram muito activos, embora os de diclorometano apresentem mais actividade do
que os de metanol. No entanto, Zoobotryon verticillatum parece ser relativamente
promissor, nomeadamente o extracto de diclorometano desta espécie foi bastante activo
contra a linhagem tumoral MCF-7, apresentou actividade antitumoral selectiva e
actividade acetilcolinesterdsica. O mesmo se pode dizer para o briozoario Microcosmus
squamiger, que foi a espécie com o extracto mais activo na actividade
anticolinesterasica. O potencial farmacoldgico destas espécies € evidente e encontra-se
muito pouco estudado.

O estudo fitoquimico destas espécies permitiu identificar trés compostos, o
saliramofenol e mais outros dois em que nao foi possivel chegar a estrutura exacta. O
mais interessante ¢ que tanto o saliramofenol como o composto 2 possuem anéis
aromaticos com padrdoes de substituicdo idénticos ao 4-terc-butilfenol e o BHT,
respectivamente. O facto destes compostos serem de origem antropogénica e se
encontrarem incorporados na sua estrutura levanta imensas questdes, nomeadamente o
seu mecanismo de biossintese, em que contexto estes compostos estdo a ser produzidos,

e qual a sua fungao.
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PERSPECTIVAS DE TRABALHO FUTURO

Este foi um estudo preliminar no que diz respeito ao potencial farmacologico das
espécies invasoras/exoticas dos Acgores.

Uma vez que as actividades biologicas foram testadas com extractos brutos, que
sdo misturas de compostos, € ndo com compostos puros, ¢ fundamental prosseguir a
purificacdo até a obtengcdo de compostos puros e identificar quais os compostos
responsaveis pelas actividades antitumoral e anticolinesterdsica evidenciadas neste
estudo, como foi no caso do Zoobotryon verticillatum e do Microscosmus squamiger.

Desses compostos, os que revelarem ser responsaveis pela actividade antitumoral,
poderdo ser submetidos a técnicas de microscopia de fluorescéncia para perceber de que
modo os compostos actuam nas células (necrose ou apoptose) e através de testes de via
das caspases, para apurar o mecanismo de ac¢do nestes compostos que induz morte
celular. Para além de tentar perceber o mecanismo de ac¢do ¢ também necessario
estabelecer uma relagao estrutura/actividade do composto.

Também se pretende continuar a pesquisa de mais compostos, quer dentro das
espécies deste estudo, quer noutras espécies invasoras/exdticas nos Agores, COmo por
exemplo Styela plicata, e efectuar mais testes de actividades, como por exemplo ensaios
de actividade antibacteriana ou antifingica.

Em relagdo aos compostos identificados na andlise fitoquimica identificados em
certas espécies deste estudo, nomeadamente o saliramofenol e o composto 2, ¢é
necessario proceder a sua purificacdo e tentar apurar a origem deste composto, o

contexto em que € produzido e o seu impacto a nivel ambiental.
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III - PARTE EXPERIMENTAL

1. Recolha e preparacio das amostras

As amostras foram recolhidas em 2013 durante os meses de Agosto e Outubro na
marina de Vila do Porto, Ilha de Santa Maria e na marina de Ponta Delgada, Ilha de Sao
Miguel.

O material vegetal recolhido foi limpo, lavado com agua destilada, identificado e
caracterizado morfologicamente, e devidamente acondicionado a -80°C durante 48
horas, tendo sido posteriormente liofilizado durante 48 horas (massas de material
usados indicados na Tabela 12) e armazenado novamente a -80°C.

As espécies algais foram identificadas taxonomicamente pela Doutora Manuela
Parente da Universidade dos Acgores e os vouchers encontram-se depositados na
coleccado particular da mesma, na Universidade dos Agores. Os nameros

correspondentes aos vouchers das amostras das algas estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Niimeros de identificagdo dos vouchers das amostras de algas.

Numero de identificacido
Amostra
do voucher
MD0002396 Asparagopsis taxiformis
MD0002400 Asparagopsis armata
MD0002710 Codium fragile subsp. fragile

As amostras dos macro-invertebrados foram identificadas taxonomicamente pela
Doutora Joana Micael e os respectivos vouchers encontram-se depositados na colecgao
do Museu Nacional de Historia Natural e da Ciéncia, em Lisboa. Os numeros de
identificagdo correspondentes aos vouchers dos macro-invertebrados encontram-se

indicados na Tabela 11.
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Tabela 11. Numeros de identificacdo dos vouchers das amostras dos macro-invertebrados.

Nuimero de identificacdo

do voucher Amostra

MB37-000050 Bugula neritina de Santa Maria
MB37-000053 Bugula neritina de Sao Miguel
MB44-000003 Microcosmus squamiger de Sao Miguel
MB44-000004 Microcosmus squamiger de Santa Maria
MB37-000051 Tricellaria inopinata

MB37-000052 Zoobotryon verticillatum

2. Preparacao dos extractos

Os solventes (diclorometano e metanol) usados na obtengdao dos extractos eram
analiticamente puros.

Apos terem sido liofilizadas cada uma das amostras foi macerada num almofariz e
submetida a extrac¢ao (4 ciclos de 24 horas, com renovacdo de solvente a cada 24
horas), primeiro com diclorometano (DCM) e depois com metanol (MeOH), a
temperatura ambiente com agitacdo, usando uma razdo de amostra/solvente de
aproximadamente 1:8 (g/mL). No fim de cada ciclo, a fraccao liquida foi separada por
filtragdo. Cada extracto resultou da combinacdo das frac¢oes liquidas obtidas com o
mesmo solvente. O solvente de cada extracto foi evaporado sob vacuo a 40°C.
Posteriormente, os extractos foram ainda secos até peso contante numa estufa a 40°C.
Os extractos foram armazenados a temperatura ambiente e protegidos da luz até ao
momento dos ensaios e fraccionamento cromatografico. As massas obtidas de extracto

encontram-se apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12. Rendimentos das extracgdes.

Local de Peso fresco Peso liofilizado | Peso do extracto
Espécie Data
recolha (em gramas) (em gramas) (em gramas)
Asparagopsis ) DCM 0,556
20 - Agosto Sao Miguel 168,54 12,50
" taxiformis MeOH | 1,353
<
= DCM 0,177
S | Asparagopsis armata 20 - Agosto | Sdo Miguel 150,14 12,44
§ MeOH | 2,123
= | Codium fragile subsp. DCM | 0,281
8/9 - Agosto | Santa Maria 256,29 15,09
fragile MeOH | 4,620
DCM 0,086
8 - Outubro | Sao Miguel 10,57 4,05
MeOH | 0,134
Bugula neritina
DCM 0,222
7 - Agosto Santa Maria 21,14 7,99
. MeOH | 0,686
S
= DCM | 0,103
& | Tricellaria inopinata 8 - Agosto Santa Maria 41,08 7,00
< MeOH | 0,289
%]
= DCM | 0,698
'g 9 - Agosto Santa Maria 184,93 31,20
5 | Microcosmus MeOH | 7,185
<
= squamiger DCM 0,809
3 - Outubro | Sao Miguel 313,85 42,76
MeOH | 8,517
Zoobotryon DCM 0,657
2 - Outubro Sao Miguel 371,29 26,02
verticillatum MeOH 4,140

3. Fraccionamento dos extractos brutos

Os extractos que se revelaram mais activos e/ ou tinham maior massa foram
submetidos a fraccionamento por cromatografia em coluna e em camada fina (TLC)
preparativa, sendo as frac¢des obtidas re-cromatografadas, sempre que necessario, até a
obtenc¢ao de compostos puros.

Todos os solventes organicos usados na elui¢do e purificagdo dos metabolitos
secundarios eram de qualidade p.a. ou bi-destilados.

A otimizagdo dos eluentes para cada separacdo cromatografica foi efectuada
recorrendo a cromatografia em camada fina analitica, em folhas plastificadas revestidas

de silica gel 60 GF,s4 com indicador (Merck).

Universidade dos Acores 55




Actividades biologicas e metabolitos secundarios de espécies marinhas exoticas dos A¢ores

Os fraccionamentos por cromatografia em coluna foram efectuados usando como
fase estacionaria silica gel 60, 230-400 Mesh (Acne Synthetic Chemicals) e as fracgoes
obtidas foram posteriormente purificadas por TLC preparativo.

Nos fraccionamentos por TLC preparativo foram usadas placas de vidro (20 x 20
cm), previamente revestidas com uma camada (0,5 mm de espessura) de silica gel 60
GFjs4 (Fluka), e activadas na estufa a 110-115°C durante 12-14 horas. A deteccao dos
compostos foi realizada por observacao das placas a luz UV nos comprimentos de onda
254 e 366 nm.

Os extractos de diclorometano das espécies Codium fragile ssp. fragile
Asparagopsis taxiformis, Bugula neritina (colhida em Santa Maria) e Zoobotryon
verticillatum ¢ a fracgdo soluvel em metanol do extracto de metanol de Microcosmus
squamiger (colhido em Santa Maria) foram, separadamente, fraccionados por técnicas
cromatograficas preparativas (CC e TLC) de acordo com os esquemas abaixo.

As sequéncias de fraccionamento e os solventes usados em cada caso sdo
indicados de forma abreviada pelas iniciais do seu nome. Assim, H significa hexano; A-

acetona; M- metanol; DCM- diclorometano; AcEt- acetato de etilo; P- 2-propanol.

BNI1
3,6 mg

BN2
2,5 mg

BN3

132 Composto 1
B. neritina SMA TLC ;2 N2
DCM (H:AcEt7:1)

BN4
9,6 mg

Composto 1

BN5S
2,7mg

BN6
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CFL.1 Composto
2,2 mg 1
CF1 TIIjIC CF1.2
(H) 3,9 mg
CF2 CF1.3
C. fragile TLC 2,2 mg
subsp. fragile
DCM (H: AcEt 5:1)
AT 1.1
17,2 mg
AT1.2
TLC 10,6 mg
(H)
AT1.3 Composto 1
cc AT1.4
A. (a) DCM
taxiformis (b) DCM:P 2:1 13,0 mg
DCM ()P
(M AT3.1
(H:AcEt 2:1) T30
24,7 mg
. TLC MS1
M. squamiger MeOH*
(MeOH) 22,3 mg
*S6 foi analisado uma parte da frac¢ao do extracto soltivel em metanol.
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ccC
2 ) H
verticillatum b) H:AcEt 7:1
DCM ¢) A
d) MeOH

TLC

(H)

ZV1.1

0,7 mg

Composto 1

ZV 2.1

15,8 mg

Composto 1

ZV 2.2
8,3 mg

TLC

ZV 23

ZV2

(H:AcEt 7:1)
ZV3 Clorofilas
V4 Clorofilas

4. Dados espectroscopicos dos compostos isolados

Os espectros de RMN de 'H, 1*C, DEPT, COSY, HSQC e HMBC foram obtidos a

temperatura ambiente recorrendo a espectrometro de ressondncia magnética nuclear,

BRUKER AVANCE 300, operando a uma frequéncia de ressonancia de protdo e de

carbono de 300,13 e 75,47 MHz, respetivamente. Os desvios quimicos (d) s30 expressos

em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Os espectros de massa foram obtidos num espectrometro Micromass Q-Tof-2TM,

recorrendo-se a técnica de electrospray como fonte de ionizagdo operando com o cone a

30 V. Os dados obtidos a partir dos espectros de massa sdo apresentados em termos de

razao massa/carga (m/z) dos ides correspondentes.
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Composto 1: Saliramofenol

RMN de 'H NMR (300,13 MHz) &: 1,29 (s,
36H, 4, 4°, 4, 4°-C(CHa)3), 1,34 (s, 12H, 2,
2”’-C(CHs),), 7,14 (dd, 4H, J = 2,4; 8,6 Hz, H-5,
5°,57,5"); 7,36 (d, 2H, J = 2,4 Hz, H-3, 3°*’)*,
7,37 (d, 2H, J = 2,4 Hz, H-3", 3”°)*, 7,54 (d, 4H,
J = 38,6 Hz, H-6, 6°, 6, 6’”°). (* Podem estar
trocados).

RMN de *C NMR (75,47 MHz) &: 30,2 (2, 2"’-
C(CH3)y), 31,5 (4, 4", 47, 4-C(CHy)3), 345 (4,
4’, 47, 47-C(CHz)3), 34,9 (2, 277-C(CHs)),
119,1 (C-6, 6°, 6, 6”), 124,0 (C-5, 5°, 57,
5°7%), 124,5 (C-3, 3,37, 37", 138,4 (C-2°, 27°)", 138,6 (C-2,2°)", 147,1 (C-4, 4°, 4>,
4°°°), 147,6 (C-1, 1°7°)*, 147,7 (C-1°, 1”°)*. (* e # Podem estar trocados entre si).

EM (TOF MS ESI+) m/z: 663 [M+H]" e 685 [M+Na]".

Composto 2

RMN de 'H NMR (CDCls; 300,13 MHz) &: 1,44 (s,
18H, 3, 5-C(CHa)s), 1,60 (m, 2H, H-2"), 2,60 (¢, 2H, J =
8,0 Hz, H-8), 2,88 (1, 2H, J = 8,0 Hz, H-7), 5,08 (s, H, 4-
OH), 7,00 (s, 2H, H-2,6).

RMN de “C NMR (CDCls; 75,47 MHz) &: 25,9 (C-3°),
28,7 (C-2°), 30,3 (3, 5-C(CHs),), 31,0 (C-7), 34,3 (3, 5-
C(CHs)y), 36,5 (C-8), 64,7 (C-1°), 124,8 (C-2, 6), 135,9
(C-3, 5), 152,1 (C-4), 173,4 (C-9).
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Composto 3
; AN RMN de '"H NMR (CH30D; 500,13 MHz) : 4,42 (s, 3H, CHs), 7,93
5
|2 4 (dt, 1H, J = 1,3; 6,3 Hz, H-3); 8,07 (d, 1H, J = 7,6 Hz, H-5), 8,52 (dt,

N CR 1H,J=7,6;0,9 Hz, H-4), 8,76 (d, 1H, J= 6,3 Hz, H-2).

| RMN de *C NMR (CH;0D; 75,47 MHz) 6: 47,4 (CH3), 127,4* (C-
3), 127,5% (C-5), 146,4 (C-2), 146,9 (C-4), 155,4 (C-6), 165,2 (6-C-C-R). (* Podem
estar trocados entre si).

EM (TOF MS ESI+) m/z: 160 [M+H]", 182 [M+Na]", 198 [M+K]", e 319 [M+H+M]"

5. Determinacio das actividades bioldgicas in vitro

5.1. Actividade antitumoral

5.1.1. Linhagens celulares

Foram testadas quatro linhagens celulares provenientes da ECACC (European
Collection of cell Cultures), trés das quais tumorais (HeLa, A549 e MCF-7) e uma nao-
tumoral, Vero, que serviu de controlo. A linhagem tumoral HeLa foi imortalizada a
partir de células humanas de cancro do colo do utero, a linhagem tumoral A549 foi
imortalizada a partir células humanas de cancro de pulmao e a linhagem tumoral MCF-7
a partir de células de cancro da mama. A linhagem nao tumoral Vero foi estabelecida a
partir de células isoladas de rim do macaco verde africano, Cercopithecus aethiops

Linnaeus, 1758.

5.1.2. Cultura de células

Todas as linhagens foram cultivadas em monocamada, com meio DMEM
(Dulbecco's Modified FEagle's Medium), suplementado com estreptomicina (750
U/mL)/penicilina (1000 U/mL), L-glutamina (2 mM) e &cido p-hidroxibenzoico (2x104
mg/mL). As células foram mantidas neste meio com soro fetal bovino (FBS) a 2% numa
incubadora (SANYO CO2 Incubator) a 37 °C, 5 % de CO; e 80 % de humidade relativa
[162].
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5.1.3. Ensaios antitumorais

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos (Thermo Scientific
Nunclon™ A delta surface). Realizaram-se dois tipos de ensaio, (i) inibi¢do de
crescimento (fase /ag) e (ii) citotoxicidade (fase log). No ensaio de fase /ag foram
adicionadas 20.000 c¢lulas a cada poco das microplacas, num volume total de 100 uL,
juntamente com os extractos a testar dissolvidos em DMEM com 2% de FBS. Neste
tipo de ensaio as células ficaram sujeitas a accdo dos compostos durante a fase inicial de
adesdo ao substrato. No ensaio de fase log, adicionaram-se 10.000 células a cada pogo
das microplacas em DMEM com 10% de FBS, deixando-as multiplicar durante 24h.
Decorrido esse tempo aspirou-se o meio de cultura e adicionou-se os compostos as
microplacas, dissolvidos em DMEM com 2% de FBS. Nestes ensaios os compostos

foram assim adicionados as células na fase de crescimento exponencial.

Os extractos testados nos ensaios foram dissolvidos em DMSO (Dimetilsulfoxido)
numa concentragdo de 50 mg/mL (solugdo stock) e posteriormente diluidos em DMEM
com 2% de FBS de modo a obter as concentragdes necessarias. A concentragao de
DMSO no meio foi sempre inferior a 0,25% de modo a minimizar a interferéncia deste
solvente. Estas concentracdes foram obtidas através de diluigdes seriadas, sendo que a
concentracdo maxima testada foi de 200 pg/mL, ficando estas solugdes em contacto

com as células durante 48h [162]. Foi utilizada como referéncia a colchicina.

5.1.4. Quantificacao da viabilidade celular

Para a quantificacdo da viabilidade celular foi utilizado o MTT (3-(brometo de
4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolium). Este ¢ um método colorimétrico que
avalia a actividade metabdlica das células quantificando a reducao metabolica do MTT
por desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH, resultando na producdo de
cristais de formazano, intensamente coloridos de roxo, no interior das células. A reac¢ao

encontra-se representada no Esquema 1. Esta reducdo apenas ocorre quando as
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redutases mitocondriais estdo activas, pelo que ¢ proporcional a quantidade de células

vivas [162].

Esquema 1. Redugdo mitocondrial do MTT a Formazano [163].

/ I /

Mitochondrial Reductase \
©/ ”:N>©

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2- ill -1,3-diphenylformazan
(Formazano)

(MTT)

Estes cristais foram dissolvidos num solvente organico, o DMSO, permitindo a
sua quantificagdo através de espectrofotometria a absorvancia de 550 nm com um leitor

de microplacas (Biorad Model 680).

5.1.5. Determinacao da ECs

A ECsp (ug/mL) corresponde a concentracdo de amostra necessaria para causar
50% de inibicdo de crescimento ou viabilidade das células, utilizando-se como
referéncia as células controlo em cada microplaca. O valor de ECs foi calculado por
interpolagdo da curva de inibicdo de crescimento em fun¢do da concentracdo de

extracto.

5.2. Actividade anticolinesterasica

A actividade enziméatica da Acetilcolinesterase (AChE) foi avaliada pelo método
colorimétrico de Ellman [164] modificado por Arruda ef al., [165]. Este método baseia-
se na medida da velocidade da producao de tiocolina através da hidrolise da acetilcolina,
um andlogo do substrato natural da AChE, a acetilcolina. A tiocolina reage com o
chamado reagente de Ellman (DTNB ou Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico), formando

uma mistura de dissulfetos e um anido amarelo (nitrobenzoato) com intensa absorc¢ao a
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415 nm. As reac¢des que estdo na base do método encontram-se representadas no

Esquema 2:

Esquema 2. Reacgdes envolvidas no método empregue para monitorizar a actividade da AChE.

Acetiltiocolina —Acetato + Tiocolina

Tiocolina + DTNB —Anido Amarelo

Neste caso foi quantificada a inibicdo da acetilcolinesterase de Electrophorus
electricus (Sigma Aldrich) na presenca dos compostos a testar, em microplacas de 96
pocos, de acordo com o descrito em Barreto et al. [166].

A solu¢do da enzima acetilcolinesterase utilizada no ensaio tinha uma
concentragdo 0,25 U/mL e foi preparada a partir da diluicdo de uma solucdo stock de
1000U/mL em tampao fosfato de s6dio 0,1 M pH 7,0 com 0,1% de BSA. Esta solugdo
foi dividida em aliquotas e armazenada a -80°C até ser utilizada nos ensaios.

As solugdes stock dos extractos foram preparadas de acordo com o solvente em
que estes foram extraidos. Os extractos metandlicos foram dissolvidos em metanol e os
extractos de diclorometano foram dissolvidos em DMSO, sendo que a concentragdo das
solugdes stock foi de 50 mg/mL. Subsequentemente, as solugdes stock dos extractos
foram diluidas em tampao fosfato de s6dio 0,1 M pH 8,0, e submetidas a dilui¢des
seriadas, de modo a obter as concentragdes necessarias, sendo que a concentragdo
maxima testada foi de 150 pg/mL. A concentragio de DMSO no meio de ensaio foi
sempre inferior a 0,25%, para minimizar a interferéncia deste solvente com a reacc¢ao
enzimatica.

A actividade da acetilcolinesterase foi monitorizada a uma absorvancia de 415 nm
num leitor de microplacas (Biorad model 680) aos 0, 2,5, 5 ¢ 7,5 min. O efeito
anticolinesterasico foi expressado como ICsy, que corresponde a concentracdo de
extracto ou composto que provoca uma inibi¢ao de 50% da actividade enzimatica e foi

utilizada como referéncia a galantamina.

5.3. Actividade antioxidante
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A actividade antioxidante foi determinada através de um método
espectrofotométrico, modificado a partir de Blois (1958) [167]. Este método permite
avaliar a actividade de redugdo do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de
coloragcdo purpura, que absorve a 517 nm. O DPPH ¢ reduzido pela ac¢do de um
antioxidante (AH) formando a difenil-picrilhicrazina, de coloragdo amarela. A
actividade antioxidante ¢ quantificada pelo decréscimo da absorvancia.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos, colocando-se os
compostos, em dilui¢des seriadas, na presen¢a de uma solucdo de DPPH a 0,04 mg/mL
em metanol, utilizando-se como controlo pogos da microplaca sem a presenca de
compostos. Ao fim de 30 minutos ao abrigo da luz, leu-se a absorvancia a 515 nm e
calculou-se a percentagem de actividade antioxidante (AA%) utilizando a seguinte
formula:

AA% =1-(Ac— As)/Ac x100

Ac ¢ a absorvancia do controlo e As ¢ a absorvancia da amostra. Esta percentagem
de actividade antioxidante corresponde a quantidade de DPPH neutralizada pelo
antioxidante. Sempre que possivel expressou-se a actividade em ECsy correspondente a
quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracdo do radical a 50%
(ECsp). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor ¢ o seu ECsy e

maior a sua actividade antioxidante. A concentracdo maxima testada foram 250 ug/mL.
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