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Resumo

O aumento da esperanca média de vida e do nimero de casos de pessoas com doencas
neurodegenerativas e neuropsiquiatricas tem levado a que haja uma intensificacdo da preocupacgdo
mundial na investigacdo das causas e dos possiveis tratamentos para doencas como a doenga do
Alzheimer (DA), a doenca de Parkinson (DP) ou de doencas neuropsiquiatricas, como a depresséao, de
modo a melhorar o nivel de vida da populacéo afetada. As algas marinhas como a Undaria pinnatifida
(Harvey) Suringar tém sido alvo de varios estudos de investigacdo devido a presenca de compostos
naturais com capacidade neuroprotetora contra doengas neurodegenerativas.

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi testar a bioatividade de extratos da alga marinha U.
pinnatifida, recorrendo a ensaios in vitro e in vivo, para determinar as suas propriedades antioxidantes e
a sua capacidade de inibicdo de enzimas do sistema nervoso central (SNC), de modo a avaliar a sua
influéncia no tratamento e prevencdo de doengas neurodegenerativas como DA, DP ou de doencas
neuropsiquiatricas, como a depressdo. As analises in vivo foram realizadas ap6s os ensaios in vitro, de
modo a estudar a influéncia dos extratos no desenvolvimento embrionario dos peixes zebra. Os extratos
foram obtidos através da extracao assistida por microondas (MAE) apds otimizagdo dos parametros de
extracdo. Esta otimizagdo foi realizada com base em varias extracdes convencionais realizadas com
diferentes condicGes de extracao.

Como principais resultados in vitro, verificou-se que o extrato de U. pinnatifida, obtido pela
extracdo MAE com a mistura de solventes agua: etanol (50:50 v/v) a 40 °C durante 30 min e com uma
razdo sélido solvente de 1:40 (g:mL), com TPC = 7,39 £+ 1,33 mg GAE/g extrato seco, clorofilaa= 0,90
+ 0,13 mg/g extrato seco, clorofila ¢ = 0,21 + 0,040 mg/ g extrato seco, clorofilas totais = 1,21 + 0,19
mg/g extrato seco e carotenoides = 0,26 + 0,044 mg/ g extrato seco, apresentou atividade antioxidante
em termos de sequestro dos radicais DPPH*, ABTS™, "NO, O, e ‘OH com percentagens de sequestro
maxima respetivamente, de 59,4 + 3,5 % (2,78 mg/mL), 93,7 + 2,4 % (5,0 mg/mL), 57,5+ 1,5 % (2,0
mg/mL), 34,4 £ 0,11 % (2,0 mg/mL) e 39,2 + 0,95 % (4,0 mg/mL). Em termos da inibi¢do das enzimas
do SNC, o extrato apresentou baixa capacidade de inibicdo enzimatica, sendo que para a enzima
acetilcolinesterase (AChE) apresentou uma inibi¢cdo méaxima de 33,3 £ 6,3 % (4,0 mg/mL), em relagdo
a butirilcolinesterase (BUChE) uma inibicdo de 33,0 + 3,3 % (4,0 mg/mL) e por fim em relacdo a
tirosinase apresentou uma inibicéo de 55,5 + 2,3 % (4,0 mg/mL).

Os resultados in vivo relativos a avaliagdo do desenvolvimento do peixe-zebra exposto ao
mesmo extrato de U. pinnatifida, revelaram que o mesmo néo apresentou efeitos negativos significativos
nas taxas de eclosdo dos embrifes expostos. No entanto, para as mesmas concentragdes testadas,
observou-se uma diminuigdo no comprimento total das larvas eclodidas com valores significativos para
as concentrag@es de extrato mais altas 10x10° (6,2 %), 50x10° (5,4 %) e 100x103 (5,7 %) ug/L. Para
além disso, a concentracdo de extrato mais alta (100x10° pg/L) foi também responsavel pelo
aparecimento significativo de malformagdes a nivel dos olhos, pigmentag&o e a nivel da posicéo lateral
da larva as 96 hpf. No futuro seria interessante avaliar também a bioatividade dos extratos de U.
pinnatifida nos peixe-zebra para determinar se os resultados sdo semelhantes ou melhores do que os
obtidos in vitro. No entanto, caso se mantivessem os valores de 1Cso observados nos ensaios in vitro
poderia existir toxicidade, pois teriam de ser usadas concentragdes mais elevadas do que 100x10° pg/L.

Concluiu-se que o extrato de U. pinnatifida utilizado apresentou moderada atividade
antioxidante e inibitéria da tirosinase em ensaios in vitro, podendo apresentar efeitos benéficos
moderados no tratamento da DA e DP. No entanto, estudos in vivo serdo cruciais para averiguar as
potencialidades deste extrato.

Palavras-Chave: Doengas neurodegenerativas, neuroinflamacdo, stress oxidativo, U.
pinnatifida, propriedades antioxidantes e neuroprotetoras, peixe-zebra
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Abstract

The increase in the average life expectancy and the number of cases of people with
neurodegenerative and neuropsychiatric diseases has led to an intensification of worldwide concern in
researching the causes and possible treatments for diseases such as Alzheimer's disease (AD),
Parkinson's disease (PD) or neuropsychiatric diseases such as depression, to improve the standard of
living of the affected population. Seaweeds such as Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar have been
the subject of several research studies due to the presence of natural compounds with neuroprotective
ability against neurodegenerative diseases.

Therefore, the aim of this study was to test the bioactivity of U. pinnatifida seaweed extracts,
using in vitro and in vivo assays, to determine their antioxidant properties and their ability to inhibit
central nervous system (CNS) enzymes, in order to evaluate their influence in the treatment and
prevention of neurodegenerative diseases such as AD, PD or neuropsychiatric diseases such as
depression. In vivo analyses were performed after the in vitro assays, to study the influence of the
extracts on the embryonic development of zebrafish. The extracts were obtained by microwave assisted
extraction (MAE) after optimization of the extraction parameters. This optimization was performed
based on several conventional extractions carried out with different extraction conditions.

For in vitro studies, it was found that the extract of U. pinnatifida, obtained by MAE extraction
with the solvent mixture water: ethanol (50:50 v/v) at 40 °C for 30 min and with a solid/solvent ratio of
1:40 (g: mL), with TPC = 7.39 = 1.33 mg GAE/g dry extract, chlorophyll a = 0.90 + 0.13 mg/g dry
extract, chlorophyll ¢ = 0.21 + 0.040 mg/ g dry extract, total chlorophyll = 1.21 + 0.19 mg/g dry extract
and carotenoids = 0.26 + 0.044 mg/ g dry extract, showed antioxidant activity in terms of scavenging of
the DPPH", ABTS™, ‘NO, O2" and "OH radicals with a maximum scavenging percentage, respectively
of, 59.4 + 3.5 % (2.78 mg/mL), 93.7 + 2.4 % (5.0 mg/mL), 57.5 + 1.5 % (2.0 mg/mL), 34.4 + 0.11 %
(2.0 mg/mL) and 39.2 + 0.95 % (4.0 mg/mL),. In terms of CNS enzymes inhibition, the extract showed
low enzyme inhibition capacity, and for the enzyme acetylcholinesterase (AChE) it showed a maximum
inhibition of 33.3 £ 6.3 % (4.0 mg/mL), for butyrylcholinesterase (BuChE) a maximum inhibition of
33.0 + 3.3 % (4.0 mg/mL) and finally for tyrosinase a maximum inhibition of 55.5 + 2.3 % (4.0 mg/mL

The in vivo results concerning the evaluation of the development of zebra fish exposed to the
same U. pinnatifida extract, revealed that it did not show significant negative effects on the hatching
rates of the exposed embryos. However, for the same concentrations tested, a decrease in the total length
of hatched larvae was observed with significant values for the highest extract concentrations 10x103
(6.2 %), 50x10°% (5.4 %) and 100x10° (5.7 %) pg/L. Furthermore, the highest extract concentration
(100x10° pg/L) was also responsible for the significant appearance of eye, pigmentation, and lateral
position malformations of the larvae at 96 hpf. In the future, it would be interesting to evaluate the
bioactivity of the U. pinnatifida extracts in zebrafish and compare it to in vitro studies, however,
considering the in vitro 1Cso values, toxicity could exist, since for the existence of bioactivity (1C50)
higher concentrations would have to be used than those that proved to cause toxicity in zebrafish.

In conclusion, this study demonstrated that U. pinnatifida extract showed moderate antioxidant
and tyrosinase inhibitory activity, and may present moderate beneficial effects in the treatment of AD
and PD. However, in vivo studies will be crucial to ascertain the potentialities of this extract.

Keywords: Neurodegenerative diseases, neuroinflammation, oxidative stress, U. pinnatifida,
antioxidant and neuroprotective properties, zebrafish

Vi



ISEP Lisasusioe P.PORTO

vii



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

Indice
F o | o Lot [ =101 (0PSSO iii
RESUIMO ...t Rt s Rt R e e e Rt s e R e n R e e n e R e e e nr e r e renre s v
AADSITACT ... bbb Vi
INAICE et viii
L1030 N S0 U TR Xi
INAICE 08 TADEIAS .......cveveecececece ettt XVi
LiSta de ADFEVIALUIES. .......ovieeeeiieieieie st Xviii
(OF 011 (V] (o TN AR ] 1 {0 T [1 o Lo USSR 1
1.1, ENQUAAIAMENTO. ....eiiiiiiiiiiteiteieseet ettt 1
1.2.  Apresentacao dos LabOratOrios .........ccccuivieriiereieinisisesie st 1
1.3. Temae 0bjetivos da diSSErtaCH0 ........ccuviiririireieee e 2
1.4, Organizagao da diSSEITAGAD ........ccveeeirririerierienie ettt sttt sbe e e e 3
Capitulo 2 — Doengas NeurodegeNEratiVas. ........cccoeireriierieierieesiee st 5
2.1, D0eNGa de AlZNEIMEN ....c.coveieieieiee et 10
2.2.  D0ENga de ParkiNSON .........oouiiiiiiiiiisiesie et 13
2.3, DBPIESSAD ....cuveveiiiiiitesieete sttt 14
2.4.  Tratamento e Prevengdo com Algas Marinhas..........ccccvovveveneneieieise e 16
2.4.1. Alga marinha Undaria pinnatifida ............cccceviiriniiineneeeesc s 16
2411, FUCOXANTING ...ttt 18
2.4.01.2. FUCOIOAN0 ...ttt 19
2.4.1.3. FUCOSEEION .....viiciiiciisieis et 20
2.4.1.4.  GlICOPIOEINGS. .. cvvveviierieieiesiee sttt 21
2.4.1.5. Compostos Fendlicos — Florotaninos.............cccceieeveneiecie s 21
2.4.2. Extragdo e purificacdo dos compostos DiOatiVos...........cccereiveiiiniiinincneieas 22
2.4.2.1. Extracdo Assistida por MiCro-0Ndas..........ccvvrirererenenieieesesese e 25
2.4.3. Identificacdo e quantificacdo espetrofotometrica..........ccocevvveveiieieiisienenerens 27
2.4.4. ENsaios in Vitro dos extratos OBtIdOS ..........covvviriiiiiiiseeeee s 28
2.4.4.1. Avaliacdo da atividade antioXidante...........cccceereroeeienienieieseeee e 28
2.4.4.2. Avaliacdo da atividade enZimMatiCa ...........cccceerrirniirnineseee e 29
2.4.5. Ensaios in vivo dos extratos obtidos em embrides de peixe-zebra...................... 29
Capitulo 3 — Descricdo das atividades desenvolvidas: Metodologia............cccevvevveiieieriennne. 39
3.1, ReAGENLES 8 MALEIIAIS. .. .e eeeieieeeieeite ettt ettt e e sreeneeneeaneas 39
3.2, Preparacao das @mMOSIIAS........cccveviiriireieitesiesiesteeiesteeseestesreesesteseesresseessesreesaesresnes 39
3.2. Extracdo dos compostos bioativos antioXidantes .........c.cceeevevereiieeveseese e e 39
3.2.1.  EXtrag0es CONVENCIONGIS. .......curuirtirreriireeeieeeisie sttt sse e 40



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

3.2.2. Extracdo Assistida por Micro-ondas (MAE) ... v 40
3.3.  Ensaios in vitro: Avaliacdo da atividade antioXidante...........c.ccoceveiviinininncneniennn 41
3.3.1. Quantifica¢do do Conteudo Fendlico Total (TPC).......cccceecvviveieiiiieie e 41
3.3.2.  Quantificacdo do contelido de carotenoides totais e clorofilas a, ¢ e totais......... 42
3.3.3. Quantificacdo da atividade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH-"......... 43
3.3.4. Quantificacdo da atividade antioxidante pelo sequestro do radical ABTS™ ....... 44
3.3.5.  Avaliagdo do sequestro do radical 6xido nitrico (‘NO) .......cccovvrriercrinciincens 46
3.3.6. Avaliacdo do sequestro do radical superoXido (O27)....cccevevveiieneiieeieieeie e 48
3.3.7. Avaliacéo do sequestro do radical hidroxilo ((OH) ........cccoceieiiiiiininiiinciens 50
3.4. Ensaios in vitro: Avaliacdo da atividade enzimatiCa..........cc.cooervernivnivninnieicneseeens 52
3.4.1. Quantificacdo da atividade inibitdria das enzimas AChE e BUChE.................... 52
3.4.2. Quantificacdo da atividade inibitoria da enzima TiroSinase........c.ccocvvvererereenens 55
3.5.  Ensaios in vivo dos extratos obtidos em embrides e larvas de peixe-zebra (Danio rerio)
................................................................................................................................... 57

3.5.1. Avaliacdo do desenvolvimento embrionario do peixe-zebra (Danio rerio) pela
acdo do extrato de U. PINNALIFIOA ........cooveiiiiiiiiie s 57
3.6.  Analise Estatistica dos ReSUITAOS ..........ccorueiiiiiiiiiieiee e 59
Capitulo 4 — ReSUltados € DISCUSSAD........ccueveieeieieiieiesiesieste e etesreeeesresreesresteeseesreeraesresres 61
4.1, EXtrag0es CONVENCIONAIS. .......couiiiirierierieieiesiesieesiestesiesteseeseeeeseesessessessesseseessenseneas 61
4.1.1. Rendimento das EXIraGhES. .........ccuririririeieisise et 61
4.1.2. Conteldo fendlico total (TPC) .....cccviiiiiececeee e 62
4.1.3. Conteldo de carotenoides e clorofilas...........ccoovvvviiieiiiiiicccc e 65
4.1.3.1. Conteldo de Clorofila @ ......ccccoeverierieieisice e 65
4.1.3.2. Conteldo de Clorofila C.......cccvieverieieicicice e 67
4.1.3.3. Conteldo de Clorofilas TOtaIS........cerveiriiieerise e 71
4.1.3.4. Conteldo de CarotenNOIAES. ........cecverveieieiiiee et 73

4.2. Selecdo das Condicdes Otimas de Extragdo — Extracdes Convencionais vs MAE ... 77
4.2.1. Rendimento das Extracdes Convencionais VS MAE ...........ccccooiiiviiiiinennnen. 77
4.2.2. TPC das Extragdes Convencionais VS MAE..........cccoiiiiiiiiin e 79
4.2.3. Conteldo de Carotenoides e Clorofilas das Extragdes Convencionais vs MAE . 80

4.3. Ensaios in vitro: Avaliagdo da Atividade Antioxidante do extrato de U. pinnatifida83

4.4. Ensaios in vitro: Avaliacdo da Atividade Enzimatica do extrato de U. pinnatifida.. 86

4.5. Ensaios in vivo: Avaliacdo do desenvolvimento do peixe-zebra pela acdo do extrato de

L I o 1T oo - TSR 89
(08 o1 (V] (o TSI 0] 4 [0] (110 =SSR RSN 94
Referéncias BiblIOGraAfiCaS. ........coveieieieicecec et 96



ISEP Lisasusioe P.PORTO



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

Indice de Figuras

Figura 1. Relacdo entre a neuroinflamacéo e o stress oxidativo em doengas neurodegenerativas
como DA e DP. Adaptado de (Pereira & Valado, 2021).........cccccererieiiiiininineieniereeeeees e 7

Figura 2. Mecanismo de biossintese de neuromelanina (Eisenhofer et al., 2003).................... 10

Figura 3. Representacdo esquematica dos danos que a acumulagdo de AP causam no
desenvolvimento de DA. Adaptado de (Tamagno et al., 2021). ......ccccoviiiriiineieeeeeee s 11

Figura 4. Reacdo de conversdo da ACh pela AChE em Ch (Aradjo et al., 2016). ................... 12

Figura 5. Representacdo esquematica do funcionamento geral da transmissdo dos impulsos
nervosos nos neurdnios (Petronilho et al., 2011). ..o 12

Figura 6. Funcionamento da transmissdo do impulso nervoso de forma normal com ACh e AChE
(A), e quando ocorre a acdo de um inibidor de AChE (IAChE) (B) (Aradjo et al., 2016)................... 13

Figura 7. Processos fisioldgicos relacionados com a degeneragdo dos neuronios dopaminérgicos
e consequentemente o aparecimento da DP. Legenda: DJ-1, SNCA, UCH-L1, Parkin PINK-1 — genes
causadores da DP; UPS- proteossoma. Adaptado de (Wei etal., 2018). ......cccovevvvveieieciicie e, 14

Figura 8. Esquema representativo da relacdo entre o stress oxidativo e o risco do
desenvolvimento da depresséo. Legenda: (A) Representagéo da fisiologia da mitocéndria; (B) Producao
de grandes quantidades de ROS e RNS juntamente com ATP; (C) Aumento da vulnerabilidade da
mitocdndria; (D) Aumento da vulnerabilidade do cérebro; (E) Danos oxidativos; (F) Falha na capacidade
antioxidante para equilibrar a producdo de ROS/RNS e desenvolvimento do stress oxidativo. (G) Mau
funcionamento das mitocéndrias. AO, antioxidantes; PO, pré-oxidantes. Adaptado de (Caruso et al.,

Figura 9. Alga marinha Undaria pinnatifida (Esler, 2015). ........cccccovviiiieiiene e, 17

Figura 10. Compostos bioativos com atividades neuroprotetoras presentes nas algas marinhas e
0 seu foco de acdo. Adaptado de (Schepers et al., 2020). .....ccooveiiieiiiiieiiieiece e 18

Figura 11. Estrutura molecular do carotenoide fucoxantina (H. Zhang et al., 2015). .............. 18
Figura 12. Estrutura molecular do polissacarideo sulfatado fucoidano (Koh et al., 2019). ..... 19
Figura 13. Estrutura molecular do esterol fucosterol (Zhen et al., 2015). ......cccccveviriirennenn. 20

Figura 14. Comparacéo entre o aquecimento convencional (a) e o aquecimento por micro-ondas
(b). Adaptado de (TItton, 2018)......ccviiiiieieeeeie et te e e sreere e besreeneesee e 26

Figura 15. Peixe-zebra (Danio rerio) e 0s seus embrides e larvas (CIIMAR, 2017)................ 30

Figura 16. Estagios de desenvolvimento embrionario do peixe-zebra desde o estagio 1 célula
(0,2 hpf) até as 72 hpf. Adaptado de (Kimmel et al., 1995)........cccoeiiiiriiiieiineneeeeee s 31

Figura 17. Desenvolvimento embrionario do peixe-zebra as 96 hpf, em posi¢do lateral (side-
wise position) (A) e em posicao natatdria (B). Adaptado de (Kimmel et al., 1995). .......ccccevvevevennne 33

Xi



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

Figura 18. Representacdo esquematica da microplaca usada para a determinacdo do TPC.
Legenda: A1-A3: brancos; A4-B9: padrbes em triplicado com as respetivas concentragfes (200, 150,
100, 50, 25 e 10 uL/mL); B10-H9: amostras em triplicado desde a mais concentrada a mais diluida. 42

Figura 19. Representacdo esquematica da microplaca usada para o bioensaio de sequestro do
radical DPPH". Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra — etanol a substituir a
amostra), Linhas A-E: Amostra mais concentrada a menos concentrada (2,78; 1,39; 0,556; 0,278; 0,0556
mg/mL no pogo). As colunas 4, 8 e 12 correspondem ao branco e néo contém o DPPH", apenas contém
25 PL de amostra € 200 L de €tAN0L........c.viiiie i 44

Figura 20. Representacdo esquematica da microplaca usada para o bioensaio de sequestro do
radical ABTS™. Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra — etanol a substituir a
amostra), Linhas A-E: Amostra mais concentrada a menos concentrada (5,0; 2,5; 1,0; 0,50; 0,10 mg/mL
no pogo). As colunas 4, 8 e 12 correspondem ao branco da amostra e ndo conttm o ABTS™, apenas
contém 20 pL de amostra e 180 L de etanol. .........ccccviiiiiiicii e 45

Figura 21. Reagdo de Griess (Filipe & Gongalves, 2012). ........ccccovivererereiininiesese e 46

Figura 22. Representacdo esquematica das diluicbes em série realizadas para os extratos de U.
pinnatifida obtidos da extragdo com &gua: etanol (50:50, v/v), no qual a concentracdo da solucao stock
do extrato apresentava uma concentraGio de 6,0 MO/ML........cccooiiiiiiiniiinie s 47

Figura 23. Representacdo esquematica da microplaca usada para o ensaio de sequestro do radical
'NO. Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra mais
concentrada a menos concentrada (2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12; 0,062 e 0,031 mg/mL). As colunas 4, 8 e
12 correspondem ao branco e ndo contém 0 reagente de Griess. .....cviveiieveceeie v 48

Figura 24. Reacdo de reducdo do PMS pelo NADH, e formacdo do formazano quantificavel a
560 NM (Filipe & GONGAIVES, 2012). .....cciuiiieiiieiie ittt e b sreesaesresneeneeneeans 49

Figura 25. Representacdo esquematica das diluicbes em serie realizadas para os extratos de U.
pinnatifida obtidos da extragdo com agua: etanol (50:50, v/v), no qual a concentracdo da solucao stock
do extrato apresentava uma concentragio de 12 MG/ML........ccocoviieiiiininienise s 49

Figura 26. Representacdo esquematica da microplaca usada para o ensaio de sequestro do radical
O;". Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra mais
concentrada & menos concentrada (2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12; 0,062 e 0,031 mg/mL). As colunas 4, 8 e
12 correspondem ao branco e N80 CONEM 0 PIMIS. ..o 50

Figura 27. Reagdes de ligagdo do radical *OH ao &cido salicilico. Adaptado de (Panchompoo et

Figura 28. Representacdo esquematica das diluicbes em série realizadas para os extratos de U.
pinnatifida obtidos da extragdo com agua: etanol (50:50, v/v), no qual a concentracéo da solucéo stock
do extrato apresentava uma concentraGio de 16 MQ/ML..........ccooeiiiiiniiiiinine e 51

Figura 29. Representacdo esquematica da microplaca usada para o ensaio de sequestro do radical
‘OH. Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra mais
concentrada a menos concentrada (4,0; 2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12 e 0,062 mg/mL). As colunas 4, 8 e 12
correspondem ao branco e ndo contém o peroxido de hidrogénio. .........cccvvvreveiererierieeee e 52

xii



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

Figura 30. Reacdo de Ellman para a determinacao da inibicdo da enzima AChE. Adaptado de
(Mat&jovsky & Pitschmann, 2018).......ccciiiiiiiiiiieii e 53

Figura 31. Reacdo de Ellman para a determinacdo da inibicdo da enzima BuChE. Adaptado de
(ZmaAn €L AL, 2017) ..ottt n s 53

Figura 32. Representacdo esquematica das diluicbes em série realizadas para o extrato de U.
pinnatifida, no qual a concentra¢do da solucdo stock do extrato apresentava uma concentracdo de 20
L0174 1 1 TP S PP UP PR PTPP 54

Figura 33. Representacdo esquematica da microplaca usada para o bioensaio de inibicdo da
AChE e BuUChE. Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra
mais concentrada a menos concentrada (2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12; 0,062 e 0,031 mg/mL). As colunas 4,
8 e 12 correspondem ao branco € NA0 CONEM ENZIMAL .....coviveireieeeiie e sre e s see e 55

Figura 34. Representacdo esquematica das diluicbes em série realizadas para o extrato de U.
pinnatifida, no qual a solugéo stock de extrato concentrado apresentava uma concentragdo de 10 mg/mL.

Figura 35. Representacdo esquematica da microplaca usada para o bioensaio de inibicdo da
tirosinase. Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra mais
concentrada & menos concentrada (4,0; 2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12 e 0,062. Colunas 4, 8 e 12 correspondem
a0 branco € NA0 CONLEM L-DOPAL. .......ociii ettt sttt e e eebe st st e eenes 56

Figura 36. Metodologia de determinacéo do tamanho das larvas de peixe-zebra, pela utilizagdo
0O Programa IMAQEJ. .....oeviieeeie ettt sttt e te et e st e e s e besae e e e steeseesaeeseeeesseeneentenneeneeneeans 59

Figura 37. Rendimentos (%) obtidos para as extraces convencionais realizadas nas razdes
solido: solvente de 1:10 e 1:20 g/mL a 25 °C (A) e 40°C (B) durante 1h e nas mesmas condi¢des durante
2N (C € D), rESPELIVAMENTE. ......oiviiiitiitet ettt ettt ettt enes 61

Figura 38. Comparagdo dos resultados TPC (mg/g de extrato seco) em relacdo as razfes (1:10 e
1:20 g:mL) para as extracGes convencionais com duracédo de 1h (A) e 2h (B) a 25 °C, e 1h (C) e 2h (D)
a 40 °C, juntamente com a comparacdo dos resultados TPC (mg/g de extrato seco) em funcdo da
temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extra¢cdes com duracdo de 1h nas razbes de 1:10 (E) e 1:20 (F)
(o 1 10| TP PSP R O OTR TR PR 63

Figura 39. Comparagéo dos resultados do teor de clorofila a (mg/g de extrato seco), em relacdo
as razBes (1:10 e 1:20 g:mL) para as extragdes convencionais com duracdo de 1h (A) e 2h (B) a 25 °C,
e 1h (C) e 2h (D) a 40 °C, juntamente com a comparacdo dos resultados do contetdo de clorofila a (mg/g
de extrato seco) em funcgdo da temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extracdes com duracdo de 1h nas
razes de 1:10 (E) € 1:20 (F) QML oo ettt 66

Figura 40. Comparacdo dos resultados do contetdo de clorofila ¢ (mg/g de extrato seco), em
relacdo as razdes solido: solvente (1:10 e 1:20 g:mL) para as extracGes convencionais com duracao de
1h (A) e 2h (B) a 25 °C, e 1h (C) e 2h (D) a 40 °C, juntamente com a comparagédo dos resultados do teor
de clorofila ¢ (mg/g de extrato seco) em funcdo da temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extragdes com
duracdo de 1h nas razBes de 1:10 (E) € 1:20 (F) 0iML..ccvoiiiieieiiecce et 69

Xiii



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

Figura 41. Comparacao dos resultados do contetdo de clorofilas totais (mg/g de extrato seco),
em relacdo as razdes (1:10 e 1:20 g:ml) para as extracbes convencionais com duracéo de 1h (A) e 2h
(B)a25°C,e1lh(C)e2h (D) a40°C, juntamente com a comparacao dos resultados do teor de clorofilas
totais (mg/g de extrato seco) em fungéo da temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extra¢cdes com duracdo
de 1h nas razdes de 1:10 (E) € 1:20 (F) QML woriiiiiiiiiee s 72

Figura 42. Comparacdo dos resultados do contetdo de carotenoides (mg/g de extrato seco), em
relacdo as razdes (1:10 e 1:20 g:mL) para as extragdes convencionais com duragdo de 1h (A) e 2h (B) a
25 °C, e 1h (C) e 2h (D) a 40 °C, juntamente com a comparacao dos resultados do teor de carotenoides
(mg/g de extrato seco) em funcdo da temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extra¢Ges com duracdo de 1h
Nas raz0es de 1:10 (E) € 1:20 (F)..ovoeriieieieieieese st 75

Figura 43. Comparacdo dos rendimentos obtidos (%) entre as extragcBes convencionais
(E.Conv.) e extraces assistidas por micro-ondas (MAE) com os solventes agua: acetona e agua: etanol
na razdo solido: solvente de 1:40 g:mL, temperatura de 40 °C e tempos de extracdo de 1h (E.Conv.) e
30 MIN (IMAE). <.ttt st s et e s bRt a e Rt et e s et et et et bt b et s et r e e nennene e 78

Figura 44. Comparacdo dos resultados TPC (mg GAE/g extrato seco) entre as extragdes
convencionais (E.Conv.) e extrages assistidas por micro-ondas (MAE) com os solventes agua: acetona
(10:90 v/v) e &gua: etanol (50:50 v/v) na razdo sélido: solvente de 1:40 g:mL, temperatura de 40 °C e
tempos de extragdo de 1h (E.Conv.) € 30 Min (MAE). ......ccciiiiiiiieiisere e 79

Figura 45. Comparagéo dos resultados do conteudo de clorofila a (A), clorofila ¢ (B), clorofilas
totais (C) e carotenoides (D) (mg /g extrato seco) entre as extragdes convencionais (E.Conv.) e extraces
assistidas por micro-ondas (MAE) com os solventes agua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v)
na razdo solido: solvente de 1:40 g:mL, temperatura de 40 °C e tempos de extracdo de 1h (E.Conv.) e
30 MIN (MAE). ..ottt ettt et b e bt e b et e st e R e e Re e b e et e et e st et et e n e e R e e Reebente et et e e enen 80

Figura 46. Curvas dose-resposta relativamente ao sequestro dos radicais DPPH"(A), ABTS™(B),
*NO (C), O,(D) e "OH (E), em fung&o das concentracdes do extrato de U. pinnatifida de modo a avaliar
a atividade antioXidante 00 EXIIALO. ........uivieierieieieeee ettt ere et ne e enes 84

Figura 47. Inibicdo das enzimas AChE, BUChE e tirosinase em funcéo das concentra¢fes do
extrato de U. PINNATITIOA. ........ooeiiiiiii ettt 87

Figura 48. Frequéncia acumulada de malformacdes observadas no controlo negativo, controlo
com solvente e nos embrides/larvas expostos a diferentes concentracdes do extrato de U. pinnatifida
testado as 48 e 96 hpf. Legenda: O simbolo * - indica que existem diferencas estatisticas (p<0.05) em
relagao a0 CONIOI0 SOIVENTE. .......c.iie ettt et re e e eseeenes 90

Figura 49. Taxa de eclosdo (%) dos embrides de peixe-zebra avaliada as 48, 72 e 96 hpf, para
os controlos (negativo e com solvente) e para as concentragdes de extrato de U. pinnatifida utilizadas

Figura 50. Comprimento total das larvas de peixe-zebra expostas durante 96 hpf as diferentes
concentracdes do extrato de U. pinnatifida (0,1; 1; 10; 100; 1x10%; 10x10%; 50x10° e 100x10°ug/L), e 0
comprimento total das larvas do controlo negativo e do controlo com solvente. Legenda: *diferencas
estatisticamente significativas relativamente ao controlo com solvente a p<0.05; **diferencas
estatisticamente significativas relativamente ao controlo com solvente a p<0.01. .........ccccevivveiennenn, 91

Xiv



ISEP Lisasusioe P.PORTO

XV



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

Indice de Tabelas

Tabela 1. Exemplos de alguns métodos de extracdo ndo convencionais juntamente com as suas
vantagens e desvantagens em relagdo aos métodos convencionais (Lourengo-Lopes et al., 2020; Matos
et al., 2021; Meregalli, 2017). ..cvceeie et re e renre e 23

Tabela 2. Métodos de extracdo, separacdo e identificagdo dos compostos neuroprotetores
(fucoxantina, fucoidano, fucosterol e glicoproteinas) presentes na alga marinha U. pinnatifida.......... 25

Tabela 3. Exemplos de alguns modelos ou testes utilizados para a avaliagdo comportamental
dos peixes-zebra e ratos ou roedores, para o estudo de doengas neurodegenerativas. ...........ccocceeveneen. 33

Tabela 4. Exemplos de alguns modelos genéticos dos peixes-zebra e ratos ou roedores, para 0
estudo de doenGas NEUIOUEGENEIALIVAS. .......curvirueieieieisie sttt sr et ere et nn s 35

Tabela 5. Condi¢des usadas para a MAE, para o tempo de 30 min, razdo sélido:solvente de 1:40
g:mL, e temperaturas de 40 °C, para 14 vasos de eXIraCa0. .........cereerreririereseriesiesienesesesre e seenes 41

Tabela 6. Observacdes do desenvolvimento embrionario do peixe-zebra realizadas para os
diferentes periodos de exposi¢ao (24, 48, 72 € 96 NPF). ..o 58

XVi



ISEP Lisasusioe P.PORTO

XVii



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

Lista de Abreviaturas

5-HT Serotonina
ABTS 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfonico

ACh Acetilcolina
AChE Acetilcolinesterase
AMPA alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico
APP (VT717F) Mutacéo da proteina B-amiloide pela substituicdo da valina pela

fenilalanina no coddo 717

ATCI lodeto de acetilticolina
ATP Adenosina trifosfato

AB B-amiloide
BHA Hidroxianisol butilado
BHT Hidroxitolueno butilado
BTCI lodeto de butiriltiocolina
BuChE Butirilcolinesterase
Ch Colina
DA Doenga do Alzheimer
DH Doenca de Huntington
DNA Acido desoxirribonucleico

DP Doenca do Parkinson
DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
DTNB acido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoico) (reagente de Ellman)
ELA Esclerose lateral amiotréfica

EMA Agéncia Europeia de Medicamentos, do inglés “European Medicines Agency”

FDA Administracdo de Alimentos e Medicamentos do inglés “Food and Drug Administration”

FRAP Poder antioxidante redutor de ides férricos, do inglés “Ferric ion reducing
xviiiime txviiiuraxviiio power”

FTLD MAPT P301L Deméncia causada pela mutacdo P301L (substituicdo
da prolina pela leucina no coddo 301) no gene MAPT da proteina tau associada ao microtibulo

GABA Acido gama aminobutirico

GAE Equivalentes de 4cido

galhico do inglés “Gallic acid xviiiime txviiiuraxviiio”

Xviii



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

GSH Glutationa reduzida
Hpf Horas pos-fertilizacéo
HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés “High-performance liquid
chromatography”
HPLC-DAD Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de matriz
de diodos
HPLC-UV Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetor de UV

ICH Concelho Internacional para a Harmonizacdo, do inglés “International Council for
Harmonisation”

L-DOPA Levodopa

MAE Extracdo assistida por microondas, do inglés “Microwave-assisted extraction”
NADH Dinucleotido de nicotinamida e adenina
NBT Azul de nitrotetrazolio
NMDA N-metil-D-aspartato
NOS Oxido nitrico sintetase
ONU Organizacéo das NagOes Unidas
PLE Extragdo com liquidos pressurizados, do inglés “ Pressurized liquid

extraction”

PMS Metossulfato de fenazina
PTFE Politetrafluoretileno
RNS Espécies reativas de nitrogénio

ROS Espécies reativas de oxigénio

SEC Cromatografia de exclusdo de tamanho, do inglés “Size-exclusion chromatography”
SFE Extracdo com fluidos supercriticos, do inglés “Supercritical fluid extraction”
SNC Sistema nervoso central

SNP Nitroprussiato de sodio
SOD Superéxido dismutase

Tau A152T Mutacéo pela substituicdo da alanina pela treonina no codao 152 da proteina tau

Tau P301L Mutacéo pela substituicdo da prolina pela leucina no coddo 301 da proteina tau

TEAC Capacidade Antioxidante em equivalentes de
Trolox, do inglés “Trolox Xixime txixuraxix Xixime txixuraxixo capacity”

Thyl.2 Gene promotor de uma glicoproteina de membrana

TNB 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoato

XiX



ISE Sisaimsrsess P.PORTO

TPC Conteudo fendlico total, do inglés “Total phenolic contente”
Tphl Gene promotor da triptofano hidroxilase 1
Tph2 Gene promotor da triptofano hidroxilase 2
UAE Extracdo assistida por ultrassons, do inglés “Ultrasound-assisted extraction”

XX



ISE biaimssss P.PORTO

Capitulo 1 — Introducéo

1.1. Enquadramento

Os ensaios in vitro da presente tese de mestrado foi desenvolvida no Grupo de Reacdo e Analises
Quimicas (GRAQ) localizado no campus do Instituto Superior de Engenharia do Porto (ISEP) — na Rua
Dr. Anténio Bernardino de Almeida, 431, 4200-072 Porto. Este grupo de investigacdo € membro do
Laboratério Associado para a Quimica Verde (LAQV), uma das unidades de investigacdo da
REQUIMTE (Rede de Quimica e Tecnologia). Os ensaios in vivo foram realizados nas instalacdes do
Centro Interdisciplinar de Investigacdo Marinha e Ambiental (CIIMAR), localizado no Terminal de
Cruzeiros do Porto de Leixdes, Matosinhos.

A tese foi desenvolvida durante o Gltimo ano do mestrado em Biorrecursos como requisito
parcial para a obtencdo do grau de Mestre em Biorrecursos.

1.2. Apresentacdo dos Laboratdrios

O Laboratdrio Associado para a Quimica Verde (LAQV) pertence a Rede de Quimica e
Tecnologia (REQUIMTE) que foi criada por investigadores da Universidade do Porto e da Universidade
NOVA de Lishoa, no ano de 1996. Lisboa e Porto sdo as duas principais areas metropolitanas nacionais
no qual este grupo se encontra configurado, mas tem vindo a abranger outras regifes de norte a sul de
Portugal, tais como Aveiro, Evora, Coimbra e outras pequenas areas.

O objetivo do LAQV ¢€ encontrar e fornecer solugdes mais sustentaveis para as industrias,
governos e publico em geral, alargando os limites das Quimica Sustentavel e da Engenharia Quimica.
Este grupo é compreendido por 1088 investigadores, 484 investigadores doutorados, que desenvolvem
a sua investigacdo na area da Sintese e Catalise Quimica, Ciéncia e tecnologia alimentar, Produtos
Naturais, Quimica Analitica, Intensificacao de Processos e Tecnologias Limpas, Solventes Alternativos,
e Materiais Inteligentes.

O LAQV tem como objetivos especificos:

e Aumentar o impacto internacional da investigacdo em Quimica Sustentavel;

e Assegurar que mais resultados da investigacdo conduzam a resultados econémicos e
sociais, através da cooperacdo com parceiros industriais e da criagdo de spin-offs;

e Atrair jovens investigadores para serem formados nos multiplos topicos de apoio a
Quimica Sustentavel,

e Procurar parceiros industriais centrados na implementacéo de tecnologias e processos
limpos;

e Aconselhar os decisores na tomada de decisGes sobre questdes de salde e seguranca
relacionadas com produtos ou processos (bio)quimicos, através de uma maior
colaboragdo com organismos reguladores;

e Partilhar os principios da Quimica Sustentavel e os resultados da investigacdo com o
publico em geral, governos e industria

Como visdo, o LAQV pretende contribuir para um desenvolvimento sustentavel a nivel mundial,
no qual a Quimica Sustentavel possa ser utilizada como uma ferramenta poderosa e dindmica para
contribuir para enfrentar os desafios atuais e futuros, a nivel social, econémico e ambiental.
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O LAQV inicia, avanca e promove 0s principios da Quimica Sustentavel através de varias
atividades de investigacao, trabalho em rede, formagé&o e divulgac&o. Por isso alinha temas a partir da
Agenda de Investigacdo da Plataforma Europeia para a Quimica Sustentavel, da Agenda das NacGes
Unidas (ONU) para o Desenvolvimento Sustentavel e as prioridades do Horizonte 2020 e Horizonte
Europa.

O LAQV esta dividido em varios grupos de investigacdo. O presente tema de dissertacdo de
mestrado foi proposto pelo grupo de Quimica Ambiental coordenado pela Professora Doutora Cristina
Delerue-Matos. Este grupo foca a sua investigacao nos seguintes topicos: poluentes minerais, organicos,
e xenobidticos na agua, solo, sedimentos, ar, organismos e alimentos, 0 seu impacto na qualidade
ambiental, salde humana e seguranca alimentar; e a sua origem, destino, biodegradacao, e transporte no
ambiente. Este grupo também desenvolve estudos na area da toxicologia ambiental, microbiologia,
quimica, engenharia e avaliacdo de perigo/risco; controlo e remediacdo de solos; monitorizagéo e
tratamento de agua e residuos sélidos municipais e industriais, bem como de substéncias toxicas e
perigosas. A quimica analitica € uma area importante nestes estudos, com o desenvolvimento e validagdo
de métodos de rastreio e/ou a melhoria dos métodos ja existentes para a analise de contaminantes, com
base nos principios da Quimica Verde, e da sustentabilidade ambiental e econdémica.

O CIIMAR promove uma abordagem integrada na investigacdo dos oceanos e zonas costeiras
com o objetivo de promover a compreensdo do conhecimento do comportamento biolégico, fisico e
quimico destes ambientes, avaliando simultaneamente o impacto que as a¢cdes humanas e naturais
apresentam sobre 0os mesmos. Com esta abordagem tenta compreender o funcionamento dos oceanos e
dos seus ecossistemas e tenta dar resposta as mudancas globais.

Nestas instalacGes sdo promovidas abordagens baseadas no conhecimento, na promocéao do
capital natural e na gestao sustentavel dos recursos marinhos, no qual ocorre a monitorizacéo da salde
dos ecossistemas, a otimizagdo da aquacultura e a exploracéo biotecnoldgica dos recursos com vista a
aplicacdes ambientas e na salde humana.

Para além disso, o0 CIIMAR fornece soluces e produtos inovadores de forma a dar resposta aos
desafios econémicos e sociais atuais, como por exemplo a procura de novos medicamentos, produtos
marinhos para satisfazer as necessidades industriais e medicinais, qualidade de vida, pesca sustentavel,
preparacdo e mitigacdo de derrames de petrdleo e/ ou outros contaminantes emergentes, monitorizacao
ambiental e avaliagdo de risco, preservacdo dos ecossistemas, preservacdo dos servigos dos
ecossistemas, gestao dos oceanos e da costa, e ensinamentos sobre 0s oceanos e 0s seus ecossistemas.

1.3. Tema e objetivos da dissertacao

O tema proposto para a realizagdo da tese de mestrado foi “Podem as algas marinhas combater
as doencas neurodegenerativas? Avaliagdo in vitro e in vivo da capacidade neuroprotetora de extratos
de Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar”, no qual o objetivo vai ser estudar a bioatividade de extratos
da alga marinha U. pinnatifida a nivel das suas propriedades antioxidantes e na inibicdo de enzimas do
sistema nervoso central (SNC), de modo a avaliar a sua influéncia no tratamento e prevenc¢édo de doencas
neurodegenerativas como a doenca do Alzheimer (DA), a doenca de Parkinson (DP) ou de doencas
neuropsiquiatricas, como a depressdo. Seguidamente, estudar-se-4 a influencia dos extratos no
desenvolvimento e comportamento de embrifes peixe-zebra.
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1.4. Organizacdo da dissertacao

Este relatdrio esta dividido em diversos capitulos sendo que o primeiro € dedicado a uma parte
introdutdria sobre 0 enquadramento e apresentacao do grupo de investigacdo, a apresentacdo do tema e
dos objetivos do estagio. O segundo capitulo é dedicado essencialmente & explicacdo da parte tedrica
associada ao tema e ao trabalho desenvolvido, no qual é feita uma explicacdo sobre as doengas
neurodegenerativas e algumas das suas possiveis causas e estudo de possiveis tratamentos ou formas de
prevencdo através da utilizacdo das propriedades bioativas da alga marinha U. pinnatifida. As
metodologias usadas para a realizacdo da parte pratica encontram-se no terceiro capitulo. A apresentacéo
e discussdo dos resultados obtidos é apresentada no quarto capitulo e as conclusdes tiradas ao longo do
trabalho juntamente com a resposta aos objetivos inicialmente propostos apresentam-se no quinto
capitulo. Por fim apresenta-se uma lista de toda as referéncias bibliograficas utilizadas para a realizagdo
de todo o trabalho e um conjunto de anexos.
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Capitulo 2 — Doencas Neurodegenerativas

Atualmente, estima-se que existam cerca de 9,9 milhGes de pessoas a nivel europeu e 35,6
milhdes a nivel mundial a sofrerem de doencas neurodegenerativas que provocam algum tipo de
deméncia. Para além disso, existe também a previsdo de que no ano de 2030 esses valores dupliquem e
tripliquem no ano de 2050. O aumento da esperanca média de vida e do nimero de casos de pessoas
com doengas neurodegenerativas tem levado a que haja uma intensificagdo da preocupagdo mundial na
investigacdo das causas e dos possiveis tratamentos para este tipo de doencas, de modo a melhorar o
nivel de vida da populacéo afetada (Pereira & Valado, 2021; World Health Organization, 2012).

As doengas neurodegenerativas sdo caracterizadas essencialmente pela morte ou perda
progressiva de neurdnios em regides como o cérebro ou a medula espinal. A perda dos neurdnios é
permanente, ou seja, nestes casos ndo ocorre a renovacgao celular natural das células perdidas, o que leva
a alteracbes ou perdas nas funcbes cognitivas e sensoriais. Alguns exemplos de doencas
neurodegenerativas mais conhecidas sdo a doenga de Alzheimer (DA), a doenca de Parkinson (DP), a
doenca de Huntington (DH) e a esclerose lateral amiotrofica (ELA). No entanto existem outro tipo de
doencas que podem apresentar alguns sintomas comuns das doengas neurodegenerativas tais como a
depressdo, perda de memoria, alucinagdes, entre outras (Barbalace et al., 2019; Khazdair et al., 2019;
Pereira & Valado, 2021).

O aparecimento das doencas neurodegenerativas pode ocorrer devido a varios tipos de causas
entre elas, o stress oxidativo, a deposi¢cdo anormal de proteinas no cérebro, fungdo mitocondrial
danificada, inducdo de apoptose, diminuicdo da proteostase, desequilibrio da libertacdo de
neurotransmissores, fenomenos de neuroinflamagdo, ou até mesmo devido & hereditariedade e
envelhecimento. De entre todas estas causas, a neuroinflamag&o, o stress oxidativo e o desequilibrio a
nivel dos neurotransmissores sao aspetos importantes na patogénese de doencgas neurodegenerativas
como a DA e a DP (Khazdair et al., 2019).

A neuroinflamag&o é uma resposta do sistema imunitario do cérebro a uma inflamacéo que possa
ocorrer a nivel cerebral, que se traduz na ativagao de células do sistema nervoso central (SNC) tais como
as células gliais (microglia e astrdcitos). Estas células apresentam um papel fundamental em a¢des pré
e anti-inflamatorias, tais como a fagocitose, libertacdo de esteroides, reducdo de radicais livres e
reparacdo celular. A ativagdo do sistema imunitéario do cérebro para o combate de inflamagdes cerebrais
pode apresentar resultados benéficos, uma vez que permite o controlo de inflamagdes que possam ter
ocorrido no cérebro com a libertacdo dos mediadores anti-inflamatérios. Quando se trata de uma
resposta de longa duracdo a uma neuroinflamacéo, é dado o nome de neuroinflamacéo crénica. Neste
caso, continua a existir durante bastante tempo apds o inicio da inflamag&o, tornando-se um processo
prejudicial para o SNC, uma vez que ocorre a libertagdo de mediadores pré-inflamatérios e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS) de forma prolongada e persistente (Barbalace et al.,
2019; Milatovic et al., 2011).

As citocinas sdo exemplos de mediadores pré-inflamatérios (IL-1, TNF-o, GM-CSF, IL-3, IL-
12, IL-18 e IFN-y ¢ ROS/RNS) e anti-inflamatdrios (IL-4, IL-10, IL-13 ¢ FTCp) libertados durante um
processo inflamatorio tal como a neuroinflamagdo, em que no caso dos mediadores pro-inflamatorios,
tal como o nome indica, quando libertados promovem a continuidade do processo de inflamacdo. As
citocinas mais comuns libertadas durante um processo de neuroinflamacéo séo as interleucinas-1 (IL-1)
e o fator de necrose tumoral (TNF-a), e sdo 0s principais responsaveis por preparar uma resposta
inflamatdria e iniciar uma cascata de mediadores diretamente responsaveis por Varios processos
associados a inflamacg&o. Para além destas citocinas, séo libertadas citocinas como as interleucinas-3
(IL-3) e fator estimulante das coldnias de granulécitos-macréfagos (GM-CSF), que apresentam como
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funcdo a estimulacdo de IL-1 e TNF-o que favorecem o processo inflamatério. Para além disso, as
citocinas I1L-12 e IL-18 sdo também libertadas de modo a estimular a libertagdo do interferdo-gama
(IFN-y) que tal como a IL-1 e TNF-a favorecem o processo inflamatorio. As elevadas concentragdes
destas citocinas promovem também a producéo e libertacdo de radicais livres como o dxido nitrico
(‘NO), que por sua vez promovem o stress oxidativo e nitrosativo (Cavaillon, 2001).

O "NO é um radical livre bioativo que apresenta um papel fundamental como neurotransmissor
e neuromodulador gasoso no SNC, ou seja, em concentragdes baixas, 0 ‘NO é vantajoso para 0 SNC
uma vez que apresenta um papel fisiolégico fundamental a nivel da fungdo das células neurais e
vasculares. Por outro lado, em concentracdes elevadas implica que possam existir processos de
neuroinflamacdo, doencas neurodegenerativas, e outras doencas neuroldgicas. Este neurotransmissor
apresenta uma agdo distinta no SNC quando comparado com os neurotransmissores classicos, uma vez
gue é sintetizado quando necessario, e difunde-se pelos terminais sindpticos nos quais pode atuar nas
células onde € produzido, como também a nivel das células vizinhas. Para além disso, o0 "NO termina a
sua acdo apos a sua reagdo com substratos intracelulares ao contrario do que acontece com 0s restantes
neurotransmissores, que sdo armazenados em vesiculas, libertados por exocitose ou inativados por
recaptacdo ou degradacdo enzimatica (Carreira, 2014; Ghasemi & Fatemi, 2014; Nakanishi et al., 2021;
Saha & Pahan, 2006; J. Zhang et al., 2021).

O "NO é produzido enzimaticamente a partir do aminoacido I-arginina pela atividade de trés
isoenzimas de Oxido nitrico sintetase (NOS), tais como a NOS induzivel (iNOS), a NOS neuronal
(nNOS), e a NOS endotelial (eNOS), sendo que as duas Gltimas sdo dependentes do célcio para a sua
atividade, ao contrario da iNOS que apenas é expressa quando existem estimulos inflamatérios, ou seja,
ndo é expressa em condi¢Bes normais. Em casos de neuroinflamacéo, ou seja, quando existem estimulos
inflamatdrios agudos, como por exemplo a presenga de citocinas 11-1 e TNF-o e a presenga de proteina
B-amiloide (AB), 0 "NO é produzido a partir da iNOS que pode ser expressa em macrdfagos, astrocitos,
microglia, células endoteliais e neurdnios. Para além disso, a presenca do neurotransmissor glutamato
durante uma resposta inflamatdria esta associada a ativacdo do nNOS que por sua vez leva & producédo
excessiva de "NO que é também consequéncia da expressdo de iNOS. A libertacdo de elevados niveis
de "NO pode conduzir & ocorréncia de vérias reagdes, sendo que este pode reagir com o oxigénio,
originando dioxido de nitrogénio (NO) que se destaca por ser muito reativo e originar trioxido de
dinitrogénio (N2O3) quando reage com “NO. Para além destas reacdes, 0 “NO pode reagir também com
o radical superoxido (O,™) originando peroxinitrito (ONOO") que também se destaca por ser um anido
muito reativo. A estas moléculas reativas formadas a partir do radical “NO da-se a designacao de espécies
reativas de nitrogénio (RNS) e estas apresentam a capacidade de oxidar e nitrar outras moléculas ou
células, levando ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (Carreira, 2014; Ghasemi &
Fatemi, 2014; Nakanishi et al., 2021; Saha & Pahan, 2006; J. Zhang et al., 2021).

O stress oxidativo ocorre quando ndo existe um equilibrio entre as quantidades de oxidantes e
antioxidantes nas células. Sob condi¢gdes normais, a produgdo de ROS e RNS, tais como os radicais
hidroxilo ("OH), O;", e ‘NO, e a espécie ndo radicalar H,O,, acaba por ser neutralizada pela capacidade
antioxidante dos antioxidantes endégenos enzimaticos e ndo enzimaticos. Essas espécies sdo produzidas
como subprodutos a nivel das mitocondrias, durante a fosforilagdo oxidativa para a producdo de ATP
no processo metabdlico celular, e em niveis moderados de equilibrio sdo essenciais para o crescimento
e desenvolvimento dos neurénios. O equilibrio da producdo de ROS/RNS é controlado através do
sistema antioxidante que € composto por enzimas antioxidantes como a catalase e superdxido dismutase
(SOD), mas também por antioxidantes ndo enzimaticos como a glutationa reduzida (GSH), vitamina E
e a Coenzima Q10 (Bhatt et al., 2020; Milatovic et al., 2011; Salim, 2017).
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Por outro lado, quando a producdo de ROS/RNS ocorre em niveis elevados, 0 sistema
antioxidante excede a sua capacidade de neutralizagdo das mesmas e prevalecem as rea¢des de oxidacao
nas células, que sdo responsaveis por causar danos a nivel das macromoléculas como os lipidos,
proteinas e acidos nucleicos (DNA), provocando o mau funcionamento celular, o que culminara em
apoptose e necrose. Como o cérebro apresenta elevados contetidos lipidicos, requer grande quantidade
de energia, ou seja, é um grande consumidor de oxigénio, e apresenta fraca capacidade antioxidante,
torna-se muito vulneravel ao stress oxidativo provocado pela producao excessiva de ROS/RNS. Como
consequéncia, favorecem o aparecimento de doencas neurodegenerativas (Milatovic et al., 2011; Salim,
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Figura 1. Relacdo entre a neuroinflamacdo e o stress oxidativo em doengas neurodegenerativas como DA e DP.
Adaptado de (Pereira & Valado, 2021).

A neuroinflamacéo e o stress oxidativo podem estar relacionados, como se pode verificar na
Figura 1, na medida em que uma neuroinflamagao cronica pode levar a que ocorra stress oxidativo, pois
como referido anteriormente, a neuroinflamagdo cronica provoca uma libertacdo prolongada de
ROS/RNS. Assim sendo, como a neuroinflamag&o apresenta um papel relevante no aparecimento de
doencas neurodegenerativas, torna-se necessario desenvolverem-se estratégias eficazes no tratamento
da mesma. Atualmente, tém-se procurado através de investigacdo cientifica, compostos naturais com
acdo anti-inflamatoria e antioxidante, como forma de protecéo contra estas doencas (Barbalace et al.,
2019; Khazdair et al., 2019; Milatovic et al., 2011; Salim, 2017).

O desequilibrio na libertacdo de neurotransmissores é também apontado como uma das
principais causas para o aparecimento de doengas neurodegenerativas, isto porque € através da libertacdo
dos neurotransmissores que ocorrem as transmissdes dos impulsos nervosos. Os neurotransmissores sdo
armazenados em vesiculas neuronais, e quando sao libertados pelos neurénios difundem-se pela fenda
sinaptica até se ligarem momentaneamente a recetores especificos do neurdnio adjacente. A resposta ao
estimulo pode ser inibitoria (inibir a atividade do neurdnio pos-sinaptico) ou excitatoria (ativar o
neurénio pds-sindptico) dependendo do recetor que recebe o neurotransmissor. No final da transmissao
sinaptica, parte do neurotransmissor pode ser reaproveitado pelo neurdnio que o libertou e pode ser
novamente armazenado em novas vesiculas neuronais, outra parte do neurotransmissor pode ser
metabolizado ou degradado por enzimas nos quais os produtos resultantes sdo libertados para o
organismo. Sempre que ocorre a libertagcdo de um neurotransmissor, ocorre seguidamente a sintese e o
armazenamento de novas moléculas desse neurotransmissor, bem como também a producdo de novas
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vesiculas neuronais para o0 armazenamento dos mesmos. Os principais neurotransmissores que
influenciam o aparecimento de doengas neurodegenerativas sdo o glutamato, o &cido gama-
aminobutirico (GABA), a serotonina (5-HT), a acetilcolina (ACh) e a dopamina (Beltran Molina, 2017;
Lovinger, 2008; Niyonambaza et al., 2019).

O glutamato é um dos principais neurotransmissores excitatérios no SNC e em niveis normais
esta associado a aprendizagem e memoria. Em niveis elevados, o glutamato faz com que o0s seus
recetores (por exemplo, os recetores ionotropicos de N-metil D-aspartato (NMDA) e alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA)) estejam ativos durante mais tempo provocando uma
cascata de sinalizacdo intracelular dependentes de calcio, levando a excitotoxicidade. Para além disso,
0 aumento dos niveis de célcio provoca a ativagdo das nNOS e eNOS levando a um consequente
aumento dos niveis de "NO nas células ou neurdnios provocando por sua vez stress oxidativo no SNC e
favorecendo o aparecimento de doencas neurodegenerativas tais como a DA e a depressdo. A
memantina, muito usada no tratamento da DA, é um antagonista dos recetores NMDA que se liga aos
mesmos possibilitando a regulagdo dos niveis de glutamato e diminuindo consequentemente a sua
excitotoxicidade (Beltran Molina, 2017; Niyonambaza et al., 2019).

O écido gama-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério do SNC e é
sintetizado a partir do glutamato através da enzima glutamato descarboxilase. No entanto, a fungéo do
GABA op0de-se a fungdo do glutamato, uma vez que o neurotransmissor GABA apresenta a fungdo de
reduzir a excitabilidade neuronal através da inibicdo da transmissdo nervosa. Ou seja, este
neurotransmissor quando se encontra em niveis normais tem a capacidade de inibir neurotransmissores
excitatorios tais como o glutamato, de modo a manter a estabilidade nas fungdes neuroldgicas. Assim
sendo, os niveis reduzidos deste neurotransmissor provocam crises de ansiedade que podem estar
também associadas a sintomas de depressao (Niyonambaza et al., 2019; Ting Wong et al., 2003).

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é um neurotransmissor do tipo monoamina que é
produzida a partir da hidroxilagdo do triptofano através da enzima triptofano hidroxilase, resultando em
5-hidroxitriptofano que posteriormente é descarboxilado formando a serotonina. Assim sendo, 0s niveis
de serotonina sdo controlados pela capacidade de captagdo do triptofano. Este neurotransmissor
desempenha um papel fundamental em vérias fungGes comportamentais na medida em que regula o
sono, o estado de saciedade, a agressividade e as alteracdes de humor ou depressdo. Ou seja, quando
existem baixos niveis de serotonina existe a possibilidade de desenvolvimento de sintomas de depressao.
As concentragOes de triptofano e a atividade da enzima triptofano hidroxilase controlam os niveis de
serotonina, ou seja, quando existem baixas concentracdes de triptofano existem consequentemente
baixas concentracbes de serotonina. Para além disso a enzima monoamina oxidase A (MAO-A)
apresenta também efeitos sobre os niveis de serotonina, uma vez que é uma enzima que promove a
desaminacdo oxidativa das monoaminas apds transmissdo, e assim sendo, a sua acdo provoca a
diminuigdo dos niveis de serotonina (Beltran Molina, 2017; Berger et al., 2009; Canto, 2014,
Niyonambaza et al., 2019).

A acetilcolina (ACh) é o principal neurotransmissor responsavel pelos processos cognitivos e
de memoria. Este neurotransmissor € sintetizado a partir da colina e da acetilcoenzima A pela acdo da
enzima colina acetiltransferase. No final da transmissdo do impulso nervoso, o neurotransmissor €
hidrolisado pela acetilcolinesterase (AChE) originando colina e acetato. Os niveis de ACh sdo regulados
pela colina acetiltransferase e pela captacdo da colina para a producdo de ACh. Niveis baixos do
neurotransmissor ACh favorecem o aparecimento de doencgas neurodegenerativas como a DA (Beltran
Molina, 2017; Niyonambaza et al., 2019).
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As colinesterases dividem-se em dois tipos, a ja referida AChE e a butirilcolinesterase (BuUChE).
Estas enzimas sdo evolutivamente semelhantes, no entanto a sua distribuicdo nos tecidos, as suas
propriedades cinéticas e as suas especificidades para com o substrato, sao fatores que permitem a sua
diferencia¢do. Enquanto a AChE se encontra de forma abundante no SNC, nos musculos esqueléticos e
na membrana de eritrocitos, a BuChE encontra-se de forma abundante no plasma sanguineo.
Relativamente a seletividade das enzimas, a AChE é a enzima mais seletiva uma vez que hidrolisa
apenas a ACh. A BuChE é a menos seletiva uma vez que hidrolisa de uma forma semelhante tanto a
ACh como a butirilcolina (BuCh) (Petronilho et al., 2011; H. Zhang et al., 2014).

A dopamina é um neurotransmissor inibidor que esta envolvido no controlo motor, nas funcdes
enddcrinas, na cognicéo e nas emogdes. A dopamina é produzida a partir da hidrdlise do aminoacido
tirosina através da enzima tirosina hidroxilase, da qual resulta a levodopa (L-DOPA) que por sua vez é
descarboxilada e convertida em dopamina nos neurénios dopaminérgicos. A falta de dopamina no
ganglio basal do cérebro leva a que ocorra a perda no controlo da realizacdo de movimentos suaves e
controlados, que é a principal causa da DP. Os niveis de dopamina sdo regulados pela L-DOPA que é o
precursor para a producgdo da dopamina e pela captacdo de dopamina pelos recetores. Para além disso,
como a dopamina é também uma monoamina, a a¢do das enzimas MAO-B e da tirosinase também
apresenta efeitos na redugao dos niveis de dopamina (Beltran Molina, 2017; Canto, 2014; Estevinho &
Soares Fortunato, 2003; Niyonambaza et al., 2019)

A tirosinase é uma enzima chave na producdo de melanina na pele, no entanto esta também
associada ao processo metabdlico de producéo de neuromelanina que confere cor a substancia nigra. O
processo metabolico de producdo de neuromelanina, representado na Figura 2, envolve 2 tipos de
enzimas, a tirosinase e a tirosina hidroxilase, no qual a primeira é responsavel por oxidar a tirosina
(substrato) e a segunda é responsavel pela sua hidroélise. A tirosina pode ser hidrolisada a L-DOPA pela
tirosina hidroxilase, que sera depois convertida em dopamina, ou ser oxidada pela tirosinase e produzir
dopaquinona que é uma molécula extremamente instavel que pode ligar-se a outras moléculas e produzir
compostos perigosos capazes de deteriorar e destruir as células nervosas. Uma das etapas do processo
de producdo de neuromelanina envolve a auto-oxidacao espontanea da dopaquinona, no entanto € uma
etapa dificil de regular e assim sendo, podem ser atingidos niveis elevados desta molécula causando
consequentemente o stress oxidativo, mas também uma indesejavel inibicdo da tirosina hidroxilase
responsavel pela producdo de dopamina (Masuda et al., 2005, 2007, 2008; Nagatsu et al., 2022).



ISE biaimssss P.PORTO

4

o HO NH, Tirosinase
Tirosina 1 Dopaquinona

Tirosina Hidroxilase \
W« Ciclodopa
N P
NH, HO!
L-DOPA / H

Tirosinase

\ Dopacromo
L-Dopa o | ] N|"2 '°: :‘H;

2 l

Sintese de
Melanina

o

g
£

Dopamina

G

Norepinefrina

—CH

3

b5

Epinefrina

Figura 2. Mecanismo de biossintese de neuromelanina (Eisenhofer et al., 2003).

A vulnerabilidade para estas doencas neurodegenerativas tem sido muito estudada, e sabe-se
gue o envelhecimento é um fator de risco. Isto deve-se ao facto de que o envelhecimento leva a uma
lenta deterioracdo das fungdes homeostaticas cerebrais, na medida em que o equilibrio entre as citocinas
anti-inflamatérias, tais como IL-4, IL-10, IL-13 ¢ FTCP, e pré-inflamatérias é comprometido, e ha
prevaléncia de citocinas pré-inflamatdrias como por exemplo as mencionadas anteriormente tais como
alL-1, TNF-a, GM-CSF, IL-3, IL-12, IL-18 e IFN-y e ROS/RNS. Por isso, & medida que o processo de
envelhecimento decorre, o cérebro tem tendéncia a tornar-se mais vulneravel a neuroinflamagdes
cronicas e stress oxidativo, e consequentemente ao aparecimento de doencas neurodegenerativas
(Milatovic et al., 2011; World Health Organization, 2012).

2.1. Doenca de Alzheimer

Segundo World Health Organization, 2021, a DA é considerada o tipo de deméncia mais comum
sendo que pode representar cerca de 50 a 70% de todos os casos de deméncias. E conhecida por causar
uma deterioracdo global de algumas fungdes cognitivas (memoria, atengdo, concentragdo, linguagem e
pensamento) de forma progressiva e irreversivel. Como consequéncia da deterioracdo das funcGes
cognitivas, 0s pacientes apresentam frequentemente mudancas comportamentais, alteracdes na sua
personalidade e na sua capacidade funcional, que impedem ou dificultam a realizacdo das suas
atividades normais diérias (Pereira & Valado, 2021).

Nos estagios iniciais, a DA apresenta sintomas ligeiros como pequenas perdas de memdria e
dificuldade em encontrar as palavras corretas que definem objetos utilizados no dia a dia. No entanto, a
medida que as células cerebrais morrem e a DA progride, os sintomas comegcam a piorar e a afetar
significativamente o nivel de vida das pessoas com este tipo de doenca, na medida em que nos estagios
graves e terminais da doenca é também afetada de forma progressiva a parte motora, até que no estagio
terminal, os doentes tornam-se incapazes de andar e falar. (L. Pereira & Valado, 2021).
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Os doentes com DA apresentam danos oxidativos significativos que estdo essencialmente
associados a acumulacdo anormal da proteina B-amiloide (AB) e a sua deposi¢cdo sob a forma de
oligébmeros e placas, mas também devido a hiperfosforilacdo da proteina tau que nesse caso se dissocia
dos microtubulos neurais e forma emaranhados neurofibrilares. A presenca e a acumulacéo das placas
de AP e a presenca de emaranhados neurofibrilares no cérebro é responsavel pelo desencadeamento de
processos pro-inflamatoérios, que consequentemente desencadeiam processos de neuroinflamacdo
causando um aumento do stress oxidativo, que contribuem para a progressao da doenga (Huang et al.,
2016; Pereira & Valado, 2021; Tamagno et al., 2021)

Na Figura 3 estdo representados os danos que a acumulacdo de AP causam no desenvolvimento
de DA.
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Figura 3. Representacdo esquematica dos danos que a acumulag¢do de AB causam no desenvolvimento de DA.
Adaptado de (Tamagno et al., 2021).

Na DA, a neurodegeneracdo provoca a degradacdo dos neurdnios envolvidos nos processos
motores, cognitivos e na memdaria. A ACh é o principal neurotransmissor responsavel pelos processos
cognitivos e de memoria mencionados, assim sendo, com a progressdao da DA 0s niveis deste
neurotransmissor vao diminuindo a medida que séo degradados enzimaticamente pela enzima AChE
(Araujo et al., 2016; Hannan et al., 2020; Petronilho et al., 2011).

A AChE é uma enzima da familia das colinesterases, esta presente no SNC e periférico, e tem
como funcdo a finalizagdo da transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas através da
hidrélise do neurotransmissor ACh (Araudjo et al., 2016; Petronilho et al., 2011).

A ACh esta armazenada nas vesiculas sinapticas e é libertada pelos neurdnios para a regido
sinaptica quando o impulso nervoso chega ao axénio terminal. Apoés a libertagdo, a ACh liga-se aos
recetores colinérgicos presentes no neurdnio seguinte. Essa ligacdo ao recetor leva a formacao de um
novo impulso nervoso e assim sucessivamente de modo a dar continuidade a transmissao dos impulsos
nervosos. No final da transmissdo do impulso nervoso de um neurdnio para o seguinte, é importante que
a ligacdo entre a ACh e o recetor seja interrompida, pois caso contrario ocorre um excesso de transmissao
nervosa que implica um mau funcionamento do organismo. Essa interrupgdo é realizada através da
enzima AchE que degrada a ACh e procede a sua modificacdo transformando-o em colina (Ch) (reacdo
apresentada na Figura 4) que posteriormente pode ser reabsorvida pelo primeiro neurénio do impulso,
no qual passa a ser novamente convertida em ACh para a transmissdo de um novo impulso nervoso. Na
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Figura 5 apresenta-se de forma simplificada o modo de funcionamento da ACh e AChE na transmissdo
dos impulsos nervosos (Aradjo et al., 2016; Petronilho et al., 2011).
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Figura 4. Reac&o de conversao da ACh pela AChE em Ch (Aradjo et al., 2016).
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Figura 5. Representacéo esquematica do funcionamento geral da transmiss@o dos impulsos nervosos nos neurénios
(Petronilho et al., 2011).

Como na DA existe um défice do neurotransmissor ACh, a acdo da AChE durante a transmissdo
de um impulso nervoso provoca ainda mais a reducéo dos niveis de ACh, assim sendo, o alivio dos
sintomas da DA est4 muitas vezes associado a agdo de inibidores da enzima AChE que como 0 nome
indica, inibem a agdo da enzima levando a que exista um maior controlo dos niveis de ACh na
transmissdo dos impulsos nervosos. Por a¢do dos inibidores, a degradacdo do neurotransmissor ACh é
retardada e este permanece durante mais tempo na fenda sindptica permitindo assim uma intensificacdo
da transmissdo colinérgica. Esta explicagdo pode ser verificada esquematicamente na Figura 6 na qual
esta representado 0 mecanismo normal de funcionamento da transmissdo do impulso nervoso através da
acdo do ACh e da AChE, em comparacdo com a transmissdo do impulso nervoso na presenca de
inibidores de AChE (Aradjo et al., 2016; Petronilho et al., 2011).
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Figura 6. Funcionamento da transmissdo do impulso nervoso de forma normal com ACh e AChE (A), e quando
ocorre a a¢do de um inibidor de AChE (IAChE) (B) (Araujo et al., 2016).

Segundo a Alzheimer Portugal, 2022, existem em Portugal trés inibidores de colinesterase
licenciados para a utilizagdo na DA, tais como o donepezil, a rivastigmina e a galantamina. No entanto,
a memantina é também um dos farmacos que pode ser utilizado no alivio dos sintomas das fases
intermédias e avancadas da DA, uma vez que é um antagonista dos recetores NMDA com a capacidade
de bloquear a ligacdo do glutamato aos seus recetores e impedir a entrada de calcio em excesso nas
celulas cerebrais (Alzheimer Portugal, 2022).

2.2. Doenca de Parkinson

A DP ¢ considerada a segunda doenga neurodegenerativa mais comum, e € uma doenga
lentamente progressiva que afeta todo o SNC. Segundo a World Health Organization, 2022, estimam
gue em 2019 existiram mais de 8,5 milhdes de individuos com a DP e 329 000 mortes, um aumento de
mais de 100% desde 2000.

A DP apresenta como principais sintomas a nivel fisico os tremores musculares enquanto estes
estdo em repouso, aumento da rigidez muscular, movimentos mais lentos dos musculos e instabilidade
na postura, ou seja, instabilidade na manutencédo do equilibrio. Para além dos sintomas fisicos, as pessoas
com a DP apresentam também dificuldades a nivel cognitivo, a nivel do pensamento, e estudos recentes
demonstram que a DP também pode ter relacdo no aparecimento da depressdo e disturbios a nivel do
sono (L. Pereira & Valado, 2021; Wei et al., 2018).

Esta doenca estd associada principalmente a degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos nos
ganglios basais da regido substancia nigra, que séo responsaveis pela libertacdo de neurotransmissores
que estimulam a transmissdo dos impulsos nervosos neurénio a neurénio. O principal neurotransmissor
produzido nos ganglios basais é a dopamina e tem como funcéo intensificar os impulsos nervosos para
o0 alcance dos musculos. Assim sendo, a perda de neurdnios dopaminérgicos é responsavel pelos
sintomas motores da doenca. Como referido anteriormente, 0s niveis de dopamina sdo regulados ndo s6
pela manutencdo dos niveis de L-DOPA e pela captacdo de dopamina pelos recetores como também
pela inibicdo da enzima MAO-B, na medida em que a inibi¢&o desta enzima permite que a dopamina
ndo seja degradada e se mantenham controlados os niveis da mesma (Canto, 2014; Wei et al., 2018).
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Além da MAO-B existe uma outra enzima, a tirosinase, que apresenta capacidade de oxidar a
dopamina. Assim sendo, a inibigdo das enzimas MAO-B e tirosinase pode ser apontada como um
possivel tratamento no alivio dos sintomas da DP. Para além disso, tal como na DA, a neuroinflamacéo
e 0 stress oxidativo surgem cada vez mais como algumas das principais causas pela perda ou
degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos, como se pode verificar na representacdo esquematica da
Figura 7 (Canto, 2014; Wei et al., 2018).
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Figura 7. Processos fisiologicos relacionados com a degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos e
consequentemente o aparecimento da DP. Legenda: DJ-1, SNCA, UCH-L1, Parkin PINK-1 — genes causadores da DP; UPS-
proteossoma. Adaptado de (Wei et al., 2018).

Os medicamentos utilizados no tratamento da DP podem ser precursores da dopamina
(levodopa), agonistas da dopamina (pramipexol, ropinirol, apomorfina e rotigotina), e inibidores da
MAO-B (rasagilina, selegilina) (MSD, 2022).

2.3. Depressao

A depressdo profunda, é considerada uma doenca responsavel pelo aparecimento de sintomas
graves e persistentes de perturbagdes de humor, tais como sentimentos de culpa, insonias, irritabilidade
mental, baixa autoestima, fadiga, anedonia, entre outros. Assim sendo, pela vasta lista de sintomas que
apresenta, é considerada uma das doencas neuropsiquiatricas mais comuns que afetam as fungdes
cognitivas, e consequentemente a qualidade de vida. Para além disso, a depressao ¢ uma doenga que se
pode manifestar em simultaneo com doencgas como a obesidade, diabetes, ansiedade, esquizofrenia, DA
e DP. As caracteristicas da depressdo profunda como sua gravidade e patogénese, sao influenciadas por
fatores como a genética, mas também por fatores psicologicos, ambientais e bioldgicos (Bajpai et al.,
2014; Bhatt et al., 2020).

A nivel global, segundo a World Health Organization, 2021, estima-se que 3,8 % da populagédo
apresenta depressdo, em que 5,0 % s&o adultos e 5,7 % s&o adultos com mais de 60 anos de idade. Ou
seja, 280 milhdes de pessoas em todo 0 mundo sofrem de depresséo, sendo que 700 000 morrem todos
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0s anos devido a suicidio, uma vez que cerca de 75 % da populacdo que sofre de depressdo ndo usufrui
de qualquer tipo de tratamento.

Evidéncias cientificas recentes demonstram que a depressdo est também associada a alterages
na funcdo cerebral, na plasticidade neuronal, e na reducdo do volume do cdrtex frontal e do hipocampo.
Sabe-se também que a principal causa para estas perturbagoes é o stress oxidativo/nitrosativo causado
pela libertacdo descontrolada de ROS e RNS durante os processos de neuroinflamacdo, mas também
devido a desregulacdo de neurotransmissores tais como o glutamato, a serotonina e 0 GABA
mencionados anteriormente. Como ja referido, o glutamato em niveis elevados provoca sintomas
caracteristicos da depressdo, no entanto, os seus niveis podem ser controlados naturalmente pelo
equilibrio com o neurotransmissor inibitério GABA. No entanto, quando os seus niveis também se
apresentam alterados ndo é possivel esse controlo e prevalecem os sintomas da depresséo. Para além
destes neurotransmissores, 0s niveis baixos da serotonina também sao responsaveis pelos sintomas da
depressdo, e neste caso a acdo de inibidores da MAO-A podem controlar 0s niveis deste
neurotransmissor, uma vez que permitem controlar a agdo da enzima MAO-A de modo que esta seja
inibida de degradar a serotonina (Bajpai et al., 2014; Bhatt et al., 2020; Canto, 2014; Caruso et al., 2019).

Na Figura 8 apresenta-se, de forma simplificada, a influéncia do stress oxidativo e da disfuncéo
mitocondrial no desenvolvimento da depressdo, sendo que para este estudo o stress oxidativo é o fator
de maior relevancia.
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Figura 8. Esquema representativo da relagéo entre o stress oxidativo e o risco do desenvolvimento da depresséo.
Legenda: (A) Representacéo da fisiologia da mitocondria; (B) Producéo de grandes quantidades de ROS e RNS juntamente
com ATP; (C) Aumento da vulnerabilidade da mitocondria; (D) Aumento da vulnerabilidade do cérebro; (E) Danos oxidativos;
(F) Falha na capacidade antioxidante para equilibrar a producdo de ROS/RNS e desenvolvimento do stress oxidativo. (G)
Mau funcionamento das mitocéndrias. AO, antioxidantes; PO, pro-oxidantes. Adaptado de (Caruso et al., 2019).

Os medicamentos usados para o tratamento da depressdo incluem os inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (ISRSs) tais como o citalopram, escitalopram, fluoxetina, fluvoxamina,
paroxetina, sertralina e vilazodona. Também podem ser usados medicamentos inibidores da recaptacdo
de noradrenalina-dopamina tais como a bupropiona; moduladores de serotonina como a mirtazapina a
trazodona; inibidores de recaptacdo de serotonina-noradrenalina como a desvenlafaxina, duloxetina,
levomilnaciprana e venlafaxina; antidepressivos heterociclicos e triciclicos como a amitriptilina,
amoxapina, clomipramina, desipramina, doxepina, imipramina, maprotilina, nortriptilina, protriptilina e
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trimipramina; e inibidores das MAO-B, como a isocarboxazida, fenelzina, selegilina e tranilcipromina
(MSD, 2022).

2.4. Tratamento e Prevencdo com Algas Marinhas

Com o aumento da incidéncia das doencas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas, tais como
as referidas DA, DP e a depressao, existe cada vez mais a preocupacdo no desenvolvimento de algum
tipo de tratamento ou prevencao para estas doencas. Por essa razdo, tem-se intensificado a identificacdo
ou desenvolvimento de agentes neuroprotetores seguros que possibilitem a melhoria dos sintomas das
doencas. No entanto, 0s agentes neuroprotetores sintéticos desenvolvidos apresentam normalmente
efeitos secundarios, tais como sonoléncia, cansaco, dorméncia nos membros superiores e inferiores,
nervosismo, ansiedade, entre outros. Ou seja, apesar dos agentes neuroprotetores sintéticos
possibilitarem a melhoria dos sintomas, isso ndo significa que os doentes afetados por essas doengas
apresentem uma total melhoria na sua qualidade de vida, devido aos efeitos secundarios. Por isso, tem-
se dado destaque ao estudo de compostos bioativos naturais que apresentem funcdo neuroprotetora,
devido a sua elevada diversidade estrutural e ao facto de serem moléculas complexas que podem atuar
em varios alvos em simultaneo, vantagens estas que muito dificilmente se encontram em compostos
sintéticos, pois ndo € possivel laboratorialmente produzirem-se moléculas com uma complexidade tdo
elevada como a dos compostos naturais (Hannan et al., 2020).

As algas marinhas, pela sua abundancia no meio aquatico e pela sua constituicdo, apresentam
um forte potencial como fontes renovaveis para a produgdo de alimentos funcionais e produtos
industriais e farmacos. De entre todos os tipos de algas marinhas, as macroalgas castanhas (Ochrophyta),
verdes (Chlorophyta) e vermelhas (Rhodophyta) sdo as mais promissoras. Isto deve-se a singularidade
estrutural e a sua diversidade funcional, pois contém compostos ou metabolitos de interesse medicinal
tais como, compostos fendlicos, terpenoides, flavonoides, carotenoides, fitoesterois, proteinas, acidos
gordos, alcaloides e polissacarideos. Todos estes compostos naturais mencionados apresentam
capacidade neuroprotetora contra doengas neurodegenerativas, devido as suas capacidades
antioxidantes, anti-inflamatorias e imunomodeladoras. Evidéncias cientificas recentes mostram que
compostos como a fucoxantina (carotenoide), o fucosterol (esterol) e o fucoidano (polissacarideo)
presentes nessas algas marinhas apresentam um grande potencial no desenvolvimento de tratamentos
contra doencas que afetam o SNC (Hannan et al., 2020).

Apesar da elevada variedade de algas marinhas e as suas diferentes composicoes, a alga marinha
U. pinnatifida apresenta-se como o foco deste estudo na avaliagdo das suas propriedades para o
tratamento ou prevencdo de doengas como DA, DP e a depressdo (Hannan et al., 2020; L. Wang et al.,
2018).

2.4.1. Alga marinha Undaria pinnatifida

A U. pinnatifida, mais conhecida como wakame, representada na Figura 9, é uma alga marinha
castanha (Filo Ochrophyta), a qual é nativa de paises asiaticos tais como a Coreia, a China e o Japéo,
sendo que se trata de uma alga muito conhecida e bastante utilizada para a alimentacdo em todo o
continente asiatico. Em 1971, a U. pinnatifida foi levada para a Franca para fins alimentares, aclimatou-
se e tornou-se numa espécie invasora, sendo que atualmente esté presente em Espanha, Portugal, e em
diversos paises europeus atlanticos. Atualmente, cerca de 56 % do fornecimento europeu para consumo
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é proveniente da Asia, no entanto é também produzida em Espanha, Franca e Holanda para o mercado
interno (Pedro et al., 2021).

O controlo das quantidades desta alga no meio ambiente é de extrema importancia, uma vez que
por ser invasora impede o crescimento de outros tipos de algas e organismos importantes nos
ecossistemas. A sua eliminagéo dos ecossistemas acarreta diversas dificuldades sendo que em muitos
dos casos a sua remogdo é feita manualmente por mergulhadores e descartada, como € o caso do que
ocorreu na Nova Zelandia em 2021, no qual um conjunto de mergulhadores recolheu cerca de 30
toneladas desta alga de modo a tentar o controlo da mesma nos habitats marinhos. As 30 toneladas de
U. pinnatifida foram de seguida descartadas sem sofrerem qualquer tipo de valorizacdo, havendo
consequentemente um desperdicio de recursos (Pedro et al., 2021; Uys, 2022).

Figura 9. Alga marinha Undaria pinnatifida (Esler, 2015).

Tal como as outras espécies de algas, a U. pinnatifida apresenta na sua constituicdo diversos
compostos bioativos como polissacarideos, polifenois, acidos gordos polinsaturados, péptidos,
fitoesterois e vitaminas. Esta alga apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antiviral, sendo
gue apresenta também beneficios no controlo da hipertensdo arterial e na obesidade. Por esta razdo, a
producdo da U. pinnatifida tem vindo a aumentar para a producéo de alimentos funcionais, mas também
produtos farmacéuticos, devido as suas propriedades bioativas no tratamento de doencgas importantes,
mas também devido ao facto de ndo serem conhecidos efeitos secundarios para o organismo humano
(Hannan et al., 2020; H. Zhang et al., 2014).

As propriedades bioativas da U. pinnatifida mais relevantes para o tratamento das doencas
neurodegenerativas sdo as atividades anti-inflamatdria e antioxidante que sdo particularmente devido a
compostos como a fucoxantina, fucoidano, fucosterol, e outros compostos fendlicos como o0s
florotaninos (Figura 10).
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Figura 10. Compostos bioativos com atividades neuroprotetoras presentes nas algas marinhas e o seu foco de acao.
Adaptado de (Schepers et al., 2020).

2.4.1.1. Fucoxantina

Como referido anteriormente, o stress oxidativo que pode ocorrer nas células e nos neurénios,
pode ser controlado pela acdo de antioxidantes. Pela variedade de compostos bioativos que a U.
pinnatifida apresenta, tem sido estudada a possibilidade de apresentar capacidade antioxidante (Fung et
al., 2013; L. Wang et al., 2018; H. Zhang et al., 2015).

O carotenoide fucoxantina é um dos compostos bioativos presentes na U. pinnatifida e um dos
responsaveis pela sua forte atividade antioxidante. Este composto apresenta uma estrutura molecular
Gnica, com uma ligacdo alélica invulgar 5,6-monoepdxido, 9 ligacdes duplas conjugadas e alguns grupos
de oxigénio funcionais tais como os grupos hidroxilo, epéxido, carbonilo e carboxilo, como se pode
verificar na Figura 11 (Fung et al., 2013; L. Wang et al., 2018; H. Zhang et al., 2015).

OCOCH;

Figura 11. Estrutura molecular do carotenoide fucoxantina (H. Zhang et al., 2015).

Devido a estrutura invulgar e a quiralidade, a fucoxantina é instavel, o que torna este carotenoide
suscetivel ao aquecimento, a exposi¢do ao ar e a iluminag¢do. No entanto, a sua instabilidade tem sido
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estudada de forma aprofundada, e provou-se que o seu forte poder antioxidante € devido a essa
instabilidade e a ligacdo alélica invulgar, no qual é possivel a remogdo de ROS como o radical O, e a
espécie ndo radicalar H>0,. Assim sendo, uma suplementagdo com o carotenoide fucoxantina permite
um melhor controlo no equilibrio entre ROS e RNS, uma vez que este antioxidante natural apresenta a
capacidade de se ligar quimicamente aos radicais livres tornando-os moléculas estaveis. Apesar da forte
atividade antioxidante, a fucoxantina € também reconhecida por apresentar atividade anti-inflamatéria
(controla a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias), antidiabética, anti obesidade, anti carcinogénica,
hepatoprotetora, e efeitos protetores cardiovasculares e cerebrovasculares (Fung et al., 2013; L. Wang
etal., 2018; H. Zhang et al., 2015).

Para além das atividades previamente referidas, a fucoxantina apresenta também uma atividade
inibitoria das enzimas MAO (MAO-A com um ICs=197,41 £ 2,20 uM e MAO-B com um 1C5=211,12
+ 1,17 uM) que estdo ligadas a degradagdo de neurotransmissores como a serotonina e a dopamina.
Estudos demonstram que a fucoxantina apresenta também atividade inibit6ria das colinesterases (AChE,
com um ICs,=81,2 uM,) atividade esta que é favoravel ao tratamento da DA (Aljanabi et al., 2021) .

2.4.1.2. Fucoidano

O fucoidano, representado na Figura 12, pertencente ao grupo dos polissacarideos sulfatados,
também é um composto presente na U. pinnatifida que apresenta também atividade antioxidante, no
entanto, ao contrario da fucoxantina, este trata-se de um antioxidante secundario, ou seja, ndo interage
diretamente com os radicais livres de modo a torna-los estaveis, mas neste caso interage com 0s
hidroperdéxidos decompondo-os de modo a impedir que 0s mesmos se tornem em peroxido, uma ROS.
Este antioxidante secundario apresenta uma forte atividade antioxidante, quando avaliado a nivel do
sequestro dos radicais "OH apresentando um sequestro de 76,97 + 1,69 % para uma concentragéo de 2,0
mg/mL de fucoidano, e contra o0 DPPH" uma concentracdo de antioxidante de 7,43 £ 0,99 g de trolox
equivalentes/mL. Esta atividade antioxidante pode ser comparavel aos antioxidantes secundarios mais
conhecidos tais como o hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT). Alguns estudos
demonstram até que a capacidade antioxidante do fucoidano pode até ser maior do que os antioxidantes
BHA, BHT e a-tocoferol (Koh et al., 2019; L. Wang et al., 2018; Zhao et al., 2018).
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Figura 12. Estrutura molecular do polissacarideo sulfatado fucoidano (Koh et al., 2019).

A atividade antioxidante do polissacarideo fucoidano é em muitos estudos explicada pela
presenca de grupos sulfatados. Para além disso, a massa molecular da molécula deste polissacarideo é
também apresentada como um fator de variacdo da capacidade antioxidante, na medida em que se
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comprovou que quanto maior a massa e numero de grupos sulfatados, maior é a capacidade antioxidante
deste composto. Os monossacarideos mais abundantes na molécula de fucoidano presentes em U.
pinnatifida sdo a manose, a fucose e a galactose, no entanto, este polissacarideo apresenta também
monossacarideos como a xilose, glucose e ramnose (Koh et al., 2019; L. Wang et al., 2018; Zhao et al.,
2018).

O fucoidano é também um composto natural com excelentes atividades inibitorias das enzimas
MAO (MAO-A com um ICs=12,3 £ 1,5 uM e MAO-B com um 1C5=52,0 + 3,1 uM), e também das
enzimas AChE e BUChE (com um 1C50=75,2 + 4,3 uM e 1C5=70,1 £ 3,0 UM, respetivamente) atividade
esta que € importante para o tratamento de doengas neurodegenerativas como a DA, pelo controlo dos
niveis de ACh e BuCh, e também na DP e depressdo, pelo controlo nos neurotransmissores serotonina
e dopamina (Sanjeewa et al., 2021; Subaraja et al., 2020).

Tal como a fucoxantina, o fucoidano apresenta diversas propriedades bioativas para além da
atividade antioxidante, tais como atividade antiviral, anticoagulante e anti tumoral, 0 que o torna um
composto de grande interesse tanto para as industrias farmacéuticas como para as industrias de alimentos
funcionais (Koh et al., 2019; L. Wang et al., 2018; Zhao et al., 2018).

2.4.1.3. Fucosterol

O fucosterol, cuja estrutura molecular esta representada na Figura 13, € um isomero de ligagado
de um estigmasterol, da familia dos fitoesterdis, e esta presente em maiores niveis nas algas castanhas,
sendo que pode representar cerca de 4 a 95 % de todo o contetido de fitoesterois das mesmas. Em relagédo
a alga U. pinnatifida o teor de fucosterol varia entre 0s 83 % e 0s 97 % do total de esterdis presentes
(Hannan et al., 2020; Meinita et al., 2021).

HO
Fucosterol

Figura 13. Estrutura molecular do esterol fucosterol (Zhen et al., 2015).

Tal como a fucoxantina e o fucoidano, o fucosterol pode apresentar também acgdo antioxidante
responsavel por inibir o stress oxidativo que pode levar ao aparecimento de doencas DA, DP e depressao.
Por outro lado, apresenta varias outras propriedades bioativas, sendo que uma das mais relevantes é a
atividade anti-inflamatdria que ocorre também nestes tipos de doengas neurodegenerativas (Hannan et
al., 2020; Meinita et al., 2021).

Em relagdo a atividade anti-inflamatéria, o fucosterol apresenta maior relevancia no tratamento
ou prevencdo da DA, isto porque varios estudos referem que este composto juntamente com a
fucoxantina apresenta a capacidade de inibir a enzima B-secretase (ICs=64,12 = 1,0 uM) que é
responsavel pela producdo de AB, que em niveis elevados, como referido anteriormente, desencadeia
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processos pré-inflamatdrios que consequentemente desencadeiam processos de neuroinflamacéo
causando um aumento do stress oxidativo, que contribuem para a progressdo da DA (Hannan et al.,
2020; Meinita et al., 2021; Zhen et al., 2015).

Para além disso, estudos demonstram que o fucosterol apresenta também uma baixa capacidade
inibidora das enzimas AChE e BUChE, com percentagens de inibicdo de 10,99-20,71 % e 4,53-17,53 %,
respetivamente, quando testadas as gamas de concentracdo de fucosterol de 0,0-56 puM (Vecchio et al.,
2021; Yoon et al., 2008).

2.4.1.4. Glicoproteinas

Para além da U. pinnatifida apresentar estes compostos bioativos importantes (fucoxantina,
fucoidano e fucosterol) com propriedades bioativas importantes para a diminuigdo dos processos de
neuroinflamagdo e stress oxidativo, apresenta também outros compostos importantes no alivio dos
sintomas das doencas, nomeadamente na DA. Vérios estudos cientificos demonstram que as
glicoproteinas presentes na alga marinha U. pinnatifida apresentam uma elevada agdo inibitéria para a
enzima AChE e BUChE (IC5,=63,56 = 1,86 pug/mL e 1C5=99,03 * 4,64 pg/mL, respetivamente) que
como referido anteriormente, retarda a degradacdo do neurotransmissor ACh permitindo assim uma
intensificacdo da transmissdo colinérgica. Deste modo, as glicoproteinas purificadas da alga marinha U.
pinnatifida podem ser utilizadas como um medicamento natural para o alivio dos sintomas provocados
pela DA (Hannan et al., 2020; Rafiquzzaman et al., 2015).

Em relagdo as restantes doencas neurodegenerativas, as glicoproteinas apresentam também acgéo
antioxidante contra o stress oxidativo e acdo anti-inflamatoria contra os processos de neuroinflamagédo
gue ocorrem pela deposicdo e acumulacdo de AP, na medida em que inibem a p-secretase com um
ICs50=73,35 £ 3,45 pg/mL (Hannan et al., 2020; Rafiquzzaman et al., 2015).

2.4.1.5. Compostos Fenolicos — Florotaninos

Os compostos fendlicos sdo também uma classe de metabolitos secundarios que estdo também
presentes nas algas marinhas tais como a U. pinnatifida, que apresentam como estrutura de base um anel
aromatico de benzeno com um ou varias ligacdes a grupos hidroxilo. Dependendo do nimero de atomos
de carbono da molécula e do grupo funcional ligado ao anel aromatico, estes compostos podem ser
classificados por diferentes subclasses, tais como os flavonoides, florotaninos, entre outros (Cruz, 2018;
Oliveira, 2015).

Os flavonoides sdo o maior grupo de compostos fendlicos e na U. pinnatifida foram
identificados flavonoides como a catequina, epigalhocatequina, epicatequina galhato, catequina galhato,
epigalhocatequina galhato, epicatequina galhato. Os florotaninos sdo também compostos abundantes na
classe de algas marinhas castanhas, e podem ser divididos em classes distintas de acordo com as liga¢des
do seu monémero, o floroglucinol (Cruz, 2018; Oliveira, 2015).

Devido as suas estruturas, estes compostos sao conhecidos pela atividade antioxidante, no qual
através do estudo do sequestro do DPPH' por um extrato de U. pinnatifida, foi obtido um 1C5=13,81 +
0,31 pg/mL (Oliveira, 2015).

Em suma, pela anélise dos subcapitulos anteriores, é possivel verificar que a macroalga U.
pinnatifida apresenta véarios contributos neuro farmacoldgicos, tais como acdo antioxidante, anti-
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inflamatédria, anti-colinesterasica, antiamiloidogénica, antienvelhecimento, entre outras. Para além
disso, também é possivel verificar que os seus efeitos neuroprotetores nao se devem apenas a um Unico
composto, mas a uma sinergia entre varios compostos principalmente entre a fucoxantina, fucoidano,
fucosterol, glicoproteinas e florotaninos, uma vez que estes compostos apresentam varias propriedades
farmacoldgicas semelhantes. Assim sendo, pelas diversas propriedades que apresentam como
neuroprotetores, estes compostos sdo considerados candidatos potenciais para o desenvolvimento de
medicamentos para o tratamento ou prevencao de doengas neurodegenerativas (Hannan et al., 2020).

Assim sendo e como ja referido previamente, este trabalho teve como objetivo o estudo das
propriedades bioquimicas da U. pinnatifida e a sua influéncia no tratamento ou prevencdo de doencas
neurodegenerativas como DA, DP e neuropsiquiatricas, como a depressdo, através da avaliagdo da sua
atividade antioxidante contra o stress oxidativo e a sua atividade neuroprotetora.

2.4.2. Extracao e purificagdo dos compostos bioativos

Os processos de recuperacdo dos compostos bioativos presentes nas algas marinhas podem
requerer inicialmente um pré-tratamento da matéria-prima, seguida de etapas de extracdo que podem ser
simples ou multiplas, seguindo-se por fim a separagéo e concentragdo dos extratos obtidos (Matos et al.,
2021; Meregalli, 2017).

De entre todas as etapas de recuperacdo mencionadas, a extracdo é a fase ou processo que
apresenta maior importancia, isto porque se trata de uma operacgao unitaria que permite a separagao dos
compostos de interesse do restante contetdo de uma matriz sélida ou liquida, e pode envolver processos
quimicos, fisicos e ou mecanicos. Assim sendo, esta etapa influencia todo o resultado final do extrato
obtido, nomeadamente a sua composicdo, influenciando também consequentemente o seu efeito nas
atividades antioxidantes e neuroprotetoras, por exemplo. Por isso, as técnicas usadas sdo de grande
importancia para optimizar a extracdo dos compostos bioativos de interesse (Matos et al., 2021;
Meregalli, 2017).

Os métodos de extracdo devem ser escolhidos tendo em conta a estrutura da matriz da amostra
e dos compostos que se pretendem extrair, e dividem-se em dois tipos de métodos, sendo eles os métodos
convencionais e 0s métodos ndo convencionais (Matos et al., 2021; Meregalli, 2017).

Os métodos de extracdo convencionais de compostos bioativos presentes nas algas marinhas
dependem da espécie de alga e do composto que se pretende extrair, e podem ser a infuséo, a extracao
por Soxhlet, a maceracéo, a destilacéo, entre outros (Lourenco-Lopes et al., 2020; Matos et al., 2021;
Meregalli, 2017). A escolha do solvente a utilizar ¢ muito importante para a solubilizacdo do composto
de interesse, por isso 0 solvente deve ser seletivo, e apresentar grande eficiéncia na transferéncia de
massa e difusdo em combinacdo com varias tecnologias de extragdo. Os solventes normalmente
utilizados nos métodos de extracdo convencionais sdo solventes organicos tais como o hexano,
cloroférmio, metanol, etanol, entre outros. Para além da utilizagdo de solventes, os métodos
convencionais utilizam normalmente o aguecimento de modo a facilitar a extracdo, na medida em que
0 aquecimento permite que existam processos de conveccdo e conducdo do solvente com a matriz da
amostra, facilitando o contacto do solvente com os compostos de interesse presentes (Matos et al., 2021;
Meregalli, 2017). As desvantagens dos métodos de extragdo convencionais sao os elevados tempos de
extracdo e a utilizacdo de grandes quantidades de solventes quimicos que muitas vezes apresentam
perigosidade para 0 meio ambiente. Além disso, a utilizacdo de solventes perigosos torna necessario a
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realizacdo de um processamento a jusante para cumprir os regulamentos da industria alimentar e
farmacéutica para a aplicagdo de produtos finais seguros (Matos et al., 2021; Meregalli, 2017).

Devido a estas desvantagens principalmente a nivel dos tempos de extracdo e dos solventes
guimicos perigosos utilizados, tém sido cada vez mais abordados outros métodos como alternativas mais
verdes que permitem a reducgdo da energia utilizada, reducdo das quantidades de solventes utilizados e
a reducdo dos tempos de extracdo (Lourenco-Lopes et al., 2020; Matos et al., 2021; Meregalli, 2017).

Tal como nos métodos convencionais, estes métodos necessitam da utilizacdo de solventes, no
entanto neste caso os solventes utilizados sdo mais sustentaveis, e dividem-se em liquidos i6nicos,
solventes produzidos a partir da biomassa, 4gua subcritica, didxido de carbono supercritico, solventes
eutécticos e tensioativos (Lourengo-Lopes et al., 2020; Matos et al., 2021; Meregalli, 2017).

Os meétodos ndo convencionais dividem-se em extracdo assistida por micro-ondas (MAE),
extracdo pela acdo de enzimas, extracdo com fluidos supercriticos (SFE) e subcriticos, extragdo assistida
por ultrassons (UAE), extracdo com liquidos pressurizados (PLE), entre outros. As vantagens e
desvantagens destes métodos ndo convencionais estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Exemplos de alguns métodos de extragcdo ndo convencionais juntamente com as suas vantagens e
desvantagens em relacdo aos métodos convencionais (Lourengo-Lopes et al., 2020; Matos et al., 2021; Meregalli, 2017).

Métodos ndo

L Vantagens
convencionais

Desvantagens

- Tempos de extragao curtos;

- Baixo consumo de solventes;

- Maior eficiéncia do que o
aquecimento convencional;

- Possibilidade da reducdo da

- Apenas podem ser usados solventes com
elevadas propriedades dielétricas;
- Quando se usam vasos abertos existe a

Extracéo u , possibilidade de  degradacdo  dos
e temperatura de extracdo através da . o
assistida por e ~ . compostos mais  termolabeis  pela
) utilizacdo de pressGes mais o .
micro-ondas o utilizagdo de temperaturas de aquecimento
elevadas pela utilizagéo de vasos .
(MAE) mais elevadas;
fechados; e
- Dificuldade de aumento de escala
- Podem ser usados solventes
organicos ou &gua para a extracao;
- Apresenta rendimentos de
extracdo elevados.
- Tempos de extragéo curtos; - Requer a utilizacdo de solventes com
- Baixo consumo de solventes; baixa tensdo superficial, baixa viscosidade
- Elevada eficiéncia na rutura e baixa pressdo de vapor;
Extracéo celular; - Os ultrassons geram calor e a

assistida por
ultrassons (UAE)

- Apresenta rendimentos de
extracdo elevados;

- Favoravel para a extracdo de
compostos termolabeis;

- Método de realizag&o barato.

temperatura de extracdo pode ser dificil de
controlar/manter;

- O excesso de tempo em contacto com oS
ultrassons pode danificar a qualidade dos
extratos.
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Desvantagens

Extracdo com
fluidos
supercriticos
(SFE)

Extracdo com
liquidos
pressurizados
(PLE)

Extracdo por
enzimas

- Tecnologia verde no caso da
utilizacdo de CO. como fluido
com possibilidade de reutilizagao
(sistema fechado com recirculagéo
do COy);

- Existe maior seletividade pois a
solubilidade de um composto num
fluido supercritico pode ser
manipulada por alteracdo da
presséo e temperatura de trabalho;
- A eliminacdo de CO, é
conseguida sem residuos, porque
produz um extrato sem solventes;
- O CO; pode ser recolhido e
reutilizado para processos
posteriores;

- E um método adequado para a
extracao de compostos
termolabeis.

- Tecnologia verde no caso da
utilizacdo da agua pressurizada
para a extracao;

- Reducdo do consumo de
solventes toXicos e perigosos para
0 ambiente.

- Tecnologia verde no caso da
utilizagdo de &gua;

- O tratamento enzimatico pode
aumentar a recuperacdo de
compostos bioativos devido a
elevada seletividade das enzimas.

- Requer custos elevados para a compra do
equipamento de alta pressao;

- Para a extracdo de compostos polares
requer a adicdo de um co-solvente polar
(ex. etanol, metanol), pois ao ser usado
unicamente o CO. (apolar) apenas se
podem extrair compostos mais apolares;

- Pode ser mais demorado do que as outras
técnicas alternativas ndo convencionais

- Requer custos elevados para a compra do
equipamento de alta pressao;

- Quando as extragBes sdo realizadas a
altas temperaturas pode levar a degradagao
dos compostos termolabeis.

- A eficiéncia da hidrélise enzimatica pode
ser baixa se 0s materiais vegetais
apresentarem baixo teor de humidade;

- A extragdo enzimética € um processo
lento comparando com o0s restantes
métodos ndo convencionais.

Os métodos ndo convencionais para além da reducéo dos tempos de extragdo e das quantidades
de solventes perigosos utilizados, destacam-se por apresentarem melhores rendimentos de extracdo
sendo assim possivel a obtencéo de extratos com melhor qualidade e com menores impactos ambientais.
A desvantagem destes métodos € o facto de que a sua realizagdo implica muitas das vezes custos mais
elevados (por exemplo, na aquisicao de equipamento especifico), e por isso atualmente para a extracdo
de compostos bioativos das algas marinhas, ainda é usual serem utilizados métodos de extracdo
convencionais. Assim sendo, é importante que seja demonstrado através da investigacdo, que 0s
métodos ndo convencionais podem ser considerados tecnologias verdes alternativas na medida em que
sd80 mais seguros, apresentam maior eficiéncia e sdo mais sustentaveis, e deste modo é essencial
incentivar as industrias na implementacéo destes métodos de modo a tornarem 0s Sseus processos mais
sustentaveis. Para além disso, o desenvolvimento e utilizagdo de métodos de extracdo sustentaveis é um
fator importante para aumentar o valor acrescentado da industria de algas marinhas a nivel mundial
(Matos et al., 2021; Meregalli, 2017).
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Na Tabela 2 estdo representados os métodos convencionais e ndo convencionais que tém vindo
a ser usados na extragcdo dos compostos bioativos e neuroprotetores presentes na alga marinha U.
pinnatifida, tais como a fucoxantina, fucosterol, fucoidano, glicoproteinas e florotaninos juntamente
com os métodos de separacao ou purificacdo mais utilizados.

Tabela 2. Métodos de extracdo, separacéo e identificacdo dos compostos neuroprotetores (fucoxantina, fucoidano,
fucosterol e glicoproteinas) presentes na alga marinha U. pinnatifida.

Composto

Método de
extracao

Métodos de

separacao/identificacéo

Referéncias

Fucoxantina

Fucoidano

Fucosterol

Glicoproteinas

Florotaninos

Extracdo por
maceracao
MAE
PLE
SFE
Extracdo com agua
quente
Extracdo com acido
diluido
MAE
UAE
SFE
PLE
MAE
Extracdo Enzimética
Extracdo Enzimatica
UAE
MAE
PLE
SFE
Extracdo com agua
quente
Extracdo com éagua:
acetona (3:7 v/v)

HPLC, HPLC-DAD, HPLC-

uv

HPLC-DAD, HPLC-UV

HPLC-DAD, HPLC-UV

HPLC-DAD, HPLC-UV,
SEC

HPLC-UV

HPLC-DAD

(Lourenco-Lopes et al.,
2020)

(Zhao et al., 2018)

(Grosso et al., 2015; X.
H. Xiao et al., 2013)

(Gordalina et al., 2021)

(Gongalves & Pedro,
2019)

(Oliveira, 2015)

De entre todos os métodos de extracdo descritos, foi utilizada a extracéo assistida por micro-
ondas (MAE), tendo em conta a disponibilidade de um extrator de micro-ondas no GRAQ.

2.4.2.1. Extracéo Assistida por Micro-ondas

A extracdo assistida por micro-ondas € apresentada na literatura atraveés da sigla MAE
proveniente do inglés “Microwave-assisted extraction”. Esta extracdo pode ser considerada uma técnica
verde pelas pequenas quantidades de solventes necessarios e pela baixa producao de residuos (Delazar
et al., 2012; Matos et al., 2021; Tsukui & Rezende, 2014).

A extracdo por este método ocorre como 0 nome indica através da irradiacdo de micro-ondas na
matriz da amostra. A irradiacdo das micro-ondas provoca um aquecimento diretamente no interior da
matriz através de colisbes e friccbes entre moléculas, ao contrério do que acontece durante o
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aquecimento convencional no qual o material sofre aquecimento através de um gradiente de
temperaturas, como se pode verificar na Figura 14. Assim sendo, 0 aquecimento através da irradiacéo
de micro-ondas torna-se mais rapido do que o aquecimento convencional (Delazar et al., 2012; Matos
et al., 2021; Tsukui & Rezende, 2014).

Fonte de calor Introdugéo ao calor Distribuicdo de temperatura
| |
Ce—e —
a Agquecimento convencional: - #

-

%. e
b Aquecimento por micro-ondas: ® 9
PNJ 4 %

Figura 14. Comparacao entre o aquecimento convencional (a) e 0 aquecimento por micro-ondas (b). Adaptado de
(Titton, 2018).

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas e por isso a sua irradiacdo atua na faixa de
frequéncia entre 0,3 a 300 GHz. A absorcéo destas ondas eletromagnéticas pode originar dois processos
diferentes de aquecimento por micro-ondas, sendo eles a rotacdo dipolo e conducgéo ionica. A rotagdo
dipolo ocorre quando existe a interacdo da matriz da amostra com o campo elétrico, e baseia-se no
alinhamento das fragGes dipolares da matriz da amostra com o campo elétrico criado pelas micro-ondas.
Quando se retira o campo elétrico, as moléculas voltam ao seu estado desordenado, e a energia que foi
absorvida durante a orientacdo nos dipolos é dissipada na forma de calor promovendo o aquecimento
do meio envolvente. Este mecanismo de aquecimento estd dependente do campo elétrico e do tempo
necessario que os dipolos necessitam para voltarem ao seu estado inicial (estado de desordem). Assim
sendo, se ndo existir tempo suficiente para a o realinhamento do dipolo com o campo eletromagnético
aplicado, o aquecimento ndo ocorre. A conducéo idnica baseia-se no movimento dos iGes carregados
devido a influéncia do campo eletrostatico criado pelas micro-ondas, estes movimentos criam friccéo e
geram calor promovendo o aquecimento do meio envolvente (Delazar et al., 2012; Matos et al., 2021,
Tsukui & Rezende, 2014).

Para além disso, para um aquecimento eficiente através da irradiacdo por micro-ondas é
necessario ter em conta as caracteristicas do recipiente utilizado para a extragdo, uma vez que este deve
ser permeavel as micro-ondas e por isso deve ser constituido por materiais como o teflon ou quartzo.
Estes materiais tém a capacidade de se manterem a temperatura proxima da temperatura ambiente ap6s
0 aquecimento, sendo o recipiente transparente as micro-ondas e como mencionado anteriormente
apenas a matriz da amostra que se encontra no interior é aquecida diretamente pelas micro-ondas
(Delazar et al., 2012; Matos et al., 2021; Tsukui & Rezende, 2014).

O solvente utilizado na dissolucdo da amostra € também importante para que a extragdo por
micro-ondas ocorra, isto porque o solvente escolhido depende da solubilidade do analito que se pretende
extrair e por isso deve ter a capacidade de interagir com a matriz da amostra. Para além disso, deve ter
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a capacidade de absorver a energia das micro-ondas e seguidamente converté-la em calor. O rendimento
da extracdo é diretamente proporcional ao tempo de extracdo, a poténcia da irradiacdo das micro-ondas
e ao tamanho da matriz da amostra. Em relacdo ao tamanho da matriz, quanto menor forem as particulas,
existe maior superficie de contacto entre o solvente e a matriz e melhor é a penetracéo da energia das
micro-ondas que possibilita a obtengdo de um melhor rendimento na extragdo do analito de interesse
(Delazar et al., 2012; Matos et al., 2021; Tsukui & Rezende, 2014).

A MAE apresenta vérias vantagens num processo de extracdo, tais como (Delazar et al., 2012;
Matos et al., 2021; Tsukui & Rezende, 2014):

o Melhor eficiéncia da extracao;

o Capacidade de aquecimento seletivo e direto na matriz da amostra;

o Melhor transferéncia de massa pela acdo das micro-ondas na amostra;

e Menor tempo de extracdo necessario para extrair os analitos desejados;
e Menor consumo de energia;

e Menores gastos de solventes e utilizagdo de solventes menos toxicos;

e Elevada taxa de extracdo com obtencdo de produtos com alta qualidade.

Devido as suas vantagens, a MAE pode ser utilizada para a extragdo de compostos bioativos tais
como polissacarideos, compostos fendlicos, antioxidantes, entre outros, presentes em algas marinhas.
No entanto, devido a rapida geracao de calor pela irradiacdo das micro-ondas, existem dificuldades na
extragdo de compostos termolébeis tais como acidos gordos, proteinas, pigmentos, entre outros. Para
além disso, apresenta limitacfes que favorecem a escolha de métodos de extragdo convencionais, pois
a aplicagdo desta tecnologia requer um capital inicial significativo, os custos dos equipamentos sdo mais
elevados, é necessario existirem técnicos especializados para 0 manuseamento correto dos
equipamentos, e € uma técnica em que é dificil realizar o scale-up de um nivel laboratorial para um nivel
industrial (Delazar et al., 2012; Matos et al., 2021; Tsukui & Rezende, 2014).

2.4.3. ldentificacdo e quantificacdo espetrofotométrica

A espetrofotometria UV-Vis é uma técnica muito utilizado a nivel laboratorial, e permite a
identificac&o e quantificacdo de diversos compostos organicos e inorganicos, uma vez que € uma técnica
robusta, apresenta baixo custo e apresenta uma instrumentacdo simples. Esta técnica baseia-se na
medicdo da absor¢do de radiacdo eletromagnética nas regides do espetro visivel e ultravioleta pelas
moléculas presentes em solugédo (Evans, 2022).

A analise espetrofotométrica pode ser usada para a determinacdo quantitativa da concentracdo
de um determinado composto em solucdo, através do principio da lei de Lambert-Beer, no qual existe
uma relacdo direta entre a absorgao da luz e a concentracdo da substancia em solugdo. Mas também pode
ser utilizada para a identificagdo de compostos presentes em solucdo, uma vez que alguns compostos
apresentam uma coloragcdo e absorvancia maxima caracteristica quando expostos a radiacdo
eletromagnética, sendo possivel assim a sua identificacdo e quantificacdo (Evans, 2022; Filho et al.,
2010).

Os pigmentos das algas marinhas, os carotenoides e clorofilas, sdo um exemplo dos compostos
que podem ser determinados espetrofotometricamente, através da medicdo de um extrato bruto da alga
nos comprimentos de onda correspondentes a absor¢cdo maxima caracteristica de cada pigmento, e
posterior utilizagdo dos valores de absorbancia obtidos em equac@es desenvolvidas por Strickland e
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Parsons relacionadas com os coeficientes de extingdo molar de cada pigmento (Filho et al., 2010;
Stengel, 2015).

As clorofilas sdo os pigmentos mais abundantes em plantas, mas também em algas, presentes
nos cloroplastos e outros tecidos vegetais. Estes pigmentos sao caracteristicos por conferir a coloracéo
das plantas e algas, e as coloragdes distintas que podem apresentar dependem da presenca e distribuicéo
de outros pigmentos associados tais como os carotenoides. Assim sendo, 0s pigmentos fotossintéticos e
a sua abundancia numa planta ou alga variam de acordo com a espécie. A clorofila a é o pigmento que
se encontra presente em todos os organismos fotossintéticos, uma vez que é o pigmento utilizado para a
realizacdo da primeira etapa do processo fotossintético, sendo que o0s restantes pigmentos sdo apenas
utilizados como auxilio na absorcdo da luz e na transferéncia de energia, sendo denominados de
pigmentos acessorios. Os pigmentos acessorios sdo principalmente a clorofila b, que esta presente em
vegetais superiores, algas verdes e em algumas bactérias; a clorofila ¢, que estd presente em algas
castanhas e diactomaceas; e a clorofila a, que esté presente em algas vermelhas (Maria Streit et al., 2005;
Moreira, 2014).

Os carotenoides séo outro tipo de pigmento que acompanha a presencga de clorofilas, sendo
também essenciais no processo de fotossintese na medida em que conferem protecdo as clorofilas em
relacdo ao excesso de radiacdo prevenindo a foto-oxidagdo das mesmas. Estes podem ser também
considerados pigmentos acessorios e podem apresentar coloragdo amarela, laranja e vermelha (Maria
Streit et al., 2005; Moreira, 2014).

A U. pinnatifida, como referido anteriormente, € uma alga marinha da classe das algas castanhas
(Rhodophyta), e por isso apresenta maioritariamente pigmentos como a clorofila a, ¢ e carotenoides,
que podem ser quantificados espetrofotometricamente. Para além destes compostos bioativos, 0s
compostos fenodlicos totais (TPC) presentes nesta alga marinha podem também ser quantificados
espetrofotometricamente, neste caso ndo utilizando um extrato bruto da alga, mas através da realizagdo
de um método com o reagente de Folin-Ciocalteu que permite a obtencdo de uma coloracdo azulada
detetavel a um comprimento de onda especifico, no qual a intensidade da absorcéo da luz é proporcional
a concentragdo de compostos fendlicos totais existentes no extrato. Assim sendo, a identificacdo e
quantificagdo espectrofotométrica permitem avaliar o teor de compostos bioativos nos extratos obtidos
apos a extracdo, permitindo a obtencéo e sele¢cdo de um ou mais extratos ricos em compostos bioativos
(Apak et al., 2013; Maria Streit et al., 2005; Stengel, 2015).

2.4.4. Ensaios in vitro dos extratos obtidos
2.4.4.1. Avaliacdo da atividade antioxidante

A avaliagéo da atividade antioxidante dos compostos isolados da U. pinnatifida permite analisar
a capacidade de cada um no controlo do stress oxidativo associado as doengas neurodegenerativas. No
entanto, devido a diversidade quimica dos antioxidantes, torna-se dificil separar e quantificar os mesmos
em amostras complexas, nos quais os efeitos sinérgicos de varios antioxidantes diferentes podem
apresentar maior relevancia, assim sendo, nestes casos é necessario avaliar a capacidade antioxidante
total de cada extrato. Os ensaios para a avaliacdo da capacidade antioxidante total (TAC) de extratos
podem dividir-se em (Apak et al., 2013; Apak et al., 2016):

e Ensaios baseados na transferéncia de &tomos de hidrogénio (HAT), nos quais se mede
a capacidade de um antioxidante para extinguir os radicais livres pela doacdo de um
atomo de hidrogénio;
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e Ensaios baseados na transferéncia de eletrbes (ET), que medem a capacidade de um
antioxidante na reducdo de um oxidante.

No entanto podem ainda existir métodos de avaliacdo da TAC que se baseiam simultaneamente
em HAT e ET, os quais sdo considerados métodos de modo misto (Apak et al., 2013; Apak et al., 2016).

Neste trabalho foram utilizados os métodos de sequestro dos radicais DPPH" e ABTS™, que sdo
métodos baseados em HAT e ET (Apak et al., 2013).

Para além dos métodos HAT e ET mencionados, a atividade antioxidante total foi também
quantificada através de métodos de sequestro de ROS/RNS tais como os métodos de sequestro de
radicais superdxido, O,", do éxido nitrico, ‘NO, e do hidroxilo, "OH. A investigacao sobre a atividade
de sequestro dos radicais O,", ‘NO e de "OH pelos antioxidantes tem ganho um interesse crescente como
sendo uma das formas mais importantes de clarificar o mecanismo da atividade antioxidante, uma vez
gue estes radicais sdo produzidos pelo organismo humano em processos oxidativos (Apak et al., 2013;
Apak et al., 2016).

A atividade antioxidante foi apresentada em termos ICso, na medida em que foi determinada a
atividade inibitdria dos extratos de U. pinnatifida em relacdo sequestro de 50 % dos radicais DPPH",
ABTS™, O;", e 'NO e "OH.

2.4.4.2. Avaliacéo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica é determinada através da avaliacdo das reagdes que ocorrem entre uma
determinada enzima e um determinado substrato, pois estas apresentam a capacidade de converter o
substrato em produtos. Neste trabalho foram avaliadas as atividades inibitérias dos extratos de U.
pinnatifida em relagdo as enzimas AChE, BUChE e tirosinase (Ingkaninan et al., 2003; Masuda et al.,
2007).

Caso os extratos de U. pinnatifida apresentem a capacidade de inibir 50 % das enzimas como a
AChE, BuChE e tirosinase, em concentragdes similares a dos controlos positivos (na ordem dos
microgramas ou nanogramas), pode referir-se que a U. pinnatifida pode ser utilizada no tratamento e
prevencdo de doencgas neurodegenerativas. As moléculas do extrato competem com os substratos pela
ligacdo do sitio ativo da enzima, e impedem que 0s neurotransmissores como a acetilcolina, butirilcolina
e dopamina sejam degradados pelas enzimas (Ingkaninan et al., 2003; Masuda et al., 2007).

2.4.5. Ensaios in vivo dos extratos obtidos em embrides de peixe-
zebra

O peixe-zebra (Danio rerio, Figura 15) é um peixe nativo do sudeste asiatico, e tem-se tornado
num organismo modelo, ou biomarcador, muito popular e utilizado nas pesquisas biomédicas.
Inicialmente, este peixe ou 0s seus embrides, comegaram por ser utilizados na monitorizacdo da
contaminacdo da agua, de substancias toxicas, e da teratogénese (Stewart et al., 2014; X. Wang et al.,
2021).
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Figura 15. Peixe-zebra (Danio rerio) e os seus embrides e larvas (CIIMAR, 2017).

Este biomarcador apresenta diversas vantagens a nivel experimental, uma vez que tém um
tamanho corporal pequeno, facilidade de reproducdo e manutencéo, e também alta homologia fisiol6gica
e genética com os mamiferos. Para além dessas vantagens, os seus embrides e larvas sao transparentes
o que facilita a manipulacdo Otica e a geracdo de imagens da atividade neural. O ciclo de
desenvolvimento rapido do peixe-zebra e 0 seu grande nimero de desovas reduzem o tempo e 0 custo
dos estudos experimentais e fornecem amostras suficientes para minimizar as diferencas entre 0s
individuos. Devido a alta homologia fisiol6gica e genética com os mamiferos e 0 genoma humano, o
peixe-zebra € um modelo muito importante e valioso para o estudo de doengas humanas, e assim este
destaca-se por ser um modelo ideal para as ciéncias farmacéuticas, para a genética do desenvolvimento
ou até outros campos (Stewart et al., 2014; X. Wang et al., 2021).

A estrutura organizacional do SNC do peixe-zebra é muito diferente da estrutura dos mamiferos
ou humanos, no entanto, apresenta homologia com os mamiferos e humanos essencialmente atraves dos
seus nucleos cerebrais tais como os ganglios de base, o corpo estriado, 0 hipocampo e a amigdala
cerebelosa. O desenvolvimento do cérebro e a fun¢do neuroenddcrina nos peixes-zebra e nos humanos
também é muito semelhante. Para além disso, 0 peixe-zebra também apresenta um sistema
neurotransmissor noradrenérgico, serotoninérgico, dopaminérgico e histaminérgico muito semelhante
ao sistema neurotransmissor dos mamiferos. Por estes aspetos, 0 peixe-zebra foi validado como um
modelo vidvel na investigacdo em doengas neurodegenerativas tais como DA, DP e também a depresséo,
na medida em que tém sido desenvolvidos cada vez mais métodos ou modelos rastreaveis de testes
comportamentais e genéticos, importantes para a descoberta de novos medicamentos para o tratamento
destas doencas (Stewart et al., 2014; X. Wang et al., 2021).

Neste trabalho, o peixe-zebra foi estudado apenas no seu nivel embrionario e larvar e ndo a nivel
adulto, na medida em gue se pretende o estudo da viabilidade, sobrevivéncia e desenvolvimento dos
embriBes e larvas através da agdo dos extratos de U. pinnatifida obtidos. Na Figura 16 estdo
representados alguns dos estagios do desenvolvimento embrionario do peixe-zebra, em horas pos-
fertilizagdo (hpf).
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Saco vitelino

Blastodisco Somitos

Periblasto

Cauda

1 célula 75 % epibolia 6-somitos 18-somitos 26-somitos
0,2 hpf 8 hpf 12 hpf 18 hpf 19,5 hpf

Mandibula/maxilar

Parte cardiaca Guelras

Barbatanas

25 hpf 31 hpf 35 hpf 42 hpf 48 hpf 60 hpf 72 hpf

Figura 16. Estagios de desenvolvimento embrionério do peixe-zebra desde o estagio 1 célula (0,2 hpf) até as 72 hpf.
Adaptado de (Kimmel et al., 1995).

A fase de zigoto ocorre logo apds a fecundacdo, no qual ha a formacdo do zigoto, que é
constituido apenas por uma Unica célula. Esta fase dura até a ocorréncia da primeira divisdo mitdtica.
De seguida ocorre a fase de divisdo que se inicia com a primeira divisdo mitdtica. Isto é, o ovo sofre
varias divisdes em apenas um polo do ovo, dando origem ao blastodisco que vai aumentando de
tamanho, sem aumentar o tamanho do ovo, até atingir um total de 64 células (Kimmel et al., 1995;
Raquel & Gomes, 2015).

A fase de blastula comeca com a formacao de 128 células do blastodisco, e caracteriza-se pelo
aumento da duragdo do ciclo celular, perda das divisGes sincronizadas e ocorre o inicio da mobilidade
celular. Ou seja, os ciclos de divisdo celular passam a ser assincronos e com maior duracdo e a
mobilidade celular permite 0 aumento do tamanho do ovo. Nesta fase, 0 blastodisco diminui de tamanho
a medida que a quantidade de material do citoplasma aumenta, e forma-se assim uma camada sincicial
protoplasmatica denominada de periblasto (Kimmel et al., 1995; Raquel & Gomes, 2015).
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Seguidamente ocorre a gastrulagdo que envolve trés acontecimentos celulares, a epibolia, a
involucdo e extensdo convergente. Na medida em que ha o ajuste do blastodisco no qual ocorre uma
multiplicacdo celular mais rapida e as células véo se expandindo e envolvem todo o ovo a uma espessura
constante. Nestas fases ocorre também o espessamento da periferia do blastodisco que se encontra mais
achatado, e essa estrutura corresponde a extremidade posterior do embrido, em que uma das
extremidades dara origem a cabeca e a outra a cauda, e a parte central corresponde ao saco vitelino no
qual se formardo posteriormente os 6rgdos. A deformacdo do saco vitelino (formas ndo arredondadas)
pode indicar a toxicidade presente no desenvolvimento (Kimmel et al., 1995; Raquel & Gomes, 2015).

A fase seguinte do desenvolvimento embrionario é designada de fase de segmentacéo, e ocorre
entre as 10 e as 24 horas hpf, no qual ocorre o aparecimento do tubo neural e dos somitos que
posteriormente sdo 0s responsdveis pela estrutura Gssea do peixe-zebra. Esta fase dura até ao
aparecimento de um ndmero de 26 somitos, e comegam também a ser visiveis alguns dos principais
6rgdos primarios. Para além disso, é nesta fase que se inicia o destacamento da cauda e consequente
alongamento e movimento do embrido. A alteragdo dos somitos é uma das alteragdes morfoldgicas mais
representativas relacionadas com a toxicidade no desenvolvimento (Kimmel et al., 1995; Raquel &
Gomes, 2015).

A fase de faringula ocorre nas 48 hpf de desenvolvimento do peixe-zebra no qual ocorre a
formac&o de arcos faringeos que posteriormente dardo origem a mandibula e branquias. O alongamento
do embrido continua, mas a um ritmo mais lento, e a cabeca é compactada, formam-se as barbatanas e
comeca a ocorrer a pigmentacao. Nesta fase destaca-se também a formag&o do sistema circulatorio e os
batimentos cardiacos do coragcdo comegam a ser visiveis (Kimmel et al., 1995; Raquel & Gomes, 2015).

A Ultima fase do desenvolvimento embrionario é a eclosdo que pode ocorrer entre as 48 e as 72
hpf. Nesta fase, a morfogénese dos 6rgdos ja é praticamente completa e ocorre o desenvolvimento rapido
das barbatanas, maxilares e guelras. A eclosdo precoce dos embrides antes da morfogénese dos 6rgaos
pode estar relacionada com a toxicidade do meio de cultura dos peixes zebra (Kimmel et al., 1995;
Raquel & Gomes, 2015).

Apos as 72 hpf, ou seja, apos a ecloséo, as larvas comegam a adaptar-se aos novos movimentos,
colocam-se na posicao natatoria e podem nadar livremente. Se as larvas ainda ndo se encontrarem em
posicdo natatoria, mas sim na posicao lateral (side-wise position) as 96 hpf, Figura 17, isto pode ser um
indicador de toxicidade (Kimmel et al., 1995; Raquel & Gomes, 2015).

Para além disso, as larvas véao crescendo com o passar do tempo e a variagdo do tamanho das
mesmas pode também indicar toxicidade pelo que segundo (Kimmel et al., 1995) entre as 72 e as 96
hpf, o tamanho das larvas de peixe-zebra pode variar entre 3,5 e 3,7 mm.
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Figura 17. Desenvolvimento embrionario do peixe-zebra as 96 hpf, em posigéo lateral (side-wise position) (A) e em
posi¢do natatdria (B). Adaptado de (Kimmel et al., 1995).

Podem ser utilizados modelos genéticos também ao nivel embrionério, uma vez que os modelos
comportamentais, como 0 nome indica, baseiam-se no comportamento do movimento dos peixes-zebra
em resposta a fatores externos, e por isso, requerem um desenvolvimento mais avancado do que o nivel
embrionario. Os estudos comportamentais atualmente testados nos peixes-zebra foram primeiramente
testados e realizados em ratos ou roedores, isto porque se tratam de mamiferos que apresentam células
gliais, mais concretamente a microglia, muito semelhante a humana, o que significa que os efeitos das
doencas neurodegenerativas observadas em humanos podem ser semelhantes nestes animais modelo,
revelando assim a sua importancia no estudo e investigagdo das doengas neurodegenerativas (Gotz et
al., 2018).

Assim sendo, existem testes semelhantes ou com 0 mesmo objetivo, realizados nos ratos e nos
peixes-zebra, sendo que alguns desses testes estdo apresentados na Tabela 3, na qual se evidencia alguns
dos efeitos comportamentais estudados e 0s testes e 0s principios dos mesmos utilizados tanto a nivel
dos peixes-zebra como a nivel dos ratos ou roedores (Abreu et al., 2018; Q. Wang et al., 2017; X. Wang
etal., 2021).

Tabela 3. Exemplos de alguns modelos ou testes utilizados para a avaliagdo comportamental dos peixes-zebra e
ratos ou roedores, para o estudo de doengas neurodegenerativas.

MODELOS COMPORTAMENTAIS / FENOTIPICOS
Fendtipos de

Efeitos Testes em Testes em Ratos / N A
. . depressédo ou Referéncias
Comportamentais Peixes-zebra roedores .
ansiedade
_— Animais com um
Avaliagéo da L i~
. Avaliacédo da fendtipo
atividade . . ) A
variacdo do ritmo ansioso/depressivo tém (Abreu et al.,
locomotora . . .
. cardiaco e periodos mais longos 2018; Q.
- (vertical ou
Cognicao e . comportamento de de congelamento, e Wang et al.,
~ horizontal) s
emocao , congelamento, uma maior incidéncia 2017; X.
atraves da x
pela acdo de de congelamento Wang et al.,
presenca de uma . .
estimulos antecipado em 2021)
fonte de luz . N
. aversivos e neutros comparagdo com 0S
infravermelha
controlos
Desespero Teste de natagdo Teste de natacdo  Animais com um (Abreu et al.,
comportamental | forgada — Os forgada avalia o comportamento mais 2018; Q.
aprendido movimentos de desespero com depressivo Wang et al.,
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MODELOS COMPORTAMENTAIS / FENOTIPICOS

Testes em
Peixes-zebra

Testes em Ratos /

roedores

Fendtipos de
depresséo ou
ansiedade

Referéncias

Memoria

Ansiedade e
atividade
locomotora

fuga dos peixes-
zebra ou as suas
larvas séo
influenciados por
estimulos visuais,
taticos ou
acusticos

Teste de
alteracoes luz-
escuro — Os
movimentos
aumentam ou
diminuem de
acordo com as
alteractes de luz
e escuridao
Teste de
labirinto T/Y —
A caracterizagdo
da memoria
através da
utilizagdo de
estimulos, como
alimento, para a
concretizacdo de
um objetivo —
resolugdo de
labirintos

Teste de
mergulho num
novo tanque —
Avaliar a
cognicdo de
atividades
locomotoras e
exploratérias do
peixe-zebra num
novo tanque
(ambiente
diferente)

base na reacéo a
um ambiente
desagradavel —
tentativa de
escapar;

Teste de
suspensdo da
cauda —
importante para
medir a resposta
sobre a situacéo
de stress

Teste de labirinto

—a ansiedade é
medida pelo seu
comportamento
através da
quantidade de
tempo que 0
roedor passa num
sitio fechado e
aberto

O teste de campo
aberto —um
roedor é colocado
numa grande area
circular ou recinto
guadrado,
permitido mover-
se livremente

simplesmente flutuam
sem tentarem escapar
até ser resgatados;

Animais com um
comportamento mais
depressivo, exibem um
aumento no tempo de
imobilidade

Animais com um
comportamento ndo
ansioso exploram o
labirinto enquanto um
ansioso fica escondido
0u apenas espreita o
seguimento do
labirinto, ndo explora o
labirinto

Animais com um
comportamento ndo
ansioso e ndo
depressivos, exploram
o0 centro do recinto
mais do que um
ansioso, que se vai
agarrar as paredes ou
simplesmente ficar
num so lugar como por
exemplo um canto

2017; X.
Wang et al.,
2021)

(Abreu et al.,
2018; Q.
Wang et al.,
2017; X.
Wang et al.,
2021)

(Abreu et al.,
2018; Q.
Wang et al.,
2017; X.
Wang et al.,
2021)

34



ISep

Instituto Superior de
Engenharia do Porto

P.PORTO

Os testes apresentados na Tabela 3 servem essencialmente para avaliar os efeitos
comportamentais relativos a depressdo, na medida em que 0s ratos ou peixes-zebra variam 0s seus
comportamentos em relacdo a estimulos dependendo do estado de ansiedade ou depressao, sendo que
quando apresentam esses estados, apresentam atitudes apaticas e com pouca reacdo aos estimulos. No
entanto é importante referir que um diagnostico de depressdo em testes em animais, ndo pode ser feito
em apenas um Unico teste, no entanto a combinacdo de varios testes para a avaliagdo de varios
comportamentos depressivos, ansiosos, e de desespero e anedonia, podem ser utilizados para avaliar a
ocorréncia e a gravidade da depressao. E, com estas avaliacGes, existe a capacidade de estudar diferentes
aspetos da depressdo de forma a aprofundar o seu conhecimento e tratamento como um todo (Abreu et
al., 2018; X. Wang et al., 2021).

Como referido anteriormente, para além dos modelos comportamentais, existem também os
modelos genéticos nos quais neste caso séo utilizados peixes-zebra no qual séo feitas alteracdes a nivel
genético de modo a tornd-los modelos para o estudo de doengas neurodegenerativas. Alguns dos
modelos genéticos que podem ser realizados tanto em peixes-zebra como em ratos ou roedores, estdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Exemplos de alguns modelos genéticos dos peixes-zebra e ratos ou roedores, para o estudo de doengas

neurodegenerativas.

MODELOS GENETICOS

Testes em Peixes-  Testes em Ratos / Doengas em N
Modelos estudo e Referéncias
zebra roedores .
principios
Uso de transgenes
para a expressao
da mutacédo da x
lico ro%el’na A obtengao de
glicop modelos animais (Gotz et al.,
L transmembranar
Microinjecdo . para o estudo da 2018;
. . do tipo I, da )
Desenvolvimento | cerebroventricular o DA, mais Newman et
o familia APP
de placas Ap de AP em embrides . concretamente no  al., 2014; X.
. V717F (Indiana)
de peixe-zebra estudo da Wang et al.,
sob o fator — 8 x
acumulacéo de 2021)
promotor do
. placas Ap
crescimento
(geracdo de placas
AB)
N Expresséo da Os modelos
Mutacdes no gene . . -
codificador de tau mutacdo familiar ~ transgénicos destes (Gotz et al
Producdo de FTLD MAPT animais permitem B
MAPT (tau . ... 2018;
fatores . . P301L sob o imitar as principais
e proteico associado L Newman et
neurotroficos . , controlo do caracteristicas da
(NTFs) pela a microtubulos), romotor do prido  hiperfosforilacdo al., 2014; X.
roteinaptau como o Tau-P301L (Fj)o rato ou cofn dap rotefna taﬁ ue Wang etal,
P e Tau-A152T ‘aproteinatauque )
promotor Thy1.2 é caracteristica da
humano DA
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MODELOS GENETICOS
Testes em Peixes-  Testes em Ratos / Doengas em A
Modelos estudo e Referéncias
zebra roedores .
principios
Expressao da Os animais
. Tphle Tph2, modelo permitem  (Abreu et al.,
':;(Itiaszgz 32 codificante da avaliar os niveis de 2018; Q.
Diminuicado da 5- htrplaa ab. -bd enzima triptofano  5-HT, que em Wang et al.,
HT . hidroxilase, valores baixos 2017; X.
que sdo recetores R
de 5-HT enzima limitante levam ao Wang et al.,
da biossintese de aparecimento da 2021)
5-HT depresséo

NOTA: APP (V717F) — mutacdo da proteina p-amioide pela substituicdo da valina pela fenilalanina no coddo 717; FTLD
MAPT P301L — Deméncia causada pela mutagdo P301L (substituicdo da prolina pela leucina no coddo 301) no gene MAPT
da proteina tau associada ao microttbulo; Thyl1.2 — gene promotor de uma glicoproteina de membrana; Tau P301L — mutagdo
pela substitui¢do da prolina pela leucina no codao 301 da proteina tau; Tau A152T — mutagdo pela substituicdo da alanina pela
treonina no coddo 152 da proteina tau; Tphl — gene promotor da triptofano hidroxilase 1; Tph2 — gene promotor da triptofano
hidroxilase 2.

Os modelos apresentados na Tabela 4 tém como objetivo induzir alteraces nos peixes-zebra e/
ou ratos ou outros roedores de modo que estes apresentem caracteristicas das doencas
neurodegenerativas para que posteriormente possam ser estudados com a utilizagdo de medicamentos
para o tratamento dessas doengas de modo a verificar o seu efeito neuroprotetor.

Nas Tabela 3 e Tabela 4, sdo apresentados testes comportamentais e genéticos tanto para os
peixes-zebra como para 0s ratos ou roedores, no entanto quando se comparam entre si, 0s estudos com
0s peixes-zebra apresentam varias vantagens em relacdo a utilizacdo de animais modelo como ratos ou
roedores (Saleem & Kannan, 2018). Estas vantagens podem ser:

o Os habitats dos peixes-zebra sdo mais simples e por isso existe uma maior facilidade da
manutencdo dos mesmos a nivel laboratorial, comparativamente as condi¢cdes que
seriam necessérias para a manutencdo de mamiferos. Para além disso, como j& referido,
0 peixe-zebra apresenta tempos de geracdo curtos de 3 a 5 meses 0 que por sua vez
aumenta a taxa de progresso experimental;

o A fecundacédo do peixe-zebra € externa e apresenta um padréo de desenvolvimento que
facilita a observacdo e manipulacdo dos embrides, que por sua vez podem apresentar
valores de 200 a 300 embriGes por cada peixe, possibilitando assim um grande
fornecimento de animais para os estudos;

e Aclareza 6tica, como jareferido é uma das vantagens exclusivas dos embrides de peixe-
zebra que permite a visualizagdo de genes individuais marcados fluorescentemente,

utilizando técnicas de imagem ndo invasivas, facilitando manipulagdes genéticas;

e Os embrides do peixe-zebra sdo facilmente manipulaveis geneticamente por mRNA,
trangenes e técnicas de edi¢cdo do genoma;

e Por fim, como ja referido, o peixe-zebra apresenta uma funcdo neuroenddcrina e um
sistema neurotransmissor muito semelhante aos humanos.
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Assim sendo, devido as varias vantagens dos peixes-zebra em rela¢do aos ratos ou roedores, é
possivel referir que o peixe-zebra representa um sistema modelo potencial para o estudo de doengas
neurodegenerativas (Saleem & Kannan, 2018).

Para a concretizacdo dos objetivos propostos, ou seja, estudar a bioatividade de extratos da alga
marinha U. pinnatifida a nivel das suas propriedades antioxidantes e na inibi¢do de enzimas do SNC,
realizaram-se extracfes convencionais de modo a otimizar a extracdo dos compostos bioativos presentes
na macroalga U. pinnatifida, seguindo-se uma extracdo com 0s pardmetros otimizados pela técnica de
MAE. Com este extrato otimizado, quantificaram-se os compostos fendlicos, os carotenoides e as
clorofilas totais. Seguidamente, a fim de se avaliar a atividade antioxidante total, foram utilizados os
métodos de sequestro dos radicais DPPH’, ABTS™, O,,"NO e "OH, e a nivel da atividade neuroprotetora
através da avaliagdo da inibi¢do de enzimas como a acetilcolinesterase, butirilcolinesterase e tirosinase.
Por fim, foi avaliada a toxicidade dos extratos in vivo atraveés da realizacdo de ensaios de
desenvolvimento embrionario do peixe-zebra.

37



ISEP G P.PORTO

38



ISE biaimssss P.PORTO

Capitulo 3 - Descricdo das atividades desenvolvidas:

Metodologia

3.1. Reagentes e Materiais

Cloreto de sddio (NaCl), cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl.6H-0), metanol (CH3;OH)
foram obtidos na VWR (Leuven, Bélgica e Gliwice, Poldnia). Acetona (CsHgO), cloridrato de tris
(hidroximetil) aminometano (Tris-HCI), albumina de soro bovino (BSA), acetilcolinesterase (AChE) de
Electrophorus electricus, butirilcolinesterase (BUChE) de soro de equino, iodeto de acetiltiocolina
(ATCI), iodeto de S-butiriltiocolina (BTCI), acido 5,5’-ditio-bis- (2-nitrobenzoico) (DTNB), fosfato de
potassio monobasico (KH:PO,), fosfato de potassio dibasico tri-hidratado (K;HPOs3H,0),
nitroprussiato de sédio di-hidratado (SNP), sulfanilamida, N-(1-Naftil) etilenodiamina dicloridato
(NED), écido orto-fosférico 85%, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), acido 6- hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), 2,2’-azino-bis (3- etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico)
(ABTS), persulfato de potéssio (K20sS2), carbonato de sédio (Na.CQs), reagente de Folin-Ciocalteu,
acido gélico, acido salicilico, sulfato de ferro heptaidratado (FeSO47H-0), peroxido de hidrogénio
(H20), fosfato dissodico (NazPQOs), 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA) e a tirosinase de cogumelo
foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA e Steinheim, Alemanha). Etanol (C;HsOH) e
diclorometano (CH.Cl) foram adquiridos na Carlo Erba (Val de Reuil, Franca). A &gua ultrapura (com
resistividade de 18,2 MQ.cm a 25°C oi produzida pelo Sistema Simplicity 185 (Millipore, Molsheim,
Franca).

3.2. Preparacgdo das amostras

As amostras da alga marinha U. pinnatifida utilizadas foram provenientes da empresa Algamar
sob a forma desidratada, com uma humidade média de 10,02 %. A humidade média foi obtida
experimentalmente em triplicado através da utilizagdo da técnica termogravimétrica, com a utilizacdo
de um analisador termogravimétrico da Kern modelo DAB 100-3 (Balingen, Germany).

Apos a determinacdo da humidade média, as amostras de U. pinnatifida foram hidratadas com
agua salgada, com uma concentragdo de 35 g/L de NaCl durante 5 minutos. No final desse periodo, a
alga foi retirada do contacto com a agua salgada e lavada com &gua desionizada durante 0 mesmo
periodo de tempo, de forma a eliminar o excesso de sal. Seguidamente, as amostras da alga marinha
foram desidratadas num desidratador de alimentos da marca Excalibur, modelo 4926T (Dublin, Ireland).
O processo de desidratacdo da U. pinnatifida decorreu durante 14 horas a uma temperatura de 41 °C, e
no final, as amostras desidratadas foram trituradas numa picadora Moulinex A320 (Caen, Franca). As
particulas obtidas foram peneiradas de modo a serem homogeneizadas granulometricamente. Para as
extragdes apenas as particulas com um tamanho compreendido entre 1-2 mm foram selecionadas.

3.2. Extragéo dos compostos bioativos antioxidantes

As condicBes 6timas de extracdo dos compostos bioativos foram determinadas previamente por
uma série de extracdes convencionais que permitissem a obtencdo de melhores rendimentos e
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concentracdes mais elevadas de compostos fendlicos e carotenoides, antes aplicar a técnica de MAE.
Assim sendo, para a otimizacdo das extracGes foram usadas diferentes condicdes tais como: o tipo de
solvente (etanol, metanol, acetona e diclorometano, e mistura de solventes como a dgua: acetona (10:90,
v/v), dgua: etanol (50:50, v/v) e &gua: metanol (50:50, v/v)), razdo solido: solvente (1:10 e 1:20, g/mL),
tempos de extracdo (1h e 2h), e temperaturas de extracdo (25 °C ¢ 40 °C). De forma a avaliar a eficiéncia
de extracao foram analisados os teores de carotenoides, clorofilas e de fendlicos totais. Apds a analise
dos resultados obtidos com as condi¢des anteriores, foi necessario realizar novas extragdes
convencionais com a mistura de solventes &gua: acetona (10:90, v/v), agua: etanol (50:50, v/v) nas
razdes sélido: solvente de 1:40 g:mL, para tempos de extracdo de 1h e para a temperatura de extracdo
de 40 °C. Para as extragdes por MAE foram usadas as mesmas condic¢des de razdo sélido: solvente e
temperatura, mas a um tempo de extracdo de 30 min usando as duas misturas de solvente.

3.2.1. Extragdes Convencionais

Para a realizacdo das extragdes convencionais foram pesados cerca de 1,0 g de U. pinnatifida
para baldes de Erlenmeyer. Seguidamente foram adicionados 5,0 mL de dgua desionizada deixando a
amostra absorver a 4gua adicionada durante um periodo de 6 minutos. Este passo de hidratacdo prévia
foi realizado de acordo com X. Xiao et al., 2012 e permite aumentar a area de contacto entre a matriz e
o solvente ao aumentar o tamanho das particulas da alga pela absorcéo da 4gua. Para além disso, no caso
do MAE, as propriedades de absorcdo da radiacdo micro-ondas da amostra seca aumentam apds a
hidratagcdo. Apds o periodo de 6 minutos, foram adicionados 0s solventes ou mistura de solventes nas
diferentes razbes, temperaturas e tempos de extracdo mencionados anteriormente, com agitacéo
constante de modo a extrair os compostos fenolicos e carotenoides.

Apos as extracBes, os extratos foram filtrados e o solvente evaporado através da utilizacdo do
rotavapor (Buchi, Flawil, Switzerland). Os extratos secos obtidos foram colocados em contacto com um
fluxo de nitrogénio de modo a garantir a secagem completa, e posteriormente colocados num exsicador
até massa constante. O rendimento de extracéo foi calculado através da seguinte equacéo (1).

massa final do extrato seco obtido apés a extragao

Rendimento da Extragido (%) = %x 100 (equacéo 1)

massa inicial de alga utilizada na extragio

3.2.2. Extragdo Assistida por Micro-ondas (MAE)

A MAE foi realizada com as condic¢des otimizadas descritas anteriormente: tempo (30 min),
razao solido: solvente (1:40 g:mL), temperatura (40 °C) e como solventes agua: etanol (50:50 v/v) e
agua: acetona (10:90 v/v).

A MAE foi realizada com um carrossel de 14 vasos de extracao de politetrafluoretileno (PTFE)
no equipamento MARS-X 1500W (Sistema de Reacdo Acelerada por Micro-ondas para Extracdo e
Digestdo, CEM, Mathews, NC, USA). A temperatura e pressao foram controladas por sensores, sendo
que para a temperatura foi usado um sensor Probe RTP — 300 Plus, + 3°C, e para a presséo foi usado um
sensor ESP 1500 Plus; * 10 psi ambos da CEM.

Como a MAE foi realizada com a razdo solido: solvente de 1:40, foram pesados 0,5 g de amostra
para cada vaso de extracdo no qual posteriormente foram adicionados 5 mL de &gua ultrapura de modo
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a possibilitar a hidratacdo da amostra, que decorreu durante 5 minutos. No final desse intervalo de
tempo, foram adicionados 20 mL da mistura de solventes relativa a cada extragdo. A Tabela 5 apresenta
as condicBes operacionais selecionadas no equipamento de MAE de acordo com as condicBes
selecionadas para as extragoes.

Tabela 5. Condiges usadas para a MAE, para o tempo de 30 min, razdo solido:solvente de 1:40 g:mL, e
temperaturas de 40 °C, para 14 vasos de extracao.

Poténcia Rampa Pressdio  Temperatura  Agitacéo Extracéo
Méaxima % min PSI °C - min
(W)
1200 \ 100 5:00 150 40 2 30:00

No final da MAE, os extratos foram filtrados, evaporados e secos tal como descrito para a
extragdo convencional. O rendimento da extracdo foi calculado a partir de Equagéo 1.

Numa primeira fase foram testadas as atividades antioxidantes e inibitérias de todos os extratos
obtidos na MAE (extratos obtidos das extra¢cdes com agua: etanol (50:50 v/v) e agua: acetona (10:90
v/v)), no entanto perante a grande dificuldade de dissolug&o do extrato seco obtido da extracéo de agua:
acetona (10:90, v/v), este apenas foi utilizado para a determinagdo do TPC e do contetdo de clorofilas
e carotenoides, sendo posteriormente excluido dos restantes ensaios realizados para a determinagédo da
atividade antioxidante e inibitdria de enzimas importantes para o estudo das doencgas
neurodegenerativas.

3.3. Ensaios in vitro: Avaliacao da atividade antioxidante
3.3.1. Quantifica¢édo do Conteudo Fendlico Total (TPC)

A quantificacdo do contetdo fendlico total foi realizada através de um método colorimétrico
com o reagente de Folin-Ciocalteu, que como referido anteriormente permite a avaliacdo do total de
compostos presentes nos extratos com capacidade redutora pela formagdo de um complexo composto
por &cidos de tungsténio e molibdénio com coloracdo azulada detetavel a 765 nm, no qual a intensidade
da absorcdo da luz neste comprimento de onda é proporcional a concentracao de compostos fenolicos.
No entanto, este método por ter de base uma reacéo de oxidacao/reducdo pode existir a possibilidade da
quantificacdo de compostos interferentes facilmente oxidaveis tais como o acido ascérbico, proteinas e
acucares que podem também ser detetados através desta metodologia, conduzindo a possivel presenca
de erros na determinagdo dos compostos fenolicos totais. Apesar disso, a utilizacdo de outros métodos
possiveis para a quantificacdo do contetido fendlico total, tais como a titulagdo com permanganato de
potéssio e andlises por colorimetria com sais de ferro, apresentam também as suas limitagdes,
nomeadamente, a oxida¢do com o permanganato de potassio é mais dificil de padronizar e esta sujeito
a maiores interferéncias, particularmente dos agucares, e na colorimetria com sais de ferro os
monofendis geralmente ndo reagem e, em algumas condicGes, os difendis vicinais e os trifendis vicinais
dao origem a cores diferentes. Assim sendo, de entre os possiveis métodos para a determinacdo do TPC,
0 método de Folin-Ciocalteu é preferivelmente utilizado (Apak et al., 2013, 1999; Soares, 2015).
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Para esta analise, os extratos secos foram dissolvidos em metanol, com uma concentracao de 50
mg/mL, no entanto em alguns dos casos, tal ndo foi possivel, por motivos de solubilidade, resultando
numa concentracdo de 25 mg/mL. Estas solu¢des foram diluidas 1; 2; 5; 10; 50 e 100 vezes.

Como padrdo foi usada uma solugdo de acido géalhico com uma concentracdo de 200 mg/L
guardada ao abrigo da luz. A partir dessa solugéo foram preparados, 6 padrdes com concentracdes entre
0s 10 e 0s 200 mg/L.

A leitura dos resultados foi realizada num leitor de microplacas de 96 pocos, no qual cada
padrdo, amostra e branco foram lidos em triplicado. Nos respetivos pocos colocaram-se 25 yL de
metanol como branco, padrdes e amostras seguidos de 75 pL de &gua ultrapura, 25 pL do reagente de
Folin-Ciocalteu (mistura com agua 1:1 guardada ao abrigo da luz) e 100 pL da solu¢do Na.COs (75

g/L).

+Na Figura 18 esta representado o esquema de aplicacdo dos brancos, padrGes e amostras na
microplaca, em que o0s primeiros 3 pogos corresponderam ao branco, os seguintes de A4 a B9
corresponderam aos padroes, e os restantes pogos (B10 a H9) foram usados para colocar as amostras.
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Figura 18. Representacdo esquematica da microplaca usada para a determinacdo do TPC. Legenda: A1l-A3:
brancos; A4-B9: padrdes em triplicado com as respetivas concentragdes (200, 150, 100, 50, 25 e 10 pL/mL); B10-H9: amostras
em triplicado desde a mais concentrada a mais diluida.

Apos a adicdo do reagente de Folin-Ciocalteu, foi necessario que a mistura de cada pogo
repousasse durante um periodo de 6 minutos, ao abrigo da luz, e s6 posteriormente foi adicionado o
Na,COs, seguido de um periodo de repouso de 90 minutos ao abrigo da luz. No final desse periodo, foi
lida a absorvancia a 765 nm num leitor de microplacas multimodo Synergy HT, BioTek Instruments
(Winooski, VT, USA), com o software Gen5 2.0. Os resultados obtidos foram expressos em mg
equivalentes de acido galhico (GAE)/ g extrato seco.

3.3.2. Quantificagdo do conteddo de carotenoides totais e
clorofilas a, c e totais

Tal como os compostos fenolicos, os carotenoides e as clorofilas apresentam também atividade

antioxidante, e a sua quantificacdo foi feita de acordo com Stengel, 2015, através da medicdo da
coloracdo de cada amostra, usando espetrofotometria para a medicao da absorvancia.
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Para a quantificacdo do contedo de carotenoides foi também utilizada uma microplaca de 96
pogos, usando 150 uL de metanol como branco, e 150 pL da respetiva amostra. Nesta analise, as
amostras encontravam-se dissolvidas em metanol (50 mg/mL), tal como no caso das analises do TPC.

Tanto o branco como as amostras foram preparadas e lidas em triplicado. Os espetros das
amostras e dos brancos foram tragados no intervalo de comprimentos de onda de 300 a 800 nm num
leitor de microplacas. As absorvancias lidas a cada comprimento de onda permitiram a obtencéo da
concentracdo de carotenoides e clorofilas a e ¢ presentes nas amostras através das equacgdes 2-5 (Stengel,

2015):
Clorofila 4(ng/mL) = —2,0780 X (Agsy — Arso) — 6,5079 X (Agsy — Ayso) + 16,2127 X (Ages —
Azs0) — 2,1372 X (Agos — A750) (equacéo 2)
Clorofila .(ug/mL) = 34,0115 X (Agsy — Ayse) — 12,7873 X (Agsy — Arso) — 1,4489 X (Ages —
Azs0) — 2,5812 X (Agos — A750) (equagdo 3)
Clorofilas Totais (ug/mL) = 28,6473 X (Agz; — Azsp) + 12,9405 X (Agsz — Aysg) + 0,6845 X
(Ages — A7s0) + 5,2230 X (Ages — A750) (equacao 4)

Carotenoides (ug/mL) = 4 X (A4g0 — A7s0) (equagdo 5)

3.3.3. Quantificacdo da atividade antioxidante pelo sequestro do
radical DPPH*

O sequestro de radicais livres é um dos mecanismos dos antioxidantes, e 0 DPPH" é um radical
livre que pode ser utilizado para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos através da medicdo
da absorvancia a 517 nm. Quando o eletrdo desemparelhado do DPPH' recebe um atomo de hidrogénio
proveniente dos compostos antioxidantes ocorre uma mudanca de cor (azul-violeta — amarelo-claro), e
a intensidade de absor¢do diminui, ou seja, quanto maior o numero de radicais livres reduzidos pelo
antioxidante, menor é a absorvancia medida a 517 nm. Este método é muito utilizado na avaliagdo da
atividade antioxidante pois é um método rapido, pratico e com boa estabilidade. Os resultados obtidos
podem ser equiparados ao Trolox que é um antioxidante sintético utilizado como padréo submetido as
mesmas condi¢cdes dos extratos, e posteriormente expressos em quantidades equivalentes a Trolox
(TEAC) ou em termos de ICso (concentracdo que inibe 50 % do radical) (Barbosa et al., 2011; Marxen
et al., 2007; M. O. S. Pereira, 2010; Sucupira et al., 2012).

Para a realizagdo do método de sequestro do radical DPPH' preparou-se o reagente DPPH com
uma concentracdo de 0,1 mmol/L em etanol previamente protegido da luz. Esta solucdo foi preparada
diariamente para cada ensaio, uma vez que a mesma ndo se mantém estavel com o armazenamento.
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O extrato de U. pinnatifida foi dissolvido em etanol com uma concentragdo de 25 mg/mL, que
serviu como base para a preparacdo de diferentes diluicdes (2, 5, 10 e 50 vezes), ou seja, concentracdes
de 25,0; 12,5; 5,0; 2,5 e 0,50 mg/mL de extrato, respetivamente.

Por fim, foram colocados todos os reagentes na microplaca, de acordo com a Figura 19, em que
foram colocadas as diferentes diluicbes do extrato nas linhas A a E, num volume de 25 pL, e
seguidamente adicionados 200 pL de DPPH nos pogos das colunas de 1-3, 5-7 e 9-11. As restantes
colunas corresponderam ao branco da amostra, o que significa que apenas continha 25 uL de cada
diluicdo do extrato juntamente com 200 L de etanol. A linha H correspondeu ao controlo negativo, o
qual continha 25 L de etanol a substituir o volume de extrato dos restantes pocos, e 200 uL de DPPH.
No final, cada poco da microplaca apresentava um volume de 225 pL, sendo que as concentracdes
testadas no volume reacional foram de 2,78; 1,39; 0,556; 0,278 e 0,0556 mg/mL. Antes da leituraa 517
nm a microplaca foi incubada durante 30 minutos no escuro.

’7 Brancos

+ Concentrado

- Concentrado

IO mMmUOm>»

Controlo negativo

Y
Série 1 Série 2 Série 3

Figura 19. Representacdo esquematica da microplaca usada para o bioensaio de sequestro do radical DPPH".
Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra — etanol a substituir a amostra), Linhas A-E: Amostra mais
concentrada a menos concentrada (2,78; 1,39; 0,556; 0,278; 0,0556 mg/mL no pogo). As colunas 4, 8 e 12 correspondem ao
branco e ndo contém o DPPH", apenas contém 25 L de amostra e 200 L de etanol.

No final, os resultados foram lidos no leitor de microplacas multimodo Synergy HT, BioTek
Instruments, com o software Gen5 2.0, a um comprimento de onda de 517 nm. O software Gen5 2.0
permitiu a obteng&o dos valores de absorvancias (Abs) do controlo, dos brancos e das amostras e através
da equacdo 6 calcularam-se as percentagens de sequestro de DPPH".

(Abs —Abs )—(Abs —Abs ~
% sequestro — controlo branco controlo)~( amostra branco amostra) X 100 (equagao 6)

(Abs controlo—AbS branco controlo)

3.3.4. Quantificacdo da atividade antioxidante pelo sequestro do
radical ABTS™

O método de sequestro de ABTS™, tal como o método de sequestro de DPPH", é baseado na
captura ou sequestro do radical do ABTS™ pelos compostos antioxidantes, numa solu¢do em que 0s
extratos sdo colocados em contacto com o radical ABTS™. O sequestro dos radicais livres pelos
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compostos antioxidantes provoca uma diminuicdo da absorvancia que pode ser lida a 645, 734 e 815
nm. No entanto recomenda-se a leitura da absorvancia a 734 nm uma vez que ha menos interferéncias
de pigmentos vegetais. A reducdo do radical ABTS"em ABTS provoca também perda de cor na solucéo.
Os resultados obtidos podem ser equiparados ao Trolox que é um antioxidante sintético utilizado como
padrdo submetido as mesmas condi¢Ges dos extratos, e posteriormente expressos em quantidades
equivalentes a Trolox (TEAC) ou em termos de ICso (concentracdo que inibe 50 % do radical) (Barbosa
etal., 2011; M. O. S. Pereira, 2010; Sucupira et al., 2012).

Para a realizacdo do método de sequestro do radical ABTS™ foi necessario a preparacdo da
solucdo aquosa de ABTS concentrada, com uma concentracdo de 7 mM, e uma solucdo aquosa de
persulfato de potéssio a 2,45 mM. Seguidamente procedeu-se a mistura das duas solugdes previamente
preparadas, a qual foi armazenada protegida da luz a temperatura ambiente durante 16 horas até ser
possivel a sua utilizacdo em ensaios.

Apos as 16 horas, foi preparada uma solucdo de ABTS™ diluida, com valores de absorvéncia
entre 0,680 — 0,720 nm. Caso os valores lidos apresentassem absorvancias superiores a 0,720 nm, a
solucdo de ABTS de trabalho deveria ser diluida novamente com &agua ultrapura, ou caso contrario,
deveria ser concentrada com a solucdo padrdo de ABTS preparada primeiramente, de modo a respeitar
o intervalo de absorbancias recomendado.

Seguidamente, foram preparadas diluigdes do extrato de U. pinnatifida, dissolvido em etanol tal
como descrito para o sequestro do DPPH-".

Por fim, foram colocados todos os reagentes na microplaca, de acordo com a Figura 20, usando
20 pL de amostra, seguidos de 180 puL de ABTS™ nos pogos das colunas de 1-3, 5-7 e 9-11. As restantes
colunas corresponderam ao branco da amostra, o que significa que apenas continham os 20 pL de cada
diluicdo do extrato juntamente com 180 pL de etanol. A linha H correspondeu ao controlo negativo o
qual apresentava 20 pL de etanol a substituir o volume de extrato dos restantes pocos, e 180 uL de
ABTS **. No final, cada pogo da microplaca apresentava um volume de 200 pL, sendo que em termos
de concentragdes por poco, apresentaram valores de 5,0; 2,5; 1,0; 0,50 e 0,20 mg/mL. Apds ser colocado
0 reagente ABTS™, a microplaca ficou a incubar durante 6 minutos no escuro antes da leitura das
absorvancias.
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Figura 20. Representacdo esquemética da microplaca usada para o bioensaio de sequestro do radical ABTS™.
Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra — etanol a substituir a amostra), Linhas A-E: Amostra mais
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concentrada a menos concentrada (5,0; 2,5; 1,0; 0,50; 0,10 mg/mL no pogo). As colunas 4, 8 e 12 correspondem ao branco
da amostra e ndo contém o ABTS"*, apenas contém 20 pL de amostra e 180 pL de etanol.

No final, os resultados foram lidos no leitor de microplacas multimodo Synergy HT, BioTek
Instruments, com o software Gen5 2.0, a um comprimento de onda de 734 nm. O software Gen5 2.0
permitiu a obtencdo dos valores de absorvancias (Abs) do controlo, dos brancos e das amostras e para o
calculo de % de sequestro de radicais ABTS™ usou-se a equacéo 6.

3.3.5. Avaliacéo do sequestro do radical 6xido nitrico ("(NO)

A metodologia utilizada para a avaliacdo do sequestro do radical "NO envolve o reagente
nitroprussiato de sddio (SNP), que em solucdo aquosa a pH fisiologico é responsavel por gerar
espontaneamente o ‘NO. O "NO gerado interage posteriormente com o oxigénio, de acordo com a
equacao 7, e ocorre a producéo de nitrito, que pode ser quantificado através da reagdo com o reagente
de Griess. O método de Griess ndo mede diretamente a concentracdo de ‘NO, mede a concentracdo de
NO , que é um dos principais produtos da oxidagdo do "NO num tampé&o de fosfato de sddio com
oxigénio (Apak et al., 2013; Apak et al., 2016).

4°NO + 0, + 2H,0 - 4NO; + 4H*  (equagéo 7)

Durante a reagdo com o reagente de Griess, ocorre diazotizacao entre o nitrito e sulfanilamida e
subsequente ligagdo com naftiletilenodiamina, no qual existe a producdo de um cromdforo rosa que
pode ser quantificado a 560 nm. Caso exista uma molécula capaz de sequestrar o radical ‘NO a coloragdo
rosa diminui de intensidade, uma vez a quantidade de nitritos é menor e existe diminuicao da reacao dos
mesmos com o reagente de Griess. A reacdo dos nitritos com o reagente de Griess esté representada na
Figura 21.

+
e o- +H H
H,NO,S NH, + \wog ——— |H;NO,S N-N_
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N-(l1-naftil)etilenodiamina

Figura 21. Reacdo de Griess (Filipe & Gongalves, 2012).

Para a realizacdo desta metodologia, foi necessario a preparagdo de uma solucéo tampdo fosfato
KH2PO4/K;HPO4a 0,1 M e pH=7,4.

Seguidamente foi preparada a solucdo de SNP, a uma concentracdo de 20 mM, e por fim, foi
preparado o reagente de Griess no qual foram pesados 1 g de sulfanilamida e 0,1 g de dicloridrato N-(1-
naftil)etilenodiamina, dissolvidos em 100 mL de HisPOsa 2 %.
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Em relacdo as amostras, o extrato de U. pinnatifida foi dissolvido na solucéo tampéo fosfato de
modo a ser obtida uma solucdo stock com uma concentracéo de 6 mg/mL. A partir dessa solucéo stock,
foram preparadas diluicGes em série com concentracdes de 3,0; 1,5; 0,75; 0,39; 0,19 e 0,094 mg/mL, de
acordo com o esquema da Figura 22.

1000 pL

solugdo stock 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
Solugéo Stock 500 pL Tampéo 500 pL Tamp&o 500 pL Tampéo 500 pL Tampao 500 pL Tamp3o 500 pL Tampéo
C=6,0 mg/mL fosfato fosfato fosfato fosfato fosfato fosfato
C=3,0 mg/mL C=1,5 mg/mL C€=0,75 mg/mL C=0,38 mg/mL C=0,19 mg/mL C=0,094 mg/mL

Figura 22. Representagdo esquematica das diluicdes em série realizadas para os extratos de U. pinnatifida obtidos
da extracdo com agua: etanol (50:50, v/v), no qual a concentragdo da solucéo stock do extrato apresentava uma concentracao
de 6,0 mg/mL.

Apos a preparagdo das diluices dos extratos, os mesmos foram colocados em quadruplicado e
em 3 séries numa microplaca (100 pL), e seguidamente foram adicionados 100 pL de SNP. Apéds a
adicdo do SNP, a placa foi colocada a incubar durante 1h, na presenca de luz. No final da incubacéo,
foram adicionados 100 pL do reagente de Griess, seguido de mais um periodo de incubacao de 10 min.
Tendo em conta o volume de amostra e o volume de cada pogo da microplaca, as concentragdes no
volume reacional apresentaram valores de 2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12; 0,062 e 0,031 mg/mL. A leitura dos
resultados foi realizada num leitor de microplacas a um comprimento de onda de 560 nm, a temperatura
ambiente.

O esquema da microplaca usado esta representado na Figura 23, no qual a ultima linha (H)
corresponde ao controlo negativo (ndo apresenta amostra), apresentando a solucdo tampdo
KH2PO4/K;HPQ, a substituir os 100 pL de amostra e contendo 0s restantes reagentes do bioensaio. As
colunas 4, 8 e 12 correspondem aos brancos, nos quais foram adicionados 100 pL de HsPOs a 2 %, a
substituir os 100 pL do reagente de Griess, e contendo também neste caso 0s restantes reagentes do
bioensaio (100 puL amostra e 100 pL de SNP). Os restantes pogos apresentam todos os reagentes
necessarios para a realizacdo do método (100 puL amostra, 100 pL de SNP, 100 pL de reagente de
Griess).
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Figura 23. Representacdo esquematica da microplaca usada para o ensaio de sequestro do radical ‘NO. Legenda:
Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra mais concentrada a menos concentrada (2,0; 1,0;
0,50; 0,25; 0,12; 0,062 e 0,031 mg/mL). As colunas 4, 8 e 12 correspondem ao branco e ndo contém o reagente de Griess.

O sequestro do "NO foi calculado em termos de ICso, através da equagdo 6 que envolve as
absorvancias (Abs) do controlo, dos brancos e das amostras.

3.3.6. Avaliacao do sequestro do radical superoxido (O2")

A metodologia utilizada para a avaliacdo do sequestro do radical O,", envolve o sistema NADH
e metossulfato de fenazina (NADH/PMS), na medida em que o PMS é reduzido pelo NADH e
seguidamente reage com o oxigénio, resultando dessa reacdo o radical O,". O radical formado reage
posteriormente com o azul de nitrotetrazolio (NBT) reduzindo-o a formazano, um cromoforo que
apresenta uma coloracdo azul e pode ser quantificado a 560 nm. Estas reagdes estdo representadas na
Figura 24. Caso exista uma molécula capaz de sequestrar o radical O™, a velocidade de reducdo do NBT
vai ser menor e assim sendo a colorag¢do azul diminui de intensidade.

48



I s e‘ Instituto Superior de
‘ Engenharia do Porto

P.PORTO

[¢] 0
NH, r” NH,
o= | o= 4
o=t— N o=t-o0 N
0,
0 HC H NH, 0 HO H NH,
=N - + Ne Sy
</ i ) -2e -H i l
W @
o=t-0 0=P-0— o
o=
HO OH HO OoH
NADH _ *|| NAD*
N N
x
O 0
? N
Metassulfato de  CH é'"l Metossulfato de

fenazina reduzido
(PMS reduzido)

fenazina oxidado
(PMS oxidado)

X

.
0. 20, «— Sequestrador
N

20,
NO, O,N
N-NH HN-N
{ ¢ 3 < >
N=NN=N

NO, O,N,

MeQ¥ OMe O Q
Formazano N- Ne—N
& | A
OO
+
e Me

Azul de nitrotetrazolio (NBT)

+2—2

=2
z

Figura 24. Reacdo de reducdo do PMS pelo NADH, e formag¢do do formazano quantificavel a 560 nm (Filipe &
Gongcalves, 2012).

Para a realizacdo desta metodologia, preparou-se uma solugdo tampéo de KH,PO4/K;HPO4 a 19
mM, com um pH=7,4.

De seguida foram preparadas as solu¢ées de NADH a 166 UM, NBT a 43 uM, e PMS a 2,7 uM,
dissolvidas na solucdo tampdo preparada previamente.

Em relacdo as amostras, foi preparada uma solucéo stock do extrato de U. pinnatifida, com uma
concentragdo de 12 mg/mL, dissolvida em solucdo tamp&o. Em seguida foram preparadas diluicbes em
série com concentraces de 6,0; 3,0; 1,50; 0,75;0,38 e 0,19 mg/mL, de acordo com a Figura 25.

600 L

solugdo stock 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL
Solugédo Stock 300 pL Tampio 300 pL Tampéo 300 pL Tampdo 300 pL Tampéo 300 pL Tampéo 300 pL Tamp&o
C=12 mg/mL fosfato fosfato fosfato fosfato fosfato fosfato
C€=6,0 mg/mL C=3,0 mg/mL C=1,5 mg/mL C€=0,75 mg/mL C=0,38 mg/mL C=0,19 mg/mL

Figura 25. Representagdo esquematica das diluicdes em série realizadas para os extratos de U. pinnatifida obtidos
da extracdo com agua: etanol (50:50, v/v), no qual a concentragéo da solugdo stock do extrato apresentava uma concentragao
de 12 mg/mL.

Apos a preparacdo das diluicdes dos extratos, os mesmos foram colocados em quadruplicado e
em 3 séries huma microplaca (50 pL), e seguidamente foram adicionados 50 uL de NADH, 150 uL de
NBT e 50 pL de PMS. Tendo em conta o volume de amostra e o volume de cada pogo da microplaca,
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as concentracdes do extrato no po¢o apresentaram valores de 2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12; 0,062 e 0,031
mg/mL. A leitura dos resultados foi realizada num leitor de microplacas a um comprimento de onda de
560 nm a temperatura ambiente.

O esquema da microplaca usado esta representado na Figura 26, no qual a Gltima linha (H)
corresponde ao controlo negativo que contem a solugdo tampéo KH,PO4/K;HPO, a substituir os 50 puL
de amostra e apresenta os restantes reagentes do bioensaio. As colunas 4, 8 e 12 correspondem aos
brancos no qual existe a solucdo tampdo KH,PO4/K;HPQ, a substituir os 50 uL de PMS, apresentando
também neste caso os restantes reagentes do bioensaio (50 pL amostra, 50 uL de NADH e 150 pL de
NBT). Aos restantes pocos adicionam-se todos 0s reagentes necessarios para a realizacdo do método
(50 pL amostra, 50 pL de NADH, 150 pL de reagente de NBT e 50 pL de PMS).

4 | | | | |
4 15 6 718 9 J0 1112
+ Concentrado A ‘ ’
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E @ ©
F ® @
- Concentrado G
H Controlo negativo
| |
Ne | |
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Y Y Y
Série 1 Série 2 Série 3

Figura 26. Representacdo esquematica da microplaca usada para o ensaio de sequestro do radical Oz2". Legenda:
Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra mais concentrada & menos concentrada (2,0; 1,0;
0,50; 0,25; 0,12; 0,062 e 0,031 mg/mL). As colunas 4, 8 e 12 correspondem ao branco e ndo contém o PMS.

O sequestro do O™ foi calculado em termos de ICs, através da equagdo 8 que envolve as 0s
declives do controlo, dos brancos e das amostras.

_ (Declive —Declive )—(Declive —Declive ~
% sequestro 02 — controlo br‘anco do controlo ( amostra branco da amostra) x 100 (equa@ao 8)
(Declive controlo—Declive pranco do controlo)

3.3.7. Avaliacdo do sequestro do radical hidroxilo ("OH)
A metodologia para a avaliagdo do sequestro do "OH foi realizada de acordo com Mingjiang
Geng, 2012; Smirnoff & Cumbes, 1989, e envolve essencialmente a reacdo de Fenton, no qual através

da reacéo entre o Fe?* e o peroxido de hidrogénio ocorre a producéo do "OH, tal como demonstrado na
equacdo 9 (Panchompoo et al., 2012).

Fe?* + H,0, > OH" + OH™ + Fe3* (equagdo 9)
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O °OH produzido pela reacdo de Fenton por si s6 ndo pode ser quantificado
espetrofotometricamente, uma vez que ndo ocorre a formagdo de um cromoforo. No entanto, como
referido na Figura 27, a adicdo de cido salicilico ao complexo reacional permite a formacao de produtos
de reacdo como o acido 2,3-dihidroxibenzoico e acido 2,5-dihidroxibenzéico, com coloracéo vermelha-
alaranjada detetavel a 510 nm. A detecdo dos cromoforos formados permite de uma forma indireta
determinar a producdo de "‘OH. Com a acdo de moléculas capazes de sequestrar o *OH formados na
reacdo de Fenton, ocorre consequentemente uma diminuicdo da producdo de &cido 2,3-
dihidroxibenzoico e &cido 2,5-dihidroxibenzoico levando a uma diminuicdo da intensidade da cor
formada (Panchompoo et al., 2012).

COOH

@/m

Acido Salicilico

*OH

COOH COOH OH

OH OH
+ €O,
'OH

Acido 2,3-dihidroxibenzdico Acido 2,5-dihidroxibenzéico Catecol

Figura 27. Reac0es de ligacdo do radical *OH ao &cido salicilico. Adaptado de (Panchompoo et al., 2012)

Para a realizacdo do método, foi necessario preparar um conjunto de solugdes como o acido
salicilico a 9mM, sulfato de ferro a 9mM e o perdxido de hidrogénio a 9mM.

O extrato de U. pinnatifida foi dissolvido em etanol de modo a ser obtida uma solucdo stock
com uma concentracdo de 16 mg/mL a partir da qual foram preparadas diluicbes em série de acordo
com o esquema da Figura 28.

800 ulL
solugdo stock 400 pL 400 |.1L 400 pL 400 pL 400 pL 400 pL

C N N N0 NN

Solugdo Stock 400 pl Etanol 400 pl Etanol 400 pL Etanol 400 pL Etanol 400 pL Etanol 400 pl Etanol
C=16 mg/mL C=8,0 mg/mL C=4,0 mg/mL €=2,0 mg/mlL C=1,0 mg/mL €=0,50 mg/mL C=0,25 mg/mL

Figura 28. Representacdo esquematica das diluicdes em série realizadas para os extratos de U. pinnatifida obtidos
da extracdo com agua: etanol (50:50, v/v), no qual a concentragéo da solugdo stock do extrato apresentava uma concentragao
de 16 mg/mL.

Apos a preparacdo das diluicdes dos extratos, 0s mesmos foram colocados em quadruplicado e
em 3 séries numa microplaca (70 pL), e seguidamente foram adicionados 70 pL de &cido salicilico, 70
ML de sulfato de ferro e 70 uL de peroxido de hidrogénio. Tendo em conta o volume de amostra e 0
volume de cada poco da microplaca, as concentracGes no volume reacional correspondem a 4,0; 2,0;
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1,0; 0,50; 0,25; 0,12 e 0,062 mg/mL. A leitura dos resultados foi realizada num leitor de microplacas a
um comprimento de onda de 510 nm e & temperatura ambiente.

O esquema da microplaca usado estéa representado na Figura 29, no qual a ultima linha (H)
corresponde ao controlo negativo no qual foi adicionado dgua ultrapura a substituir os 70 yL de amostra
e mantendo os restantes reagentes do bioensaio. As colunas 4, 8 e 12 correspondem aos brancos no qual
existe agua ultrapura a substituir os 70 pL de peroxido de hidrogénio, apresentando também neste caso
0s restantes reagentes do bioensaio (70 yL amostra, 70 pL de acido salicilico e 70 pL de sulfato de
ferro). Os restantes pogos contém todos os reagentes necessarios para a realizagdo do método (70 pL
amostra, 70 UL de 4cido salicilico, 70 pL de reagente de sulfato de ferro e 70 pL de perdxido de
hidrogénio).

i
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Figura 29. Representacdo esquematica da microplaca usada para o ensaio de sequestro do radical *OH. Legenda:
Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra mais concentrada & menos concentrada (4,0; 2,0;
1,0; 0,50; 0,25; 0,12 e 0,062 mg/mL). As colunas 4, 8 e 12 correspondem ao branco e ndo contém o peroxido de hidrogénio.

O sequestro do ‘OH foi calculado em termos de ICso, através da equacdo 6 que envolve as
absorvancias (Abs) do controlo, dos brancos e das amostras.

3.4. Ensaios in vitro: Avaliacédo da atividade enzimética

3.4.1. Quantificagdo da atividade inibitéria das enzimas AChE e
BuChE

A atividade inibitéria das enzimas AChE e BUChE foi determinada de acordo com Ellman et
al., 1961; Ingkaninan et al., 2000, 2003, Este método é conhecido como 0 método de Ellman e baseia-
se na taxa de hidrolise do ATCI pela AChE que d& origem & tiocolina, que por sua vez vai reagir com o
anido carboxilato do 4cido 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzéico) (DNTB), formando 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina e um anido 5 -ditiobis-2-nitrobenzoato (TNB"). Este anido ioniza em meio aquoso a
pH neutro ou basico, originando o TNB? que apresenta coloracdo amarela e pode ser quantificado
através da espetrofotometria a 405-412 nm. Esta reacdo esta representada na Figura 30. A reacdo de
inibicdo da enzima BUChE, Figura 31, ocorre num mecanismo semelhante ao que ocorre na inibi¢do da
AChE, no entanto o substrato é 0 BTCI e a enzima é a BUChE. A formacgédo da coloracdo amarela é
diretamente dependente da concentracao de tiocolina que € resultante da hidrdlise do ATCI pela AChE,
ou do BTCI pela BUChE, pelo que, a presenca de inibidores destas enzimas limita a concentragédo de
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tiocolina e, consequentemente, a intensidade absorvida é menor do que seria caso ndo existissem

inibidores (Aradjo et al., 2016; Mota et al., 2012).

(|3H3 0 AChE (.l‘;H3 0
[N )]\ — + )]\
~ N +
HC” | > s CHj He” | ™>""sn  Ho CHs
CH; CHs
Acetilcolina H,0 Tiocolina Acido Acético
HOOC COOH

Reagente de

Ellman (DTNB)
HOOC, COOH
S. /\/N+\
= | >CHs *
CHs
2- Nitrol -5 TNB: 5-Tio-2-nitrobenzoato

Figura 30. Reacdo de Ellman para a determinagdo da inibicdo da enzima AChE. Adaptado de (Matéjovsky &

Pitschmann, 2018)

CH, BuChE
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Figura 31. Reacéo de Ellman para a determinagéo da inibi¢ao da enzima BUChE. Adaptado de (Zeman et al., 2017)

Para a determinacdo da inibicdo das enzimas AChE e BuChE, foi necessério a preparacéo de

um conjunto de solucGes tampdo, tais como:

« Tampao A: 50 mM de Tris-HCI com um pH=8;

« Tampéo B: 50 mM de Tris-HCI, contendo 0,1 % de albumina de soro bovino (BSA),

com um pH=8;

o Tampéo C: 50 mM de Tris-HCI, contendo 0,1 M de NaCl e 0,02 M de MgCl; « 6H,0.

Para além disso, foi também necessario a preparacdo das solucGes de enzimas AChE e BuChE
e dos respetivos substratos, iodeto de acetiltiocolina (ATCI) e iodeto de butiriltiocolina (BTCI). A AChE
foi dissolvida em solugdo tampéao A de modo a ser obtida uma solucdo stock com uma concentracao de
enzima de 500 U/mL, e posteriormente foi diluida em solucéo tampdo B de modo a ser obtida uma
concentracdo de AChE de 0,44 U/mL. Por outro lado, a BUChE foi preparada através da diluicdo da
mesma em solucéo tamp&o A de modo a ser obtida uma solugéo stock com uma concentracéo de enzima
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de 1000 U/mL, e posteriormente foi diluida em solucdo tampéo B até uma concentracdo de BUChE de
0,4 U/mL. Em relag&o aos substratos, tanto a ATCI como a BTCI foram pesados e dissolvidos em &gua
ultrapura de modo a apresentarem uma concentra¢do de 15 mM.

Por fim, como fator importante na quantificacdo da atividade inibitéria das enzimas AChE e
BuChE, foi necessario a preparacdo do reagente de Ellman (DTNB) a uma concentracdo de 3 mM em
solucéo tampéo C.

Em relacdo as amostras, o extrato foi dissolvido em solucéo tampao A com 10 % de metanol
para se produzir uma solucdo stock com uma concentracdo de 20 mg/mL. A partir da solugdo stock
foram preparadas 6 diluicGes em série de 400 L, de acordo com a Figura 32.

800 pL
solugdo stock 400 pL 400 pL 400 pL 400 pL 400 pL 400 pL

NEERNAARNENTERTEN

Solucdo Stock 400 pL Tampdo A+ 400 L Tampdo A+ 400 pl Tampdo A+ 400 uLTampio A+ 400 ul Tamp3o A+ 400 pL Tampso A+
C=20 mg/mL 10% de metanol 10% de metanol 10% de metanol 10% de metanol 10% de metanol 10% de metanol
C=10 mg/mL C=5,0 mg/mL C=2,5 mg/mL C=1,2 mg/mL C=0,62 mg/mL €=0,31 mg/mL

Figura 32. Representacéo esquematica das diluicbes em série realizadas para o extrato de U. pinnatifida, no qual a
concentracdo da solugéo stock do extrato apresentava uma concentracdo de 20 mg/mL.

Ap0s a preparacdo das diluigdes dos extratos, os mesmos foram colocados em quadruplicado e
em 3 séries numa microplaca (25 L), sequida de 125 uL DTNB, 50 pL do tampéo B, 25 uL de ATCI
ou BTCI e por fim 25 pL de AChE ou BuChE. No final, de acordo com as diluigdes utilizadas, a
concentracdo no volume reacional da microplaca apresentou valores como 2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12;
0,062 e 0,031 mg/mL Posteriormente, para além destas concentragdes por poco, foi testada também a
concentragdo de 4,0 mg/mL, de modo a comprovar a atividade inibitoria das enzimas numa concentragdo
mais elevada.

O esquema da microplaca usado esta representado na Figura 33, no qual a dltima linha (H)
corresponde ao controlo negativo contendo tampéo A com 10 % de metanol a substituir os 25 pL de
amostra e apresentando os restantes reagentes do bioensaio, e as colunas 4, 8 e 12 correspondem aos
brancos no qual existe o tamp&o a substituir os 25 pL de enzima e se adicionam os restantes reagentes
do bioensaio (25 pL amostra, 125 pL de DTNB, 50 uL de tampédo B, 25 puL de ATCI ou BTCI). Aos
restantes pogos foram adicionados todos 0s reagentes necessarios para a realizacdo do método (25 pL
amostra, 125 pL de DTNB, 50 pL de tampéo B, 25 pL de ATCI ou BTCI, e 25 pL de AChE ou BuChE).
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Figura 33. Representacdo esquematica da microplaca usada para o bioensaio de inibicdo da AChE e BuChE.
Legenda: Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra mais concentrada & menos concentrada
(2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12; 0,062 e 0,031 mg/mL). As colunas 4, 8 e 12 correspondem ao branco e ndo contém enzima.

No final do preenchimento dos pogos com a enzima (AChE ou BuChE) a leitura dos resultados
foi realizada num leitor de microplacas a um comprimento de onda de 405 nm a temperatura ambiente.
O software Gen5 2.0. permitiu a obtencdo dos valores dos declives, e os valores de 1Cso foram calculados
de acordo com a equagéo (equacao 8).

3.4.2. Quantificacdo da atividade inibitoria da enzima Tirosinase

A atividade inibitéria da tirosinase foi determinada de acordo com Masuda et al., 2005, 2007,
2008, no qual foi usada a reacdo da enzima tirosinase de cogumelo com a L-DOPA como substrato,
juntamente com os extratos de U. pinnatifida. O dopacromo formado durante a reacdo de oxidacgao da
L-DOPA pela tirosinase (Figura 2) é detetavel a 475 nm, o que permite a determinacdo da atividade
inibitoria desta enzima.

Para a realizagdo deste método foi necessario a preparacao de uma solugdo tampao fosfato 1/15
M com um pH de 6,8.

Seguidamente foi necessario a preparacdo do substrato (2,5 mM) e da enzima (60 U/mL).

Por fim, foi também necessario preparar os extratos a testar, obtendo-se uma solucédo stock com
uma concentragdo de 10 mg/mL a partir da qual foram realizadas diluicGes em série de acordo com o
esquema da Figura 34.
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800 ulL
solugdo stock 400 pL 400 pL 400 uL 400 pL 400 pL 400 uL
Solugéo Stock 400 pL Tampéo 400 pl Tampio 400 L Tamp&o 400 pL Tampao 400 pL Tampao 400 pL Tampzo
C=10 mg/mL fosfato fosfato fosfato fosfato fosfato fosfato
C=5,0mg/mL C=2,5 mg/mL C=1,2 mg/mL C=0,62 mg/mL C=0,31 mg/mL C€=0,16 mg/mlL

Figura 34. Representacéo esquematica das diluicbes em série realizadas para o extrato de U. pinnatifida, no qual a
solucdo stock de extrato concentrado apresentava uma concentragdo de 10 mg/mL.

No final, de acordo com as dilui¢bes utilizadas, a concentracdo testada em cada pogo da
microplaca apresentou valores como 4,0; 2,0; 1,0; 0,50; 0,25; 0,12 e 0,062 mg/mL Apo0s a preparagdo
de todas as diluicBes do extrato, procedeu-se a colocacdo dos mesmos em microplacas de 96 pocos, de
acordo com a Figura 35. Em cada poco foram adicionados em quadruplicado 40 pL de cada diluicdo
ou solucdo tampéo no caso do controlo negativo (Linha H), seguidos de 80 pL de solucéo tampéo e 40
pL da enzima tirosinase, e colocou-se a microplaca a incubar a temperatura ambiente durante 10
minutos. No final desse intervalo de tempo adicionaram-se 40 puL de L-DOPA ou solucéo tampdo no
caso dos brancos das amostras (colunas 4, 8 e 12), e colocou-se novamente a incubar durante 10 minutos
a temperatura ambiente.
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Figura 35. Representacdo esquematica da microplaca usada para o bioensaio de inibi¢do da tirosinase. Legenda:
Linha H: controlo negativo (ndo contém amostra), Linhas A-G: Amostra mais concentrada a menos concentrada (4,0; 2,0;
1,0; 0,50; 0,25; 0,12 e 0,062. Colunas 4, 8 e 12 correspondem ao branco e ndo contém L-DOPA.

Apos o altimo tempo de incubag&o, foi feita a leitura dos resultados num leitor de microplacas
a um comprimento de onda de 475 nm. O software Gen5 2.0. permitiu a obtencdo dos valores de
absorvancia (Abs) do controlo, dos brancos e das amostras. A % de inibicdo foi calculada de acordo
com a equacéo 6.
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3.5. Ensaios in vivo dos extratos obtidos em embrides e larvas de
peixe-zebra (Danio rerio)

Os ensaios in vivo tiveram como objetivo principal a avaliacdo da toxicidade do extrato de U.
pinnatifida através da avaliacdo do desenvolvimento de embriBes e larvas de peixe-zebra. A avalia¢do
do desenvolvimento dos embrides e larvas de peixe-zebra foi realizada através da utilizagdo de
microscopia Otica invertida para a detecdo do possivel surgimento de anomalias em funcdo da
concentracdo de extrato de U. pinnatifida utilizada.

3.5.1. Avaliacdo do desenvolvimento embrionario do peixe-zebra
(Danio rerio) pela acio do extrato de U. pinnatifida

Os organismos peixe-zebra utilizados para a realizacdo deste trabalho nasceram e foram criados
nas instalagdes certificadas para organismos aquéticos, no CIIMAR, Porto, Portugal. Os organismos
reprodutores foram mantidos em crescimento em tanques de 70 L com circulagdo continua de ar e gua,
com uma temperatura ambiente de 27 + 1 °C. Para além disso, estavam sujeitos a um fotoperiodo de
14h na presenca de luz e 10h na escuriddo, de modo a simular as condicfes de habitat natural, e foram
alimentados com Zebrafeed® um alimento apropriado para os peixes zebra, e artémia, um crustaceo
marinho.

Para a reproducdo, os machos e as fémeas foram colocados numa maternidade numa razéo de
fémeas: machos de 1:2. Para a aclimatizacdo, a maternidade foi colocada no interior de um tanque de
30 L durante 12h e a mesma continha um fundo com uma rede coberta por esferas de vidro de forma a
simular as condigdes naturais.

No final do periodo de reproducéo e desova, no inicio do periodo de luz, as fémeas e 0s machos
foram retirados da maternidade e colocados novamente no tanque de 70 L juntamente com os restantes
peixes-zebra. A maternidade foi retirada do interior do tanque de 30 L e 0s embrides que trespassaram
a rede da maternidade foram retirados do fundo do tanque de 30 L e utilizados para os ensaios, que
foram realizados de acordo com as orienta¢cdes da OECD/OCDE, 1998.

Os embrides utilizados nos ensaios foram recolhidos, limpos e contados no periodo de 0-1h apés
fertilizagdo, hpf. Os ensaios de analise do desenvolvimento dos peixe-zebra foram realizados em placas
de 24 pogos. Em cada po¢o foram colocados 5 embrides num volume final de meio de cultura de 2 mL.
O meio que continha os embrides foi composto por diferentes concentrac@es do extrato de U. pinnatifida
(a4gua: etanol, 50:50, v/v) diluido numa solu¢édo tampéo de tris-HCI com 10 % de metanol (0,1; 1,0; 10;
100; 1x103; 10x10%; 50x10° e 100x10% pg/L). Os embrides foram expostos as diferentes concentragdes
de extrato durante um periodo de 96 hpf. As diferentes dilui¢cbes do extrato de U. pinnatifida foram
preparadas através de diluicdes em série com agua a partir de uma solucdo stock com uma concentragao
de extrato de 20 mg/mL. Os ensaios, para além de apresentarem os embriGes expostos as diferentes
concentracdes de extrato, foram também compostos por 2 controlos, um no qual os embrides foram
expostos a agua (controlo da agua), e o outro ao solvente utilizado na dilui¢do do extrato (tris-HCI com
10 % de metanol) (controlo solvente).

As placas utilizadas nos ensaios foram preenchidas no dia anterior ao inicio do ensaio, com o
volume de tratamento (2 mL) de modo a evitar a adsor¢do durante o ensaio, e 0 meio de cultura foi
renovado diariamente de forma a evitar o crescimento de microrganismos microscopicos que
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interferissem com o ensaio e afetassem consequentemente os embrides. Os ensaios foram realizados em
triplicado, e para cada concentragdo foram realizadas 6 réplicas, num total de 180 pogos (7,5 placas).

As observagdes do desenvolvimento dos embrides de peixe-zebra foram realizadas em periodos
de tempo especificos, de acordo com (Kimmel et al., 1995), de modo a ser avaliada a progressao normal
do desenvolvimento embrionario (24, 48, 72 e 96 hpf). A mortalidade foi a observagdo comum a todos
0s periodos de exposicdo ao extrato de U. pinnatifida e as restantes observagfes do desenvolvimento
especificas a cada periodo de exposicao estdo representadas na Tabela 6.

Tabela 6. Observagdes do desenvolvimento embrionario do peixe-zebra realizadas para os diferentes periodos de
exposicao (24, 48, 72 e 96 hpf).

Periodo de exposigéo (hpf)
Anomalias/ deformagdes observadas 24 48 72 96
Mortalidade v v v
Somitos
Deformacéo do saco vitelino
Anomalias no destacamento da cauda
Ecloséo
Malformagéo dos olhos
Anomalias na pigmentacéo
Anomalias na circulagdo sanguinea
Deformacéo esquelética
Posicéo lateral da larva

SNENENEN
ANENENENENEN

ASRNENEN
ANENENENEN

No final do periodo de exposicéo e observacdo as 96 hpf, as larvas foram fotografadas para
posterior medig&o dos respetivos tamanhos e por fim recolhidas dos meios de cultura e armazenadas em
microtubos eppendorf a -80 °C, para analises futuras.

A medicdo dos tamanhos das larvas foi realizada através do programa ImageJ, como
demonstrado na Figura 36. O tamanho das mesmas foi calculado pela comparacdo de uma linha de
referéncia com um tamanho conhecido de 10 mm (A), com uma linha criada no programa a delimitar o
comprimento da larva da cauda & cabeca (B). O tamanho das larvas de peixe-zebra é calculado pelo
programa e os valores sdo apresentados numa tabela em mm.
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Figura 36. Metodologia de determina¢do do tamanho das larvas de peixe-zebra, pela utilizacdo do programa
ImageJ.

3.6. Analise Estatistica dos Resultados

Os resultados obtidos nas analises in vitro foram recolhidos e guardados num ficheiro Excel e
posteriormente tratados através do software GraphPad Prism 8, que apresenta biblioteca de analises
desde testes ANOVA de um, dois e trés fatores e curvas de dose-resposta de importante utilizagdo neste
trabalho. A analise ANOVA foi realizada para um fator e com comparac¢6es multiplas entre as médias.

Os resultados obtidos nas analises in vivo relativamente a ocorréncia de malformacdes nos
embrides ou larvas do peixe-zebra expostos ao extrato foram analisadas a partir do teste estatistico qui-
quadrado, seguido de comparagGes multiplas com correcdo de Bonferroni quando se encontraram
diferengas significativas. Os possiveis efeitos do extrato no comprimento total das larvas de peixe-zebra
eclodidas, foram analisados através do teste estatistico ANOVA seguido do teste de comparacdes
multiplas de Dunnet. Foram verificados os pressupostos de aplicacdo da ANOVA utilizando o teste de
Shapiro-Wilk (normalidade dos dados) e o teste de Levene (homogeneidade de variancias). Os testes
estatisticos foram realizados com o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences — Pacote
Estatistico para as Ciéncias Sociais) versdo 27 e um nivel de significancia de 5 %.
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Capitulo 4 — Resultados e Discussao

4.1. Extracdes Convencionais
4.1.1. Rendimento das Extracoes

No final das extracfes e evaporacdo do solvente determinaram-se os valores das massas dos
extratos de U. pinnatifida secos para cada extracdo realizada. A partir dessas massas e a partir das massas
iniciais de alga utilizada, foi calculado o rendimento em percentagem para cada extracao, de acordo com
a equacdo 1. Na Figura 37 estdo apresentados os rendimentos relacdo obtidos para as extracBes
realizadas durante 1h nas razGes solido: solvente 1:10 e 1:20 g/mL a 25 °C (A) e 40 °C (B), e para as
extracOes realizadas durante 2h nas razdes 1:10 e 1:20 a 25 °C (C) e 40 °C (D).
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Figura 37. Rendimentos (%) obtidos para as extrages convencionais realizadas nas razdes sélido: solvente de 1:10

e 1:20 g/mL a 25 °C (A) e 40°C (B) durante 1h e nas mesmas condi¢des durante 2h (C e D), respetivamente.

Analisando individualmente cada representacao gréafica, pode-se verificar que para as extragdes

de 1h a 25 °C (Figura 37 A), o melhor rendimento foi obtido para a extragdo utilizando a mistura de
solventes agua: acetona (10:90 v/v) na razdo de 1:20 g:mL, apresentando um valor de 14,1 %. Na mesma
figura, mas para as extracGes de 1h a 40 °C (Figura 37 B), pode-se verificar que o rendimento mais
elevado foi obtido para a extracdo com metanol narazéo de 1:20 g:mL, apresentando um valor de 18,1%.
Em relacdo as extragdes de 2h a 25 °C (Figura 37 C), verifica-se que se obteve um melhor rendimento
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na extracdo com metanol na razdo de 1:20 g:mL, com um valor de 16,1 %. Por fim, para as extracdes a
40 °C (Figura 37 D), verifica-se que o melhor rendimento foi obtido para a extragdo com agua: metanol
(50:50, v/v) narazdo 1:20 g:mL, com um valor de 11,9 %. Perante estes resultados constatou-se que a
extracdo que permitiu a obtencdo de um melhor rendimento foi a extracdo de 1h com metanol na razéo
solido: solvente de 1:20 g:mL a uma temperatura de 40 °C.

Na Figura 37, considerando as temperaturas de extragdo, também é possivel verificar que na
maioria dos casos, as temperaturas mais altas (40 °C) sdo as que permitem a obtencdo de melhores
rendimentos, resultado concordante quando se analisa a literatura, uma vez que segundo Lourenco-
Lopes et al., 2022 para uma extracao da U. pinnatifida (Harvey) Suringar proveniente do Algamar, com
agua: acetona (10:90 v/v), no racio 1:30 g:mL, de 1h a 45 °C foi obtido um rendimento de 11,69 %,
enguanto que para a mesma extracdo a 65 °C foi obtido um rendimento de 13,63 %.

Quando se compara o rendimento das extracGes em termos das razdes 1:10 e 1:20 g:mL, pode
verificar-se que de uma forma geral as extracOes realizadas com maior razdo sélido: solvente (1:20
g:mL) apresentam maior rendimento. Lourengo-Lopes et al., 2022 , reportaram que para uma extracao
com uma razdo de 1:30 g:mL como solvente agua: acetona (10:90 v/v) durante 30 min a 25 °C foi obtido
um rendimento de 15,11 %, valor este superior aos 14,1 % obtidos neste trabalho para uma razéo de
1:20 g:mL numa extracdo de 1h. Ou seja, mesmo com tempos de extracdo mais curtos, uma maior razdo
de sélido: solvente permite atingir maiores rendimentos de extracao.

Por outro lado, era de esperar que os tempos de extragdo mais longos possibilitassem a obtengéo
de melhores rendimentos, no entanto quando se comparam os graficos da Figura 37 A e B com os
gréaficos da Figura 37 C e D, é percetivel que o aumento do tempo de extracdo de 1h para 2h nédo
influenciou o rendimento das extracdes. E possivel que tenha ocorrido a saturagio dos solventes antes
do final do periodo de extracdo de 2h. Estes resultados podem também ser comparados com a literatura.
Lourenco-Lopes et al., 2022, realizou uma extracdo com &gua: acetona (10:90 v/v) a 25 °C durante 30
min apresentando um rendimento de 15,11 %, semelhante ao obtido para a mesma extracdo realizada
durante 2h (14,64 %). Para além disso, extragdes com o mesmo solvente a 45 °C, realizadas com as
duracGes de 1h e 3,5 h apresentaram rendimentos de 11,69 % e 12,08 %, respetivamente, no qual se
pode verificar um aumento de 2,5 h na extracdo apenas levou um aumento de 0,39 % ao valor do
rendimento obtido para a extragdo de 1h (Lourenco-Lopes et al., 2022).

Para além da analise do rendimento, também a extracdo de compostos com bioatividade
(antioxidantes e neuroprotetores) foi avaliada para todas as condi¢cbes de descritas. Nas seccOes
seguintes apresentam-se os resultados relativos ao conteido fendlico total e carotenoides e clorofilas
que apresentam acgao antioxidante.

4.1.2. Conteudo fendlico total (TPC)

Na Figura 38 estio apresentados os resultados relativos ao TPC (mg GAE/g extrato) em relagéo
a todas as extragOes realizadas a 25 °C e razdes de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de extracdo de 1h
(Figura 38 A) e 2h (Figura 38 B), e para 40 °C e razdes de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de extragdo
de 1h (Figura 38 C) e 2h (Figura 38 D). Por fim, é apresentada também a comparacéo dos resultados em
funcéo da temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extra¢fes com duracdo de 1h nas razdes de 1:10 (Figura
38 E) e 1:20 (Figura 38 F) g:mL.
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Figura 38. Comparacao dos resultados TPC (mg/g de extrato seco) em relag
as extragdes convencionais com duracao de 1h (A) e 2h (B) a 25 °C, e 1h (C) e 2h (D) a 40 °C, juntamente com a comparacao

dos resultados TPC (mg/g de extrato seco) em fungéo da temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extragdes com duracao de 1h

de 1:10 (E) e 1:20 (F) g:mL.

nas razbes

de 1h (Figura 38 A) como para os de 2h

ao

para 0s tempos de extrag

alise da Figura 38,
(Figura 38 B), a 25°C, os solventes que permitiram a obtencéo

Pela an

de valores mais altos de TPC foram a

solventes agua: etanol (Figura 38 A) apresentou um valor de TPC, em mg GAE/ g de extrato seco, de

mistura de solventes 4gua: etanol e 4gua: acetona, e a acetona. Para esses solventes, a razdo 1:20 g:mL
possibilitou, de uma forma geral, a obtencdo de melhores resultados na medida em que a mistura de

63



ISE biaimssss P.PORTO

10,76 + 1,13, a mistura agua: acetona (Figura 38 B) apresentou um valor de 6,25 + 0,30, e a acetona
(Figura 38 A), um valor de 10,92 + 1,52.

Relativamente a temperatura de 40°C, tanto para os tempos de extracdo de 1h (Figura 38 C)
como para os de 2h (Figura 38 D), os valores de TPC mais elevados foram conseguidos com a mistura
de solventes &gua: acetona, e a acetona. Para esses solventes, a razdo 1:20 g:mL possibilitou de uma
forma geral a obtenc&o de melhores resultados na medida em que a mistura de solventes &gua: acetona
(Figura 38 D) apresentou um valor de TPC, em mg GAE/ g de extrato seco, de 12,34 £ 0,79 e a acetona
(Figura 38 C), um valor de 13,63 £ 0,57.

Relativamente a temperatura de extragdo, pode concluir-se que os solventes que resultam nos
valores mais altos de TPC sdo a mistura de solventes agua: acetona e &gua: etanol, e a acetona, nas
condicBes de temperatura de 40 °C e razdes solido: solvente de 1:20 g:mL, uma vez que a mistura de
solventes agua: acetona (Figura 38 F) apresentou um valor de TPC de 11,45 + 2,55 mg GAE/ g de
extrato seco e a acetona (Figura 38 B) apresentou um valor de 13,63 + 0,57 mg GAE/ g de extrato seco.
Por outro lado, a mistura agua: etanol (Figura 38 F), contrariamente aos restantes solventes, apresentou
um melhor resultado TPC para uma temperatura de extracdo de 25 °C (Figura 38 E) com um valor de
10,76 £ 1,13 mg GAE/ g de extrato seco.

Através da analise das Figura 38 (A, B, C e D) pode-se verificar que em relagdo ao tempo de
extracdo, tal como ocorreu em termos do céalculo do rendimento, o aumento do tempo de extracdo de 1
para 2h ndo afetou significativamente os resultados do contetido de TPC. Considerando que os solventes
podiam encontrar-se saturados antes do final das 2h de extragdo, e que por isso o intervalo de tempo de
1-2h ndo influenciava os resultados, ndo foram comparados os resultados em termos de tempos de
extracdo, ou seja, 1h vs 2h.

Xie et al., 2021, utilizaram a U. pinnatifida (Harvey) Suringar comprada na cidade de Dalian,
provincia de Liaolina para uma extracdo a 25 °C durante 2h, com a utilizagdo de solventes semelhantes
aos utilizados neste trabalho, tais como agua: metanol (30:70 v/v), agua: etanol (30:70 v/v) e agua:
acetona (30:70 v/v), e uma razdo de 1:30 g:mL, obtendo valores de TPC de respetivamente, 1,93 £+ 0,13,
4,84 £ 0,19 e 7,38 £ 0,24 mg GAE/ g de extrato seco.

No caso da agua: metanol e 4gua: etanol, os resultados do TPC, de acordo com Xie et al., 2021,
sdo mais baixos comparando com os obtidos neste trabalho com os extratos de U. pinnatifida para as
mesmas misturas de solventes, no entanto para propor¢des v/v diferentes, nomeadamente dgua: metanol
(50:50 v/v), &gua: etanol (50:50 v/v) e para extragdes realizadas a 25 °C durante 1h e na razdo 1:20
g:mL, em que os resultados TPC foram respetivamente, 5,55 + 1,52 ¢ 10,76 + 1,13 mg GAE/ g de extrato
seco. Por outro lado, no caso da &gua: acetona, os resultados do TPC destes autores, Xie et al., 2021,
foram ligeiramente superiores em comparagao com os obtidos no presente estudo (6,25 + 0,30 mg GAE/
g de extrato seco). No entanto, a analise destes resultados permite verificar que as misturas de solventes
agua: etanol e 4gua: acetona, sdo as que permitem a obtencdo de melhores resultados TPC.

As mesmas extragOes realizadas com os solventes agua: etanol em diferentes espécies de algas,
tais como o Sargassum palidium, Hizikia fusiforme e Ecklonia kurome, permitiram verificar que os
resultados do TPC foram respetivamente, 3,47 £ 0,19, 11,63 £ 0,23 e 5,51 + 0,16 mg GAE/ g de extrato
seco (Xie etal., 2021) . A alga Hizikia fusiforme apresentou um resultado de TPC superior ao verificado
na U. pinnatifida (10,76 + 1,13 mg GAE/ g de extrato seco - Figura 38 E). Ja para as extracGes realizadas
com a agua: acetona, nas mesmas especies de algas S. palidium, H. fusiforme e E. kurome, os resultados
TPC foram de 6,25 + 0,36, 15,44 + 0,41 e 6,91 + 0,32 mg GAE/ g de extrato seco, respetivamente. No
caso da alga S. palidium, esta apresentou valores semelhantes aos obtidos para a U. pinnatifida e as algas
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H. fusiforme e E. kurome apresentaram valores de TPC superiores aos obtidos para a U. pinnatifida
(6,25 + 0,30 mg GAE/ g de extrato seco) (Xie et al., 2021).

4.1.3. Conteudo de carotenoides e clorofilas

O contetdo de carotenoides e clorofilas foi obtido através dos valores das absorvancias lidas
nos diferentes comprimentos de onda 480, 632, 652, 665, 696 e 750 nm, e usando as equagdes 2, 3, 4 e
5.

4.1.3.1. Conteudo de Clorofila a

Para a quantificacdo do teor de clorofila a, os valores das absorvancias lidas em triplicado para
0s comprimentos de onda de 632, 652, 665, 696 e 750, foram usados na equagdo 2. Os valores de
clorofila a em mg/g de extrato seco estdo representados graficamente na Figura 39.

A Figura 39 apresenta os resultados relativos ao conteudo de clorofila a em relagéo a todas as
extragOes realizadas a 25 °C e razdes de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de extracdo de 1h (Figura 39
A) e 2h (Figura 39 B), e para 40 °C e razdes solido: solvente de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de
extragdo de 1h (Figura 39 C) e 2h (Figura 39 D). Por fim, apresenta-se também a comparacdo dos
resultados em fungdo da temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extracfes com duracdo de 1h nas razdes
de 1:10 (Figura 39 E) e 1:20 g:mL (Figura 39 F). Tal como para os valores do rendimento e do TPC, o
tempo de extragdo ndo influenciou os resultados obtidos para a clorofila a e por isso estes ndo foram
comparados.
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Pela andlise da Figura 39, para os tempos de extracdo de 1h (Figura 39 A) e de 2h (Figura 39
B), a 25 °C, os solventes que permitiram a obtencdo de valores mais elevados de clorofila a foram a
mistura de solventes dgua: etanol e 4gua: acetona, etanol e acetona. Para esses solventes

Figura 39. Comparac&o dos resultados do teor de clorofila a (mg/g de extrato seco),

1:20 g:mL) para as extrag¢des convencionais com duragdo de 1h (A) e 2h (B) a 25

(oyesyxa BBw) Bjo

com a comparacdo dos resultados do contetdo de clorofila a (mg/g de extrato seco) em fungéo da temperatura (25 °C vs 40

°C) para as extragdes com duracéo de 1h nas razdes de 1:10 (E) e 1:20 (F) g:mL.
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solvente de 1:20 g:mL possibilitou de uma forma geral a obtencdo de melhores resultados, uma vez que
com a mistura de solventes &gua: acetona (Figura 39 B) o teor de clorofila a foi de 2,26 + 0,11 mg/g de
extrato seco, com a mistura dgua: etanol (Figura 39 A) de 1,84 + 0,084 mg/g de extrato seco, com 0
etanol de 2,46 + 0,11 mg/g de extrato seco e com a acetona um contetdo de 6,25 + 0,068 mg/g de extrato
seco.

Quando se comparam os resultados dos valores de clorofila a para os tempos de extragéo de 1h
(Figura 39 C) e de 2h (Figura 39 D), a 40 °C, os solventes que permitiram os melhores resultados foram
a mistura de solventes agua: acetona, o etanol e a acetona. Sendo que também para este caso, as razdes
1:20 g:mL favoreceram a obten¢do de maior quantidade de clorofila a, na medida em que a utilizacdo
da mistura dos solventes &gua: acetona (Figura 39 D) resultou num valor de 3,47+ 0,24 mg/g de extrato
seco, com o etanol (Figura 39 D) de 4,46 + 0,65 mg/g de extrato seco e com a acetona (Figura 39 D)
6,13+ 0,12 mg/g de extrato seco.

Por fim, em termos da temperatura de extracdo, pode-se comprovar que 0s solventes que
permitem a obtencdo de melhores resultados de clorofila a sdo a mistura de solventes agua: acetona, o
etanol e a acetona, nas condic¢Ges de temperatura de 40 °C e razdo solido: solvente de 1:20 g:mL, na
medida em que a mistura de solventes agua: acetona (Figura 39 F) apresentou um contetdo de clorofila
a, em mg/ g de extrato seco, de 1,77 + 0,24, e a acetona (Figura 39 F) apresentou um valor de 1,71 +
0,16. Por outro lado, a acetona, contrariamente aos restantes solventes, apresentou uma maior
quantidade de clorofila a para uma temperatura de extracdo de 25 °C e para arazdo de 1:10 g:mL (Figura
39 E) com um valor de 4,70 + 0,28 mg/ g de extrato seco.

Segundo Garcia-Perez et al., 2022 , extragdes da U. pinnatifida com solventes como o etanol e
a acetona, nas raz@es solido/solvente de 1:30 g:mL, a uma temperatura de 50 °C e numa duracgéo de 24h,
demonstram que a extragdo realizada com o etanol permite a obtencdo de 0,0337 mg/g de extrato seco
de clorofila a, e no caso da utilizagcdo da acetona, 0,773 mg/g de extrato seco de clorofila a. Pela
comparagéo dos resultados obtidos com os resultados referidos na literatura, pode-se verificar que a
utilizagdo dos mesmos solventes nas extraces realizadas na U. pinnatifida durante este trabalho,
permitiram a obtencdo de valores de clorofila a mais elevados utilizando razdes sélido: solvente,
temperatura e duracdo de extracdo menores do que 0os mencionados na literatura. No entanto, tanto na
literatura como neste trabalho, a utilizacdo da acetona permitiu a obtencdo de um maior conteudo de
clorofila a em comparagéo com a utilizag&o do etanol como solvente de extragao.

Também segundo Garcia-Perez et al., 2022, o teor de clorofila a na U. pinnatifida, extraido com
0s solventes etanol e acetona é menor quando comparado com o extraido com 0s mesmos solventes em
algas como a Himanthalia elongata e Laminaria ochroleuca, na medida em que o solvente etanol
permitiu a extracdo de 1,0396 mg/ g de extrato seco de clorofila a na H. elongata, e 0,4328 mg/ g de
extrato seco na L. ochroleuca, e a acetona permitiu a extracdo de 1,3082 mg/ g de extrato seco de
clorofila a na H. elongata, e 1,3939 mg/ g de extrato seco na L. ochroleuca.

4.1.3.2. Conteudo de Clorofilac

Os resultados da quantificacdo de clorofila ¢, foram obtidos de forma semelhante ao adotado
para a clorofila a, no entanto neste caso os valores das absorvancias obtidas nos comprimentos de onda
de 632, 652, 665, 696 e 750, foram usados na equagdo 3, e o contetido de clorofila ¢ apresentados em
mg/ g de extrato seco. O teor de clorofila ¢ obtido a partir da utilizacdo das diferentes condic6es de
extracdo estdo representados na Figura 39.
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A Figura 39 apresenta os resultados relativos aos valores de clorofila ¢ em relacdo a todas as
extracOes realizadas a 25 °C e razdes de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de extracdo de 1h (Figura 39
A) e 2h (Figura 39 B), e para 40 °C e razdes de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de extracdo de 1h
(Figura 39 C) e 2h (Figura 39 D)., apresenta E apresentada também a comparagéo dos resultados em
funcéo da temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extra¢des com duracdo de 1h nas razdes de 1:10 (Figura
39 E) e 1:20 g:mL (Figura 39 F).
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Figura 40. Comparac
solido: solvente (1:10 e 1:20 g:mL) para as extragdes convencionais com duragéo

de 1h (A) e 2h (B) a 25 °C, e 1h (C) e 2h

(D) a 40 °C, juntamente com a comparacao dos resultados do teor de clorofila ¢ (mg/g de extrato seco) em funcdo da

temperatura (25

°C vs 40 °C) para as extragdes com duracéo de 1h nas razdes de 1:10 (E) e 1:20 (F) g:mL.

Na Figura 40 pode verificar-se que para os tempos de extracdo de 1h (Figura 40 A) e de 2h

(Figura 40 B), a 25 °C, os solventes que permitiram a obtencdo de valores mais elevados de clorofila ¢

foram a mistura de solventes 4gua: acetona, &gua: metanol, metanol e acetona. Para esses solventes, a
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razdo solido: solvente 1:20 g:mL resultou, na maioria das condi¢des, nos valores de clorofila ¢ mais
altos: 0,141 + 0,0080 mg/ g de extrato seco ( agua: acetona, Figura 40 A), a mistura agua: metanol
(Figura 40 A) 0,361 £ 0,0024 mg/g de extrato seco (agua: metanol, Figura 40 A), e 0,256 + 0,038 mg/
g de extrato seco (metanol, Figura 40 A). Por outro lado, a acetona possibilitou a obtencéo de um maior
contetido de clorofila ¢ no récio de 1:10 g:mL sendo que o seu valor foi de 0,276 + 0,021 mg/ g de
extrato seco (Figura 40 A).

Quando se comparam os resultados dos teores de clorofila ¢ para os tempos de extracdo de 1h
(Figura 40 C) e de 2h (Figura 40 D), a 40 °C, os solventes que permitiram a obtencdo de melhores
resultados foram a mistura de solventes agua: acetona, dgua: etanol, o etanol e a acetona (Figura 40 C),
no qual para tempos de extracdo de 2h, foram obtido contetdos relativamente mais baixos quando
comparados com as extracfes de 1h. No tempo de extracdo de 1h, contrariamente ao que foi verificado
nos resultados anteriores, para a mistura de solventes como a agua: acetona e 4gua: etanol, foram obtidos
melhores valores relativos de clorofila ¢ quando se utilizou uma razdo de 1:10, apresentando
respetivamente valores de 0,314 + 0,051 e 0,261 + 0,018 mg/ g de extrato seco. No entanto, para 0s
solventes etanol e acetona, a utilizacdo de uma razdo solido: solvente de 1:20 g:mL, possibilitou a
obtencdo dos melhores resultados em termos do conteudo de clorofila ¢, apresentando respetivamente
valores de 0,562 + 0,0048 e 0,273 + 0,030 mg/ g de extrato seco.

Por fim, a comparacédo dos resultados apresentados na Figura 40 E e Figura 40 F, em termos da
temperatura de extragdo, permite comprovar que os solventes que resultam em teores de clorofila ¢ mais
altos sdo a mistura de solventes agua: acetona, agua: etanol, 4gua: metanol, metanol e acetona, com uma
temperatura de extracdo de 40 °C. No caso da mistura de solventes agua: acetona, agua: etanol, e do
metanol, os melhores resultados para a mesma temperatura, foram obtidos pela utilizacdo da razéo de
1:10 g:mL, e apresentaram, respetivamente, valores de 0,314 + 0,051, 0,261 + 0,018 € 0,317 £ 0,041 mg
de clorofila ¢/ g de extrato seco. Por outro lado, a mistura de solventes agua: metanol e a acetona,
apresentaram 0s melhores contetidos de clorofila ¢ para a razdo de 1:20 g:mL, com 0s respetivos
resultados de 0,361 + 0,013 e 0,562 + 0,0048 mg clorofila ¢/ g de extrato seco.

Garcia-Perez et al., 2022 referem que para a U. pinnatifida uma extracdo realizada com o etanol
permite a obteng&o de 0,851 mg/g de extrato seco de clorofila c, e no caso da utilizacdo da acetona como
solvente, 0,0352 mg/g de extrato seco. Pela comparacdo dos resultados obtidos com a literatura, pode-
se verificar que a utilizacdo do etanol para as extragdes realizadas na U. pinnatifida (Figura 40 C),
permitiiu obter valores de clorofila ¢ menores (0,273 £+ 0,030 mg/g de extrato seco). Por outro lado, o
conteudo de clorofila ¢ do extrato acetonico (Figura 40 C) foi mais elevado (0,562 + 0,0048 mg/g de
extrato seco) em comparagdo com a literatura (Garcia-Perez et al., 2022).

Também segundo Garcia-Perez et al., 2022, o contetdo de clorofila ¢ na U. pinnatifida, extraido
com o solvente etanol (0,851 mg/g de extrato seco), é maior quando comparado com o extraido com 0s
mesmaos solventes nas algas como a H. elongata, uma vez que o solvente etanol permitiu a extra¢do de
0,6764 mg/ g de extrato seco de clorofila c na H. elongata. Contrariamente, a acetona permitiu a extragdo
de 0,2065 mg/ g de extrato seco de clorofila ¢ na H. elongata, valor este superior ao que foi extraido da
U. pinnatifida (0,0352 mg/g de extrato seco).

O teor de clorofila ¢ obtido a partir da extracdo com etanol e acetona, apresenta uma tendéncia
contraria ao que ocorreu relativamente ao conteido de clorofila a, na medida em que neste caso, o etanol
possibilitou a obtencdo de um maior teor de clorofila ¢ quando comparado com a acetona. Isto pode ser
verificado tanto nos resultados obtidos neste trabalho para a U. pinnatifida, como para os dados da
literatura, Garcia-Perez et al., 2022, para a mesma alga e para a H. elongata.
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4.1.3.3. Conteudo de Clorofilas Totais

O teor de clorofilas totais foi calculado através da equagdo 4, através dos valores das
absorvancias lidas nos comprimentos de onda de 632, 652, 665, 696 e 750 nm. O contetdo de clorofilas
totais, em mg/g de extrato seco, relativos as diferentes condi¢des de extracdo estdo representados na
Figura 41.

De um modo semelhante ao que foi mencionado anteriormente, a Figura 41 apresenta 0s
resultados relativos aos valores de clorofilas totais em relacdo a todas as extragdes realizadas a 25 °C e
razdes de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de extracdo de 1h (Figura 41 A) e 2h (Figura 41 B), os
resultados relativos ao contetido de clorofilas totais em relagdo a todas as extracdes realizadas a 40 °C e
razGes de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de extracdo de 1h (Figura 41 C) e 2h (Figura 41 D), e a
comparagéo dos resultados em fungdo da temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extragdes com duragdo
de 1h nas raz@es de 1:10 (Figura 41 E) e 1:20 g:mL (Figura 41 F).
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Na Figura 41 pode verificar-se que para os tempos de extracdo de 1h (Figura 41 A) e de 2h
(Figura 41 B), a 25 °C, os solventes que permitiram obter melhores resultados em relacéo ao teor de

Figura 41. Comparagcéo dos resultados do contetdo de clorofilas totais (mg/g de extrato seco), em relag

(1:10 e 1:20 g:ml) para as extracBes convencionais com duracio

juntamente com a comparacao dos resultados do teor de clorofilas totais (mg/g de extrato seco) em funcéo da temperatura (25

°C vs 40 °C) para as extracBes com duragéo de 1h nas razdes de 1:10 (E) e 1:20 (F) g:mL.
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clorofilas totais, foram a mistura de solventes dgua: acetona, agua: etanol, etanol e acetona. Para esses
solventes, a razdo de 1:20 g:mL possibilitou, na maioria das condigdes, a obtencdo de melhores
resultados, dado que o uso da mistura agua: etanol (Figura 41 A) resultou num valor de 2,98 + 0,32 mg/g
extrato seco, com o etanol 2,18 + 0,15 mg/g de extrato seco, e com a acetona 5,33 + 0,78 mg/g de extrato
seco. Por outro lado, para a mistura de solventes agua: acetona (Figura 41 A) verificou-se um maior
conteudo de clorofilas totais na razao de 1:10 g:mL sendo que o seu valor foi de 0,860 + 0,0059 mg/ ¢
de extrato seco.

Quando se comparam os valores de clorofilas totais para os tempos de extracdo de 1h (Figura
41 C) e de 2h (Figura 41 D), a 40 °C, resultados os melhores solventes foram a mistura de solventes
agua: acetona, o etanol e a acetona (Figura 41 C). Em todos os casos, uma razdo de 1:20 g:mL
possibilitou a obtencdo de resultados mais altos de clorofilas totais, sendo que para a mistura de
solventes &gua: acetona foi obtido um contetdo de clorofilas totais em mg/ g de extrato seco de 2,07 +
0,14, para a extracdo realizada com etanol de 2,49 + 0,037, e para a acetona 3,81 + 0,37.

Por fim, pela andlise da Figura 41 E e Figura 41 F é possivel comprovar que a utilizacdo da
mistura de solventes agua: acetona, o etanol e a acetona (Figura 41 F) permitem atingir teores mais
elevados em clorofilas totais a 40 °C e nas razdes de 1:20 g:mL, com valores de 2,07 + 0,14, 2,49 £
0,037 e 3,81 + 0,37 mg / g de extrato seco, respetivamente. Ja a mistura de solventes dgua: etanol (Figura
41 F) apresentou maiores quantidades de clorofilas totais a uma temperatura de 25 °C (2,98 + 0,32 mg/
g de extrato seco).

De acordo com Garcia-Perez et al., 2022, na U. pinnatifida foi quantificado um contetdo de
clorofilas totais de 0,9113 e 0,8839 mg/ g de extrato seco, para extragdes realizadas com o etanol e
acetona, respetivamente. A semelhanca do que foi verificado anteriormente, também no caso das
clorofilas totais, os resultados obtidos na realizagdo deste trabalho foram mais elevados do que o0s
mencionados na literatura para os mesmos solventes (2,49 + 0,037 e 3,81 + 0,37 mg/ g de extrato seco,
para o etanol e acetona, respetivamente). Para além disso, foi possivel verificar que contrariamente ao
demonstrado na literatura, a acetona como solvente de extragcdo permite a obtencdo de maiores teores
de clorofilas totais.

No mesmo estudo (Garcia-Perez et al., 2022), mas em relacdo a outras algas marinhas, tais
como, a H. elongata e L. ochroleuca, o uso de etanol como solvente de extracdo resultou num teor de
clorofilas totais de 1,9283 e 1,2844 mg/ g de extrato seco, respetivamente. A acetona como solvente,
apresentou valores de clorofilas totais de 1,6730 e 1,5031 mg/ g de extrato seco, para a H. elongata e L.
ochroleuca, respetivamente. Segundo a literatura analisada, as algas H. elongata e L. ochroleuca
apresentaram maiores valores de clorofilas totais comparativamente & U. pinnatifida (0,9113 e 0,8839
mg/ g de extrato seco). Nestas algas, também a semelhanca do que foi verificado na literatura para a U.
pinnatifida, o etanol possibilitou a extragdo de maiores teores de clorofilas totais. Para além disso, 0s
teores de clorofilas totais obtidos neste trabalho para os extratos de U. pinnatifida foram superiores aos
verificados para os dois exemplos de algas marinhas da literatura (Garcia-Perez et al., 2022).

4.1.3.4. Conteudo de Carotenoides
O teor de carotenoides foi calculado através da equacdo 5, através dos valores das absorvancias
lidas no comprimento de onda de 480 nm. Os resultados foram convertidos em mg de carotenoides/ g
de extrato seco e os valores de carotenoides relativos as diferentes condi¢Bes de extracdo estdo
representados na Figura 42.
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A Figura 42 apresenta os resultados relativos ao teor de carotenoides em relacdo a todas as
extracOes realizadas a 25 °C e razdes de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de extracdo de 1h (Figura 42
A) e 2h (Figura 42 B), e para 40 °C e razdes de 1:10 e 1:20 g:mL, para os tempos de extracdo de 1h
(Figura 42 C) e 2h (Figura 42 D). Adicionalmente, é feita a comparagdo dos resultados em fungdo da
temperatura (25 °C vs 40 °C) para as extragdes com duracdo de 1h nas razfes de 1:10 (Figura 42 E) e
1:20 g:mL (Figura 42 F).
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Pela andlise da Figura 42 pode verificar-se que para os tempos de extracdo de 1h (Figura 42 A)

Figura 42. Comparacao dos resultados do contetido de carotenoides (mg/g de extrato seco)
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juntamente com a comparacao dos resultados do teor de carotenoides (mg/g de extrato seco) em funcéo da temperatura (25

°C vs 40 °C) para as extragBes com duragdo de 1h nas razdes de 1:10 (E) e 1:20 (F).
e de 2h (Figura 42 B), a 25 °C, a mistura de solventes dgua: acetona, dgua: etanol, etanol, metanol e

(1:10 e 1:20 g:mL) para as extragdes convencionais com duracdo de 1h (A) e 2h (B) a 25
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acetona resultaram em conteddos de carotenoides mais altos.. Para esses solventes, a razdo solido:
solvente de 1:20 g:mL possibilitou, na maioria das condigdes, a obtencdo de melhores resultados: a
mistura agua: etanol (Figura 42 A) apresentou um teor de 0,84 + 0,13, o etanol de 0,68 + 0,0083, o
metanol de 0,67 £+ 0,069 e a acetona 1,57 + 0,038 mg/g de extrato seco. Por outro lado, a mistura de
solventes agua: acetona (Figura 42 A) traduziu-se num maior teor de carotenoides na razdo de 1:10 g:mL
sendo que o seu valor foi de 0,64 + 0,053 mg/ g de extrato seco.

Quando se analisam os teores de carotenoides para 0s tempos de extracdo de 1h (Figura 42 C) e
de 2h (Figura 42 D), a 40 °C, os solventes que permitiram a obtenc&o de melhores resultados foram a
mistura de solventes agua: acetona, o etanol, 0 metanol e a acetona (Figura 42 C). Na maioria dos casos,
uma razdo de 1:20 g:mL resultou em valores mais elevados de carotenoides. A utilizagdo do etanol
permitiu obter um teor de carotenoides de 0,74 + 0,0070 mg/ g de extrato seco, para 0 metanol 0,72 +
0,033 e para a acetona 1,28 * 0,14. Na mistura agua: acetona, ao contrario dos restantes solventes, o
valor mais elevado de carotenoides foi obtido para a razdo de 1:10 g:mL com um valor de 0,74 = 0,085
mg/ g de extrato seco.

Finalmente, as Figura 42 E e a Figura 42 F comprovam que a utilizacdo da mistura de solventes
agua: acetona, o etanol e o metanol (Figura 42 F) permitem a obtencdo de maior quantidade de
carotenoides a 40 °C, com os respetivos valores de 0,74 + 0,085, 0,74 + 0,0070 € 0,72 £ 0,033 mg / ¢
de extrato seco. Ja a mistura de solventes agua: acetona (Figura 42 E) e acetona (Figura 42 F)
apresentaram teores mais elevados de carotenoides a uma temperatura de 25 °C com valores de 0,84 +
0,13 e 1,57 £ 0,038 mg/ g de extrato seco, respetivamente.

Garcia-Perez et al., 2022 referem que para os solventes etanol e acetona o0s teores de
carotenoides totais na U. pinnatifida foram de 2,8398 e 2,7924 mg/ g de extrato seco, respetivamente.
No entanto, nas extragOes realizadas neste trabalho para os mesmos solventes, foram obtidos menores
teores de carotenoides totais (0,74 + 0,007 e 1,57 £ 0,038 mg/ g de extrato seco, em relagdo ao etanol e
acetona, respetivamente).

Garcia-Perez et al., 2022, também referem que as algas marinhas H. elongata e L. ochroleuca,
apresentam maiores contelidos de carotenoides totais comparativamente a U. pinnatifida, na medida em
que na extragdo com etanol € possivel a obtencdo de um teor de 6,1417 e 4,5719 mg/ g de extrato seco,
e no caso da utilizacdo da acetona como solvente da extracéo, 4,3287 e 5,6755 mg/ g de extrato seco,
para cada uma das algas, respetivamente, comparando com os valore de 2,8398 e 2,7924 mg/ g de extrato
seco, para a U. pinnatifida, no caso da utilizagdo dos solventes etanol e acetona, respetivamente.
Também neste caso, a semelhanca do que foi verificado na literatura para o teor de clorofilas, as algas
marinhas H. elongata e L. ochroleuca apresentam maiores teores de carotenoides totais
comparativamente a U. pinnatifida.

Resumidamente, Garcia-Perez et al., 2022 referem que os melhores solventes a utilizar numa
extracdo a 50 °C, narazdo 1:30 g:mL s&o o etanol e a acetona para a extracdo de clorofilas e carotenoides
para a U. pinnatifida e a para a maioria das algas marinhas estudadas. Por outro lado, em termos do
TPC, Xie et al., 2021 referem que para uma extracdo a 25 °C, também na razdo 1:30 g:mL os melhores
solventes a utilizar sdo a agua: etanol e dgua: acetona (30:70 v/v). Ou seja, segundo estes autores, 0s
melhores solventes a utilizar para a extracdo de compostos bioativos da U. pinnatifida (TPC, clorofilas
a, C e totais e carotenoides totais) sdo o etanol, a acetona, 4gua: etanol e 4gua: acetona.

Considerando todos os resultados obtidos (rendimento, TPC, carotenoides e clorofilas), pode-
se concluir que apesar dos melhores rendimentos terem sido obtidos para uma extracdo com metanol na
razdo de 1:20 g:mL a 40 °C, os solventes ou mistura de solventes que permitem de uma forma global
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uma extracao otimizada de compostos antioxidantes sdo a agua: acetona, dgua: etanol, etanol e acetona
na razdo de 1:20 g:mL a 40 °C. Apesar das ligeiras diferencas nas extra¢gdes mencionadas na literatura,
em termos das razdes solido/liquido, razes volume/volume das misturas de solventes e temperaturas
de extracdo, verifica-se que os melhores solventes a utilizar sdo o etanol, a acetona, agua: etanol e &gua:
acetona, a semelhanca do que foi verificado neste trabalho (Garcia-Perez et al., 2022; Xie et al., 2021).

Em termos dos tempos de extracdo, verificou-se na avaliacdo do TPC, clorofilas a, c e totais, e
carotenoides, que o0 aumento do tempo de extracdo de 1h para 2h, na generalidade ndo apresentou uma
tendéncia constante no aumento dos teores obtidos, ou seja, ndo afetou positivamente os resultados de
forma significativa. Isto pode dever-se ao facto de existir saturacdo praticamente total dos solventes ao
fim de 1h de extracdo, ou devido a evaporacdo parcial dos solventes durante tempos mais longos de
extracdo e a temperaturas mais elevadas.

De acordo com estes resultados decidiu-se que as condi¢des a ser usadas para a MAE seriam a
mistura de solventes agua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v), uma razdo de 1:40 g:mL e
uma temperatura de extracao de 40 °C. Em relacdo ao tempo de extracdo, a utilizacdo de 1 ou 2 horas
serviram como base para a observagdo do comportamento das extra¢cdes em func¢éo do tempo, que neste
caso nao apresentaram influéncia significativa nos resultados obtidos. Por esse motivo foi escolhido
como tempo de extragdo de 30 min para a MAE, tendo em conta a eficiéncia da extracdo nestas
condigdes em tempos mais curtos (Delazar et al., 2012; Matos et al., 2021; Tsukui & Rezende, 2014).

4.2. Selecdo das Condigdes Otimas de Extracdo — Extragdes
Convencionais vs MAE

De forma a otimizar a extracdo por MAE, usando os solventes selecionados (&4gua: acetona
(10:90 v/v) e &gua: etanol (50:50 v/v)) foram ainda realizadas extragdes convencionais semelhantes as
anteriores, no entanto com a utilizagdo de uma razao solido: solvente de 1:40 g:mL, de modo a testar se
a utilizacdo destes solventes nestas condi¢des permitiriam obter melhores resultados a nivel do
rendimento de extragdo, do TPC e dos teores de carotenoides e clorofilas. Ao mesmo tempo, foi também
realizada uma MAE teste com agua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v), a 40 °C também no
racio de 1:40 de modo a obter resultados comparativos com 0s da extracdo convencional nas mesmas
condi¢des. Para além disso, de modo a avaliar a eficiéncia da MAE, usou-se um tempo de extracdo de
30 min, enquanto as extragdes convencionais foram realizadas durante 1h.

4.2.1. Rendimento das Extragdes Convencionais vs MAE

Em termos de rendimento (%), a Figura 43 apresenta a comparacdo entre as extracdes
convencionais e MAE realizadas nas condi¢fes de 1:40 a 40 °C, e para tempos de extracdo de 1h, no
caso das extracfes convencionais, e 30 min, no caso das MAE.
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Figura 43. Comparacdo dos rendimentos obtidos (%) entre as extragBes convencionais (E.Conv.) e extragdes
assistidas por micro-ondas (MAE) com os solventes 4gua: acetona e agua: etanol na razdo solido: solvente de 1:40 g:mL,
temperatura de 40 °C e tempos de extracdo de 1h (E.Conv.) e 30 min (MAE).

A realizacdo das extragdes convencionais numa razéo solido: solvente de 1:40 g:mL, com a
utilizagdo dos solventes otimizados para a obtengdo de melhores resultados a nivel do TPC e clorofilas
e carotenoides, tais como a agua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v) a 40 °C, durante 1h,
permitiu verificar que o aumento da razdo sélido: solvente de 1:20 para 1:40 g:mL permitiu atingir
melhores valores de rendimento, na medida em que nas extracdes realizadas numa razéo de 1:20 g:mL
foram obtidos valores de rendimento de 13,8 % e 16,8 %, enquanto que para as extragoes realizadas em
razBes de 1:40 g:mL foram obtidos rendimentos de 16,5 % e 17,5 %, respetivamente para as extracoes
realizadas a 40 °C durante 1h, com os solventes &gua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v).

Para além disso, quando se comparam os rendimentos obtidos para razdes sélido: solvente de
1:10 e 1:40 g:mL, para os mesmos solventes e condicBes de temperatura, verifica-se que as variagcdes
sdo mais significativas, uma vez que em relacdo as extracdes nas razdes 1:10 g:mL foram obtidos
rendimentos de 11,3 % (-5,2 %) e 11,2 % (-6,3 %), respetivamente para as extracoes realizadas a 40 °C
durante 1h, com os solventes agua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v).

De uma forma geral conclui-se que o aumento da razdo sélido: solvente para 1:40 g:mL
possibilitou a obtencdo de melhores rendimentos de extracdo, e por isso essa foi a selecionada para a
utilizacdo nas MAE.

Analisando a Figura 43 na qual se encontram representados os rendimentos das extracdes
convencionais e MAE, pode-se verificar que as MAE apresentaram os rendimentos mais elevados, com
valores, respetivamente, de 49,2 % e 48,7%, quando comparadas com as extragdes convencionais
realizadas nas mesmas condi¢Bes de razdo sélido: solvente e temperaturas que apresentaram
rendimentos de 16,5 % e 17,5 %, com as misturas de solventes agua: acetona e agua: etanol,
respetivamente. Através destas comparagoes pode-se comprovar a eficiéncia das MAE, dado que mesmo
para tempos de extragdo menores do que os usados para as extragcdes convencionais, 0s rendimentos
foram superiores com variagfes de 32,7 % no caso das extracOes realizadas com a mistura de solventes
agua: acetona, e 31,2 % no caso das extracOes realizadas com a mistura de solventes agua: etanol.
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4.2.2. TPC das Extracdes Convencionais vs MAE

A Figura 44 apresenta os resultados comparativos do TPC obtidos nas extragdes convencionais
e MAE realizadas nas condicdes de 1:40 g:mL a 40 °C, e para tempos de extracdo de 1h, no caso das
extracBes convencionais, e 30 min, no caso das MAE.
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Figura 44. Comparacao dos resultados TPC (mg GAE/g extrato seco) entre as extra¢des convencionais (E.Conv.) e
extracOes assistidas por micro-ondas (MAE) com os solventes 4gua: acetona (10:90 v/v) e gua: etanol (50:50 v/v) na razao
solido: solvente de 1:40 g:mL, temperatura de 40 °C e tempos de extracdo de 1h (E.Conv.) e 30 min (MAE).

A realizacdo das extragdes convencionais numa razdo soélido: solvente de 1:40 g:mL, com a
utilizagdo dos solventes otimizados para a obtengdo de melhores resultados a nivel do TPC e clorofilas
e carotenoides, tais como a agua: acetona (10:90 v/v) e &gua: etanol (50:50 v/v) a 40 °C, durante 1h,
permitiu verificar que o aumento da razdo sélido: solvente de 1:20 para 1:40 g:mL traduziu-se em
valores mais altos de TPC, uma vez que nas extracOes realizadas numa raz&o de 1:20 g:mL foram obtidos
teoresde TPC de 11,4+ 2,6 € 2,19 + 0,30 mg GAE/ g extrato seco, enquanto que nas extracoes realizadas
em razdes de 1:40 g:mL foram obtidos valores TPC de 27,3 + 1,7 e 7,86 + 0,47 mg GAE/ g extrato
seco, respetivamente, para as extragdes realizadas a 40 °C durante 1h, com os solventes dgua: acetona
(10:90 v/v) e 4gua: etanol (50:50 v/v). De uma forma geral verificou-se que o aumento da razao solido:
solvente para 1:40 g:mL possibilitou a obtengdo de melhores rendimentos de extracdo, e por isso essa
foi a razdo selecionada para a utilizacdo nas MAE.

Pela analise da Figura 44 pode-se verificar que ao contrario do que aconteceu em relacdo ao
rendimento, no qual a MAE apresentou resultados superiores quando comparada com as extragdes
convencionais, os valores de TPC em mg GAE/ g extrato seco ndo apresentam variagdes significativas
quando se compararam as extracdes convencionais com as MAE. Para a mistura de solventes agua:
acetona para ambos os tipos de extragdes, a analise ANOVA revelou um p value = 0,0586, e no caso da
mistura de solventes agua: etanol um p value = 0,9885. Para além disso é também possivel verificar que
as extracdes com a mistura de solventes agua: acetona possibilita a obtencdo dos melhores resultados
do TPC para a extragdo convencional e MAE, apresentando valores de 31,6 £4,9e 27,3+ 1,7 mg GAE/g
extrato seco, respetivamente.

Félix, 2017 e Patra et al., 2017, extrairam compostos antioxidantes da alga U. pinnatifida usando
MAE resultando num extrato com valores de TPC de 65,36 mg GAE/g extrato seco, quando realizada
com agua, na razdo 1:10 g:mL e durante 240 min. Estes autores obtiveram resultados de TPC cerca de
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2 vezes superior ao obtido na MAE realizada neste trabalho com agua: acetona (10:90 v/v) na razdo 1:40
g:mL e durante 30 min. O uso de &gua implica a extragdo de compostos antioxidantes hidrossollveis
tais como compostos fendlicos tipicos das algas castanhas tais como florotaninos (Félix, 2017 e Patra et
al., 2017). Para outras espécies de algas, tais como para a alga marinha Sargassum muticum, foi
reportado um valor TPC de 30 mg GAE/g extrato seco quando extraida com MAE, com agua: etanol
(50:50 v/v) durante 30 min, (Félix, 2017).

4.2.3. Conteudo de Carotenoides e Clorofilas das Extrac6es

Convencionais vs MAE

Em relacdo ao teor de carotenoides e clorofilas, a Figura 45 apresenta 0s resultados
comparativos para a clorofila a, clorofila c, clorofilas totais e carotenoides em mg/ g de extrato seco,
obtidos nas extragdes convencionais e MAE realizadas nas condig¢fes de 1:40 g:mL a 40 °C, e para
tempos de extracdo de 1h, no caso das extragdes convencionais, e 30 min, no caso das MAE.
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Figura 45. Comparagdo dos resultados do contetdo de clorofila a (A), clorofila ¢ (B), clorofilas totais (C) e
carotenoides (D) (mg /g extrato seco) entre as extracBes convencionais (E.Conv.) e extra¢Oes assistidas por micro-ondas
(MAE) com os solventes agua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v) na razdo solido: solvente de 1:40 g:mL,
temperatura de 40 °C e tempos de extracdo de 1h (E.Conv.) e 30 min (MAE).

Também neste caso, a realizacdo das extragBes convencionais numa razéo sélido: solvente de
1:40 g:mL, com a utilizacdo dos solventes otimizados para a obtencdo de melhores resultados a nivel do
TPC e clorofilas e carotenoides, tais como a agua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v) a 40°C,
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durante 1h, permitiu verificar que o aumento da razdo solido: solvente de 1:20 para 1:40 g:mL
possibilitou a obtencdo de melhores valores de clorofilas a, c, totais e carotenoides, em mg/ g extrato
seco.

Em relacdo a clorofilas a, verificou-se que para a razdo 1:20 g:mL obtiveram-se teores de 2,52
+ 0,14 e 0,280 £ 0,021 mg/g de extrato seco de clorofila a, enquanto que no caso da razéo de 1:40 g:mL
os valores foram de 6,17 + 0,53 e 1,07 + 0,10 mg/g de extrato seco de clorofila a, respetivamente para
0s solventes gua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v) a 40 °C, durante 1h.

No caso da clorofilas c, verificou-se que para a razdo 1:20 g:mL obtiveram-se teores de 0,120 +
0,010 0,159 £ 0,027 mg/g de extrato seco de clorofila c, enquanto que na razdo de 1:40 g:mL os valores
foram 0,590 + 0,062 e 0,360 + 0,0047 mg/g de extrato seco de clorofila c, respetivamente para 0s
solventes dgua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v) a 40 °C, durante 1h.

Em relacdo as clorofilas totais, verificou-se que para a razdo 1:20 g:mL obtiveram-se teores de
2,07 £ 0,14 e 0,550 + 0,054 mg/g de extrato seco de clorofilas totais, enquanto no caso da razédo de 1:40
g:mL alcangaram-se valores de 4,53 + 0,74 e 1,46 + 0,14 mg/g de extrato seco de clorofilas totais,
respetivamente para os solventes dgua: acetona (10:90 v/v) e agua: etanol (50:50 v/v) a 40 °C, durante
1h.

Por fim, relativamente aos carotenoides, verificou-se que para a razdo 1:20 g:mL os teores foram
0,680 + 0,044 e 0,130 = 0,012 mg/g de extrato seco, enquanto no caso da razéo de 1:40 g:mL obtiveram-
se teores de 1,13 + 0,082 e 0,405 + 0,066 mg/g de extrato seco, respetivamente para 0s solventes agua:
acetona (10:90 v/v) e &gua: etanol (50:50 v/v) a 40 °C, durante 1h.

De uma forma geral verificou-se que o aumento da razdo sélido: solvente para 1:40 g:mL
possibilitou a obtengdo de maiores teores de clorofilas a,c e totais e carotenoides, e por isso essa foi a
selecionada para a utilizacdo nas MAE.

De forma semelhante ao que foi verificado em relacéo aos resultados para o TPC, a anélise da
Figura 45 revelou que o conteudo de clorofilas e carotenoides, para a mesma mistura de solventes, ndo
varia de forma significativa quando se comparam a extracdo convencional e MAE.

Em relagdo a clorofila a (Figura 45 A) obtiveram-se melhores resultados com a mistura de
solventes agua: acetona para ambos 0s tipos de extracdo, sendo que na extragdo convencional atingiu-
se um teor de 6,17 £+ 0,53 mg/ g de extrato seco, e na MAE 6,11 + 0,50 mg/ g de extrato seco. Como ja
referido, estes valores ndo apresentam diferencas significativas (p value = 0,9900 calculado através de
uma analise ANOVA). Em termos da mistura de solventes dgua: etanol a variagdo dos resultados obtidos
entre a extracdo convencional e MAE também n&o apresentou diferencas significativas (p value =
0,8801).

Néo foram encontrados trabalhos prévios sobre o teor de clorofila a na U. pinnatifida a partir de
uma MAE, no entanto, segundo Garcia-Perez et al., 2022 comparando estes resultados com os valores
de clorofila a obtidos por extracdes convencionais com a acetona (0,773 mg/ g de extrato seco), verifica-
se que através da MAE neste trabalho foram obtidos valores de clorofila a cerca de 8 vezes superiores
aos da extracdo convencional reportada.

Quanto ao teor de clorofila ¢ (Figura 45 B) é verificada a mesma tendéncia referida nos casos
anteriores, ou seja, teores mais elevados de clorofila ¢ foram obtidos através da realizacdo das extragdes
com a mistura de solventes agua: acetona, apresentando valores de 0,587 + 0,062 mg/ g de extrato seco
no caso da extracdo convencional, e 0,671 + 0,014 mg/ g de extrato seco no caso da MAE. Também
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estes resultados ndo apresentaram variacdes significativas quando se comparam os dois tipos de extracdo
(p value = 0,2457).

Nao foram encontrados dados prévios do teor de clorofila ¢ obtidos por MAE da U. pinnatifida.
No entanto, comparando os resultados com os obtidos por Garcia-Perez et al., 2022 usando extracdes
convencionais com a acetona (0,0352 mg/ g de extrato seco), conclui-se que através da MAE neste
trabalho o valor de clorofila ¢ é cerca de 19 vezes superior ao da extracdo convencional reportada na
literatura.

Também em termos do teor de clorofilas totais (Figura 45 C), é verificada mais uma vez a
mesma tendéncia, no qual os valores mais altos foram obtidos através da utilizacdo da mistura de
solventes agua: acetona para ambos os tipos de extracdo, em que no caso da extragdo convencional
foram descritos teores de 4,53 + 0,74 mg/ g de extrato seco, e no caso da MAE 4,64 £ 0,75 mg/ g de
extrato seco. Estes resultados também ndo apresentaram variac@es significativas (p value = 0,9721).
Para a mistura de solventes agua: etanol para ambos os tipos de extracdo também ndo se observaram
diferencas significativas apresentando um p value = 0,7632.

Mais uma vez, ndo foi possivel encontrar na literatura dados do teor de clorofilas totais na U.
pinnatifida a partir de uma MAE, no entanto, verifica-se que através da MAE neste trabalho foram
obtidos teores de clorofila total cerca de 5 vezes superior ao de um extrato acetonico (0.8839 mg/g de
extrato seco) estudado por Garcia-Perez et al., 2022 .

Por fim, em relagdo aos carotenoides, a mistura de solventes agua: acetona permitiu obter
maiores quantidades, na medida em que em relag&o a extragdo convencional foram obtidos teores de
1,13 £ 0,082 mg/ g de extrato seco, e em relagdo a MAE 1,26 + 0,096 mg/ g de extrato seco.

Segundo Matos et al., 2021, a utilizacdo do etanol como solvente numa MAE com duracgéo de
10 min a uma temperatura de 60 °C, resultou num teor de carotenoides de 1,093 mg/ g de extrato seco,
a partir da U. pinnatifida. Este valor é superior ao obtido neste trabalho quando se usou agua: etanol, e
inferior quando se utilizou como solvente a mistura dgua: acetona.

Resumidamente, a analise das Figura 44 e Figura 45 permitiu verificar que de entre as misturas
de solventes selecionadas, os melhores resultados foram observados para as extra¢cbes com a mistura de
solventes agua: acetona, a 40 °C na razdo solido: solvente de 1:40 g:mL, em comparacdo com a razao
1:20 g:mL. Para além disso, quando se realiza a comparacao entre a utilizacéo da extragdo convencional
e MAE, verificou-se também que na maioria dos casos as diferencas obtidas nos resultados nédo
apresentaram significancia estatistica. No entanto, é de notar que as extraces nao foram realizadas com
0s mesmos tempos de extracdo, sendo que as MAE foram realizadas durante apenas 30 min, enquanto
as extragdes convencionais foram realizadas durante 1h. Isto significa que, quando se comparam os dois
tipos de extracdo, apesar de terem sido obtidos resultados do TPC, do contelido de carotenoides e
clorofilas, sem variagOes significativas, a MAE é mais eficiente em termos de rendimento e rapidez na
realizagdo destas extragoes.

Todos os resultados apresentados nos capitulos 4.1 e 4.2, serviram para a selecdo das condigdes
a utilizar numa MAE em maiores escalas para a obtencdo dos extratos de U. pinnatifida necessarios para
a realizacdo dos restantes métodos de avaliacdo da atividade antioxidante e inibitoria de enzimas, sendo
selecionadas as misturas dos solventes agua: acetona e agua: etanol, na razdo sélido: solvente 1:40 g:mL,
e temperaturas e tempos de extracao de 40 °C e 30 min.

Apesar das MAE realizadas a partir da utilizagdo da mistura de solventes agua: acetona terem
apresentado os melhores resultados em termos de TPC, contetdo de carotenoides e clorofilas, a medida
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gue iam sendo realizados os restantes ensaios para a avaliagdo da atividade antioxidante e inibicao
enzimatica, verificou-se que existia uma grande dificuldade na dissolugdo dos extratos secos resultantes
dessa extracao, sendo na maioria dos casos mesmo impossivel a sua dissolucao nas solucGes/ solventes
necessarios a realizacdo de cada método. Quando se usa acetona a quantidade de carotenoides e
clorofilas aumenta substancialmente em comparagdo com a extragdo com &gua: etanol. Estes pigmentos
sdo de um modo geral insollveis em solventes polares o que pode explicar a baixa solubilidade dos
extratos obtidos com a acetona (Pangestuti & Siahaan, 2018).

Assim sendo, o extrato seco resultante da MAE com a mistura dos solventes agua: acetona foi
excluido dos restantes ensaios in vitro (avaliacdo do sequestro dos radicais DPPH', ABTS™, O;", ‘NO e
‘OH, e na avaliagdo da inibicdo enziméatica da AChE, BuChE e tirosinase), e in vivo (avaliacdo do
desenvolvimento do peixe-zebra). Ou seja, 0s seguintes resultados sdo referentes apenas ao extrato seco
resultante da MAE com a mistura de solventes agua: etanol (TPC = 7,39 + 1,33 mg GAE/g extrato seco,
clorofila a = 0,90 + 0,13 mg/g extrato seco, clorofila ¢ = 0,21 + 0,040 mg/ g extrato seco, clorofilas
totais = 1,21 £ 0,19 mg/g extrato seco e carotenoides = 0,26 + 0,044 mg/ g extrato seco).

4.3. Ensaios in vitro: Avaliacao da Atividade Antioxidante do extrato
de U. pinnatifida

A avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato de U. pinnatifida é uma etapa importante
para determinar se 0 mesmo pode apresentar aplicabilidade e efeitos benéficos no tratamento e
prevencdo das doencas neurodegenerativas, como a DA, DP e depressdo, na medida em que, como
referido previamente, o stress oxidativo € uma das principais causas do aparecimento das mesmas.
Assim sendo, a existéncia de um extrato com capacidade antioxidante permite a sua utilizagéo para o
controlo dos niveis de RNS/ROS causadoras do stress oxidativo. Para a avaliagdo da atividade
antioxidante do extrato de U. pinnatifida foram estudadas a capacidade de sequestro dos radicais DPPH",
ABTS™, '"NO, O2" e "OH, e os resultados obtidos para cada analise estdo apresentados nos seguintes
subcapitulos.

As curvas dose-resposta relativas a avaliacdo da atividade antioxidante do extrato de U.
pinnatifida pelo sequestro dos radicais DPPH'(A), ABTS™(B), "NO (C), O."(D) e 'OH (E), estdo
representadas na Figura 46.
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Figura 46. Curvas dose-resposta relativamente ao sequestro dos radicais DPPH*(A), ABTS'*(B), *NO (C), O2"(D) e
*‘OH (E), em fung&o das concentragdes do extrato de U. pinnatifida de modo a avaliar a atividade antioxidante do extrato.

Pela analise da Figura 46, pode-se verificar que o extrato de U. pinnatifida apresenta atividade
antioxidante, avaliada pelo sequestro do radical DPPH" (Figura 46 A), uma vez que este aumenta com o
aumento da concentracdo do extrato chegando a atingir um sequestro de 59,4 + 3,5 % para uma
concentragdo de extrato de 2,78 mg/mL. O sequestro ou inibigdo de 50 % da concentracdo do radical
DPPH (ICso) ocorreu a uma concentracao de 2,25 mg/mL de extrato. O trolox foi usado como o controlo
positivo com um 1Cso de 4,77 pg/mL.

Zeng et al., 2022, analisaram uma gama de concentracdes de 0-0,50 mg/mL de extrato de U.
pinnatifida e verificaram que para a concentragdo méxima (0,50 mg/mL), o extrato apresentava um
sequestro de 80 % do radical DPPH, pelo que o ICsq foi alcangado com uma concentracdo de 0,10
mg/mL. Esta elevada atividade antioxidante é explicada pelo facto de que os autores utilizaram agua
quente como solvente de extracdo, o que significa que existiu maior extracdo de compostos
hidrossoltveis do que o verificado nas extracdes realizadas neste trabalho (agua: etanol 50:50 v/v), e
por isso a presenca de maior atividade antioxidante.

Outras espécies de algas marinhas como o S. palidium, mencionado por Xie et al., 2021,
apresenta também uma forte atividade antioxidante, com um ICs, = 0,275 mg/mL, em comparagao com
a obtida com o extrato de U. pinnatifida neste trabalho (2,25 mg/mL de extrato).

Relativamente a atividade antioxidante pelo sequestro do radical ABTS™ (Figura 46 B), também
se pode verificar que o extrato apresenta capacidade de inibicdo, uma vez que a uma concentracédo de
5,0 mg/ mL de extrato U. pinnatifida na microplaca , foi obtido um sequestro de 93,7 + 2,4 % do radical
ABTS™, ou seja, foi possivel a inibicdo de aproximadamente a totalidade do radical ABTS presente. Em
termos de 1Cs verificou-se que a concentracdo de extrato necessaria para o sequestro de 50 % da
concentracdo do radical ABTS™ presente foi de 2,30 mg/mL. O trolox foi usado como o controlo
positivo com um ICsp de 7,19 pg/mL.

De acordo com a literatura (Cho, 2017), uma concentracdo de extrato de 8,0 mg/mL da U.
pinnatifida obtido através de uma extracdo UAE com etanol, possibilitou a obtengdo de um sequestro
do radical ABTS™ de 37,87 £+ 2,02 %, ou seja, para os valores de concentracdo reportados na literatura,
ndo foi possivel atingir pelo menos o 1Cso. Isto significa que o extrato de U. pinnatifida utilizado neste
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trabalho apresenta maior atividade antioxidante, uma vez que para além de se ter atingido o 1Csp a uma
concentracdo de extrato de 2,30 mg/mL, uma concentragdo de 5,0 mg/mL possibilita um sequestro de
93,7 £ 2,4 % do radical ABTS™. Em comparacdo com outras algas marinhas, segundo 0s mesmos
autores, a alga Sargassum fusiforme, em comparacdo com a U. pinnatifida, E. linza e Porphyra tenera,
é a que apresenta maior capacidade de sequestro do radical ABTS™", com um sequestro de 61,80 + 4,66
% para uma concentragdo de 8,0 mg/mL, sendo que as outras algas apresentam respetivamente valores
de 37,87 £ 2,02, 22,24 + 2,27 e 35,74 + 1,57 %, para a mesma concentracdo de extrato. Neste caso, 0
extrato de U. pinnatifida utilizado neste trabalho apresenta uma maior atividade antioxidante do que a
verificada na literatura para as restantes algas.

Os controlos positivos, como o nome indica sdo utilizados como referéncia de modo a
demonstrar os valores de ICso que seriam obtidos por um composto com forte atividade antioxidante.
Neste caso foi utilizado o trolox como controlo positivo e 0s seus ICso obtidos nas analises de atividade
antioxidante com os radicais DPPH" e ABTS™ apresentaram valores na ordem de grandeza dos
microgramas (pg/mL). Assim sendo, pode-se constatar que o extrato de U. pinnatifida apresenta uma
atividade antioxidante moderada no caso do sequestro destes radicais, uma vez que os valores de ICso
obtidos em ambos 0s casos (sequestro dos radicais DPPH e ABTS™) encontram-se na ordem de
grandeza dos miligramas (mg/mL extrato). Caso o extrato apresentasse um ICso na mesma ordem de
grandeza que o0s controlos positivos (pg/mL) seria considerado um bom antioxidante.

Os resultados relativos a avaliacdo da atividade antioxidante do extrato de U. pinnatifida no
sequestro de radicais presentes no organismo humano tais como os radicais ‘NO, O2" e "OH estdo
representados, respetivamente na Figura 46 C, Figura 46 D e Figura 46 E.

Através da analise da representacdo grafica da Figura 46 C pode-se verificar um comportamento
dose-resposta, no qual o extrato de U. pinnatifida para a concentracdo de 2,0 mg/ mL provocou o
sequestro de 57,5 £ 1,5 % do radical *"NO. Em termos de ICsp, 0 extrato de U. pinnatifida apresentou a
capacidade de sequestrar ou inibir 50 % da concentracdo do "NO a uma concentracdo de 1,19 mg/mL, o
gue o torna um moderado antioxidante, uma vez gque o acido ascorbico usado como o controlo positivo,
apresenta um ICso de 446,43 pg/mL (Soares et al., 2021).

De acordo com Cho, 2017, em relagdo ao sequestro do radical *"NO por um extrato de U.
pinnatifida, obtido por uma extracdo UAE com etanol, é descrito que para uma concentragdo maxima
analisada de 8,0 mg/mL existe um sequestro do radical ‘NO de 28,34 + 2,19 %. Em relacdo a este radical
também ndo foi possivel ser atingido o ICso a0 contrario do que ocorreu no extrato de U. pinnatifida
obtido e utilizado neste trabalho, na medida em que o mesmo foi atingido para uma concentragao de
extrato de 1,19 mg/mL. Relativamente a outras algas marinhas, é referido que a alga S. fusiforme, em
comparagdo com a U. pinnatifida, E. linza e P. tenera, é a que apresenta maior atividade antioxidante
no sequestro do radical ‘NO, na medida em que para a mesma concentragdo de extrato de 8,0 mg/mL é
atingido um sequestro de 55,41 + 2,46 % do radical. J4 as restantes algas E. linza e P. tenera,
apresentaram para a mesma concentracdo de extrato, um sequestro de 21,79 + 1,79 e 34,97 £ 2,56 %,
respetivamente.

Pela andlise da Figura 46 D, pode-se verificar que o extrato de U. pinnatifida apresenta baixa
capacidade de sequestro do radical O,", uma vez que 0 maximo sequestro deste radical é de 34,4 + 0,11
% para uma concentracdo de 2,0 mg/mL de extrato. Como ndo foi possivel atingir o valor de 1Cso com
a gama de concentracBes de extrato testadas, e o controlo positivo utilizado neste estudo, o &acido
ascorbico tem um ICsp de 160,04 pg/mL (Soares et al., 2021), indica que o extrato € um fraco
antioxidante no que respeita ao sequestro do radical O,".
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Segundo Patra et al., 2017, um extrato de U. pinnatifida obtido através de uma MAE com agua
apresentou um I1Cso de 0,26089 mg/mL no sequestro do radical O,", mostrando que tem um poder
antioxidante mais forte do que o do extrato produzido neste trabalho, mais uma vez devido ao facto da
extracdo MAE com agua possibilitar a extragdo de compostos hidrossoluveis em maiores quantidades,
como é o caso dos antioxidantes. Apenas a partir da utilizacdo de uma concentracdo de extrato de 0,50
mg/mL é que se verificou a existéncia de sequestro deste radical, e a percentagem de sequestro maxima
obtida foi apenas 34,4 + 0,11 % para uma concentracdo de extrato de 2,0 mg/mL. Ou seja, segundo a
literatura, o 1Cso em relacdo ao sequestro do radical O, foi obtido para uma concentracdo de extrato de
U. pinnatifida de cerca de 10 vezes inferior a concentracdo maxima de extrato utilizada neste trabalho.
Outras algas marinhas, tais como Sargassum serratifolium que segundo Lim et al., 2019 pode apresentar
um ICsp de 0,0711 + 0,61 mg/mL no sequestro do radical O,", apresentam uma atividade antioxidante
mais elevada do que a U. pinnatifida, tanto a nivel do descrito na literatura como no que foi obtido neste
trabalho.

Por fim pela andlise da Figura 46 E, é possivel verificar que & semelhanca dos resultados
relativos ao sequestro de O,", 0 sequestro do radical "OH pelo extrato de U. pinnatifida também néo
atingiu o 1Cso. O sequestro maximo do radical *OH atingido para a concentragao de 4,0 mg/mL foi de
39,2 + 0,95 %. Estes resultados mostram também que em relagdo ao sequestro de radicais livres como
0 "OH, o extrato de U. pinnatifida apresenta baixa capacidade antioxidanteO controlo positivo utilizado
foi &cido ascérbico com um 1Cso de 183 pg/mL.

De acordo com a literatura, Cho, 2017 relata que um extrato de U. pinnatifida pode apresentar
um sequestro do radical ‘OH de 33,53 + 1,32 % para uma concentracdo de extrato de 8,0 mg/mL. Este
valor em comparagdo com o sequestro obtido pelo extrato de U. pinnatifida deste trabalho, indica que
apresenta maior atividade antioxidante em comparacao com a literatura. No entanto, em ambos 0s casos,
ndo foi atingido o I1Cso 0 que pode significar que os extratos de U. pinnatifida apresentam fraca atividade
antioxidante no sequestro do radical ‘OH. Em relacéo a outras algas, a S. fusiforme, em comparagéo com
a U. pinnatifida, E. linza e P. tenera é a que apresenta maior capacidade de sequestro deste radical,
obtendo-se percentagens de sequestro de 65,87 £+ 2,25 % para uma concentracdo de extrato de 8,0
mg/mL. Para as restantes algas e para a mesma concentracao de extrato foram descritas percentagens de
sequestro de 19,68 + 1,78 e 35,42 £ 2,20 %, respetivamente, para as algas E. linza e P. tenera.

De um modo geral, a avaliagdo da atividade antioxidante do extrato de U. pinnatifida permitiu
constatar que segundo as metodologias de sequestro de radicais como o DPPH" e ABTS™, 0 mesmo
pode apresentar moderada atividade antioxidante. No entanto, quando se analisou de uma forma
especifica o sequestro dos radicais mais comuns presentes no sistema biolégico, ou seja, as RNS (‘NO)
e ROS (O™ e "OH) verificou-se que o extrato poderia apresentar apenas moderada atividade antioxidante
em relacdo ao sequestro do ‘NO. Em relacdo as restantes ROS avaliadas apresentou baixa atividade
antioxidante ndo chegando a atingir o 1Cso para as concentragcdes maximas testadas (2 mg/mL).

4.4. Ensaios in vitro: Avaliacdo da Atividade Enzimatica do extrato
de U. pinnatifida

A avaliacdo da atividade inibitoria das enzimas AChE, BuChE e tirosinase pela acdo do extrato
de U. pinnatifida, tal como a avaliagdo da atividade antioxidante, foi também uma etapa importante para
determinar se o extrato poderia apresentar beneficios no tratamento e prevencdo das doencas
neurodegenerativas, como a DA e DP.
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A avaliacdo da atividade inibitoria do extrato em relacdo as enzimas AChE e BUChE permitiu
verificar se o extrato poderia ser utilizado para o tratamento e prevencdo da DA, na medida em que a
inibicdo destas enzimas permite a manutencdo dos niveis de ACh, o principal neurotransmissor
envolvido na DA (Araujo et al., 2016; Hannan et al., 2020; Petronilho et al., 2011).

Por outro lado, a avaliagdo da atividade inibitéria em relacdo a enzima tirosinase, permitiu
verificar se o extrato poderia ser utilizado para o tratamento e prevencdo da DP, dado que a inibi¢do
desta enzima permite a manutencao dos niveis de dopamina, o principal neurotransmissor envolvido na
DP (Beltrdn Molina, 2017; Canto, 2014; Estevinho & Soares Fortunato, 2003; Niyonambaza et al.,
2019).

Os resultados relativos a avaliacdo da atividade inibitdria do extrato de U. pinnatifida em relacéo
as enzimas AChE, BUChE e tirosinase estdo representados na Figura 47 (A, B e C, respetivamente), em
termos da curva dose-resposta.
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Figura 47. InibicAo das enzimas AChE, BUChE e tirosinase em funcdo das concentracdes do extrato de U.
pinnatifida.

Pela analise da representacdo grafica da Figura 47 A é possivel verificar que nas concentracdes
mais baixas (0,0625 e 0,125 mg/mL) o extrato ndo apresentou inibicdo da AChE. Apenas a partir da
concentragdo de 0,50 mg/mL foi possivel a obtengdo da inibi¢do minima da AChE, que foi aumentando
com o0 aumento da concentracdo de extrato até a um valor maximo de 33,3 + 6,3 % para uma
concentracdo de extrato de 4,0 mg/mL. A galantamina foi usada como o controlo positivo na avaliacdo
da atividade inibitéria da AChE, com um ICso de 0,92 pg/mL (Soares et al., 2021).

Assim sendo, como se pode constatar, ndo foi possivel atingir o valor de ICs para o intervalo
de concentracdes de extrato utilizadas. Isto significa que o extrato de U. pinnatifida apresenta baixa
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atividade inibitéria da AChE, e por isso quando utilizado na maxima concentracdo avaliada (4,0 mg/mL)
ndo se destaca como um inibidor favoravel ao tratamento e prevencao da DA. O extrato de U. pinnatifida
apenas poderia ser considerado um bom inibidor da AChE caso apresentasse um 1Cso na mesma ordem
de grandeza do controlo positivo galantamina (ug/mL).

Lourenco-Lopes et al., 2022, avaliaram um extrato de U. pinnatifida em acetona, num intervalo
de concentracfes de 1,0-2,0 mg/mL e observaram uma inibicdo de 25,27 % da enzima AChE, ndo
atingindo também neste caso o ICso. Para a mesma concentragdo de extrato de 2,0 mg/mL a inibicdo da
AChE ¢é maior comparativamente a que € obtida a partir do extrato utilizado neste trabalho (19,52 + 5,6
%) (Lourenco-Lopes et al., 2022). No entanto, em ambos 0s casos o extrato de U. pinnatifida apresenta
fraca atividade neuroprotetora na inibicdo da AChE. Segundo, Choi et al., 2015, a alga marinha E.
bicyclis apresenta uma forte atividade inibitéria da AChE em comparagdo com a U. pinnatifida, uma
vez que para uma concentragdo de extrato etanolico de 0,025 mg/mL tem a capacidade de inibir 68,01
+1,37 %.

Pela observacgdo da representacdo grafica da Figura 47 B é possivel comprovar que o extrato da
U. pinnatifida também apresentou baixas inibi¢cdes da BUChE, obtendo-se a inibicdo minima para uma
concentracdo de 0,250 mg/mL, a partir da qual foi aumentando com o aumento da concentracéo de
extrato, atingindo uma inibicdo méxima de 33,0 £ 3,3 % para a maxima concentracdo avaliada de 4,0
mg/mL. Também no caso da avalia¢do da atividade inibitéria da BUChE, foi utilizada a galantamina
como controlo positivo com um 1Cs de 4,92 pg/mL (Soares et al., 2021).

Lourengo-Lopes et al., 2022, usaram um extrato de U. pinnatifida, extraido com acetona, no
intervalo de concentracGes de 1,0-2,0 mg/mL apresentando uma inibigéo de 37,70 % da enzima BuChE,
ndo sendo atingido o I1Cso. Para a mesma concentracao de extrato de 2,0 mg/mL a inibicdo da BuChE é
maior comparativamente a que é obtida a partir do extrato utilizado neste trabalho (25,61 + 7,7 %)
(Lourenco-Lopes et al., 2022). No entanto, em ambos 0s casos 0 extrato de U. pinnatifida apresenta
fraca atividade neuroprotetora na inibigdo da BuChE. Mais uma vez, segundo Choi et al., 2015, a alga
marinha E. bicyclis apresenta uma forte atividade inibitéria da BUChE em comparacdo com a U.
pinnatifida, dado que para uma concentragdo de extrato etanodlico de 0,025 mg/mL obteve-se uma
inibicdo de 95,72 + 3,80 % da BUChE. Estes dados significam que o extrato de U. pinnatifida € um
inibidor fraco de BUuChE, em comparagdo com outras algas.

Os resultados relativos & avaliagdo da atividade inibitoria do extrato de U. pinnatifida em relagdo
a enzima tirosinase estdo representados na Figura 47 C, e permitem verificar que para a enzima
tirosinase, o extrato de U. pinnatifida apresenta maior capacidade de inibi¢do da atividade da mesma,
ao contrério do que ocorreu a nivel da AChE e BUChE. A concentragdo minima de extrato utilizado para
até a concentragdo de 4,0 mg/mL, atingindo uma inibi¢do méxima de 55,5 + 2,3 %. Este resultado
significa que o extrato de U. pinnatifida apresentou capacidade de inibir 55,5 £ 2,3 % da concentracao
da enzima tirosinase, sendo que o ICs foi atingido a uma concentracdo de extrato de U. pinnatifida de
3,52 mg/mL. O &cido kojic foi usado como o controlo positivo na avaliacdo da atividade inibitdria da
tirosinase, com um ICsp de 1,82 pg/mL (Soares et al., 2021), assim sendo, pode-se considerar que 0
extrato de U. pinnatifida é apenas um inibidor moderado da tirosinase uma vez que em comparagao com
o controlo positivo é necessaria uma concentracdo de extrato numa ordem de grandeza maior (mg/mL)
para inibir 50 % da enzima.

Na literatura, segundo Zeng et al., 2022, é possivel verificar que um extrato de U. pinnatifida
pode apresentar uma inibicéo de 41,06 % em relacdo a tirosinase a uma concentragdo de extrato de 2,5
mg/mL. Segundo estes autores ndo foi possivel atingir o 1Cso. Comparando com outras algas marinhas,
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tais como a Ecklonia stolonifera, a U. pinnatifida apresenta uma fraca capacidade na inibicdo da
tirosinase, uma vez que esta alga apresenta um 1Csp @ uma concentracdo de 0,354 mg/mL, ou seja, 0
extrato metanolico desta alga possibilita a inibicdo de 50 % da concentracdo da tirosinase a uma
concentracdo cerca de 10 vezes inferior & necessaria quando se utiliza o extrato de U. pinnatifida
preparado neste trabalho.

Estes resultados indicam que o extrato de U. pinnatifida pode apresentar efeitos benéficos no
tratamento e prevencao da DP, na medida em que possibilita uma inibicdo moderada da tirosinase em
pelo menos 50 % da sua atividade, enzima esta que é responsavel pela degradacdo da dopamina, o
principal neurotransmissor envolvido na DP. No entanto, de uma forma geral a nivel da inibicdo
enzimatica comparativamente com outras algas marinhas, a U. pinnatifida poderd ndo ser a mais
adequada para o tratamento da DA e DP a nivel da inibi¢&o das enzimas AChE, BUChE e tirosinase. Isto
porgue extratos de acetona e metanol de algas como a E. bicyclis e E. stolonifera, respetivamente,
apresentaram uma forte capacidade na inibicdo destas enzimas a concentracbes de extrato baixas
relativamente as necessarias para a U. pinnatifida, apesar dos extratos com acetona apresentarem
inibicdes relativamente melhores.

4.5. Ensaios in vivo: Avaliacdo do desenvolvimento do peixe-zebra
pela acéo do extrato de U. pinnatifida

De acordo com a metodologia mencionada anteriormente, foram recolhidos e analisados os
possiveis efeitos do extrato de U. pinnatifida obtido a partir da MAE com agua: etanol (50:50, v/v) numa
razao sélido: solvente de 1:40 g:mL, a 40 °C durante 30 minutos, para diferentes concentracfes do
mesmo. Foram analisadas a ocorréncia de malformacdes nos embrides ou larvas do peixe-zebra expostos
ao extrato e possiveis efeitos do extrato no comprimento total das larvas de peixe-zebra eclodidas.

Na Figura 48 estdo representados os resultados relativos a mortalidade acumulada (A), a
deformagcédo do saco vitelino (B), as malformacGes dos olhos (D), as anomalias na circulagdo sanguinea
€, as anomalias na pigmentagdo (F), as deformaces esqueléticas (G) e a posicao lateral das larvas (H),
num periodo de observacéo de 96 hpf, e os resultados relativos ao destacamento da cauda dos embrides
observado as 48 hpf (C). Para além disso, para cada tipo de anomalia ou deformagdo analisada, estdo
também apresentados 0s respetivos resultados obtidos para o controlo negativo e para o controlo de
solvente.
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Figura 48. Frequéncia acumulada de malformag6es observadas no controlo negativo, controlo com solvente e nos
embrides/larvas expostos a diferentes concentragdes do extrato de U. pinnatifida testado as 48 e 96 hpf. Legenda: O simbolo
* - indica que existem diferengas estatisticas (p<0.05) em relagéo ao controlo solvente.
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Pela andlise das Figura 48 A-C, E, G, foi possivel verificar que ndo existiram aumentos
significativos em relagdo ao grupo de controlo com solvente para a mortalidade acumulada as 96 hpf
(A), deformacéo do saco vitelino as 96 hpf (B), anomalias no destacamento da cauda as 48 hpf (C),
anomalias na circulagdo sanguinea as 96 hpf (E) e para as deformagdes esqueléticas as 96 hpf (G). Por
outro lado, pela observacdo da Figura 48 D, F e H foi possivel verificar que existiram aumentos
significativos (p value < 0,05) em relagdo ao grupo de controlo com solvente para as malformacdes dos
olhos as 96 hpf, anomalias na pigmentacao as 96 hpf e para a posicao lateral das larvas as 96 hpf.

Para além das anomalias ou deformagfes possiveis de observar pela acdo do extrato de U.
pinnatifida, como referido na metodologia, foram também analisadas as taxas de eclosdo dos embrides
as 48, 72 e 96 hpf e o comprimento total das larvas as 96 hpf. Os resultados obtidos relativamente a taxa
de eclosdo estdo apresentados na Figura 49.

100%

80%

60%

40%
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20%

0%

Controlo Controlo 0,1 1 10 100 1x10°  10x10® 50x10° 100x103%
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48hpf = 72hpf © 96hpf

Figura 49. Taxa de ecloséo (%) dos embrides de peixe-zebra avaliada as 48, 72 e 96 hpf, para os controlos (negativo
e com solvente) e para as concentragdes de extrato de U. pinnatifida utilizadas

Através da observacéo das taxas de eclosdo apresentadas na Figura 49, foi possivel verificar que
a taxa de eclosdo a nivel das concentracBes de extrato de U. pinnatifida utilizadas ocorreu
maioritariamente as 72 e as 96 hpf, e por comparacédo relativamente aos controlos (negativo e com
solvente), observou-se que ndo existiram diferencas significativas nas taxas de eclosdo dos embrides do
peixe-zebra. Isto pode significar que as concentracBes de extrato utilizadas ndo tiveram influéncia na
eclosdo dos embrides do peixe-zebra.

Por fim, os resultados obtidos para o comprimento total das larvas do peixe-zebra estdo
representados na Figura 50.
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Figura 50. Comprimento total das larvas de peixe-zebra expostas durante 96 hpf as diferentes concentragdes do
extrato de U. pinnatifida (0,1; 1; 10; 100; 1x10%; 10x10%; 50x10°% e 100x103%ug/L), e o comprimento total das larvas do
controlo negativo e do controlo com solvente. Legenda: *diferencas estatisticamente significativas relativamente ao controlo
com solvente a p<0.05; **diferencas estatisticamente significativas relativamente ao controlo com solvente a p<0.01.
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Pela observacdo dos resultados apresentados na Figura 50, foi possivel verificar que o
comprimento total médio das larvas do peixe-zebra, as 96 hpf, para o controlo negativo e para o controlo
com solvente foi de 3,51 + 0,03 mm e 3,50 £ 0,04 mm, respetivamente.

Para as concentragdes mais baixas estudadas do extrato de U. pinnatifida (0,1- 100 pg/L) ndo
existiram diferencas significativas no comprimento total das larvas do peixe-zebra em comparagéo com
0 comprimento total das larvas do peixe-zebra do controlo com solvente, pelo que assim é possivel
referir que a exposicdo a um extrato de U. pinnatifida com estas concentragdes ndo afetou o
comprimento total das larvas expostas.

Por outro lado, as larvas expostas as concentragdes mais elevadas de extrato tais como 10x103,
50x10%e 100x10® pg/L, apresentaram efeitos significativos no comprimento total das larvas expostas (p
value <0,001), uma vez que se observou uma pequena, mas consistente diminuigdo do comprimento
total das larvas eclodidas (3,30 £ 0,05 (p value < 0,01), 3,33 + 0,05 (p value < 0,05) e 3,31 £ 0,04 mm
(p value < 0,01), respetivamente). Em termos de percentagens, o comprimento médio total das larvas do
peixe-zebra apresentou uma diminuicéo de 6,2 %, 5,4 % e 5,7 % para as concentracdes de 10x103,
50x10%e 100x10° pg/L, respetivamente, em comparagdo com o controlo com solvente. Estes resultados
podem significar que a exposi¢do dos embrides do peixe-zebra a concentragdes mais elevadas do extrato
de U. pinnatifida, como 10x103, 50x10%e 100x10° pg/L (0,010, 0,050 e 0,10 mg/mL) tém efeitos de
diminuicdo do comprimento total das larvas eclodidas.

Segundo, Silva et al., 2022, fucoidanos extraidos da U. pinnatifida ndo apresentam toxicidade
no desenvolvimento do peixe-zebra, sendo que até pode ser benéfico a nivel do stress oxidativo pois
apresenta forte atividade no sequestro do radical "OH atenuando a morte causada no peixe-zebra. Ndo
foram encontrados estudos em peixe zebra com outros compostos bioativos de algas.

Cruzando os resultados obtidos nos ensaios in vitro (avaliacdo da atividade antioxidante e
inibitoria de enzimas) com os resultados obtidos nos ensaios in vivo, pode-se verificar que para as
concentragdes de extrato que causam efeitos negativos significativos no desenvolvimento do peixe-
zebra (0,010, 0,050 e 0,10 mg/mL) sdo menores do que as necessarias para a obtencdo do 1Cso nos
ensaios in vitro realizados a nivel da avaliacdo da atividade antioxidante, como é o caso do sequestro
DPPH" (ICso = 2,25 mg/mL), ABTS™ (ICs0 = 2,30 mg/mL) e "NO (ICso = 1,19 mg/mL, e a nivel da
atividade inibitéria das enzimas tais como a tirosinase (ICso = 3,52 mg/mL). Estes resultados podem
significar que caso fosse realizada a avaliagcdo da bioatividade neuroprotetora dos extratos de U.
pinnatifida nos peixe-zebra, o desenvolvimento deles seria afetado, ou seja, haveria toxicidade, uma vez
que para a existéncia de bioatividade (ICso) teriam de ser usadas concentragdes mais elevadas as que
provaram causar toxicidade nos peixe-zebra. No entanto, estes resultados podem servir apenas como
uma previsdo sobre possiveis efeitos toxicos nos peixe-zebra, na medida em que ndo se pode afirmar
gue as concentraces de extrato relativas a estes 1Cso apresentam toxicidade no peixe-zebra sem que
sejam testadas estas bioatividades in vivo.

Mattes, 2020 refere que os resultados in vitro podem ser usados como forma preditiva dos
resultados in vivo, no entanto quando estes sdo realizados, podem n&o ser concordantes com os previstos
pelos testes in vitro. De forma a avaliar se os testes clinicos posteriores (in vivo) foram previstos pelos
testes pré-clinicos (in vitro), Steger-Hartmann & Raschke, 2020 investigaram 4000 aprovacdes de
medicamentos realizados pela Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMA), para estudos respiratdrios pré-clinicos realizados de acordo com o descrito no
Conselho Internacional para a Harmonizacdo (ICH), e constataram que nessas aprovagoes existiu pouca
ou nenhuma concordancia com o resultado clinico posterior.
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Para além disso, caso fosse realizada a analise da bioatividade do extrato de U. pinnatifida, no
peixe-zebra, as enzimas seriam diferentes das utilizadas nos testes in vitro, na medida em que seriam
utilizadas enzimas AChE, BuChE e tirosinase extraidas do peixe-zebra, enquanto nos ensaios in vitro,
estas enzimas foram extraidas, respetivamente de enguias, soro de cavalo e cogumelo. Ou seja, a
utilizacdo de enzimas extraidas de diferentes organismos em testes in vitro e in vivo pode também indicar
gue os resultados in vivo em termos de 1Cso, quando testados, poderdo ndo ser concordantes com 0s
resultados in vitro.
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Capitulo 5 — Conclusdes

A realizacdo deste trabalho permitiu estudar a influéncia de véarios parametros de extracao para
a obtencdo de um extrato rico em compostos fenolicos, carotenoides e clorofilas. Este extrato foi, de
seguida, caracterizado do ponto de vista bioldgico, através de varios ensaios in vitro e in vivo.

Em relacdo as metodologias de extracdo utilizadas para a obtencdo de um extrato de U.
pinnatifida, foi possivel concluir que a MAE é a metodologia de extragdo com maior eficiéncia e rapidez
na sua realizacdo quando comparada com as extragfes convencionais executadas, na medida em que
permite a obtencédo de rendimentos de cerca de 30 % superiores aos obtidos numa extra¢do convencional,
num menor tempo. Para além disso, foi também possivel concluir que a otimizacdo da MAE foi
conseguida para as condigdes de extracdo com a mistura de solventes agua: acetona (10:90) e &gua:
etanol (50:50 v/v) a 40 °C durante 30 min e numa razao de sélido: solvente de 1:40 g:mL. No entanto
como se verificou que o extrato de agua: acetona (10:90) conduzia a grandes dificuldades de dissolucdo
em todos os solventes necessarios para a avaliacdo de atividade antioxidante (exceto para o TPC e o
contetdo de carotenoides e clorofilas em que o solvente utilizado foi o metanol) e avaliagdo da atividade
enzimatica, o mesmo foi excluido das restantes analises realizadas in vitro e in vivo.

Quanto a avalia¢do da atividade antioxidante do extrato de U. pinnatifida obtido pela MAE com
agua: etanol (50:50 v/v) nas condigBes descritas acima, foi possivel concluir que segundo as
metodologias de sequestro de radicais como o DPPH" e ABTS™, 0 mesmo pode apresentar moderada
atividade antioxidante no sequestro destes radicais, uma vez que o 1Cs foi obtido para uma concentragdo
de extrato na ordem de grandeza dos mg/mL, uma ordem de grandeza superior & obtida nos controlos
positivos (ug/mL) considerados fortes antioxidantes. No entanto, quando se analisou de uma forma
especifica o sequestro dos radicais mais comuns presentes no sistema bioldgico, ou seja, as RNS (‘NO)
e ROS (O, e "OH) verificou-se que o extrato poderia apresentar moderada atividade antioxidante em
relacdo ao sequestro do "NO, no qual foi atingido o ICso para uma concentragdo de 1,19 mg/mL, ou seja,
de uma ordem de gradeza superior a do controlo positivo (ug/mL). Em relacdo as restantes ROS
avaliadas, apresentou baixa atividade antioxidante ndo chegando a atingir o 1Cso nas concentragoes
utilizadas (mg/mL). Resumidamente, o extrato de U. pinnatifida apresenta uma atividade antioxidante
moderada no caso do sequestro dos radicais DPPH*, ABTS™" e "NO.

De uma forma geral, a U. pinnatifida em comparacdo com outras algas marinhas mencionadas
na literatura, é a que apresenta menor capacidade antioxidante, sendo que S. palidium, S. serratifolium
e S. fusiforme as mais promissoras no sequestro dos radicais DPPH", *NO, O;" ¢ *OH.

Em relacdo a inibi¢do da atividade das enzimas do SNC foi possivel concluir que o extrato de
U. pinnatifida apresentou baixa capacidade de inibicdo das enzimas AChE e BUChE, nas quais ndo foi
possivel o célculo do ICso, uma vez que as percentagens maximas de inibigdo obtidas apresentaram
respetivamente os valores de 33,3 + 6,3 % e 33,0 + 3,3 %, para concentracdes de extrato de 4,0 mg/mL.
Por outro lado, em relacdo & enzima tirosinase, foi possivel concluir que o extrato de U. pinnatifida
apresentou uma moderada atividade uma vez que neste caso foi possivel o calculo do ICsy obtido para a
concentracdo de extrato de 3,52 mg/mL. O extrato de U. pinnatifida apenas poderia ser considerado um
bom inibidor destas enzimas caso apresentasse um 1Cso na mesma ordem de grandeza da observada nos
controlos positivos utilizados (ug/mL), no entanto como o I1Cso apresentado se encontra na ordem de
grandeza, mg/mL, entdo é considerado um inibidor moderado.

No entanto, de uma forma geral a nivel da inibi¢do enziméatica comparativamente a outras algas
marinhas, a U. pinnatifida apresenta menor capacidade a nivel da inibi¢do das enzimas AChE, BuChE
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e tirosinase. Isto porque algas como a E. bicyclis (inibicdo AChE: 0,025 mg/mL — 68,01 + 1,37 %,
inibicdo BuChE: 0,025 mg/mL — 95,72 £ 3,80 %) e E. stolonifera (inibicéo tirosinase: 1Cso — 0,354
mg/mL) em extratos de acetona e metanol, respetivamente, apresentaram uma forte capacidade na
inibicdo destas enzimas a concentragdes de extrato baixas relativamente as necessarias para a U.
pinnatifida.

Por fim, em termos dos ensaios in vivo em relacdo a avaliagdo do desenvolvimento do peixe-
zebra exposto ao extrato de U. pinnatifida obtido pela extragdo MAE com o solvente agua: etanol (50:50,
v/v), foi possivel concluir que 0 mesmo néo apresentou efeitos negativos significativos nas taxas de
eclosdo dos embrides expostos, no entanto para 0s mesmos, 0 comprimento total das larvas eclodidas
apresentaram diminuicGes com valores significativos para as concentracdes de extrato mais altas 10x103
(6,2 %), 50x10° (5,4 %) e 100x10° (5,7 %) pg/L. Para além disso, a concentragdo de extrato mais alta
(100x10® pg/L) foi também responsavel pelo aparecimento significativo de malformacdes a nivel dos
olhos, pigmentago e a nivel da posicdo lateral da larva as 96 hpf. E de realcar que estas anomalias ou
malformacBes apenas ocorrem de forma significativa a concentragdes de extrato consideradas muito
elevadas pelo que a nivel ambiental € improvavel a presenca das mesmas, no entanto o estudo com estas
concentracdes serviu como um teste laboratorial para a determinacéo de um intervalo de concentracdes
de exposi¢cdo com e sem efeitos significativos no desenvolvimento embrionério do peixe-zebra (sem
efeitos negativos significativos - 0,1 a 1x10° pug/L; com efeitos negativos significativos - 10x10%, 50x10°
e 100x10° pg/L).

Cruzando os resultados obtidos nos ensaios in vitro com os resultados obtidos nos ensaios in
vivo, pode-se concluir que para as concentragdes de extrato que causam efeitos negativos significativos
no desenvolvimento do peixe-zebra (0,010, 0,050 e 0,10 mg/mL) sdo menores do que as necessarias
para a obtengdo do ICso nos ensaios in vitro realizados, como é o caso do sequestro do DPPH" (ICs =
2,25 mg/mL), ABTS™ (ICso = 2,30 mg/mL) e ‘NO (ICso = 1,19 mg/mL), e a nivel da atividade inibitéria
da tirosinase (ICso = 3,52 mg/mL), 0 que pode prever que caso fosse realizada a avaliagdo da bioatividade
neuroprotetora dos extratos de U. pinnatifida nos peixe-zebra poderia haver toxicidade. No entanto,
como nos ensaios in vitro foram utilizadas enzimas AChE, BUChE e tirosinase, respetivamente,
extraidas de enguias, soro de cavalo e cogumelo, e nos ensaios in vivo, caso fossem realizados, seriam
utilizadas as enzimas do peixe-zebra, 0s resultados em termos de ICso poderiam ndo ser concordantes
com os obtidos nos ensaios in vitro, e, caso os valores de ICso fossem mais baixos, o extrato de U.
pinnatifida poderia ndo apresentar toxicidade nessas concentracoes.

Como perspetivas futuras, seria interessante testar a atividade inibitoria dos extratos de U.
pinnatifida para as enzimas MAO-A e MAO-B, envolvidas na patogénese de doencas neuropsiquiatricas
como a depressédo. Para além disso, seria também interessante avaliar in vivo nos peixe-zebra a atividade
neuroprotetora dos extratos para além dos ensaios de desenvolvimento realizados, atividade esta que
também ndo foi possivel realizar neste trabalho. Como forma de serem obtidas melhores atividades
neuroprotetoras do que as obtidas in vitro neste trabalho, poderiam ser testados outras espécies de algas
como S. palidium, S. serratifolium, S. fusiforme, E. bicyclis ou E. stolonifera bem como diferentes
condi¢des e métodos de extracéo.

95



ISE biaimssss P.PORTO

Referéncias Bibliograficas

Abreu, M. S., Friend, A. J., Demin, K. A., Amstislavskaya, T. G., Bao, W., & Kalueff, A. v. (2018).
Zebrafish models: do we have valid paradigms for depression? Journal of Pharmacological and
Toxicological Methods, 94, 16-22. https://doi.org/10.1016/j.vascn.2018.07.002

Aljanabi, R., Alsous, L., Sabbah, D. A., Gul, H. I., Gul, M., & Bardaweel, S. K. (2021). Monoamine
oxidase (MAO) as a potential target for anticancer drug design and development. In Molecules
(Vol. 26, Issue 19). MDPI. https://doi.org/10.3390/molecules26196019

Alzheimer Portugal. (2022a). Inibidores da Colinesterase. https://alzheimerportugal.org/inibidores-da-
colinesterase/

Alzheimer Portugal. (2022b). Memantina. https://alzheimerportugal.org/memantina/

Apak, R., Gorinstein, S., Béhm, V., Schaich, K. M., Ozyiirek, M., & Giicli, K. (2013). Methods of
measurement and evaluation of natural antioxidant capacity/activity (IUPAC technical report).
Pure and Applied Chemistry, 85(5), 957-998. https://doi.org/10.1351/PAC-REP-12-07-15

Apak, R., C)zyﬁrek, M., Giiglii, K., & Capanolu, E. (2016a). Antioxidant activity/capacity measurement.
1. Classification, physicochemical principles, mechanisms, and electron transfer (ET)-based
assays. In Journal of Agricultural and Food Chemistry (Vol. 64, Issue 5, pp. 997-1027). American
Chemical Society. https://doi.org/10.1021/acs.jafc.5b04739

Apak, R., Ozyiirek, M., Giiclii, K., & Capanollu, E. (2016b). Antioxidant Activity/Capacity
Measurement. 2. Hydrogen Atom Transfer (HAT)-Based, Mixed-Mode (Electron Transfer
(ET)/HAT), and Lipid Peroxidation Assays. In Journal of Agricultural and Food Chemistry (Vol.
64, Issue 5, pp. 1028-1045). American Chemical Society.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.5b04743

Apak, R., Ozyﬁrek, M., Giiglii, K., & Capanolu, E. (2016¢). Antioxidant activity/capacity measurement.
3. Reactive oxygen and nitrogen species (ROS/RNS) scavenging assays, oxidative stress
biomarkers, and chromatographic/chemometric assays. In Journal of Agricultural and Food
Chemistry (Vol. 64, Issue 5, pp. 1046-1070). American Chemical Society.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.5b04744

Aragjo, C. R. M., Santos, V. L. A., & Gonsalves, A. A. (2016). Acetylcholinesterase - AChE: A
pharmacological interesting enzyme. Revista Virtual de Quimica, 8(6), 1818-1834.
https://doi.org/10.21577/1984-6835.20160122

Bajpai, A., Verma, A. K., Srivastava, M., & Srivastava, R. (2014). Oxidative stress and major
depression. Journal of Clinical and Diagnostic Research, 8(12), CC04-CCO07.
https://doi.org/10.7860/JCDR/2014/10258.5292

Barbalace, M. C., Malaguti, M., Giusti, L., Lucacchini, A., Hrelia, S., & Angeloni, C. (2019a). Anti-
inflammatory activities of marine algae in neurodegenerative diseases. In International Journal of
Molecular Sciences (Vol. 20, Issue 12). MDPI AG. https://doi.org/10.3390/ijms20123061

Barbalace, M. C., Malaguti, M., Giusti, L., Lucacchini, A., Hrelia, S., & Angeloni, C. (2019b). Anti-
inflammatory activities of marine algae in neurodegenerative diseases. International Journal of
Molecular Sciences, 20(12). https://doi.org/10.3390/ijms20123061

96



ISE biaimssss P.PORTO

Barbosa, E. F., Borges, L. L., Lacio, T. C., & Gil, E. S. (2011). Uma abordagem sobre métodos
analiticos para determinagdo da atividade antioxidante em produtos naturais.
https://www.researchgate.net/publication/329220903

Beltran Molina, E. M. (2017). Neurotransmitters, Their Effects on the Human Organism. Anatomy
Physiology & Biochemistry International Journal, 2(2).
https://doi.org/10.19080/apbij.2017.02.555581

Berger, M., Gray, J. A., & Roth, B. L. (2009). The expanded biology of serotonin. Annual Review of
Medicine, 60, 355-366. https://doi.org/10.1146/annurev.med.60.042307.110802

Bhatt, S., Nagappa, A. N., & Patil, C. R. (2020, July 1). Role of oxidative stress in depression. Drug
Discovery Today, 25(7), 1270-1276. https://doi.org/10.1016/j.drudis.2020.05.001

Canto, V. P. (2014). Estudo computacional das monoaminoxidases A e B com substratos inibidores.
Carreira, B. P. (2014). Regulacéo da neurogénese pelo éxido nitrico - Artigo de Revisao.

Caruso, G., Benatti, C., Blom, J. M. C., Caraci, F., & Tascedda, F. (2019). The many faces of
mitochondrial dysfunction in depression: From pathology to treatment. Frontiers in
Pharmacology, 10(SEP). https://doi.org/10.3389/fphar.2019.00995

Cavaillon, J.-M. (2001). Pro- versus anti-inflammatory cytokines: Myth or reality.
https://www.researchgate.net/publication/11843030

Cho, K.-S. (2017). ABTS+ Radical, Hydroxy Radical (OH), Nitric Oxide (NO), and Ferric lon Reducing
Antioxidant Power (FRAP) Effects of Ethanol Extracts from Four Seaweed Species for Noodles.
Journal of Life Science, 27(10), 1121-1129. https://doi.org/10.5352/JL.S.2017.27.10.1121

Choi, J. S., Haulader, S., Karki, S., Jung, H. J., Kim, H. R., & Jung, H. A. (2015). Acetyl- and butyryl-
cholinesterase inhibitory activities of the edible brown alga Eisenia bicyclis. Archives of
Pharmacal Research, 38(8), 1477-1487. https://doi.org/10.1007/s12272-014-0515-1

CIIMAR. (2017). Animais do CIIMAR: #1 - Peixe-zebra.
https://ciimarnaescola.wordpress.com/2017/02/28/animais-do-ciimar-1-peixe-zebra/

Cruz, A. (2018). A importancia das macroalgas castanhas para o desenvolvimento de nutracéuticos.
[Universidade Fernando Pessoa. Faculdade de Ciéncias da Saude].
https://bdigital.ufp.pt/bitstream/10284/7370/1/TC_31416.pdf

Delazar, A., Nahar, L., Hamedeyazdan, S., & Sarker, S. D. (2012). Microwave-assisted extraction in
natural  products isolation. Methods in  Molecular  Biology, 864, 89-115.
https://doi.org/10.1007/978-1-61779-624-1 5

Eisenhofer, G., Tian, H., Holmes, C., Matsunaga, J., Roffler-Tarlov, S., & Hearing, V. J. (2003).
Tyrosinase: a developmentally specific major determinant of peripheral dopamine. The FASEB
Journal, 17(10), 1248-1255. https://doi.org/10.1096/fj.02-0736¢com

Ellman, G. L., Courtney, K. D., Andres, V., & Featherstone, R. M. (1961). A new and rapid colorimetric
determination of acetylcolinesterase activity. Biochemical Pharmacology, 7, 88-95.
https://doi.org/10.1016/0006-2952(61)90145-9

Esler, L. (2015). Wakame (Undaria pinnatifida). https://www.biodiversity4all.org/taxa/68786-Undaria-
pinnatifida

97



ISE biaimssss P.PORTO

Estevinho, M. F., & Soares Fortunato, J. (2003). Dopamina e Recetores. Revista Portuguesa de
Psicossomatica, Volume 5(n°1), 21-31.

Evans, L. (2022). UV-VIS Spectrophotometry A Brief Background to Spectrophotometry.
https://biochromspectros.com/media/wysiwyg/support_page/UV-Visible_Spectrophotometry.pdf

Félix, R. (2017). Processamento e caracterizacao de extratos fenélicos de macroalgas: uma abordagem
sistematica.

Filho, H. B., Krug, F. J., Zagatto, E., & Rocha, F. (2010). Espetrofotometria no ultravioleta e visivel.

Filipe, R., & Gongalves, G. (2012). Colocasia esculenta (L.) Shott: perfil fenolico e bioatividade [Tese
de Mestrado]. Universidade de Aveiro.

Fung, A., Hamid, N., & Lu, J. (2013, January 15). Fucoxanthin content and antioxidant properties of
Undaria pinnatifida. Food Chemistry, 136(2), 1055-1062.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.09.024

Garcia-Perez, P., Lourengo-Lopes, C., Silva, A., Pereira, A. G., Fraga-Corral, M., Zhao, C., Xiao, J.,
Simal-Gandara, J., & Prieto, M. A. (2022). Pigment Composition of Nine Brown Algae from the
Iberian Northwestern Coastline: Influence of the Extraction Solvent. Marine Drugs, 20(2).
https://doi.org/10.3390/md20020113

Ghasemi, M., & Fatemi, A. (2014). Pathologic role of glial nitric oxide in adult and pediatric
neuroinflammatory diseases. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 45, 168-182.
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2014.06.002

Goncalves, B. F., & Pedro, P. (2019). Estudo das atividades bioldgicas da alga Undaria pinnatifida
Dissertacdo orientada por: Professora Doutora Maria Luisa Mourato Oliveira Marques
Serralheiro.

Gordalina, M., Pinheiro, H. M., Mateus, M., da Fonseca, M. M. R., & Cesario, M. T. (2021). Macroalgae
as protein sources—a review on protein bioactivity, extraction, purification and characterization.
In Applied Sciences (Switzerland) (Vol. 11, Issue 17). MDPI.
https://doi.org/10.3390/app11177969

Gotz, J., Bodea, L. G., & Goedert, M. (2018). Rodent models for Alzheimer disease. Nature Reviews
Neuroscience, 19(10), 583-598. https://doi.org/10.1038/s41583-018-0054-8

Grosso, C., Valentdo, P., Ferreres, F., & Andrade, P. B. (2015). Alternative and efficient extraction
methods for marine-derived compounds. In Marine Drugs (Vol. 13, Issue 5, pp. 3182-3230).
MDPI AG. https://doi.org/10.3390/md13053182

Hannan, M. A., Dash, R., Haque, M. N., Mohibbullah, M., Sohag, A. A. M., Rahman, M. A., Uddin, M.
J., Alam, M., & Moon, I. S. (2020, July 1). Neuroprotective Potentials of Marine Algae and Their
Bioactive Metabolites: Pharmacological Insights and Therapeutic Advances. Marine Drugs, 18(7).
https://doi.org/10.3390/md18070347

Huang, W. J., Zhang, X., & Chen, W. W. (2016). Role of oxidative stress in Alzheimer’s disease
(review). In Biomedical Reports (Vol. 4, Issue 5, pp. 519-522). Spandidos Publications.
https://doi.org/10.3892/br.2016.630

Ingkaninan, K., de Best, C. M., van der Heijden, R., Hofte, A. J. P., Karabatak, B., Irth, H., Tjaden, U.
R., van der Greef, J., & Verpoorte, R. (2000). High-performance liquid chromatography with on-

98



ISE biaimssss P.PORTO

line coupled UV, mass spectrometric and biochemical detection for identification of
acetylcholinesterase inhibitors from natural products. In Journal of Chromatography A (Vol. 872).
www.elsevier.com/locate/chroma

Ingkaninan, K., Temkitthawon, P., Chuenchom, K., Yuyaem, T., & Thongnoi, W. (2003). Screening for
acetylcholinesterase inhibitory activity in plants used in Thai traditional rejuvenating and
neurotonic remedies. Journal of Ethnopharmacology, 89(2-3), 261-264.
https://doi.org/10.1016/j.jep.2003.08.008

Jung, H. A, Roy, A., & Choi, J. S. (2017). In vitro monoamine oxidase A and B inhibitory activity and
molecular docking simulations of fucoxanthin. Fisheries Science, 83(1), 123-132.
https://doi.org/10.1007/s12562-016-1036-2

Khazdair, M. R., Anaeigoudari, A., Hashemzehi, M., & Mohebbati, R. (2019). Neuroprotective potency
of some spice herbs, a literature review. In Journal of Traditional and Complementary Medicine
(Vol. 9, Issue 2, pp. 98-105). National Taiwan University.
https://doi.org/10.1016/j.jtcme.2018.01.002

Kimmel, C. B., Ballard, W. W., Kimmel, S. R., Ullmann, B., & Schilling, T. F. (1995). Stages of
Embryonic Development of the Zebrafish.

Koh, H. S. A, Lu, J., & Zhou, W. (2019). Structure characterization and antioxidant activity of fucoidan
isolated from Undaria pinnatifida grown in New Zealand. Carbohydrate Polymers, 212, 178-185.
https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2019.02.040

Lim, S., Choi, A. H., Kwon, M., Joung, E. J., Shin, T., Lee, S. G., Kim, N. G., & Kim, H. R. (2019).
Evaluation of antioxidant activities of various solvent extract from Sargassum serratifolium and
its major antioxidant components. Food Chemistry, 278, 178-184.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.11.058

Lin, J., Huang, L., Yu, J., Xiang, S., Wang, J., Zhang, J., Yan, X., Cui, W., He, S., & Wang, Q. (2016).
Fucoxanthin, a marine carotenoid, reverses scopolamine-induced cognitive impairments in mice
and inhibits acetylcholinesterase in vitro. Marine Drugs, 14(4).
https://doi.org/10.3390/md14040067

Lourenco-Lopes, C., Fraga-Corral, M., Soria-Lopez, A., Nufies-Estevez, B., Barral-Martinez, M., Silva,
A, Li, N,, Liu, C., Simal-Gandara, J., & Prieto, M. A. (2022a). Fucoxanthin’s Optimization from
Undaria pinnatifida Using Conventional Heat Extraction, Bioactivity Assays and In Silico Studies.
Antioxidants, 11(7), 1296. https://doi.org/10.3390/antiox11071296

Lourenco-Lopes, C., Fraga-Corral, M., Soria-Lopez, A., Nufies-Estevez, B., Barral-Martinez, M., Silva,
A., Li, N,, Liu, C., Simal-Gandara, J., & Prieto, M. A. (2022b). Fucoxanthin’s Optimization from
Undaria pinnatifida Using Conventional Heat Extraction, Bioactivity Assays and In Silico Studies.
Antioxidants, 11(7), 1296. https://doi.org/10.3390/antiox11071296

Lourengo-Lopes, C., Garcia-Oliveira, P., Carpena, M., Fraga-Corral, M., Jimenez-Lopez, C., Pereira,
A. G, Prieto, M. A., & Simal-Gandara, J. (2020). Scientific approaches on extraction, purification
and stability for the commercialization of fucoxanthin recovered from brown algae. In Foods (Vol.
9, Issue 8). MDPI AG. https://doi.org/10.3390/fo0ds9081113

Lovinger, D. M. (2008). Communication Networks in the Brain Neurons, Receptors, Neurotransmitters,
and Alcohol. Alcohol Research & Health, Volume 31(3).

99



ISE biaimssss P.PORTO

Maria Streit, N., Pedrolo Canterle, L., Weber do Canto, M., & Helena Hychecki Hecktheuer, L. (2005).
As Clorofilas - Revisdo Bibliogréafica. Ciéncia Rural, 35(3), 748-755.

Marxen, K., Vanselow, K. H., Lippemeier, S., Hintze, R., Ruser, A., & Hansen, U.-P. (2007).
Determination of DPPH Radical Oxidation Caused by Methanolic Extracts of Some Microalgal
Species by Linear Regression Analysis of Spectrophotometric Measurements. Sensors, 7, 2080—
2095. www.mdpi.org/sensors

Masuda, T., Fujita, N., Odaka, Y., Takeda, Y., Yonemori, S., Nakamoto, K., & Kuninaga, H. (2007a).
Tyrosinase inhibitory activity of ethanol extracts from medicinal and edible plants cultivated in
Okinawa and identification of a water-soluble inhibitor from the leaves of Nandina domestica.
Bioscience, Biotechnology and Biochemistry, 71(9), 2316-2320.
https://doi.org/10.1271/bbb.70249

Masuda, T., Fujita, N., Odaka, Y., Takeda, Y., Yonemori, S., Nakamoto, K., & Kuninaga, H. (2007b).
Tyrosinase inhibitory activity of ethanol extracts from medicinal and edible plants cultivated in
Okinawa and identification of a water-soluble inhibitor from the leaves of Nandina domestica.
Bioscience, Biotechnology and Biochemistry, 71(9), 2316-2320.
https://doi.org/10.1271/bbb.70249

Masuda, T., Odaka, Y., Ogawa, N., Nakamoto, K., & Kuninaga, H. (2008a). Identification of geranic
acid, a tyrosinase inhibitor in lemongrass (Cymbopogon citratus). Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 56(2), 597-601. https://doi.org/10.1021/jf072893I

Masuda, T., Odaka, Y., Ogawa, N., Nakamoto, K., & Kuninaga, H. (2008b). Identification of geranic
acid, a tyrosinase inhibitor in lemongrass (Cymbopogon citratus). Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 56(2), 597-601. https://doi.org/10.1021/jf072893I

Masuda, T., Yamashita, D., Takeda, Y., & Yonemori, S. (2005a). Screening for Tyrosinase Inhibitors
among Extracts of Seashore Plants and ldentification of Potent Inhibitors from Garcinia
subelliptica. In Biosci. Biotechnol. Biochem (Vol. 69, Issue 1).

Masuda, T., Yamashita, D., Takeda, Y., & Yonemori, S. (2005b). Screening for Tyrosinase Inhibitors
among Extracts of Seashore Plants and ldentification of Potent Inhibitors from Garcinia
subelliptica. In Biosci. Biotechnol. Biochem (Vol. 69, Issue 1).

Matéjovsky, L., & Pitschmann, V. (2018). New carrier made from glass nanofibres for the colorimetric
biosensor of cholinesterase inhibitors. Biosensors, 8(2). https://doi.org/10.3390/bios8020051

Matos, G. S., Pereira, S. G., Genisheva, Z. A., Gomes, A. M., Teixeira, J. A., Rocha, C. M. R,,
Alexandre, C., Manuel, J., Saraiva, A., & Pintado, M. (2021a). Advances in Extraction Methods to
Recover Added-Value Compounds from Seaweeds: Sustainability and Functionality.
https://doi.org/10.3390/foods

Matos, G. S., Pereira, S. G., Genisheva, Z. A., Gomes, A. M., Teixeira, J. A., Rocha, C. M. R,,
Alexandre, C., Manuel, J., Saraiva, A., & Pintado, M. (2021b). Advances in Extraction Methods
to Recover Added-Value Compounds from Seaweeds: Sustainability and Functionality.
https://doi.org/10.3390/foods

Mattes, W. B. (2020). In vitro to in vivo translation. In Current Opinion in Toxicology (Vols. 23-24, pp.
114-118). Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/j.cotox.2020.09.001

100



ISE biaimssss P.PORTO

Meinita, M. D. N., Harwanto, D., Tirtawijaya, G., Negara, B. F. S. P., Sohn, J. H., Kim, J. S., & Choi,
J. S. (2021). Fucosterol of marine macroalgae: Bioactivity, safety and toxicity on organism. In
Marine Drugs (Vol. 19, Issue 10). MDPI. https://doi.org/10.3390/md19100545

Meregalli, M. M. (2017). Estudo comparativo de diferentes métodos de extracdo de compostos bioativos
da casca do araca-vermelho (Psidium cattleianum Sabine).
https://bibliotecadigital.ipb.pt/bitstream/10198/23529/1/Pedrosa_Mariana.pdf

Milatovic, D., Zaja-Milatovic, S., Breyer, R. M., Aschner, M., & Montine, T. J. (2011).
Neuroinflammation and Oxidative Injury in Developmental Neurotoxicity. In Reproductive and
Developmental Toxicology (pp. 847-854). Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
382032-7.10064-5

Mingjiang Geng. (2012). Free radical scavenging activities of pigment extract from Hibiscus syriacus
L. petals in vitro. AFRICAN JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, 11(2).
https://doi.org/10.5897/ajb11.3037

Moreira, C. (2014). Pigmentos fotossintéticos. Revista de Ciéncia Elementar, 2(3).
https://doi.org/10.24927/rce2014.196

Mota, W. M. ;, Barros, M. L. ;, Cunha, P. E. L. ;, Santana, M. V. A.;, Stevam, C. S.;, Leopoldo, P. T.
G., & Fernandes, R. P. M. (2012). Avaliagdo da inibicdo da acetilcolinesterase por extratos de
plantas medicinais. In Rev. Bras. Pl. Med.

MSD. (2022a). Medicamentos usados para tratar a depressdo. https://www.msdmanuals.com/pt-
pt/casa/multimedia/table/medicamentos-usados-para-tratar-a-depressao#

MSD. (2022b). Medicamentos utilizados para tratar a doenca de Parkinson - Manual MSD Verséo
Salde para a Familia. https://www.msdmanuals.com/pt-pt/casa/multimedia/table/medicamentos-
utilizados-para-tratar-a-doen%C3%A7a-de-parkinson#

Nagatsu, T., Nakashima, A., Watanabe, H., Ito, S., & Wakamatsu, K. (2022). Neuromelanin in
Parkinson’s Disease: Tyrosine Hydroxylase and Tyrosinase. International Journal of Molecular
Sciences, 23(8), 4176. https://doi.org/10.3390/ijms23084176

Nakanishi, K., Sakakima, H., Norimatsu, K., Otsuka, S., Takada, S., Tani, A., & Kikuchi, K. (2021).
Effect of low-intensity motor balance and coordination exercise on cognitive functions,
hippocampal AB deposition, neuronal loss, neuroinflammation, and oxidative stress in a mouse
model of Alzheimer’s disease. Experimental Neurology, 337.
https://doi.org/10.1016/j.expneurol.2020.113590

Newman, M., Ebrahimie, E., & Lardelli, M. (2014). Using the zebrafish model for Alzheimer’s disease
research. Frontiers in Genetics, 5(JUN). https://doi.org/10.3389/fgene.2014.00189

Niyonambaza, S. D., Kumar, P., Xing, P., Mathault, J., Koninck, P. de, Boisselier, E., Boukadoum, M.,
& Miled, A. (2019). A Review of neurotransmitters sensing methods for neuro-engineering
research. Applied Sciences (Switzerland), 9(21). https://doi.org/10.3390/app9214719

OECD/OCDE. (1998). OECD GUIDELINE FOR TESTING OF CHEMICALS. Fish, Short-term
Toxicity Test on Embryo and Sac-fry Stages.

Oliveira, C. (2015). Prospecdo de compostos bioativos nas macroalgas Himanthalia elongata,
Laminaria ochroleuca e Undaria pinnatifida. [Dissertagdo de Mestrado, Universidade de Aveiro].
https://ria.ua.pt/bitstream/10773/15672/1/Tese%20Defenitiva-%20C%c3%altia%200liveira.pdf

101



ISE biaimssss P.PORTO

Panchompoo, J., Aldous, L., Kabeshov, M., Pilgrim, B. S., Donohoe, T. J., & Compton, R. G. (2012).
A green approach to Fenton chemistry: Mono-hydroxylation of salicylic acid in aqueous medium
by the electrogeneration of Fenton’s reagent. New Journal of Chemistry, 36(5), 1265-1272.
https://doi.org/10.1039/c2nj21007j

Pangestuti, R., & Siahaan, E. A. (2018). Seaweed-derived carotenoids. In Bioactive Seaweeds for Food
Applications:  Natural Ingredients for Healthy Diets (pp. 95-107). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-813312-5.00005-4

Patra, J. K., Lee, S. W., Park, J. G., & Baek, K. H. (2017). Antioxidant and Antibacterial Properties of
Essential Oil Extracted from an Edible Seaweed Undaria Pinnatifida. Journal of Food
Biochemistry, 41(1). https://doi.org/10.1111/jfbc.12278

Pedro, B., Guedes, L., André, R., Gaspar, H., Vaz, P., Ascensdo, L., Melo, R., & Luisa Serralheiro, M.
(2021). Undaria pinnatifida (U. pinnatifida) bioactivity: Antioxidant, gastro-intestinal motility,
cholesterol biosynthesis and liver cell lines proteome. Journal of Functional Foods, 83.
https://doi.org/10.1016/j.jff.2021.104567

Pereira, L., & Valado, A. (2021). The Seaweed Diet in Prevention and Treatment of the
Neurodegenerative Diseases. Marine Drugs, 19(3). https://doi.org/10.3390/md19030128

Pereira, M. O. S. (2010). Estudo Comparativo de Métodos de Avaliacdo da Capacidade Antioxidante
de Compostos Bioactivos.

Petronilho, E. da C., Pinto, A., & Villar, J. D. F. (2011). Acetilcolinesterase: Alzheimer e Guerra
Quimica. http://rmct.ime.eb.br/arquivos/RMCT _3_tri_2011/RMCT_067_ES5A_11.pdf

Rafiguzzaman, S. M., Kim, E. Y., Lee, J. M., Mohibbullah, M., Alam, M. B., Soo Moon, I., Kim, J. M.,
& Kong, I. S. (2015). Anti-Alzheimers and anti-inflammatory activities of a glycoprotein purified
from the edible brown alga Undaria pinnatifida. Food Research International, 77, 118-124.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2015.08.021

Raquel, M., & Gomes, S. (2015). Estudo da reprodugéo e desenvolvimento embrionério de Garra rufa
(Heckel,1843), com vista a sua producé@o em Aquacultura.

Saha, R. N., & Pahan, K. (2006). Regulation of Inducible Nitric Oxide Synthase Gene in Glial Cells.
Antioxidants & Redox Signaling , Volume 8(Mary Ann Liebert, Inc).

Saleem, S., & Kannan, R. R. (2018). Zebrafish: an emerging real-time model system to study
Alzheimer’s disease and neurospecific drug discovery. In Cell Death Discovery (Vol. 4, Issue 1).
Springer Nature. https://doi.org/10.1038/s41420-018-0109-7

Salim, S. (2017). Oxidative stress and the central nervous system. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 360(1), 201-205. https://doi.org/10.1124/jpet.116.237503

Sanjeewa, K. K. A., Herath, K. H. I. N. M., Yang, H.-W., Choi, C. S., & Jeon, Y.-J. (2021). Anti-
Inflammatory Mechanisms of Fucoidans to Treat Inflammatory Diseases: A Review. Marine
Drugs, 19(12), 678. https://doi.org/10.3390/md19120678

Schepers, M., Martens, N., Tiane, A., Vanbrabant, K., Liu, H. B., Lutjohann, D., Mulder, M., &
Vanmierlo, T. (2020). Edible seaweed-derived constituents: An undisclosed source of
neuroprotective ~ compounds.  Neural  Regeneration  Research, 15(5), 790-795.
https://doi.org/10.4103/1673-5374.268894

102



ISE biaimssss P.PORTO

Silva, M. M. C. L., dos Santos Lisboa, L., Paiva, W. S., Batista, L. A. N. C., Luchiari, A. C., Rocha, H.
A. O, & Camara, R. B. G. (2022). Comparison of in vitro and in vivo antioxidant activities of
commercial fucoidans from Macrocystis pyrifera, Undaria pinnatifida, and Fucus vesiculosus.
International Journal of Biological Macromolecules, 216, 757-767.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2022.07.110

Singleton, V. L., Orthofer, R., & Lamuela-Raventos, R. M. (1999). Analysis of Total Phenols and Other
Oxidation Substrates and Antioxidants by Means of Folin-Ciocalteu Reagent. In Methods in
enzymology (Vol. 299).

Smirnoff, N., & Cumbes, Q. J. (1989). Hydroxyl radical scavenging activity of compatible solutes.
28(4), 1057-1060.

Soares, C. (2015). Validacéo do método Fast Blue BB para quantificagdo de compostos fenolicos totais
em alimentos.

Soares, C., Paiga, P., Marques, M., Neto, T., Carvalho, A. P., Paiva, A., Simdes, P., Costa, L., Bernardo,
A., Fernandez, N., Pinto, E., Almeida, A., Bronze, M. R., Delerue-Matos, C., & Grosso, C. (2021).
Multi-step subcritical water extracts of fucus vesiculosus I. And codium tomentosum stackhouse:
Composition, health-benefits and safety. Processes, 9(5). https://doi.org/10.3390/pr9050893

Steger-Hartmann, T., & Raschke, M. (2020). Translating in vitro to in vivo and animal to human. In
Current  Opinion in  Toxicology (Vols. 23-24, pp. 6-10). Elsevier B.V.
https://doi.org/10.1016/j.cotox.2020.02.003

Stengel, D. B. (2015). Natural Products From Marine Algae Methods and Protocols (D. B. Stengel &
S. Connan, Eds.). https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2684-8

Stewart, A. M., Braubach, O., Spitsbergen, J., Gerlai, R., & Kalueff, A. v. (2014). Zebrafish models for
translational neuroscience research: From tank to bedside. Trends in Neurosciences, 37(5), 264—
278. https://doi.org/10.1016/j.tins.2014.02.011

Subaraja, M., Krishnan, D. A., Hillary, V. E., Raja, T., Raja, W., Mathew, P., Ravikumar, S., Paulraj,
M. G., & Ignacimuthu, S. (2020). Fucoidan serves a neuroprotective effect in an Alzheimer’s
disease model. In Frontiers in Bioscience (Vol. 12, Issue 1).

Sucupira, N. R., Silva, A. B., Pereira, G., & Costa, J. N. (2012). Métodos Para Determinacdo da
Atividade Antioxidante de Frutos. In 263 UNOPAR Cient Ciénc Biol Saude (Vol. 14, Issue 4).

Tamagno, E., Guglielmotto, M., Vasciaveo, V., & Tabaton, M. (2021, September 1). Oxidative stress
and beta amyloid in alzheimer’s disease. Which comes first: The chicken or the egg? Antioxidants,
10(9). https://doi.org/10.3390/antiox10091479

Ting Wong, C. G., Bottiglieri, T., & Snead, O. C. (2003). GABA, y-hydroxybutyric acid, and
neurological disease. Annals of Neurology, 54(S6), S3—-S12. https://doi.org/10.1002/ana.10696

Titton, M. M. (2018). Impregnacdo de nanoparticulas de prata em filmes de polissulfona
funcionalizados por radiacdo ultravioleta.
https://www.lume.ufrgs.br/bitstream/handle/10183/193012/001088695.pdf?sequence=1

Tsukui, A., & Rezende, C. M. (2014). Microwave assisted extraction and green chemistry. Revista
Virtual de Quimica, 6(6), 1713-1725. https://doi.org/10.5935/1984-6835.20140111

103



ISE biaimssss P.PORTO

Uys, G. (2022, May 18). Divers remove tons of invasive seaweed from Fiordland. STUFF, Site.
https://www.stuff.co.nz/business/farming/aquaculture/128625086/divers-remove-tons-of-
invasive-seaweed-from-fiordland

Vecchio, I., Sorrentino, L., Paoletti, A., Marra, R., & Arbitrio, M. (2021). The State of The Art on
Acetylcholinesterase Inhibitors in the Treatment of Alzheimer’s Disease. Journal of Central
Nervous System Disease, 13, 117957352110291. https://doi.org/10.1177/11795735211029113

Wang, L., Park, Y. J,, Jeon, Y. J., & Ryu, B. M. (2018, October 1). Bioactivities of the edible brown
seaweed, Undaria pinnatifida: A review., Aquaculture, 495, 873-880.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2018.06.079

Wang, Q., Timberlake, M. A, Prall, K., & Dwivedi, Y. (2017). The recent progress in animal models
of depression. Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry, 77, 99-109.
https://doi.org/10.1016/j.pnpbp.2017.04.008

Wang, X., Zhang, J. B., He, K. J., Wang, F., & Liu, C. F. (2021). Advances of Zebrafish in
Neurodegenerative Disease: From Models to Drug Discovery. Frontiers in Pharmacology, 12.
https://doi.org/10.3389/fphar.2021.713963

Wei, Z., Li, X,, Li, X,, Liu, Q., & Cheng, Y. (2018). Oxidative Stress in Parkinson’s Disease: A
Systematic Review and Meta-Analysis. In Frontiers in Molecular Neuroscience (Vol. 11).
Frontiers Media S.A. https://doi.org/10.3389/fnmol.2018.00236

World Health Organization. (2012). Dementia a public health priority.

World  Health  Organization.  (2021a).  Depression.  https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/depression

World Health Organization. (2021b). World failing to address dementia challenge.
https://www.who.int/news/item/02-09-2021-world-failing-to-address-dementia-challenge

World Health Organization. (2022). Parkinson disease A public health approach.

Xiao, X. H., Yuan, Z. Q., & Li, G. K. (2013). Preparation of phytosterols and phytol from edible marine
algae by microwave-assisted extraction and high-speed counter-current chromatography.
Separation and Purification Technology, 104, 284-289.
https://doi.org/10.1016/j.seppur.2012.11.032

Xiao, X., Si, X., Yuan, Z., Xu, X., & Li, G. (2012). Isolation of fucoxanthin from edible brown algae by
microwave-assisted extraction coupled with high-speed countercurrent chromatography. Journal
of Separation Science, 35(17), 2313-2317. https://doi.org/10.1002/jssc.201200231

Xie, X., Chen, C., & Fu, X. (2021). Screening a-glucosidase inhibitors from four edible brown seaweed
extracts by ultra-filtration and molecular docking. LWT - Food Science and Technology, 138.
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2020.110654

Yoon, N. Y., Chung, H. Y., Kim, H. R., & Choi, J. S. (2008). Acetyl- and butyrylcholinesterase
inhibitory activities of sterols and phlorotannins from Ecklonia stolonifera. Fisheries Science,
74(1), 200-207. https://doi.org/10.1111/j.1444-2906.2007.01511.x

Zeman, J., Vetchy, D., Franc, A., Pavlokova, S., Pitschmann, V., & Mat&jovsky, L. (2017). The
development of a butyrylcholinesterase porous pellet for innovative detection of cholinesterase

104



ISE biaimssss P.PORTO

inhibitors. European  Journal of  Pharmaceutical Sciences, 109, 548-555,
https://doi.org/10.1016/j.ejps.2017.09.015

Zeng, J., Luan, F., Hu, J., Liu, Y., Zhang, X., Qin, T., Zhang, X., Liu, R., & Zeng, N. (2022). Recent
research advances in polysaccharides from Undaria pinnatifida: Isolation, structures, bioactivities,
and applications. In International Journal of Biological Macromolecules (Vol. 206, pp. 325-354).
Elsevier B.V. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2022.02.138

Zhang, H., Pang, Z., & Han, C. (2014). Undaria pinnatifida (Wakame): A Seaweed with
Pharmacological Properties. Science International, 2(2), 32-36.
https://doi.org/10.17311/sciintl.2014.32.36

Zhang, H., Tang, Y., Zhang, Y., Zhang, S., Qu, J., Wang, X., Kong, R., Han, C., & Liu, Z. (2015).
Fucoxanthin: A Promising Medicinal and Nutritional Ingredient. Evidence-Based Complementary
and Alternative Medicine, 2015. https://doi.org/10.1155/2015/723515

Zhang, J., An, Q., Li, W, Chai, L., Hu, W., Wang, Y., Su, S., He, Y., Li, C., & Sun, D. (2021). Rationally
designed lipid droplets-selective two-photon nitric oxide probe for high-fidelity
neuroinflammation  evaluation.  Sensors and  Actuators, B: Chemical,  345.
https://doi.org/10.1016/j.snb.2021.130329

Zhao, Y., Zheng, Y., Wang, J., Ma, S., Yu, Y., White, W. L., Yang, S., Yang, F., & Lu, J. (2018a).
Fucoidan extracted from Undaria pinnatifida: Source for nutraceuticals/functional foods. Marine
Drugs, 16(9). https://doi.org/10.3390/md16090321

Zhao, Y., Zheng, Y., Wang, J., Ma, S., Yu, Y., White, W. L., Yang, S., Yang, F., & Lu, J. (2018b).
Fucoidan extracted from Undaria pinnatifida: Source for nutraceuticals/functional foods. Marine
Drugs, 16(9). https://doi.org/10.3390/md16090321

Zhen, X. H., Quan, Y. C,, Jiang, H. Y., Wen, Z. S., Qu, Y. le, & Guan, L. P. (2015). Fucosterol, a sterol
extracted from Sargassum fusiforme, shows antidepressant and anticonvulsant effects. European
Journal of Pharmacology, 768, 131-138. https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2015.10.041

105



ISep

Insti S jor d —
Engenharia do Porto P.PORTO
Anexos

Anexo A - Dados utilizados para o calculo dos rendimentos das
extracoes

A tabela A.1 apresenta os dados das massas iniciais de alga pesadas no inicio das extragdes e as
massas de extratos secos obtidos no final das extracfes, em gramas, necessarios para o célculo do
rendimento (%).

Tabela A. 1. Dados das massas iniciais de alga e massas dos extratos secos obtidos (g) para cada tipo de extragdo
com os diferentes solventes e condi¢des (tempo de extracdo: 1h e 2h; temperaturas 25°C e 40 °C; racio: 1:10 e 1:20 g:mL).

Tempo de R,ég:io Massa Rendimento
Extracio Temperatura (solido: Solventes ) _a_lga Massa do extrato seco (g) (%)
solvente) inicial (g)
H.0: acetona 1,051 0,111 10,6
H,O: etanol 1,026 0,096 9,36
H,O: metanol 1,012 0,078 7,71
1:10 Etanol 1,012 0,099 9,78
Metanol 1,023 0,115 11,2
Diclorometano 1,087 0,011 1,01
25 °C Acetona 1,088 0,088 8,09
H,0: acetona 1,015 0,143 14,1
H,O: etanol 1,0126 0,091 8,08
H,O: metanol 1,043 0,111 10,6
1:20 Etanol 1,022 0,101 9,88
Metanol 1,123 0,135 12,0
1h Diclorometano 1,045 0,006 0,570
Acetona 1,110 0,08 7,21
H,0: acetona 1,052 0,119 11,3
H,0: etanol 1,011 0,113 11,2
1-10 H,O: metanol 1,066 0,053 4,97
Etanol 1,016 0,105 10,33
Metanol 1,005 0,065 6,47
40 °C Acetona 1,019 0,103 10,1
H,0: acetona 1,091 0,151 13,8
H,O: etanol 1,032 0,173 16,8
1:20 H,0: metanol 1,243 0,18 14,5
Etanol 1,095 0,148 13,5
Metanol 1,010 0,183 18,1
Acetona 1,127 0,091 8,07
H,0: acetona 1,125 0,097 8,62
H,O: etanol 1,007 0,107 10,6
H,O: metanol 1,194 0,096 8,04
1:10 Etanol 1,073 0,131 12,2
Metanol 1,182 0,118 9,98
Diclorometano 1,300 0,013 1,00
25 °C Acetona 1,093 0,055 5,03
H,0: acetona 1,007 0,137 13,6
2h H,O: etanol 1,120 0,159 14,2
H,O: metanol 1,032 0,149 14,4
1:20 Etanol 1,016 0,114 11,2
Metanol 1,002 0,161 16,1
Diclorometano 1,028 0,007 0,68
Acetona 1,054 0,111 10,5
H,0: acetona 1,019 0,119 11,7
o . H,0: etanol 1,135 0,135 11,9
40°C 1:10 H,0: metanol 1,009 0,103 10,2
Etanol 1,141 0,133 11,7
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Tempo de R’é_cio Massa Rendimento
Extracio Temperatura (s6lido: Solventes ) _a_lga Massa do extrato seco (g) (%)
solvente) inicial (g)
Metanol 1,020 0,084 8,24
Acetona 1,070 0,129 12,1
H,0: acetona 1,044 0,123 11,8
H,O: etanol 1,013 0,163 16,1
1:20 H,0: metanol 1,001 0,177 17,7
' Etanol 1,032 0,121 11,7
Metanol 1,005 0,120 11,9
Acetona 1,173 0,080 6,82
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Anexo B — Dados utilizados para o calculo do TPC

Atabela B.1Erro! A origem da referéncia néo foi encontrada. apresenta os dados das massas
de extratos secos obtidos no final das extra¢Ges, em gramas, o volume de metanol adicionado (mL) e a
concentracdo de extrato obtida (mg/mL).

Tabela B. 1.Dados utilizados para o calculo da concentragao de extrato (mg/mL) necessaria para o calculo do TPC.

g Massa do Concentragéo
Ei?g%gg Temperatura Rasc(;?vgsncig)d o Solventes extrato seco Vgé?g:;ﬂi%?g?[‘; I Extrato
(@ (mg/mL)
H,0: acetona 0,111 2,44 45,5
H,0: etanol 0,096 1,92 50,0
H,O: metanol 0,078 2,00 39,0
1:10 Etanol 0,099 1,98 50,0
Metanol 0,115 2,72 42,3
Diclorometano 0,011 2,22 4,95
25 °C Acetona 0,088 2,20 40,0
H,0: acetona 0,143 2,86 50,0
H,O: etanol 0,091 2,40 37,9
H,O: metanol 0,111 2,22 50,0
1:20 Etanol 0,101 2,02 50,0
Metanol 0,135 2,70 50,0
1h Diclorometano 0,006 2,12 2,83
Acetona 0,08 1,70 47,1
H,0: acetona 0,119 2,38 50,0
H,O: etanol 0,113 2,26 50,0
1:10 H,O: metanol 0,053 2,06 25,7
Etanol 0,105 2,10 50,0
Metanol 0,065 2,80 23,2
40°C Acetona 0,103 2,06 50,0
H,0: acetona 0,151 3,02 50,0
H,0: etanol 0,173 3,46 50,0
120 H,0: metanol 0,18 3,60 50,0
Etanol 0,148 2,96 50,0
Metanol 0,183 3,66 50,0
Acetona 0,091 1,82 50,0
H,0: acetona 0,097 1,94 50,0
H,O: etanol 0,107 2,14 50,0
H,0: metanol 0,096 1,92 50,0
1:10 Etanol 0,131 2,62 50,0
Metanol 0,118 2,36 50,0
Diclorometano 0,013 2,26 5,75
25 °C Acetona 0,055 1,10 50,0
H,0: acetona 0,137 2,74 50,0
H,0: etanol 0,159 3,18 50,0
H,O: metanol 0,149 2,98 50,0
1:20 Etanol 0,114 2,28 50,0
Metanol 0,161 3,22 50,0
2h Diclorometano 0,007 2,14 3,27
Acetona 0,111 2,22 50,0
H,O: acetona 0,119 2,38 50,0
H,0: etanol 0,135 2,70 50,0
110 H,0: metanol 0,103 2,06 50,0
Etanol 0,133 2,66 50,0
Metanol 0,084 1,68 50,0
40 °C Acetona 0,129 2,58 50,0
H,0: acetona 0,123 2,46 50,0
H,O: etanol 0,163 3,26 50,0
1:20 H,O: metanol 0,177 3,54 50,0
Etanol 0,121 2,42 50,0
Metanol 0,120 2,40 50,0
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Tempo de Racio (solido: Massa do Volume de metanol  COnicentraao
Extrggéo Temperatura solvente) ’ Solventes extrato seco adicionado (mL) Extrato
(9 (mg/mL)
| | Acetona 0,080 1,60 50,0
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