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Resumo
Apesar do progresso ha mudanca no estilo de vida e terapias farmacoldgicas para a

prevencdo de doencas cardiovasculares (DCV), estas permanecem a principal causa
de morte em todo o mundo, sendo a hipercolesterolemia um dos fatores de risco. A
ingestdo de alguns produtos naturais, em combinagdo com farmacos anti-
hiperlipidémicos, tem sido frequentemente reportada como uma estratégia para a
terapia da hipercolesterolemia. Assim sendo, tem existido um aumento no interesse em
algas como produtos naturais comestiveis, devido aos reportados beneficios e

propriedades que 0s seus compostos bioativos apresentam.

Este trabalho teve por base o estudo do potencial terapéutico dos compostos
presentes em extratos aquosos de algas marinhas comestiveis, nomeadamente
extratos de Eisenia bicyclis, Porphyra spp e Fucus vesiculosus vulgarmente designados

Aramé, Nori e Fucus.

Iniciou-se o trabalho com a caracterizacdo dos extratos das algas, relativamente a
composicao em fenais totais, polissacaridos e proteinas e por HPLC-DAD. O extrato de
Aramé foi o que apresentou maior quantidade em fendis totais 0,063 + 0,005 mg PGE/
mg massa seca, enquanto que o extrato de Nori apresentou maior quantidade de
polissacaridos 0,583 + 0,004 mg PE/ mg massa seca. Apenas o extrato de Fucus
apresentou uma reduzida quantidade de proteinas de 0,0074+0,0004 mg proteina/ mg
massa seca. Foi ainda efetuado o fracionamento dos compostos presentes nos extratos,
recorrendo a uma extracdo em fase solida (SPE) no entanto, por HPLC-DAD verificou-
se gue nos extratos purificados ocorreu perda de alguns compostos e 0s extratos

aquosos nao purificados foram usados para a avaliacdo do efeito biologico.

Relativamente as atividades biolégicas associadas aos extratos, o extrato de Aramé
foi o que apresentou maior atividade antioxidante 65 + 3 % e a menor quantidade de
extrato com capacidade de reduzir a atividade antioxidante em 50 % (ECso) de 0,174
mg/mL. Verificou-se ainda que, na atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase
(AChE), o extrato de Nori foi o que permitiu obter uma percentagem de inibicdo mais
elevada 42 + 2 %, evidenciando uma potencial capacidade terapéutica relativamente a
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer. O extrato de Aramé
apresentou maior capacidade de inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-metilglutarilo redutase
(HMGR) 79 + 7 % evidenciando o seu potencial para utilizagdo na reducdo da

hipercolesterolemia.

Todos o0s extratos revelaram ser seguros e nao citotéxicos em linhas celulares
humanas de células do figado e intestino, Hep-G2 e Caco-2. E o estudo do metaboloma



das células Caco-2 e Hep-G2 expostas aos extratos das algas revelou que, em ambas
as linhas celulares, os extratos provocaram alteracBes nos metabolitos associados a
varias vias metabodlicas, nomeadamente em metabolitos associados ao metabolismo
energético da respiracao celular, como o acido sucinico e nos nucleotidos e, também
nos fosfolipidos que estdo relacionados com efeitos sobre a membrana celular. Em
particular, no caso das células Hep-G2 em contacto com o extrato de Nori verificou-se
gue aumentou a glutationa oxidada (GSSG) enquanto, nas células controlo aparece em
maior quantidade a glutationa reduzida (GSH), o que pode estar relacionado com o
efeito dos compostos do extrato da alga com um aumento do stress oxidativo nas células
Hep-G2.

Foi investigado o efeito dos extratos sobre a linha celular Caco-2, apdés a sua
diferenciacdo, simulando um modelo da barreira gastrointestinal. Verificou-se que todos
0S extratos apresentaram capacidade de reduzir a permeacéo do colesterol na barreira
entre 20 a 28 %, a semelhanca do farmaco ezetimiba prescrito para a terapéutica da
hipercolesterolemia. Na presenca de ezetimiba, os extratos de Aramé e Fucus
aumentaram a reducdo da permeacdo do colesterol em 39 + 4 % e 52 + 4 %,
respetivamente. Verificou-se ainda que alguns compostos dos extratos séo capazes de
permear a barreira gastrointestinal, o que evidencia o potencial destes alcangcarem

varios alvos no organismo apos a ingestao dos extratos, nomeadamente o figado.

Por fim, de modo a compreender o mecanismo dos extratos sobre a reducdo da
permeacao do colesterol, foi analisado o efeito destes sobre as proteinas de membrana
associadas ao transporte do colesterol, a proteina de Niemann-pick like 1 (NPC1L1) e o
transportador ATP-Binding Cassette G5 (ABCG5) por Western Blotting, quer nas células
Caco-2 quer nas células Hep-G2. Os extratos de Aramé e Fucus na linha celular Hep-
G2 demonstraram ter a capacidade de aumentar a expressao do transportador NPC1L1,
relativamente ao controlo. Os extratos de Aramé e Nori, em ambas as linhas celulares,
demonstraram aumentar a expressao da proteina ABCG5, o que indica que, tendo em
conta que este transportador esta associado a excrecdo do colesterol nas membranas
dos hepatécitos e dos enterdcitos, o resultado dos extratos sobre a reducdo da

permeacao do colesterol poderd ser associado ao efeito sobre este transportador.

Em suma, os extratos aquosos das algas marinhas comestiveis Aramé, Nori e Fucus
apresentaram diversas atividades bioldgicas que podem sugerir os efeitos benéficos que
lhes sdo frequentemente atribuidos sobre a salde em geral e, por isso, sao
recomendados serem incorporados na alimentacdo. Em particular, o extrato da alga Nori

gue demonstrou maior potencial no tratamento de doengas neurodegenerativas, e todos
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0os extratos que demonstraram ser eficazes no controlo da problematica de
hipercolesterolemia e na prevencdo de DCV, sendo o extrato da alga Aramé o que

evidenciou maiores beneficios e ainda maior atividade antioxidante.

Palavras-chave: Eisenia bicyclis, Porphyra spp, Fucus vesiculosus, DCV, efeitos sobre a salde,
hipercolesterolemia, metabolémica, HMGR, NPC1L1, ABCG5
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Abstract
Despite progress in lifestyle changes and pharmacological therapies for the

prevention of cardiovascular diseases (CVD), these remain the leading cause of death
worldwide, with hypercholesterolemia being one of the risk factors. Ingestion of some
natural products in combination with antihyperlipidemic drugs, has been frequently
reported as a strategy for the therapy of hypercholesterolemia. For that reason, there
has been an increase in interest in algaes due to the benefits and properties that their

bioactive compounds present.

This work was based on the study of the therapeutic potential of compounds present
in aqueous extracts of edible seaweed like Eisenia bicyclis, Porphyra spp and Fucus

vesiculosus habitually known as Aramé, Nori and Fucus.

In this work the extracts of seaweed were characterized by their composition in total
phenols, polysaccharides, and proteins and by HPLC-DAD. The Aramé extracts showed
the highest amount of total phenols, 0.063 £ 0.005 mg PGE/ mg dry mass, while the Nori
extract presented the highest amount of polysaccharides, 0.583 + 0.004 mg PE/ mg dry
mass. Only the Fucus extract showed a reduced amount of protein of 0.0074+0.0004 mg
protein/mg dry mass. The fractionation of the compounds present in the extracts was
also carried out, using solid-phase extraction (SPE). However, by HPLC-DAD was found
that in the purified extracts, there was a loss of some compounds, and the non-purified

aqueous extracts were used for the assessment of the biological effect.

Regarding the biological activities associated with the extracts, the Aramé extract
showed the highest antioxidant activity 65 = 3 % and the lowest amount of extract
capable of reducing the antioxidant activity by 50 % (ECso) of 0.174 mg/mL. It was also
verified that, in terms of the inhibitory activity of the enzyme acetylcholinesterase (AChE),
the Nori extract was the one that allowed to obtain a higher percentage of inhibition 42 +
2 % showing a potential therapeutic capacity for neurodegenerative diseases, such as
Alzheimer's. The Aramé extract showed a better ability to inhibit the enzyme 3-hydroxy-
3-methylglutaryl reductase (HMGR) 79 = 7 %, evidencing its potential for use in the

reduction of hypercholesterolemia.

All extracts were safe and non-cytotoxic in human liver and intestinal cell lines, Hep-
G2 and Caco-2. And the study of the metabolome of Caco-2 and Hep-G2 cells exposed
to the algae extracts revealed that, in both cell lines, the extracts caused changes in the
metabolites associated with several metabolic pathways, namely in metabolites
associated with the energy metabolism of cellular respiration, such as succinic acid and

in nucleotides and in phospholipids that are related to effects on the cell membrane. In
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the case of Hep-G2 cells in contact with Nori extract, was found that oxidized glutathione
(GSSG) increased while in control cells, reduced glutathione (GSH) appears in greater
quantity, which may be related to the effect of algae extract compounds with an increase

in oxidative stress in HepG2 cells.

The effect of the extracts on the Caco-2 cell line, after its differentiation, was
investigated, simulating a model of the gastrointestinal barrier. It was found that all
extracts could reduce cholesterol permeation in the barrier between 28 to 20%, similar
to the drug ezetimibe prescribed for the treatment of hypercholesterolemia. In the
presence of ezetimibe, Aramé and Fucus extract increased the reduction of cholesterol
permeation by 39 + 4 % and 52 + 4 %, respectively. It was also found that some
compounds of the extracts can permeate the gastrointestinal barrier, which shows the
potential of these to reach several targets in the body after ingestion of the extracts,

namely the liver.

Finally, to understand the mechanism of the extracts on the reduction of cholesterol
permeation, the effect of these extracts on the membrane proteins associated with
cholesterol transport, the Niemann-pick like 1 protein (NPC1L1) and the transporter ATP-
Binding Cassette G5 (ABCG5) by Western Blotting, either in Caco-2 cells or in Hep-G2
cells. The Aramé and Fucus extracts in the Hep-G2 cell line showed the ability to
increase the expression of the NPC1L1 transporter, relative to the control. The Aramé
and Nori extracts and both cell lines were shown to increase the expression of the
ABCGS5 protein, which indicates that, given that this transporter is associated with the
excretion of cholesterol in the membranes of hepatocytes and enterocytes, the result of
the extracts on the reduction of cholesterol permeation may be associated with the effect

on this transporter.

In summary, aqueous extracts of edible seaweeds Aramé, Nori and Fucus presented
several biological activities that may suggest the beneficial effects that are often
attributed to them. In particular, the Nori seaweed extract which showed the better
potential in the treatment of neurodegenerative diseases. And the Aramé extract that
proved to be effective in controlling the problem of hypercholesterolemia and in the
prevention of CVD, showing the substantial benefits and even significant antioxidant

activity.

Keywords: cholesterol, Eisenia bicyclis, Porphyra spp, Fucus vesiculosus, DCV, health effects,
hypercholesterolemia metabolomics, HMGR, NPC1L1, ABCG5
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1. Introducéo
1.1. Doencas cardiovasculares e o colesterol
Apesar do progresso na implementacdo de mudangas no estilo de vida e terapias
farmacologicas para a prevencdo de doencas cardiovasculares (DCV), estas
permanecem a principal causa de morte em todo o mundo [1]. As DCV sao responséaveis
por mais de quatro milhdes de mortes na Europa todos 0s anos. Estas doengas matam
mais mulheres (2,2 milhdes) do que homens (1,8 milhdes), embora as mortes por DCV

antes dos 65 anos sejam mais comuns em homens (490 000 vs 193 000) [2].

Um dos fatores de risco para as DCV é a hipercolesterolemia, que se caracteriza por

elevadas taxas de colesterol no sangue [3].

O colesterol é um lipido, do grupo dos esterdides, que desempenha um papel
fundamental em muitos processos bioquimicos e biofisicos. Juntamente com os
fosfolipidos, o colesterol € um componente fundamental das membranas dos animais
sendo essencial para manter a fluidez da membrana e o precursor de varias hormonas
esteroides, sais biliares e vitamina D [3]. Apesar de o colesterol desempenhar um papel
insubstituivel na satde humana, os niveis elevados de colesterol circulante no plasma,
sdo devidos a uma desordem do metabolismo e/ou nutricdo, conhecida como
hipercolesterolemia. O colesterol, sendo uma substancia lipidica apolar, é transportado
no plasma associado a varias particulas de lipoproteinas, que para além de colesterol
contém triglicéridos, proteinas, em diferentes niveis. As duas principais formas de
colesterol encontradas em circulacao sdo as lipoproteinas de baixa densidade de
colesterol (LDL) e as lipoproteinas de alta densidade de colesterol (HDL) [4, 5]. Uma
das principais causas para a doenca coronaria do coragdo e outras DCV é o elevado
colesterol circulante, podendo formar-se depdésitos de placas de ateromas, nas paredes
das artérias, dificultando a passagem do sangue, uma condicdo conhecida como
aterosclerose [6]. Consequentemente a hipercolesterolemia é um dos fatores de risco
das DCV juntamente com outros fatores de risco comportamentais como uma dieta
pouco saudavel, o sedentarismo, o tabagismo e o consumo habitual de &lcool. A OMS
refere que deixar de fumar, uma atividade fisica regular e a prevencéo do uso nocivo de
bebidas alcodlicas bem como alteragBes nos habitos alimentares, diminuem o risco de
doencas cardiovasculares [7]. Essas mudan¢cas na dieta e habitos de vida s&o
recomendacdes ndo somente para a prevengdo de DCV, mas também para a utilizacao
combinada com as terapias de reducdo do colesterol circulante [8]. No caso da
alimentacdo saudavel, nomeadamente a reducdo do consumo de sal e de gordura

saturada e aumentar o consumo de frutas, vegetais e outros produtos naturais de origem
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ndo animal, é amplamente reconhecida como uma estratégia para a gestao/ controlo
das DCV, quer na prevencao, quer associadas as diferentes abordagens terapéuticas.
[9, 10].

1.2. Colesterol: absorcdo, homeostase e metabolismo

Os niveis de colesterol enddégenos estdo relacionados com a biossintese do
colesterol, com vias de absorcéo e excrecdo do colesterol, isto €, a concentracdo de
colesterol circulante depende dos niveis de colesterol sintetizado pelo figado, absorvido
pelo intestino e com a sua excre¢do por conversdo em acidos biliares [11, 12]. Sabe-se
que, mais de metade do colesterol do organismo € devido a biossintese e o restante
pela dieta, sendo absorvido no intestino [13]. A homeostase do colesterol é, portanto,
controlada pela sintese enddgena, absor¢cdo e excrecdo intestinal e hepética. Um

desequilibrio destes processos pode levar a acumulagdo de colesterol circulante,
levando a formacao de ateromas e, consequentemente ao aparecimento de DCV [14].

Como foi referido anteriormente, os lipidos, como é o caso do colesterol, circulam na
corrente sanguinea, ligados a proteinas formando as lipoproteinas. Estas consistem em
particulas formadas por uma capa hidrofilica constituida por fosfolipidos e apoproteinas,
envolvendo um ndcleo hidrofébico que contém triglicéridos e colesterol esterificado [15,
16].

As quatro classes principais de lipoproteinas que estédo presentes no plasma sao:
HDL, LDL, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e quilomicra [17]. As
lipoproteinas diferem nas apoproteinas que as compde e os tipos de lipidos que

transportam [18].

As HDL séao formadas por estéres de colesterol e apoproteinas, sendo a apo A-l a
sua principal apoproteina, e algumas das proteinas que a constituem apresentam
atividade enzimética, como é o caso da lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT).
Enquanto, as LDL sdo compostas por estéres de colesterol e uma sé proteina, a apo B-
100. Ja as VLDL sao produzidas no figado e caracterizam-se pelo alto conteddo em
triglicéridos, nesta lipoproteina a principal apoproteina € a apo B-100. Por fim, os
guilomicra sdo sintetizados nas células da mucosa intestinal, sdo compostos por
triglicéridos e uma pequena quantidade de estéres de colesterol derivados da gordura

ingerida na dieta, neste caso a principal apoproteina que os compde é a apo B-48 [18].

O figado é o 6rgao responsavel pela homeostase do colesterol, regulando a sintese

e a eliminacdo de uma proporcéo significativa do colesterol no organismo [19]. Os
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hepatdcitos expressam uma série de recetores de lipoproteinas incluindo o recetor de
lipoproteinas de baixa densidade (LDLR), a proteina-1 relacionada ao LDLR1 e o recetor
eliminador de classe B tipo | (SR-B1), que os permite internalizar o colesterol de
praticamente todas as lipoproteinas, isto é, limpa os remanescentes de quilomicras
contendo colesterol e particulas de lipoproteinas de baixa densidade do plasma e é o
principal responsavel pela formacdo de HDL. Apesar de o colesterol também ser
sintetizado de novo no figado de uma forma regulada [20], este pode eliminar
quantidades significativas de colesterol, usando duas vias: (1) dentro da VLDL, rica em
triglicéridos, fornecendo as células periféricas acidos gordos, vitaminas lipossollveis e
colesterol [20, 21]; (2) por secrecdo na bilis diretamente como colesterol circulante ou
apoés conversdo em acidos biliares, [22, 23] proporcionando assim um meio de
eliminacdo irreversivel do colesterol pelas fezes [24, 25].

1.2.1. Biossintese do colesterol

O colesterol é um esterol da familia dos esteroides com 27 carbonos, com férmula
quimica de CyxHsO, que consiste em quatro anéis, denominado
ciclopentanoperidrofenantreno [26], e uma cadeia lateral, como esta representado na
Figura 1 [13].

H3C,,
H;C /

HO

Figura 1- Molécula de colesterol, Cédigo do Humam
Metabolome Database (HMDB) - HMDBO0000067. [6]

A biossintese do colesterol de novo ocorre maioritariamente no figado por um

processo que esta dividido em cinco etapas (Figura 2), nomeadamente: [13]

12 etapa — via do mevalonato: Primeiramente duas moléculas de acetil-coenzima A
(acetil-CoA) condensam formando o acetoacetil-CoA, reacdo que € catalisada pela
tiolase citosdlica. De seguida, ocorre a condensacéo do acetoacetil-CoA com a acetil-
CoA e, esta reagdo € catalisada pelo enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG)-CoA
sintase, formando o HMG-CoA. Este é reduzido a mevalonato nhuma reacdo catalisada

pelo HMG-CoA redutase (HMGR) e pelo coenzima fosfato de dinucleétido de
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nicotinamida e adenina (NADPH). A reacdo catalisada pelo HMGR constitui a etapa

regulatéria da via de sintese de novo colesterol [13].

22 etapa — formacédo de unidades terpenos a partir do mevalonato por perda de CO:
[13];

32 etapa — condensacdao de seis unidades terpenos de esqualeno [13];
42 etapa — ciclizacdo de esqualeno para formacéao do lanosterol [13];

52 etapa — formacéo do colesterol a partir do lanosterol [13].

2 Acetil-CoA

'

| Tiolase
Acetoacetil-CoA
' HMG-CoA sintase
HMG-CoA
| | HMG-CoA redutase
Melavonato
28 e'tapa

¥
32 etapa » 43 etapa » Colesterol

Figura 2 - Esquema da biossintese do colesterol, adaptado de [13].

E importante notar que o HMGR é a proteina alvo dos farmacos, conhecidos como
estatinas, para diminuir a quantidade de colesterol circulante [27, 28, 29, 30]. O HMGR

€ uma glicoproteina transmembranar com 888 amino&cidos de comprimento.

O centro ativo do HMGR, é formado por duas subunidades diferentes que formam
um dimero, é constituido por uma grande cavidade localizada na interface monémero-
mondmero e pode ser dividido em trés subcentros de ligacdo: um para HMG, um para a
CoA e outro para o NADPH [31].



O HMGR é um dos enzimas mais regulados no corpo humano e, essa regulagédo
pode ser alcancada de quatro maneiras diferentes: transcricdo do gene da enzima [32],
traducdo do seu mRNA [33], degradacao da enzima funcional [34], e modulagéo da sua
atividade [35]. Os &cidos biliares, o mevalonato e o colesterol inibem retroativamente o
HMGR [27].

Além dos farmacos, como as estatinas, ja foram identificados inibidores deste enzima
presentes em plantas, vegetais e frutos [36, 37]. Depois de alguns estudos, a curcumina,
o docosanol e o 4cido salvinélico ¢, demonstraram em ensaios in vitro ter o poder de
inibir o HMGR [38]. In vivo, o resveratrol demonstrou inibir o HMGR, levando a
diminuig&o do colesterol total em estudos utilizando ratos [39]. E de salientar que, in vitro
utilizando linhas celulares humanas, extratos das folhas de Vernonia condensata [40]
também apresentam atividade inibitéria da HMGR. Em relagédo as algas marinhas, os
extratos de Gracilaria lemaneiformis e Saccharina japonica, demonstraram ter atividade
de inibicho da HMGR em ratos in vivo [41, 42]. Os extratos das algas marinhas, Caulerpa
lentillifera e Kappapycus alvarezii também foram reportados como apresentando
compostos com capacidade de inibir a HMGR, estes resultados foram obtidos com
ensaios in vitro utilizando células humanas [43]. Outros estudos demonstraram que
extratos de Fucus vesiculosos apresenta atividade inibitéria da HMGR [44], no entanto
para as algas Porphyra spp. e para a Eisenia bicyclis ndo hé ainda conhecimento publico
de estudos sobre a capacidade de inibir este enzima, mas o grupo de investigacao ja

estudou estes extratos de algas.

1.2.2. Proteinas transportadoras de colesterol
» ATP-Binding Cassette G5/G8 (ABCG5, ABCG8)
Os transportadores ATP-Binding cassette, constituem um grupo de proteinas de
transporte transmembranar celular altamente conservadas que usam ATP para gerar a

energia necessaria para transportar metabolitos através das membranas [45].

A superfamilia de transportadores ABC tem grande impacto sobre o metabolismo de
lipoproteinas e do colesterol: os transportadores ABCG5 e ABCG8 séo heterodimeros
expressos principalmente no figado e no intestino delgado e tém como fungédo a
protecdo do organismo contra a acumulacdo de esterdis. Especificamente, exportam
esterdis para a bilis, favorecendo a sua excre¢do, enquanto, que no intestino delgado

excretam os esterois ao lumen intestinal, impedindo a sua absor¢éo [45, 46].



MutagcBes nestes transportadores, ABCG5/G8, causam uma doenca genética,
denominada de sitosterolemia, que é caracterizada por elevados niveis plasmaticos de

esterdis e colesterol circulante [45, 46].

Estes dois transportadores estdo em oposi¢cao direta ao transportador NPC1L1 e,

gque é um transportador do efluxo de colesterol ndo esterificado presente nas
membranas das células do intestino e do figado [47, 48].

= Niemann-Pick C1 like 1 (NPC1L1)

O transportador NPC1L1 é uma proteina transmembranar politopica composta por
1332 residuos de aminoacidos e é essencial na absor¢do do colesterol no intestino
delgado [19]. Este transportador é encontrado, principalmente, nas regibes expostas ao
colesterol circulante: a membrana apical dos enterécitos e a membrana canalicular dos

hepatdcitos [19].

A regulacéo da localizagdo do NPC1L1 é um processo dependente do colesterol, isto
€, quando o colesterol é abundante na célula, o NPC1L1 é encontrado no endossomo
para sofrer reciclagem; quando o colesterol ndo é abundante na célula, o NPC1L1 é

encontrado na membrana plasmatica a fim de capturar o colesterol para a célula [19].

Esta proteina é o alvo molecular para a reducdo da absor¢do de colesterol no
intestino pelo farmaco ezetimiba [49]. O mecanismo de acao da ezetimiba, embora n&do
totalmente compreendido, envolve a inibicdo seletiva da absor¢cdo do colesterol. A

absorcdo de nutrientes lipossoluveis, como € o caso de vitaminas lipossoluveis,

triglicéridos ou acidos biliares, néo é afetada [50].

1.2.3. Absorgdo intestinal do colesterol

No intestino, a absorgéo do colesterol proveniente da dieta € um processo de varias
etapas, no qual o colesterol é micelizado por acidos biliares no limen intestinal, captado
pelos enterécitos, colocado em lipoproteinas e transportado para a linfa e sistema

circulatorio [51].

A absorcéo do colesterol no intestino delgado comeca com a sua incorporacdo em
micelas, que contém acidos biliares, fosfolipidos e produtos hidrofilicos de triglicéridos.
Esta etapa permite a solubilizagdo do colesterol e de outros nutrientes lipossoluveis, o
que é essencial para a movimentacdo através da camada de agua que fica antes da
membrana apical dos enterécitos. Aqui, o colesterol nao esterificado é incorporado pela

membrana celular dos enterdcitos, através da NPC1L1 [19]. O colesterol nédo
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esterificado que entra no enterdcito pode ser excretado de volta para o limen intestinal,
este transporte € mediado pelo ABCG5/G8 (Figura 3) [52, 53, 19].

Dentro do enterdcito, a maior parte do colesterol circulante é esterificado no reticulo
endoplasmético pela acetil-CoA acetiltransferase 2 (ACAT2). Isso permite que 0S
quilomicras incorporem o colesterol esterificado, triglicéridos, e algum colesterol
circulante exportando-os para a circulagdo sanguinea [54, 55]. Na corrente sanguinea,
a lipoproteina lipase hidrolisa os triglicéridos no nucleo dos quilomicras permitindo a sua
absorcdo pelos tecidos periféricos (adiposo e muscular). Apds este processo
enzimatico, os remanescentes de quilomicras que permanecem séo absorvidos pelos

hepatdcitos [19].

1.2.4. Transporte reverso

O colesterol dos tecidos periféricos é transportado por uma via denominada
transporte reverso de colesterol (RCT), que transporta o colesterol dos tecidos néo

hepaticos para o figado para metabolismo e eliminacéo biliar nas fezes [54] (Figura 3).

VLDL

Plasma
. Sis
LDL Esteres de gg
LDRL colesterol S 8
ACAT2
HDL T l
col 1 ABCGS Colesterol
olesterol — (g 0
SR-BI //f ABCGE Acidos
HMGR \ /biliares
- Biossintese  gintese 4cidos
c G de novo biliares
£ Bilis
§ 2 Hepatdcito
Em
Esteres de colesterol
NPC1L1
l ACAT2 4—.— Colesterol
Quilomicras ABCG5
HMGR ABCGS

Biossintese

de novo
Fezes

Enterdcito

Figura 3 — Absorcao intestinal e transporte reverso do colesterol — Esquema das proteinas de
transporte de colesterol nos hepatdcitos e enterdcitos, adaptado de [56].

A principal lipoproteina envolvida no efluxo de colesterol dos tecidos periféricos para
retornar ao figado é a HDL. No figado, o colesterol das HDL, esterificado pela sua

lecitina — colesterol aciltransferase (LCAT), pode seguir duas vias: (1) via direta na qual
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as HDL se ligam ao transportador scavenger receptor, class B type | (SR-B1) com alta
afinidade permitindo transferir todo o seu contetdo em colesterol para o hepat6cito; (2)
via indireta, na qual o colesterol esterificado das HDL € inicialmente transferido para a
apo B-100 para VLDL ou LDL em troca de moléculas de triglicéridos [54, 57]. Estes
processos permitem o movimento do colesterol dos tecidos periféricos para o figado,
onde o colesterol pode ser convertido a 4cidos biliares e excretado, via bilis ou fezes,

ou ser metabolizado para a sintese de hormonas esteréides [58, 59].
1.3. Terapéutica para o controlo da hipercolesterolemia

Como referido anteriormente, os farmacos habitualmente utilizados na reducédo do
colesterol enddgeno sdo as estatinas, que atuam inibindo o enzima da biossintese de
novo colesterol o HMGR e/ou a ezetimiba que, inibe o transportador NPC1L1 o que
pretende reduzir o colesterol exdgeno absorvido pelo intestino [16].

1.3.1. Mecanismo acao das Estatinas

As estatinas reduzem a sintese de colesterol novo no figado ao inibir de forma
competitiva o enzima HMGR, a etapa limitante da atividade de biossintese do colesterol.
Podem ser divididas em dois tipos, consoante a sua origem [60, 61, 62]. As estatinas do
tipo I, como por exemplo, lovastatina, pravastatina e sinvastatina, sdo produtos fangicos

naturais e as estatinas do tipo Il que sao totalmente sintéticas [63].

As estatinas inibem o HMGR ligando-se ao centro ativo do enzima, evitando pelo
impedimento estéreo, a ligagédo do substrato HMG-CoA, mas nenhuma porc¢éo do centro
de ligacdo do NADPH é ocupado pelas estatinas, ou seja, as estatinas inibem
competitivamente o HMG-CoA sem afetar a ligagdo do NADPH [64]. Sabe-se que,
mesmo que o grupo hidrofobico das estatinas seja muito diferente da por¢cdo CoA do
substrato, estas também bloqueiam o acesso do HMG-CoA ao centro de ligagdo. Assim,
a afinidade do enzima para as estatinas é ligeiramente maior que a afinidade para o
substrato [65]. Em resumo, os grupos hidrofébicos volumosos das estatinas ocupam o
centro de ligacdo de HMGR e a parte da superficie de ligacdo para a porgdo CoA do
substrato, bloqueando o acesso do substrato. Os grupos hidrofébicos rigidos das
estatinas sdo acomodados num local ndo polar que se forma quando ha o rearranjo da

ligacdo [66].

A inibicao do enzima HMGR leva a reducao da biossintese de novo colesterol, e
promove 0 aumento da expressao do recetor de LDL (LDLR) na superficie dos

hepatdcitos. Os LDRL medeiam a endocitose das lipoproteinas LDL contendo colesterol,
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0 seu aumento nos hepatdcitos, aumenta a sua excre¢cao ou metabolizacdo no figado

resultando na reducédo do colesterol circulante [16].

Os diferentes tipos de estatinas diferem na sua absorc¢éo, biodisponibilidade, ligacédo
as proteinas plasmaticas, excrecédo e lipofilicidade. A lovastatina e sinvastatina sao proé-
farmacos, enquanto as outras estatinas disponiveis sdo administradas na sua forma
ativa. A sua biodisponibilidade é relativamente baixa, devido a sofrerem metabolismo
hepatico significativo. Embora as estatinas sejam geralmente muito bem toleradas,
podem provocar hepatotoxicidade ou toxicidade renal, também sdo conhecidos outros
efeitos adversos na homeostasia da glicose, podendo provocar diabetes mellitus tipo 2,
outros efeitos especificos nos musculos, podendo provocar derrame hemorragico, niveis
elevados de creatina quinase (CK) e ainda efeitos neurolégicos e neurocognitivos [67,
68, 69]. Apesar dos mecanismos associados aos efeitos adversos das estatinas néo
terem sido ainda totalmente elucidados, a comunidade médica e cientifica aponta para
a necessidade urgente de identificar os individuos que, apresentam risco aumentado de
apresentar efeitos secundarios decorrentes da sua toma, e de encontrar terapias

alternativas a estes farmacos [70].

1.3.2. Mecanismo de acdo da Ezetimiba

O alvo molecular da ezetimiba é o transportador de esterdis, o transportador NPC1L1,
gue esta envolvido na absor¢ao do colesterol e outros esterois, como fitoesterodis obtidos
pela dieta [16]. Nos dias de hoje, ainda nédo € totalmente conhecido o mecanismo de
acao da ezetimiba.

O autor Bays, H. (2002) [71], refere que 0 mecanismo de acéo parece ser semelhante
ao que seria de esperar através da inibicdo de um transportador de colesterol. A
ezetimiba sofre glucuronidacéo no figado formando o metabolito conjugado ezetimiba-
glucuronido, farmacologicamente ativo [72]. Cerca de 90% da ezetimiba e/ou o seu
metabolito conjugado s&o excretados nas fezes e na urina [73]. O metabolito conjugado
circula entero-hepaticamente, onde é repetidamente enviado ao intestino, o seu local de
acao [74]. Esta reciclagem entero-hepética é responsavel pela longa duragdo de acdo
da ezetimiba [73].

Segundo os autores Betters, J., L. et al (2010) [75], a ezetimiba liga-se diretamente
ao NPCI1L1, e a sua localizacdo foi mapeada para o segundo loop extracelular do

transportador [24]. Esta ligagdo pode resultar em alteracbes conformacionais do



transportador, perturbando as interagdes do NPC1L1 com o colesterol circulante e, em

tltima andlise, inibir a endocitose do NPC1L1 induzida pelo colesterol [76, 77].

Os autores Huang, C. et al (2020) [78], para investigarem o local de ligacdo da
ezetimiba e o seu mecanismo de acdo, determinaram a estrutura da proteina NPC1L1
com um complexo analogo da ezetimiba. As estruturas obtidas pelos autores,
apresentaram dois estados importantes dentro do ciclo de captacdo de colesterol. A
estrutura da forma apo NPC1L1 representa um estado aberto da proteina, que tem a
cavidade de ligacdo ao colesterol no dominio N-terminal (NTD) aberta para receber o
colesterol micelar no intestino delgado. A estrutura da proteina ligada ao analogo da
ezetimiba representa um estado fechado de NPC1L1, que possui o tunel completo do
NTD ao dominio sensor de esterol (SSD) para a libertacdo do colesterol do limen para
a membrana plasmatica [78]. Para concluir, os autores acham que é provavel que a
ezetimiba se ligue a este local no estado aberto do NPC1L1, consequentemente, obstrui
o0 movimento do colesterol no tinel de distribuicéo, impedindo a sua absorcgéo [78].

A ezetimiba inibe a captagéo intestinal de colesterol dietético e biliar ao nivel da
membrana apical dos enterdcitos, por interagcdo com o transportador NPC1L1, sem
afetar a absor¢ao de outros nutrientes lipossollveis. Ao inibir a absorgéo intestinal do
colesterol, a ezetimiba reduz a quantidade de colesterol circulante, e em resposta a esta
reducdo o figado regula positivamente a expressdo da proteina LDLR, o que, por sua
vez, leva ao aumento da eliminacdo do colesterol circulante do sangue, como referido
[16].

A insuficiéncia hepatica com risco de vida com ezetimiba é extremamente rara [79],
no entanto, a monoterapia com ezetimiba tem baixa eficacia, uma vez que, apenas

consegue reduzir o colesterol circulante em 15-20% [80, 81].
1.3.3. Combinacé&o de Ezetimiba e Estatinas

A ezetimiba tem um excelente perfil de tolerabilidade e foi considerado seguro
guando administrado como monoterapia, bem como quando usado em combinag&o com
estatinas [71]. Como referido anteriormente, a monoterapia com ezetimiba tem baixa
eficacia, entdo, ao combinar com as estatinas a sua eficAcia aumenta para uma
diminuicdo do colesterol circulante de 5-10% [81, 82]. Pensa-se que a coadministracdo
de ezetimiba com uma estatina bloqueia a absorcédo do colesterol dietético e biliar no

intestino, enquanto, atenua o0 aumento subsequente da sintese de novo do colesterol
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hepatico associado a deplecao do colesterol intra-hepatico. O grau de reducéo de lipidos

varia com a dose e o tipo de estatina [83].

Goldberg, A., C. et al (2004) [83], compararam a eficicia da coadministracdo da
ezetimiba com duas estatinas, a sinvastatina e a atorvastatina, em pacientes com
hipercolesterolemia. A ezetimiba com a sinvastatina reduziram os niveis de colesterol
nas LDL, colesterol total, triglicéridos e apoB em maior extensdo que a sinvastatina
isolada. A ezetimiba e a atorvastatina melhoraram significativamente os niveis do
colesterol das LDL e HDL, dos triglicéridos e do colesterol total em comparacdo com a
atorvastatina sozinha. Comparando ainda as duas estatinas, a sinvastatina produziu
maiores reducdes de LDL do que a atorvastatina [83]. A adi¢&o de ezetimiba a terapia
com estatinas nao parece aumentar a incidéncia de niveis elevados de creatina quinase

(CK) além do que é observado com o tratamento com estatinas [79].

Como referido, os problemas e efeitos adversos associados a estes e outros
farmacos tém motivado a procura de terapias auxiliares ou alternativas. Dado que a
sociedade tem uma opinido muito favoravel sobre produtos naturais, tem sido motivada
a procura de produtos ou alimentos funcionais, que por conterem ingredientes como
compostos bioativos, podem ser usados para a gestdo/controlo de doenca, como as

DCV, ou, possam ter efeitos benéficos sobre a satde de um modo geral.
1.4. Algas comestiveis como fonte de compostos bioativos

A ingestdo de certos produtos naturais, em combinacdo com farmacos anti-
hiperlipidémicos tem sido frequentemente reportada como uma estratégia para a terapia
da hipercolesterolémia. Assim, tem existido um aumento no interesse em algas, devido
aos seus compostos bioativos, uma vez que, apresentam propriedades favoraveis para
a saude [84], e tém demonstrado potencial de aplicacao nas industrias de alimentos
funcionais e nutracéuticos, com o intuito de o seu consumo poder diminuir os fatores de
risco metabolicos, como a hiperglicemia, a hipercolesterolemia e a hiperlipidemia [84].
Os compostos das algas com interesse industrial incluem polissacaridos (por exemplo,
alginato e fucoidano), proteinas (por exemplo, ficobiliproteinas), polifendis (por exemplo,
florotaninos), carotendides (por exemplo, a fucoxantina) e acidos gordos polinsaturados

de cadeia longa n-3 (por exemplo, acido eicosapentaendico) [85].

As algas sdo taxonomicamente classificadas em trés grupos principais:

e Chlorophyceae — algas verdes;
e Rhodophyceae — algas vermelhas;
11



¢ Phaeophyceae — algas castanhas [86].

Algumas algas tém sido usadas na alimentacédo humana apresentando-se como uma
fonte rica e sustentavel de macronutrientes e micronutrientes para a dieta humana [87].
Os micronutrientes séo constituidos por minerais, nomeadamente ferro e magnésio, e
vitaminas lipo e hidrosollveis. Em relacdo aos macronutrientes, as algas séo fonte de
proteinas, contém todos os aminoacidos essenciais e polissacaridos sulfatados, que

variam de acordo com os filos [88].

As algas contém varias vitaminas [89], polissacéaridos [90], proteinas [91], compostos
fendlicos [92], acidos gordos [93], lipidos [93], esterdis [94], alcalbides [95] e flavondides
[96]. Frequentemente, associadas a presenca destes compostos, descritos como
bioativos, tém surgido evidéncias que as algas comestiveis e 0s respetivos extratos
apresentam atividades antioxidantes [97], antitumorais [98], antimicrobianas [99], anti-
inflamatdrias [100] e propriedades antidiabéticas [101].

O consumo das algas tem aumentado, nomeadamente das algas marinhas: bodelha
(Fucus vesiculosus), Nori (Porphyra spp) e Aramé (Eisenia bicyclis), uma vez que o seu
consumo tem sido reportado como apresentando vantagens para a saude, para além
de que sdo um recurso marinho abundante e fontes alternativas ao consumo de

produtos de origem animal.

1.4.1. Porphyraspp.

7 7

A Porphyra spp. também é conhecida como Nori (Figura 4), é uma macroalga
marinha vermelha com alto teor de proteina e em
forma de folha de talo [102, 85]. Esta alga é um
alimento tradicional considerado saudavel em paises
asiaticos, usada para fazer sopas e sushi [103]. A Nori
€ também considerada benéfica para reduzir o agucar
no sangue [104]. E de cor vermelha devido a presenca
do pigmento ficoeritrina [105], que reflete a luz

vermelha e absorve a luz azul. Esta alga pode fazer

a fotossintese e viver em maiores profundidades do

¥/

=, i

Figura 4 - Alga Porphyra spp., conhecida
maior profundidade [106]. como Nori. [107]

gue outras algas pois, a luz azul passa na agua a uma

A Nori seca é descrita como contendo varios nutrientes, como proteinas, acidos

gordos polinsaturados, minerais, vitaminas e hidratos de carbono, e compostos
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bioativos, nomeadamente, compostos fendlicos [108, 109]. Esta alga foi descrita como
apresentando diversas atividades, nomeadamente, anti-inflamatoria, antioxidante,
antitumoral e melhorar 0 metabolismo lipidico, devido & presenca de polissacéaridos,
péptidos bioativos, aminoacidos como a micosporina, ficobiliproteinas e compostos

fendlicos que estdo na sua constituicdo [109, 110].

Os acidos gordos descritos como presentes nesta alga sdao o0 acido
eicosapentaendico e o 4cido palmitico. O primeiro foi descrito como apresentando, no
6leo de peixe, beneficios cardiovasculares uma vez que, tem efeito como mediador
biolégico [111].

Os polissacéridos sulfatados que foram identificados nesta alga, sdo denominados
como porfiranos. Estes apresentam descritas diversas propriedades, nomeadamente,
atividade antitumoral [112], antioxidante [113], imunoregulatéria [114], anticoagulante
[115], imunomodeladora [116] e melhora o metabolismo dos lipidos [117], da glucose
[118] e deficiéncia em ferro [119]. Nas algas vermelhas também tém sido reportados
outros polissacaridos, como é o caso da celulose, xilanos e mananos que sdo pouco

soluveis em agua [120].

Os péptidos bioativos identificados nesta alga, foram descritos como tendo
propriedades de anti-hipertensdo, antioxidante, antidiabéticas [121], anticoagulante
[122] e imunomodelador [123]. O péptido PPY (Prolina- prolina — tirosina) foi descrito
como tendo um papel antitumoral ativando a apoptose [124, 125]. Outro péptido descrito
nesta alga, o PY-PE, este apresentou um efeito proliferativo nas células epiteliais
intestinais [126]. Varios péptidos presentes nesta alga apresentaram atividade inibitéria
da enzima conversora da angiotensina (ACE) contribuindo para a regulacéo da presséo
sanguinea [127]. O dipéptido, anserina, (B- alanil- N- metil histidina) foi também

identificado apresentando atividade antioxidante [128].

Os aminoé&cidos como as micosporinas identificados nesta alga foram descritos como
apresentando atividade antioxidante [129], cicatrizante de feridas [130],
imunomodeladora [131], reduzindo as espécies reativas de oxigénio (ROS), os danos
no DNA e a peroxidacao lipidica [132], aumenta os niveis de protocolagénio, colagénio

| e elastina, na matriz extracelular [133].

Sao conhecidas duas ficobiliproteinas na Nori, a ficoeritrina e a ficocianina, que séo

proteinas coletoras de luz. No caso da ficobiliproteina foi descrita como apresentando
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diversas atividades, como hepatoprotetiva [134], antioxidante [134], anti-envelhecimento

[135], anti-inflamatéria [136], antioxidante [118] e imunomodeladora [137].

Existem dois tipos de compostos fendlicos identificados na Nori (Figura 5), (1) os
florataninos (floroglucinol - 1,3,5-trihidroxibenzeno) que sdo descritos, como tendo
atividade antioxidante e protegem contra os danos da luz UV [138, 139]. Nas algas
castanhas, sdo descritos como tendo atividade contra a carcinogénese cutanea induzida
por UV-B71 e inibicdo da degradacdo de colagénio na pele [140]; e (2) a taurina que é
descrita, como tendo, nos humanos, atividade antioxidante, neurotransmissor e

modulador de niveis de calcio [138, 139].

Taurina Florotanino
o\ //O HO
S
~ Q
HO NH
2 HO 0 HO
HO 0
(@] OH
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Figura 5 - Estrutura dos compostos fendlicos identificados na Nori, Taurina e o florotanino:
floroglucinol -trihidrobenzeno.

Apesar dos compostos bioativos, presentes na Nori, terem sido descritos como
exibirem vérias atividades farmacoldgicas como imunomodulacdo, antitumoral, anti-
hiperlipidémica e atividade antioxidante, indicando que é benéfica para a saide humana
sao necessarias mais evidéncias desses efeitos benéficos em estudos humanos, uma

vez que, ndo hé ensaios que os comprovem [110].

A Nori, incluida em carne de porco restruturada, ja foi usada em estudos para avaliar
a reducdo da hipercolesterolemia e a permeacdo do colesterol na barreira
gastrointestinal, em animais, nomeadamente em ratos [141, 142, 143], onde se verificou
gue, os ratos que consumiram Nori apresentavam menor quantidade de colesterol do

que o controlo e que esta alga melhora o metabolismo de lipoproteinas.

1.4.2. Fucus vesiculosus
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O Fucus vesiculosus (Figura 6), também conhecido wo%algaesase
como bodelha é uma alga castanha multicelular ‘
macroscépica e é caracterizada, no seu estado adulto,
por talos divididos por uma nervura central, com
pequenos aerocistos com gas que ocorrem em pares,
isto é, um de cada lado da nervura [144], que permitem
que a alga flutue, facilitando a captura da luz para a
fotossintese [145]. Esta alga cresce em zonas de maré
média com elevada salinidade, aguas frias e substrato

rochoso, especialmente no hemisfério norte [145].

A composicdo quimica desta alga depende do local da colheita, localizacdo
geografica e fator ambiental, como firmeza do substrato, exposi¢cdo ao gelo e ondas,
salinidade, for¢a de onda, luz ou competicdo entre macroalgas [146, 147]. No entanto,
esta é essencialmente constituida por compostos fendlicos, proteinas, minerais como

iodo, vitaminas, &cidos gordos e polissacéaridos sulfatados [146, 148].

Os compostos fendlicos presentes sdo maioritariamente florotaninos, nomeadamente
derivados de floroglucinol [149], estes apresentaram, nas algas castanhas, atividades
como antioxidante [150], antibacteriana [151], antidiabética [152], anti-inflamatérias,

anticancerigenas, anti-obesidade [153], anti-lipidémica [154] e anti-hipertensivas [155].

Estas algas contém péptidos que demostraram uma série de atividades in vitro, tais
como antimicrobiana, anti-hipertensiva, anticoagulante e anticancerigena. Alguns
estudos descreveram que o0s péptidos, provenientes de peixes, eram capazes de
diminuir os niveis de colesterol no plasma [156, 157] e péptidos, provenientes de ovos

de galinha, apresentaram atividade antioxidante [158].

Em relagcédo aos minerais, o Fucus apresenta baixas taxas de sédio/ potassio (Na/K),
0 que pode ajudar a manter a saude cardiovascular, uma vez que o consumo de
alimentos com pouco sal € reportado como uma forma de prevencgéo das DCV. O Fucus
€ rico em iodo, que € reportado como o responsavel pela sintese das hormonas da
tirdide e que, consequentemente, regulam o organismo e a maturacdo dos Orgaos
[159,160].

Os polissacaridos sulfatados, identificados no Fucus séo o fucoidano e a fucoxantina
gue fazem parte da classe dos fucanos (Figura 7) [161, 162]. Estes compostos tém
chamado a atencdo por apresentar propriedades antialérgicas, antioxidante [163]
reportadas para a alga castanha Sargassum vulgare, [163], antiviral, reportada para a
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alga castanha Sargassum swartzii [164], antitumoral, reportada para as algas castanhas
[165, 166], anti-obesidade, reportada para a alga castanha Sargassum henslowianum
[167], antidiabético [168], anti-envelhecimento, antimicrobiana, anticoagulante, anti-
inflamatéria, reportadas para algas castanhas [169]. Os polissacaridos como os fucanos
e a laminarina (Figura 7) tém atividades antivirais. Os fucanos para os virus HIV-1, HSV-
1 e HSV-2. A laminarina para o virus HIV [170Q].

Fucoidano H e
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Fucoxantina

Figura 7 — Estrutura de polissacaridos sulfatados identificados no Fucus, fucoidano e
fucoxantina.

Esta alga ja foi usada em estudos de inibicdo da permeacao do colesterol na barreira
gastrointestinal [44], que demonstraram que na presenca de Fucus houve uma

diminuicdo da permeacdo do colesterol em 45,3 + 4,4% [44].

1.4.3. Eisenia bicyclis

A Eisenia bicyclis, conhecida como Aramé,
(Figura 8) € uma alga castanha com cerca de
3-7 anos de vida [171]. O seu ciclo de vida é
constituido por esporéfitos macroscopicos e
gametoéfitos microscopicos [172]. Estes
esporoéfitos podem crescer até 1 cm de

comprimento [173], formando uma densa

populacdo denominada “floresta marinha”

Figura 8 - Eisenia bicyclis, conhecida
como Aramé, [107].
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[174]. Esta alga é conhecida por exibir atividade antioxidantes, anti-hipertensivas,

antialérgicas e antitumorais [175].

A Aramé tem sido investigada pelos seus compostos bioativos com beneficio para a
saude humana. Dentro destes compostos estdo incluidos os florotaninos (Figura 9),
flavondides [176], esterdis [177] e polissacaridos, tais como os fucoidanos, e o acido
alginico que apresentam atividades como anti-inflamatéria, inibicdo da hialuronidase,
antioxidante e antidiabética [178, 179, 180].

Os dois tipos de compostos fendlicos que foram identificados nesta alga sao os
florotaninos e os flavonédides. Os florotaninos, foram reportados como apresentando
diversas atividades, nomeadamente antidiabética (dieckol e eckol) [181, 182];
antioxidante (eckol) [183]; inibicdo de metaloproteinases da matriz (MMP) [184]; inibicdo
da hialuronidase (eckol, fucofuroeckol-A, dieckol). Os estudos efetuados com o0s
florotaninos desta alga demonstraram que estes poderdo ser usados como ingredientes
alimentares funcionais ou potenciais nutracéuticos na prevencdo da doenca de
Alzheimer, uma vez que apresentaram atividade inibitria da acetilcolinesterase (AChE)
[185]. Os florotaninos dieckol e eckol provaram reduzir os triglicéridos no soro de rato,
e, portanto, com possiveis efeitos na prevencédo da hiperlipidemia, nomeadamente da
aterosclerose [186]. Os flavonoides, como a epicatequina e o galato de catequina [187],
sao reportados por apresentarem atividade antioxidante [176, 180].
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Figura 9 - Estrutura dos compostos fendlicos, eckol e dieckol, identificados na Aramé.

O fucoesterol é um esterol presente nesta alga que apresenta atividade anti-
inflamatdria [177]. Nos polissacaridos, a fucoxantina também tem atividade biolégica

pois, inibe a aldose redutase que é uma enzima que esta associada a doenca de
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diabetes, esta propriedade foi reportada para a alga Ulva fasciata Delile [188]. Outros
polissacéaridos identificados nesta alga sdo a laminarana e o fucoidano, que sao

polissacéaridos sulfatados [189]

Esta alga foi usada para varios estudos, nomeadamente para a inibicdo da formacao
de trombos, em ratos, com o objetivo de prevenir as DCV, tendo sido reportado que esta
alga tem a capacidade de inibir a formacéo de trombos [190]; efeito dos florotaninos
contra a inflamacdao induzida por lipopolissacaridos em células HepG2, que demonstrou
que esta alga e 0s seus compostos tém a capacidade de reduzir doencas associadas
ao stress oxidativo e a processos inflamatorios; [191] e inibicdo da proteina tirosina
fosfatase 1B (PTB1B) que desempenha um papel fundamental na diabetes mellitus tipo
2 e na obesidade [192].

Em todos estes estudos e os demais existentes na literatura para outras algas,
constata-se o potencial de muitos dos compostos presentes nas algas poderem ser
utilizados como ingredientes bioativos em nutracéuticos ou alimentos funcionais. No
entanto, torna-se evidente a necessidade de aprofundar algum deste conhecimento com
mais evidéncias sobre os mecanismos de atuacao, ndo s6 para comprovar os beneficios
para a saude humana e as atividades biolégicas dos compostos bioativos, bem como
para avaliar potenciais efeitos adversos e/ou de interagdo com outros alvos bioldgicos.
[85].

1.5. Atividades biolégicas de compostos bioativos
1.5.1 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo agentes que reduzem o stress oxidativo causado por espécies
reativas [193], geralmente espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
azoto (RNS) que resultam do processo celular redox enddgeno ou sdo obtidas por

exposicao a fontes exdgenas de oxidantes [194].

As espécies reativas que resultam do processo celular redox desempenham um
papel tanto de compostos toxicos como de compostos benéficos [195]. Estas espécies,
de modo adverso sdo, moléculas altamente instaveis que danificam macromoléculas
como lipidos, proteinas e DNA, levando a danos celulares e em alguns casos morte
celular [196], e os seus efeitos negativos estdo frequentemente associados a varias
patologias, nomeadamente, doencgas cardiovasculares [197], vérios tipos de cancro
[198], envelhecimento [199], doengas respiratérias, como a asma [200], doencas
neurodegenerativas como Alzheimer [201], Parkinson [202] e esclerose multipla [203],

cataratas [204], artrite reumatdéide [205], arteriosclerose [206] e diabetes mellitus tipo 2
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[207]. Em relacdo aos efeitos benéficos, estes compostos quando em baixas
concentracdes tém efeitos positivos nas respostas celulares e na fungéo imunolégica
[195].

Os radicais livres que contém oxigénio, mais importantes em muitas doencas, sdo o
hidroxilo (OH"), o superéxido (O2), o éxido nitrico (NO), o diéxido de azoto (NO3’), o
peroxil (ROO-) e o peroxil lipidico (LOO"); na forma nao radicalar sdo o peroxido de
hidrogénio (H20-), ozono (O3), oxigénio simples (1/2 O;), acido hipocloroso (HOCI),
acido nitroso (HNO3), peroxinitrito (ONOQ"), tridxido de diazoto (N2Os) e perdxido lipidico
(LOOH).

No organismo, as células sdo capazes de apresentar atividade celular antioxidante
eliminando estas espécies reativas através de agentes antioxidantes, compostos, como
vitaminas e o glutationo, e enzimas antioxidantes, nomeadamente, a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) [208, 209], mas uma
mudanca no balango entre oxidantes e antioxidantes, a favor dos oxidantes é designada
stress oxidativo, que contribui para as situagcfes patoldgicas referidas [194].

Dada a importancia dos antioxidantes na saude humana, nos ultimos anos a sua
popularidade e procura aumentou, sendo que € comum serem reportados agentes
antioxidantes naturais em alimentos, como por exemplo, fruta, vegetais e especiarias
[210] e, consequentemente, se ter estimulado a incorporagéo na dieta destes alimentos
ricos em antioxidantes. Varios estudos tém reportado que também compostos bioativos
de algas, tais como ficobiliproteinas, compostos fendlicos e polissacaridos, apresentam
capacidade de neutralizar radicais livres e outras espécies reativas exibindo

propriedades antioxidante [188, 48].
1.5.2. Inibicdo da Acetilcolinesterase

Como referido anteriormente, os florotaninos, eckol e dieckol, identificados na Aramé,
demonstraram o potencial de inibir o enzima AChE (E.C. 3.1.1.7) [211]. Este enzima faz
parte da familia de enzimas colinesterases que catalisam a hidréolise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e &cido acético [212], terminando o
impulso nervoso na fenda sinaptica [213]. Localiza-se nas sinapses colinérgicas entre
0S neurodnios, estas estao localizadas no sistema nervoso central (SNC) e periférico
(SNP), e nas jungbes neuromusculares. O AChE encontra-se mais abundantemente no
sistema nervoso central, nos musculos esqueléticos e na membrana dos eritrécitos
[214].
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Na fenda sinaptica (figura 10), o neurotransmissor ACh, € sintetizado no neuronio
pré-sinaptico, a partir da colina e acetilcoenzima A, sob catdlise da colina
acetiltransferase. Apos a sua formacao, o ACh é armazenado em vesiculas e quando
h&d um estimulo é secretado na fenda sinaptica ativando o neurénio pdés-sinaptico.
Depois da ativacdo, o ACh é hidrolisado pelo AChE em &cido acético e colina que
retornam ao neuroénio pré-sinaptico [215]. Na figura 10, encontra-se uma representacao
dos acontecimentos na fenda sinptica na presenca de um inibidor do enzima AChE
(IAChE). Neste caso, 0 ACh permanece na fenda sinaptica prolongando o seu efeito e,
consequentemente, intensifica a transmiss@o colinérgica. A inibicdo reversivel da
atividade do AChE é usada para acelerar o transito gastrointestinal na obstipagéo severa
[216] e na abordagem sintomética no tratamento da deméncia em doentes com
Alzheimer, uma vez que estes apresentam niveis reduzidos de ACh no cérebro [217,
218]. O AChE é uma hidrolase de serina com uma triade catalitica (Ser, His e Glu) [219].
A sua inibicdo diminui a taxa de hidrélise da ACh, mantendo os seus niveis na fenda
sindptica, o que melhora a memoria e a fungéo cognitiva nos doentes de Alzheimer [217,
218].
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Figura 10 — Representacdo da quantidade do neurotransmissor ACh, nas sinapses

colinérgicas, na auséncia e presenca de IAChE [220].

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa multifactorial, que como

muitas condi¢cdes degenerativas € associada também ao stress oxidativo [221]. Ha
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assim um elevado interesse em compostos antioxidantes que possam ter variados alvos
bioldgicos, nomeadamente, 0os associados a doencas deste tipo e para as quais ainda

nao ha tratamento efetivo.

1.5.3. Analise metabolomica - Efeitos celulares dos compostos
bioativos

Os inumeros efeitos benéficos para a saude ja referidos e a amplitude de atividades
biol6gicas que tém sido reportadas para a diversidade de compostos bioativos presentes
em algumas algas comestiveis, alguns ja identificados, outros por identificar, coloca a
hipétese de mudltiplos mecanismos de acdo sobre variados alvos biologicos da

maquinaria celular, mas que pouco tem sido investigado para o caso das algas.

O desenvolvimento das novas tecnologias 6omicas (genOmica, protedmica,
transcriptomica e metabolémica) tem permitido obter informacdo relativa a
acontecimentos moleculares que ocorrem em sistemas biol6gicos, abordando grandes

conjuntos dos seus genes, transcritos, proteinas e metabolitos [222, 223].

No caso da metabolomica, esta avalia todas as respostas metabdlicas celulares a
estimulos ambientais, mudancas ou modificagfes por substancias exégenas, como
alteracOes celulares provocadas por interagdo com compostos bioativos, e pode detetar
a mudanca dindmica dessa resposta [224], isto €, estuda a composicdo de metabolitos

celulares em amostras bioldgicas (células, tecidos ou fluidos bioldgicos) [225, 226].

A metabolémica é aplicada em doencas humanas com novas descobertas que
ajudam na compreenséo da resisténcia a insulina e diabetes [227, 228], doenca cronica
no rim [229], depressdo [230] e, nomeadamente em conjunto com diagnostico de
imagem para estudar véarios estados da doenca de envelhecimento cardiovascular [231,
232].

Os metabolitos sdo produtos intermediarios ou finais de mdultiplas reactes
enziméaticas e, portanto, sédo as moléculas mais informativas da atividade bioquimica de
um organismo [225, 233]. Estes incluem aminoé&cidos, nucleosideos, acidos gordos
[234, 235]. O conjunto de metabolitos de baixa massa molecular (1500 Da) presentes
num sistema biolégico é denominado metaboloma. O metaboloma de uma amostra
biol6gica pode ser alterado como resultado da influéncia dos referidos estimulos
ambientais, mudancas ou por substancias exégenas [235, 236]. A comparacdo do

metaboloma de uma linha celular sujeita a referida interagdo com um controlo negativo
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sem interagéo, pode fornecer informacdes importantes em relacédo aos alvos celulares

e as vias metabdlicas afetadas na linha celular devido ao estimulo [237].

Deste modo, a abordagem da metabolémica é detetar metabolitos [238] que, em
conjunto com técnicas de andlise avancada, programas computacionais e métodos
estatisticos e, pela analise da variagdo na composicdo e concentragdo de diversos
metabolitos das linhas celulares, permitem inferir vias metabdlicas e alvos celulares
afetados pelo estimulo e compreender melhor os fendmenos de mudancgas metabdlicas
[232].

Para a andlise metabolémica de linhas celulares € preciso extrair os metabolitos das
células que estdo em contacto com o estimulo e depois analisar e comparar
estatisticamente com as células controlo negativo. A analise é feita recorrendo a
ferramentas como a ressonancia magnética nuclear (NMR) [239] e a espetrometria de
massa (MS) [240], que permitem identificar e quantificar os metabolitos presentes. Estas
sao as técnicas mais usadas neste tipo de estudo, mas também se pode utilizar, menos
frequentemente, a espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
[241].

Este trabalho tem por objetivo principal o estudo do efeito benéfico dos extratos das
algas Nori, Fucus e Aramé contra a hipercolesterolemia e, em particular o0 mecanismo
de acao sobre as proteinas associadas ao metabolismo do colesterol. No entanto, tendo
em conta que os extratos poderéo ser utilizados na alimentacao foi efetuada uma analise
metabolémica nas células do figado e do intestino para avaliar potenciais alvos celulares
gue poderdo justificar os efeitos benéficos na salde e atividades biolégicas exibidas

pelos extratos.
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2. Objetivo

Este trabalho tem por base o estudo do potencial terapéutico dos extratos aquosos
de algas marinhas comestiveis, nomeadamente Eisenia bicyclis, Porphyra spp e Fucus
vesiculosus vulgarmente designados por Aramé, Nori e Fucus, no controle da

hipercolesterolemia, um dos principais fatores associado as doencgas cardiovasculares.
Para este estudo consideraram-se trés objetivos principais:

- Caracterizar os extratos das algas relativamente a sua composicao e bioatividades,
em particular a atividade antioxidante e a capacidade de inibicdo de enzimas que sdo

alvos terapéuticos de doencgas;

- Investigar a influéncia dos extratos sobre linhas celulares humanas do figado e do
intestino, nomeadamente avaliar a sua citotoxicidade e entender os seus efeitos sobre

0 metaboloma e vias metabdlicas destas células;

- Avaliar a capacidade de os extratos reduzirem a permeacdo do colesterol na
barreira gastrointestinal e, em particular, avaliar o seu efeito sobre as proteinas
transportadoras associadas ao metabolismo do colesterol, que séo alvos terapéuticos

da hipercolesterolemia.
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3. Materiais e métodos
3.1. Reagentes

Para o crescimento de células do adenocarcinoma colorretal (Caco-2) utilizou-se o
meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) e para as células do carcinoma
hepatocelular utilizou-se o meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), ambos
comprados na Biowhittaker® Lonza. O soro de bovino fetal inativado (FBS) foi adquirido
da Biowest, a glutamina da Biowhittaker® Lonza e uma solucdo de antibidtico e
antimicético (100x com 10 000 U/mL de penicilina, 10 mg/mL estreptomicina e 25 ug/mL
de anfotericina B) adquirida Sigma®. Phosphate buffered saline (PBS) adquirido da

Corning e tripsina adquirida da Biowhittaker® Lonza.

Para os ensaios de purificagdo por SPEs ou extragdo de mucilagens utilizou-se os
reagentes metanol e etanol comprados na Honeywell, Riedel-de-Haén e a 4gua LC-MS

comprada Lichrosolv EMD Millipore Corporation.

Para os ensaios de quantificacdo usou-se o carbonato de calcio e o acido sulftrico
concentrado obtido da Merck, o reagente de Folin & Ciocalteu e acetato de sddio
adquiridos da Sigma® Aldrich, o floroglucinol comprado na Aldrich® chemistry, o acido
poligaluctorénico na Alfa Aesar, o fenol adquirido da VWR e o &cido citrico na Riedel-de
Haén. Para a quantificacao de proteinas recorreu-se ao kit 2-D Quant Kit obtido da GE
Healthcare.

Para os ensaios da determinacéo de atividade biol6gica utilizou-se o 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH) da Sigma® Aldrich, o tris(hidroximetil)-aminometano (tampé&o tris)
da Merck, o cloreto de sédio da Panreac, o cloreto de magnésio-6-hidratado da Riedel-
deHaén, o acido 5,5’-Ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) da Alfa Aesar. Nos ensaios de
atividade enzimatica usou-se a AChE (149 U/mg sdélido, 241 U/mg proteina) e a
acetilcolina iodada e o kit da HMGR da Sigma® Aldrich.

Nos ensaios em linhas celulares de Caco-2 e Hep-G2 utilizou-se o o brometo de 3-
(4,5-dimetil-tiazol-1-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) obtido da VWR Life Science para os
ensaios de citotoxicidade. Na transwell utilizou-se o colesterol adquirido da Sigma®
Aldrich. No método de Bradford utilizou-se a albumina de soro bovino (BSA) e o reagente
de Bradford comprados na VWR Life Science. Para a eletroforese utilizou-se a
Acrilamida:Bisacrilamida 29:1 (40%), a glicina e o &cido acético glacial adquiridos da
Fisher Scientific ™, o persulfato de aménio (PSA) obtido da Sigma®, o N, N, N'N —

tetrametiletilenodiamina (TEMED) e o tampéo de aplicagdo aquirido da nzytech, o
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Comassie® Brilliant blue R-250 comprado na VWR Life Science, o SDS obtido da
Panreac e o marcador PageRuler Prestained Protein Ladder obtido da thermo scientific.
Para o Western Blotting utilizou-se a solu¢cdo de bloqueio comprados na Cytiva
Amersham ™, os reagentes de detecdo adquiridos da GE Healthcare Amersham ™, o
reagente de Ponceau S obtido da VWR Life Science, o tween® 20 comprado na
Amresco®, o anticorpo primario da NPC1L1(MM = 140 kDa) (NB400-127) e o anticorpo
priméario do transportador ABCG5 (MM = 73 kDa) (NBP1-95209) obtidos da Novus

Biologicals e o anticorpo secundario Anti-Coelho 1gG adquirido da Cytiva Amersham ™,

3.2. Preparagéo dos extratos
A alga Fucus vesiculosus foi recolhida do Rio Tejo (Latitude 38 7822 N, Longitude 0

0913 E), lavada, cortada em fragmentos e liofilizada. S6 apds este pré-tratamento é que
foi preparada para os ensaios. A Eisenia byciclis foi adquirida da marca Seara (L#
T20220405). A Porphyra sp. foi adquirida da Blue Dragon (L# JS2039J01).

A proporgéo de preparacéo de cada extrato, em agua destilada, foi diferente para
cada espécie de alga marinha comestivel e, de acordo com a disponibilidade. Para o
Fucus vesiculosus utilizou-se uma proporcao de 10 % (m/V), para a Eisenia byciclis uma
propor¢édo de 2 % (m/V) e para a Porphyra sp uma propor¢éo de 3,3 % (m/V). Apés a
preparacdo foi colocado no autoclave, a 121°C durante 15 minutos, apd6s o
arrefecimento foi filtrado em papel Whatman n°® 1 para obter os extratos. Os filtrados
foram congelados a -20°C, liofilizados (HETO PowerDry LL 3000) até a secura e
reservados a -20°C. A massa seca dos extratos foi identificada em cada caso como
Fucus, Aramé e Nori. Para o célculo do rendimento obtido para a decocc¢éo utilizou-se

a seguinte expressao:

massQoptida
n=—22"% %100
massQytilizada

3.3. Método de purificacdo de extratos de algas - Extracéo de fase s6lida (SPE)
Foram utilizadas as colunas C18 — Sep-Pak C18 Plus Cartucho curto (360 mg de

adsorvente por cartucho, tamanho de particula de 55-105 um, 50/pk (Waters) -

previamente equilibradas e adsorvem compostos hidrofobos.

A coluna foi equilibrada com 1 mL de metanol e 1mL de agua milli-Q, 1 mL de solucéo
de Fucus (11,77 mg massa seca/mL de agua) foi aplicada na coluna, foi recolhida uma

solucao identificada como Fucus H,O com 3 mL de agua milli-Q, e de seguida uma
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solugdo identificada como Fucus MeOH foi recolhida com 5 mL de metanol. O
procedimento foi repetido do mesmo modo até um méaximo de 10 mL de solucédo de
Fucus. A solucdo Fucus H2O foi congelada e seca no liofilizador e a solugcédo Fucus

MeOH evaporada a secura com ar comprimido.

O mesmo procedimento foi usado para uma solucdo de 30 mg massa seca/mL agua
de extrato de Aramé obtendo-se a solucdo seca Aramé H.O e Aramé MeOH; e para
uma solucdo de 15 mg massa seca/mL agua de extrato de Nori obtendo-se a solucdo
seca Nori H20 e Nori MeOH.

O rendimento foi calculado através da mesma equacdo usada para determinar o

rendimento da decoccao.

3.4. Ensaios de Quantificacdo de compostos nos extratos

3.4.1._Método de Folin-Ciocalteu — Quantificacéo de fendis totais
A quantificacdo dos fenais totais foi feita de acordo com o método de Folin-Ciocalteu

[40] e usando uma reta de calibragé@o (anexo 1.1) construida usando floroglucinol como
padrdo. Utilizaram-se concentragfes de 0-5 mg/mL de floroglucinol para a realiza¢éo da
reta de calibragdo. A 30 uL da solugéo padrao adicionou-se 1350 yL de agua destilada
e 30 L do reagente Folin-Ciocalteu, agitou-se a solugdo no vortex (Heidolph Reax
2000), esperou-se 3 minutos e, por fim adicionou-se 90 uL de uma solucado de NaxCOs3;
a 2% (m/v). A solucéo foi agitada (agitador orbital Stuart Rotator SB2) a 4°C durante 1
hora e registou-se a absorvéncia a 760 nm (espetrofotdmetro UV-VIS Shimadzu UV-VIS

1602). O ensaio foi efetuado em triplicado.

Para a quantificacdo de fendis totais preparou-se uma solugdo aquosa a partir da
massa seca da amostra a analisar e utilizou-se na vez de solucdo padrao. O contetudo
em fendis totais foi expresso em mg de equivalentes de Floroglucinol por mg de massa

seca (PGE/mg massa seca).

3.4.2. Quantificacdo de proteinas nos extratos de algas e células

Para a quantificagdo de proteinas nos extratos Aramé, Nori e Fucus e respetivas
fragdes purificadas recorreu-se ao kit 2-D Quant Kit da GE Healthcare e neste seguiu-

se o procedimento standard fornecido pela empresa. O ensaio foi efetuado em triplicado.

Para a analise por Western Blotting, a quantificacdo de proteina nas amostras a

analisar foi feita pelo método de Bradford, seguindo-se o procedimento descrito em

27



[242], e utilizou-se solugcbes de BSA de diferentes concentragdes para obter a curva de
calibragcdo. Os ensaios foram efetuados em triplicado.

3.4.3._Método do Fenol-Acido Sulftrico — Quantificacéio de polissacéaridos
A gquantificacdo dos polissacaridos foi feita de acordo com o método do Fenol-4cido

Sulfdrico [243] e usando uma reta de calibracdo (anexo 1.2) usando o acido
poligalacturénico como padrao. Utilizaram-se concentracdes entre 0-10 mg/mL. O acido
poligalacturénico foi dissolvido num tampéao citrato 0,05 M e pH=4,5 (pH da HANNA®
EdgeP"). Num eppendorf adicionou-se 50 pL solugdo padrdo, 150 yL de H,SO.
concentrado e 30 pL de uma solugéo aquosa de fenol 5% (m/v). Incubou-se a mistura
reacional num banho termostatizado (LAUDA Ecoline Staredition RE 104) a 90°C
durante 5 minutos. Ap6s o arrefecimento até a temperatura ambiente leu-se a
absorvéncia a 490 nm num leitor de microplacas (TECAN® Sunrise). O ensaio foi

efetuado em triplicado.

Para a quantificacao de polissacaridos preparou-se uma solu¢cao aquosa a partir da
massa seca da amostra a analisar e utilizou-se na vez de solucdo padrao. O contetdo
em polissacéaridos foi expresso em mg de equivalentes de acido poligalacturénico por
mg de massa seca (PE/mg massa seca).

3.5. Analise por High-performance liquid chromatography with diode array
(HPLC-DAD) dos extratos
Para a analise por HPLC-DAD (VWR HITACHI, com um detetor L-2455, forno da

coluna L-2300, autosampler L-2200 e a bomba L-2130) foi utilizada uma coluna
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 (5 ym) e uma fase mével constituida por
um sistema binario de acido trifluoracético (0,05 %) (TFA) e acetonitrilo (ACN) a um fluxo
de 0,8 mL/min. O volume de injecao foi de 25 yL de amostra com eluicdo em modo
gradiente, do seguinte modo: 0 min 0 % ACN e 100 % TFA; 30 min 30 % ACN e 70 %
TFA; 40 min 80 % ACN e 20 % TFA; 45 min 80 % ACN e 20 % TFA; 50 min 30 % ACN

e 70 %. A detecéo foi feita entre os 200 e os 500 nm.

3.6. Determinacdo de Atividades bioldgicas dos extratos

3.6.1. Atividade Antioxidante
Para a determinacdo da atividade antioxidante utilizou-se o método do 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH). O radical DPPH devido a deslocalizacdo de eletrdes apresenta cor
purpura que absorve a 517 nm, quando sofre redugdo na presenca de agentes
antioxidantes, forma difenil-picril-hidrazina de coloracdo amarela [243]. A 1 mL de
solu¢do de DPPH 0,002 % (m/V) de DPPH em metanol adicionou-se 25 pyL de uma

solugdo aquosa da amostra a analisar, incuba-se 30 minutos ao abrigo da luz solar e
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regista-se a absorvéncia a 517 nm. De modo semelhante, registou-se a absorvéncia a
517 nm de um ensaio controlo (100 % atividade antioxidante) em que foi usada 4gua na
vez da solucdo a quantificar. A percentagem de atividade antioxidante (AA) foi

determinada a partir da seguinte expressao:

100 x (ADPPH - Aamostra)

AA(%) = ,
DPPH

na qual, Appen corresponde a absorvéncia do controlo e a Aamosra COrresponde a

absorvéncia da amostra. Os ensaios foram efetuados em triplicado.

A determinacao das atividades antioxidantes para solu¢cfes aquosas de amostra em
diferentes concentragdes permitiu calcular a ECso, a concentracdo efetiva da amostra
gue apresenta 50 % de atividade antioxidante.

3.6.2. Atividade de inibicdo da Acetilcolinesterase
Para a determinacgdo da atividade inibitéria do enzima acetilcolinestarase, seguiu-se

o procedimento descrito em [244]. Comecgou-se por determinar a atividade enzimética
do controlo, isto é, sem qualquer tipo de inibidor, que corresponde a atividade maxima
do enzima. Nesta fase do ensaio, adicionou-se 325 pL de tampéao Tris 50 mM, pH 8, 100
uL de agua Milli-Q e 25 uL da solucdo de enzima (0,1 UA/min). Incubou-se durante 15
minutos a temperatura ambiente, de seguida adicionou-se 75 uL de uma solucéo de
acetilcolina (AChl) e 475 uL de DTNB (1,2 mg/mL em tampéo Tris com sais (0,1 M NaCl
e 0,02 M MgCl,). Leu-se a absorvéncia a 405 nm (espetrofotémetro UV-VIS Shimadzu
UV-VIS 160?) durante cerca de 3 minutos, contra o branco. O mesmo procedimento foi
realizado para as diferentes amostras, usando a solucdo da amostra na vez da agua

Milli-Q. Os ensaios foram efetuados em triplicado.
A percentagem de inibicdo da atividade do AChE na presenca de cada amostra,
calcula-se recorrendo a seguinte equacao:

D,
I (%) =100 — (M) X 100

VUcontrolo

na qual | (%) corresponde a percentagem de inibicdo da AChE na presenca da amostra
a analisar, Vamostra COrresponde a velocidade inicial da reagéo contendo o inibidor e Vcontrolo

corresponde a velocidade inicial da rea¢éo sem inibidor.

A determinacdo das atividades de inibicdo da AChE para solugbes aquosas das
amostras a analisar de diferentes concentracbes permitiu calcular a ECso, a

concentracao efetiva que apresenta 50 % de atividade de inibicdo da AChE.

29



3.6.3. Inibicdo da HMGR
Para a determinacéo da inibicdo da HMGR, seguiu-se o procedimento fornecido pelo

kit. Para determinar os 100 % de atividade inibitéria de HMGR, leu-se a absorvéncia a
340 nm em funcédo do tempo, de uma solugéo de tampédo + NADPH + HMG +HMGR,
para determinar o consumo do co - substrato. Para a determinacao da atividade inibitéria
do HMGR, efetuou-se uma solucéo igual a anterior, mas com a presenca dos extratos
(inibidores). Foi também realizado um ensaio com um farmaco, a pravastatina (inibidor).

Os ensaios foram efetuados em triplicado.

3.7. Cultura das linhas celulares
A linha celular do adenocarcinoma hepatico (Hep-G2, ECACC 85011430), foi

cultivada em meio DMEM, suplementado com 10 % de FBS, 2 mM de L-glutamina e 1
% de uma solugéo de antimicotico e antibiotico. Foi incubada a 37°C numa estufa (Sanyo
02/CO; Incubator) com 5 % de CO,. O As células foram cultivadas tanto em frascos T25

(25 cm?) como em frascos T75 (75 cm?). O meio foi trocado a cada 48 ou 72 horas.

As Hep-G2 sao células derivadas do carcinoma hepatocelular do figado humano, que
crescem de modo aderente e, portanto, representam o comportamento do figado [245].
Expressam varias proteinas transportadoras de colesterol, nomeadamente a NPC1L1
[19], ABCG5/ABCGS [246] e ABCA1[247].

A outra linha celular utilizada foi a do adenocarcinoma colorretal (Caco-2, ECACC
86010202), que foi também incubada a 37°C numa estufa (Sanyo O./CO- Incubator)
com 5 % de CO,. O meio de cultivo foi o RPMI -1640, suplementado com 20 % de FBS,
2 mM de L-glutamina e 1 % de uma solucéo de antimicético e antibiético. Esta linha

celular também foi cultivada tanto em T25 como em frascos T75.

As Caco-2 sado células derivadas do adenocarcinoma colorretal humano, sao
recomendadas pela FDA para avaliar a permeagédo de medicamentos [248]. Crescem
de forma aderente e desenvolvem metabolismo semelhante as células presentes no
intestino delgado, por isso representam o comportamento do intestino na absorcéo de
colesterol [249]. Expressam varias proteinas transportadoras de colesterol,
nomeadamente a NPC1L1, ABCG5/ABCGS [250].

Quando as células atingiram, aproximadamente, 80% de confluéncia foram
tripsinizadas. A tripsinizacdo consiste na remoc¢édo do meio de cultura e lavagem das
células com 1 mL de PBS, de forma a remover todos os residuos de meio. Apés a

lavagem adicionou-se 1 mL de tripsina 1x e deixou-se incubar a 37°C, durante
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aproximadamente 5 minutos. As células foram depois ressuspendidas em meio de

cultura fresco para aderirem novamente.

3.7.1 Ensaio da citotoxicidade (MTT)
Para o ensaio do MTT seguiu-se o procedimento descrito em [243]. Primeiramente,

as células tripsinizadas de um T75 foram cultivadas numa microplaca de 96 pocos, tanto
para a linha celular Caco-2 como para a linha celular Hep-G2. As microplacas foram
incubadas durante 48 horas, a 37°C a uma atmosfera de 5% de CO,. Prepararam-se
solugbes, em meio de cultura, com concentracdo de 1 mg/mL e 0,5 mg/mL de massa
seca dos extratos de Nori, Fucus e Aramé. Estas solucdes foram aplicadas nos

respetivos pogos, 100 yL em cada pogo. Incubou-se a microplaca durante 24 horas.

Preparou-se a solugédo de MTT, com concentracdo de 0,5 mg/mL. Retirou-se o0 meio
da microplaca e lavou-se os pocos com PBS. Adicionou-se 100 pL da solugdo de MTT
a todos os pogos. Incubou-se durante 4 horas. Ao fim destas 4 horas, observou-se ao

microscopico otico invertido (Motic AE21 type 101M) a formag&o de cristais.

Retirou-se a solugdo de MTT nos pog¢os e, numa primeira fase, adicionou-se 100 yL
de metanol. De forma a tentar dissolver o0s cristais, com uma micropipeta aspirou-se a
solucéo e voltou a colocar-se no respetivo pogo. Depois adicionou-se mais 100 uL de

metanol. Por fim, leu-se a absorvéncia a 595 nm, com a referéncia a 630 nm.
Para calcular a percentagem de viabilidade celular utilizou-se a seguinte equacao:

Absamostra

V.C.(%)=( )><100

Abscontrolo
Onde V.C. (%) é a percentagem de viabilidade celular, AbSamestra € @ absorvéncia obtida
para as células que estiveram em contacto com o extrato € AbScontrolo € a absorvéncia
obtida para as células controlo. A partir da equacdo anterior € possivel calcular a

percentagem de citotoxicidade (C (%)).
C (%) =100—-V.C.(%)

3.7.2._Andlise da permeacéo do colesterol em modelo da barreira gastrointestinal
As células Caco-2 simulam a barreira gastrointestinal. Para simular essa barreia

efetuou-se o ensaio da transwell que consiste numa microplaca de 12 pogos com 0s

inserts (Falcon® com areas de 0,9 cm?) da transwell cultivados com células Caco-2.
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Neste ensaio, utilizou-se a concentracéo celular de 5x10* cel/mL, como descrito em
[40], e a contagem celular foi efetuada pela cAmara de Neubauer improved (Marienfeld)
e para a visualizacao das células utilizou-se o microscépio 6tico invertido (Motic AE21
type 101M).

As monocamadas foram formadas até atingirem confluéncia e entédo diferenciadas
(cerca de 23 dias). O meio foi substituido a cada 48 horas. A integridade da
monocamada foi avaliada medindo a resisténcia elétrica celular com um medidor Millicell
ERS-2 V Ohm (Millipore). As monocamadas foram consideradas aptas aos estudos de
permeabilidade ao apresentarem uma resisténcia elétrica igual ou superior a 200 Q/cm?.
Na camara de fluxo laminar (Esco® Class Il Biohazard safety cabinet), as células foram
lavadas com Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS). Ap6s 6 horas de incubacdo das
amostras a analisar, a 37°C em atmosfera contendo 5 % de CO., as solu¢fes apicais e

basolaterais foram recolhidas e aliquotas de 75 pL foram analisadas no RP HPLC-DAD.

Para a quantificacdo da permeacdo do colesterol, foi utilizada uma coluna
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-8 (5 um) e uma fase mével constituida por
um sistema binario de MeOH e acetonitrilo (ACN) a um fluxo de 1 mL/min. O volume de
injecéo foi de 75 pyL de amostra. As condigfes de eluicdo s&o: 0 min 50% MeOH 50%
ACN; 15 min 50% MeOH 50% ACN. Para a analise da permeacao das algas, utilizou-se
a coluna e o método referidos no ponto 3.6

Para a determinag&o da permeacédo do colesterol utilizou-se a altura do pico a 210
nm entre 4,5-5,5 minutos, sendo que o controlo negativo (5 mM de colesterol dissolvido
em etanol) correspondia a 100 % de permeacdo, deste modo, utilizou-se a seguinte

expressao:

Altura pico x 100

Altura picocontrolo negativo

% Permeacao de colesterol =
A partir da expressédo anterior € possivel determinar a reducdo da percentagem de
permeacao do colesterol:
% Reducao permeacao de colesterol = 100 — % Permeagdo de colesterol

Para a determinacédo da permeacao dos compostos bioativos, presentes nos extratos
de massa seca de Nori, Fucus e Aramé, utilizou-se o pico com 0 maximo entre 250 e
500 nm, nos 7 — 9 minutos, que corresponde a 100 % de permeacdo dos compostos

bioativos, sendo assim o controlo. Desta forma, recorreu-se a seguinte expressao:
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Altura pico x 100
Altura picocontrolo

% Permeacdo compostos bioativos =

3.7.3._ Extracdo de metabolitos e proteinas
Neste ensaio comecgou-se por cultivar as células em frascos T25, no caso das Hep-

G2, deixou-se que atingissem a confluéncia e, no caso das Caco-2, apds atingirem a
confluéncia as células foram diferenciadas por 10 dias, para introduzir o extrato da alga.

Apo0s a incubacgéo, para cada linha celular, foram usadas duas condi¢des: um ensaio
controlo e um ensaio com a amostra a analisar. No ensaio controlo, removeu-se 0 meio
de cultura do T25, lavou-se as células com PBS e introduziu-se 7 mL de meio de cultura
fresco. Para o outro ensaio, no T25 removeu-se o meio de cultura, lavou-se as células
com PBS e colocou-se 7 mL do meio de cultivo suplementado com 0,3 mg de massa
seca/mL do extrato de algas. Os frascos foram incubados durante 24 horas, removeu-
se 0 meio, as células foram lavadas duas vezes com PBS arrefecido e congeladas a -

80°C até a extracao de proteinas ou metabolitos.

Para o ensaio de extragdo de metabolitos e proteinas seguiu-se o procedimento
descrito em [244]. A fragdo das proteinas foi quantificada pelo método de Bradford e

usada para as analises por SDS-PAGE e Western Blotting.

3.8. Andlise do proteoma das suspensofes celulares
3.8.1. Eletroforese SDS-PAGE das proteinas removidas das células Caco-2 e Hep-G2
apos o0 contacto com 0s extratos de algas

ApOs a quantificagcao de proteinas no pellet obtido através da extragdo de metabolitos

e proteinas, dissolveu-se as proteinas no tampao de corrida (Tris 0,025 M, glicina 0,192
M, SDS 0,1 % (p/V), pH 8,3). Para a eletroforese utilizou-se um gel SDS-PAGE tris-
bisacrilamida, onde o gel de concentracao é de 4% e o gel de resolucao é de 10 %.
Adicionou-se a 30 pL de amostra, 7,5 uL de tamp&o de aplicagéo, levou-se ao banho de
ultrassom durante 5 minutos e centrifugou-se durante 5 minutos a 12000 g. Aplicou-se
15 uL desta solugé@o no poco. Aplicou-se também no gel, 5 uL de marcador. A corrida
electroforética foi desenvolvida a 100 V, fornecida pela fonte de alimentagdo (VWR life
Science) e no tanque (Bio-Rad Mini-PROTEAN® 3 Cell), durante cerca de 2 horas.

No fim da corrida, o gel foi corado com o corante azul de Coomassie R-250 durante
uma hora. Por fim, a imagem do gel foi obtida no aparelho fotografico (ImageQuant Las

500) e foi analisada no software ImageJ.
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Para eliminar os erros de quantificacdo e aplicacdo de proteina, isto é, assumir-se
que em todos os pocos foi aplicada a mesma quantidade de proteina, procedeu-se a

normalizacdo das areas obtidas. Para a normalizacao utilizou-se a seguinte expressao:

area obtida

Area normalizada = —
Y areas de cada lane

3.8.2. Western Blotting das proteinas removidas das células Caco-2 e Hep-G2 apés o
contacto com 0s extratos de algas
A técnica de Western Blotting comegou com uma eletroforese SDS-PAGE, entéo,

nesta primeira etapa seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.8.1.

Os géis e a transferéncia decorreram de acordo com as instru¢des do fabricante,
utilizou-se os papéis de filtro 7 x 8,4 cm da Thermo Fisher Scientific, 0 médulo mini blot
e o tanque da Invitrogen. As membranas foram incubadas com os anticorpos primarios
e secundarios e a detecédo foi efetuada de acordo com as instru¢cées do fornecedor. A
aquisicao da imagem da membrana foi efetuada no equipamento LAS 500 pelo método

guimioluminescente e o software ImageJ foi usado no tratamento da imagem.

3.9. Condicbes analiticas do LC-QTOF-MS
Para a analise por LC-QTOF-MS foi utilizada uma coluna iChrospher® 100 RP-18 (5

pm) LiChroCART® 250-4 mm e uma fase mével constituida por um sistema binario de
0,1 % de acido férmico e de MeOH a um fluxo de 1 mL/minutos. O método utilizado foi
seguinte: 0 min 80% acido férmico 20% MeOH; 20 min 20% acido férmico 80% MeOH,;
25 min 20% &acido férmico 80% MeOH; 30 min 80% acido formico 20% MeOH. Os
espetros de massa de alta resolugédo foram adquiridos através dos modos ESI positivo

e negativo.

Os espetros de massa foram adquiridos na gama de 120-1000 m/z e os parametros
do espectrometro de massa foram ajustados com vista a otimizar a relagéo sinal/ruido
(S/N) para os ides de interesse. Resumidamente, as taxas de fluxo de nebulizac&o e
gas auxiliar (azoto) foram de 40 e 20 unidades arbitrarias, a temperatura capilar foi

estabelecida nos 250°C e as energias de colisdo de 40 e 45 eV.

A andlise estatistica foi usada para retirar a informacao importante dos dados e, para
isso foram aplicados métodos como a analise dos componentes principais (PCA) e o
método dos minimos quadrados parciais (PLS) [251]. A identificagcdo dos metabolitos,
apenas para estudos globais, foi realizada recorrendo a bases de dados [252]. Para a
andlise dos resultados da espetrometria de massa recorreu-se aos softwares

desenvolvidos pela Bruker® (Darmstadt, Alemanha) Metaboscape e ao DataAnalysis.
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No estudo das vias metabdlicas usando o software Metaboanalyst usaram-se 0s
valores de intensidade dos valores m/z que tiveram variacdo estatistica significativa
entre o controlo e a amostra, apresentando p-value < 0,05 e 0,5 < fold change > 1,7 pois,
o0 objetivo foi estudar as vias metabdlicas mais afetadas pela presenc¢a ou auséncia dos

extratos das algas em estudo. O fold change foi calculado pela seguinte expressao:

Intensidade média oniroio

Fold Ch =
0 ange Intensidade médiag; 4q

3.10. Anélise Estatistica de Resultados
Para a andlise estatistica dos resultados foi utilizado o programa Microsoft Office

Excel, com os resultados expressos em média + desvio padrdo. O tratamento estatistico

dos resultados foi efetuado recorrendo a analise de variancia “ANOVA de fator Unico”.
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4. Resultados e Discussao

Apesar do progresso na mudanca no estilo de vida e terapias farmacoldgicas na
prevencdo de DCV, estas sdo as principais causas de morte em todo o mundo, sendo
a hipercolesterolemia um dos fatores de risco. A ingestdo de alguns produtos naturais,
em combinagdo com os farmacos anti-hiperlipidémicos, tem sido reportada como uma
estratégia para a terapia da hipercolesterolemia. Assim sendo, tem existido um aumento
no interesse em algas como produtos naturais comestiveis, devido aos reportados

beneficios e propriedades que os seus compostos bioativos apresentam.

Apesar deste aumento no interesse em algas como produtos naturais comestiveis,
os beneficios que poderao ter sobre a salde ainda estdo pouco estudados. Entdo, com
0 objetivo de estudar do potencial terapéutico dos extratos aquosos de algas marinhas
comestiveis, nomeadamente Eisenia bicyclis, Porphyra spp e Fucus vesiculosus
vulgarmente designados por Aramé, Nori e Fucus, no controlo da hipercolesterolemia,

neste trabalho foi proposto:

- Caracterizar os extratos de algas em fendis totais, polissacaridos e proteinas bem
como as suas atividades bioldgicas, nomeadamente, atividade antioxidante, atividade
inibitéria do AChE e atividade inibitéria do HMGR;

- Avaliar a capacidade dos extratos em reduzirem a permeacao do colesterol na barreira

gastrointestinal e avaliar o efeito nas proteinas transportadoras do colesterol;

- Investigar a influéncia dos extratos sobre o metaboloma de linhas celulares de figado

e intestino.

4.1. Caracterizacdo dos extratos e das fra¢fes purificadas

A partir da biomassa das algas obteve-se um extrato dos seus compostos bioativos
através de uma decoccdao (ponto 3.2.) e, posteriormente procedeu-se a uma purificacdo
por extragdo em fase soélida (SPE), onde se recolheram para cada extrato uma fracédo

em agua (H20) e uma fragdo em metanol (MeOH).

Os rendimentos obtidos através da decoccédo foram de 65 % para o extrato de Aramé,
50 % para o extrato de Nori e 38% para o extrato de Fucus. Para as fragdes purificadas
obteve-se um rendimento de 13 % e 71 % para as fragcbes de Aramé MeOH e Aramé
H20, respetivamente. No caso da fracdo Nori MeOH, obteve-se um rendimento de 25 %

e para a fragdo Nori H-O obteve-se um rendimento de 42 %. Ja para as fracdes de Fucus
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obteve-se rendimentos de 18 % e 82 % para as fracdes Fucus MeOH e Fucus H-0,

respetivamente.

Os rendimentos obtidos apés a purificagdo dos extratos por SPE foram muito baixos,
nomeadamente para as fragbes de metanol. Uma das justificagbes pode ser o facto de
muito extrato ficar retido na resina da coluna uma vez que estas adsorvem
maioritariamente compostos hidrofobicos. Adicionalmente verificou-se que quer o
extrato de Nori, quer o de Fucus apresentaram muita resisténcia ao filtro devido a sua
viscosidade. Nota-se também que, a maior parte da massa obtida foi na fracdo de agua

0 que é expectavel, uma vez que, o extrato inicial € uma solucdo aquosa de algas secas.

Os extratos das algas e as fracoes purificadas, depois de liofilizados ou secos no ar
comprimido, foram analisados quanto a sua composi¢céo em fendis totais, polissacaridos
e proteinas. Esta caracterizacao teve como objetivo avaliar os possiveis compostos
presentes nas algas marinhas comestiveis e, ainda comparar os extratos nativos com
os purificados para ver quais apresentavam maior potencial para aplicagdo neste
estudo. Além destes ensaios ainda se analisaram os extratos da decoccdo e 0s

purificados por HPLC-DAD para obter um perfil dos compostos presentes.

A quantificacdo dos fendis totais para os diferentes extratos das algas foi feita de
acordo com o método de Folin-Ciocalteu. No anexo 1.1. encontra-se a curva de
calibracédo utilizada no calculo da quantidade de fendis totais e estdo apresentadas as
quantidades de fendis totais em equivalentes de floroglucinol por quantidade de extrato

(mg PGE/ mg massa seca).

Ao analisar a figura 38 do anexo 1.1, observou-se que a maior quantidade de fendis
totais foi obtida para o extrato de Aramé, seguindo o extrato de Fucus e, por fim, o
extrato de Nori. Em relagéo as fragGes de purificagcdo SPE dos extratos, pode observar-
se que a Aramé e o Fucus apresentaram fenadis totais tanto na fragdo de metanol como
na fracdo de agua. A Nori apenas apresentou fendis totais na fracdo de metanol. Nas
fracOes de metanol de Aramé e Nori que apresentaram maior quantidade de fendis totais
quando comparado com 0s respetivos extratos, conseguiu-se concentrar um maior
contetdo de compostos fendlicos na fragdo metandlica. E por fim, no caso do extrato de
Fucus, os compostos fendélicos foram maioritariamente obtidos na fracao aquosa. Isto
sugere que a diferente natureza dos compostos fenélicos presentes nos extratos das
diferentes algas, sendo maioritariamente mais hidrofébicos na Aramé e Nori e menos
no Fucus. De acordo com a bibliografia sabe-se que a Aramé tem na sua constituicao

flavondides que sdo compostos hidrofobicos [187].
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Comparando os resultados obtidos em fendis totais com alguns resultados da
literatura, nota-se que para o extrato de Aramé obteve-se 0,063 + 0,005 mg PGE/ mg
massa seca, uma maior quantidade que o valor reportado de 0,036 + 0,005 mg PGE/
mg massa seca [253]. Possivelmente devido a origem da alga ser diferente e ao método
de extracdo do extrato de alga [146, 147, 253]. Enquanto, para o extrato de Fucus se
obteve 0,015 + 0,006 mg PGE/ mg massa seca um valor semelhante ao reportado na
literatura, 0,015 + 0,001 mg PGE/ mg massa seca [44]. E também para o extrato de Nori,
em que se obteve um valor de 0,006 + 0,008 mg PGE/ mg massa seca aproximado ao
da literatura de 0,0067 + 0,0001 mg PGE/ g massa seca [254].

A quantificacdo de polissacaridos para os diferentes extratos das algas foi feita de
acordo com o método do fenol-acido sulfarico. A curva de calibracdo utilizada na
determinacdo do conteudo de polissacéridos encontra-se no anexo 1.2 bem como o
grafico com as quantidades de equivalentes de acido poligalacturénico por quantidade

de extrato (mg PE / mg massa seca).

Ao analisar a figura 40 do anexo 1.2, nos extratos das algas, observa-se que a maior
quantidade de polissacéridos foi encontrada no extrato de Nori, seguindo-se o extrato
de Fucus e, por fim, o extrato de Aramé. Em relacao as fracdes purificadas por SPE dos
extratos, observa-se que nas fracdes de agua, a Aramé foi a alga que apresentou maior
quantidade de polissacaridos, alguns polissacaridos sollveis em 4gua sdo comuns nas
algas e sdo maioritariamente polissacéaridos sulfatados, no caso das algas castanhas o
laminarana e fucoidano sao exemplos que ja foram identificados nesta alga [189].
Apesar de o Fucus ser uma alga castanha néo se verificou 0 mesmo que na Aramé pois,
os fucoidanos sdo muito diferentes entre espécies de algas e, portanto, neste caso, tém

uma natureza diferente [255].

O extrato de Nori e o extrato de Fucus apresentaram praticamente a mesma
qguantidade de polissacaridos. As fracbes em metanol de Aramé e Nori apresentaram
guantidades elevadas de polissacaridos. A quantidade de polissacaridos na fracédo
purificada em metanol de Nori foi bastante superior ao da fragdo em agua, portanto, a
maioria dos polissacaridos presentes nesta fracdo sdo de natureza menos polar
apresentando menor solubilidade em agua, o que podera explicar a sua viscosidade.
Destes polissacaridos os que frequentemente tém sido reportados em algas sdo a

celulose, xilanos e mananos [120].

Para o extrato de Nori, obteve-se 0,583 + 0,004 mg PE/ mg massa seca, 0 que para

uma concentracdo de 2,5 mg/mL de extrato de Nori corresponde a cerca de 61% de
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polissacéaridos e segundo a literatura, esté reportado um intervalo de valores de 50-76%
[256]. Para o extrato de Fucus, obteve-se 0,529 + 0,008 mg PE/ mg massa seca, o0 que
corresponde a cerca de 41% para uma concentracdo de 5,89 mg/mL de extrato de
Fucus, sendo que na literatura esta reportado um intervalo de valores superior de 62-
66% [256], 0 que pode estar relacionado com o local de crescimento da alga [146, 147].
Para o extrato de Aramé, obteve-se 0,221 + 0,001 mg PE/ mg massa seca, 0 que
corresponde a cerca de 23%, para uma concentracdo de 2,5 mg/mL sendo que néo
foram encontrados valores na literatura para extratos de Aramé. Ainda assim, uma vez
que a Aramé é uma alga castanha como o Fucus, o resultado obtido é menor para a
Aramé, o que pode ser atribuido a diferencas nas espécies ou a altera¢des no local de
cultivo e recolha da biomassa, uma vez que o mesmo se constatou com a quantificagédo
de fendis totais [146, 147].

A quantificacdo de proteinas foi feita de acordo com o kit 2-D Quant Kit da GE
Healthcare. Neste ensaio, apenas o extrato de Fucus apresentou proteinas tendo-se

obtido um valor de 0,0074+0,0004 mg proteinas totais/ mg massa seca.

Apesar das algas marinhas serem consideradas uma fonte rica em proteinas, os seus
extratos aquosos ndo sao, o que pode justificar os resultados obtidos é a dificuldade de
extracdo das proteinas da biomassa bruta devido a uma complexa parede celular [257].
Ou também pode estar relacionado com a decoccdo e liofilizacdo que os extratos
sofreram pois, sdo técnicas que utilizam temperaturas extremas podendo levar a

desnaturagéo das proteinas.

Foi efetuada uma analise por HPLC-DAD dos extratos e das fra¢des purificadas por
SPE, com o objetivo de avaliar as diferencas nos compostos presentes nas amostras

em cada uma das situacoes.

Para o extrato de Aramé e para as duas frac6es de extrato purificadas em agua e

metanol, os cromatogramas obtidos encontram-se na figura 42 do anexo 1.4.

Analisando os cromatogramas, foi possivel observar que os compostos 1, 2, 3, e 7
encontram-se no extrato e em ambas as fragbes obtidas por purificagdo com SPE.
Através da analise dos cromatogramas, pode-se concluir que, apos a purificacédo por
SPE nas fracbes obtidas de um modo geral ocorreu a diminuicdo na concentracédo de
muitos compostos, uma vez que a maioria destes ndo foram obtidos maioritariamente

numa das fracoes.
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Exceto no caso do composto 6, que foi fracionado para a fragdo Aramé H,O e os
compostos 3, 4 e 5 que se encontram maioritariamente na fracdo Aramé MeOH. No
caso destes ultimos, dada a sua natureza e uma vez que esta fracdo demonstrou um
elevado conteldo em fendis totais (4.1.) poder-se-a assumir que tém a natureza dos
compostos fendlicos, nomeadamente florotaninos, derivados do floroglucinol
frequentemente encontrados em algas, como o dieckol e eckol [181, 182], referidos no
ponto 1.4.3 como estando reportados no extrato de Aramé. A analise do cromatograma
do floroglucinol usado como padréo, no anexo 1.5. indica que este foi detetado ao tempo
de retencdo proximo dos 10 minutos, o que coincide com o tempo de retencdo

aproximado destes compostos.

Para o extrato de Nori e para as fracdes purificadas, os cromatogramas obtidos

encontram-se na figura 43 do anexo 1.5.

Através da analise dos cromatogramas da figura 12, pode-se concluir que os
compostos 1’ e 2’ estdo maioritariamente na fracgp Nori H.O e o composto 3’, 4’ e &',
estdo maioritariamente na fragdo Nori MeOH. Tendo em conta que a fragdo em metanol
do extrato da Nori revelou um pico elevado, segundo a natureza do composto 3’ e 0 seu
tempo de retencdo, assumiu-se que o composto 3’ possivelmente corresponde a um
florotanino, derivado de floroglucinol. Neste extrato da Nori também se constatou que, a
purificacdo por SPE levou a diminui¢gdo da concentragdo ou mesmo a perda de alguns

compostos.

Para o extrato de Fucus e para as fracdes de extrato purificado, os cromatogramas

obtidos encontram-se na figura 44 do anexo 1.6.

Segundo a andlise dos cromatogramas, pode-se concluir que, os compostos 2”, 3" e
4” e 7” estdo presentes quer no extrato de Fucus e nos extratos purificados, sendo que
0 composto 8 nao foi recuperado em qualquer das fragcdes. Na fracdo de Fucus MeOH
encontram-se em maior quantidade os compostos 4”7, 5” e 6” que por estarem a um
tempo de retencdo aproximado de 10 min poderdo ser florotaninos, derivados do
floroglucinol. O extrato de Fucus apresentou também compostos de natureza mais
hidrofilica, como 1”, 2” e 3”, como foi referido no ponto 1.4.2, estes compostos podem
representar polissacéridos sulfatados fucoidanos e a fucoxantina [161, 162], mas na
fragcdo aquosa Fucus H,O recolhida deste extirato estes compostos encontraram-se

numa quantidade muito reduzida, com elevadas perdas devido a purificagdo por SPE.

Os cromatogramas dos extratos das algas foram ainda representados a 265 nm para
quantificar os derivados do floroglucinol (Figuras 47, 48 e 49 do anexo 1.9). Deste modo,
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0s picos identificados como 3, 4 e 5 no cromatograma 14; 3’ no cromatograma 15 e 47,
5”e 6” no cromatograma 16, respetivamente dos extratos da Aramé, Nori e Fucus
assumiram-se como correspondendo a florotaninos, derivados do floroglucinol. Com
base nos resultados obtidos foi possivel calcular a concentracdo do floroglucinol nos
extratos obtendo-se para o0 pico mais intenso nos extratos os valores de 0,0046; 0,0156
e 0,0128 mg de floroglucinol/mg de massa seca de extrato, para respetivamente, Aramé,

Nori e Fucus.

4.2. Toxicidade e atividades biol6gicas dos extratos das algas

Uma vez que se identificou na caracterizagé@o anterior que os extratos continham uma
composicao diferente das suas respetivas fragdes, sendo que para todos os extratos se
constatou que ocorreram perdas de compostos durante o fracionamento por SPE, foi
importante avaliar a toxicidade e a atividade antioxidante de modo a selecionar quais
entre extrato e respetivas fragbes seriam mais bioativas e ndo toxicas para utilizacao

em etapas subsequentes do trabalho.

4.2.1. Andlise da citotoxicidade dos extratos e fracdes em linhas celulares Caco-
2 e Hep-G2

De modo a avaliar a citotoxicidade, determinou-se a viabilidade celular das linhas
celulares do adenocarcinoma hepatico (Hep-G2) e do adenocarcinoma colorretal (Caco-
2), quando em contacto com duas concentracdes de extratos de Aramé, Nori e Fucus e
das respetivas fracdes purificadas por SPE, por comparagdo com ceélulas controlo no
meio de cultura, referenciadas como apresentando 0 % de citotoxicidade. Os dados
obtidos para a citotoxicidade celular para as duas concentracoes testadas, em células
Hep-G2 encontram-se na figura 11, e na figura 12 para as células Caco-2. No anexo
2.1., encontram-se as tabelas com os valores de citotoxicidade obtidos. Para o extrato
de Fucus, apenas foi testado o extrato nativo dada a limitagdo de amostra e porque nos

ensaios anteriores as fracdes apresentaram sempre baixo conteddo em compostos.
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Figura 11 - Citotoxicidade de células Hep-G2, para extratos e respetivas fracbes de
metanol e 4gua, a concentracdes de 0,5 e 1 mg/mL. a-g sdo estatisticamente diferentes
para um intervalo de confianga de 95 %.

De acordo com o critério que extratos sédo considerados téxicos quando apresentam
uma concentracao inibitoria de 50 % do crescimento celular (ICso) de citotoxicidade com
uma concentragdo de 0,1 mg/mL [258], pode-se assim concluir que os extratos utilizados
nao apresentaram hepatotoxicidade, sendo o extrato da Nori 0 que apresentou maior
morte celular, mas ainda assim nunca superior a 40 %. Em oposicdo, para os casos do
extrato de Aramé e as suas fracdes a concentracdo de 1 mg/mL, verificou-se um
crescimento de células superior as células controlo e, portanto, estas amostras
apresentam compostos que podem ser considerados nutrientes promovendo o

crescimento celular, estes compostos sdo os de natureza mais apolar.

Como se pode constatar na figura 12, resultados semelhantes foram obtidos para as
células Caco-2, isto é, 0s extratos ndo apresentam citotoxicidade, sendo que os extratos
de Fucus e o purificado de Aramé MeOH os que apresentaram maiores valores de morte
ainda que nunca superior a 50%. Contudo, o extrato purificado de Nori H.O a
concentracdo de 1mg/mL, demonstrou um crescimento celular face ao controlo,

conseguentemente, 0s seus compostos podem mais uma vez considerados nutrientes.

43



60,0
50,0 b
40,0

b
a a a
a a,f
30,0 f
20,0 cd d d o
10,0 c . " c ’
0.0 [ - H

Aramé Aramé H20 Aramé  Nori MeOH Nori Nori Fucus

-10,0
MeOH

Citotoxicidade (%)

-20,0
-30,0
-40,0

-50,0
Extratos e fracdes de SPE

m0,5mg/mL m1mg/mL

Figura 12 - Citotoxicidade de células Caco-2, para extratos de Aramé, Nori e Fucus nativos (A,
N e F) e purificados: metanol (M) e agua (A), a concentracdes de 0,5 e 1 mg/mL. a-f sdo
estatisticamente diferentes para um intervalo de confianga de 95 %.

Uma vez que, quer os extratos quer as respetivas fracdes ndo apresentaram qualquer
tipo de citotoxicidade ao nivel das células do figado e ao nivel das células do intestino
as concentracdes utilizadas, foram consideradas seguras para serem utilizadas nos
estudos subsequentes. Adicionalmente apresentam potencial para poderem ser
utilizadas em seguranca quer na alimentacdo humana quer em terapias aplicadas, de

acordo com atividades bioldgicas exibidas.

4.2.2. Atividade Antioxidante dos extratos e fracfes

A atividade antioxidante dos extratos e das respetivas fracfes foi determinada
recorrendo ao método do DPPH, que avalia a capacidade de as amostras analisadas
reduzirem o radical DPPH. Os resultados obtidos encontram-se na figura 13. Para o
extrato da Aramé, foi ainda determinada o ECsp, a concentracao do extrato que exibe
50 % de atividade antioxidante, uma vez que apresentou a melhor atividade

antioxidante.
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Figura 13 - Percentagem da atividade antioxidante para os extratos Aramé, Nori e Fucus e
fracdes purificadas por SPE, fracédo da dgua (H20) e outra fragdo metanol (MeOH), a uma
concentracdo de 0,25 mg/mL exceto para as amostras do Fucus analisadas a 0,29 mg/mL. As
letras a-d correspondem a valores que sao estatisticamente diferentes para um intervalo de
confianca de 95 %.

Pode observar-se, através da figura 13, o extrato de Aramé e, em oposicao, o extrato
de Nori e as suas fracdes, Nori MeOH e Nori H,0, apresentaram atividade antioxidante
muito baixa. Em qualquer um dos casos, a atividade antioxidante dos extratos foi
expressivamente mais elevada que as das fracdes correspondentes. O que se pode
justificar pela sinergia dos compostos quando ndo ha fracionamento [259]. Em relacdo
ao ECso, a concentracdo de extrato de Aramé que apresentou 50% de atividade
antioxidante foi 0,174 mg/mL obtida através da curva do anexo 2.2.

Nos dados reportados na literatura, para o extrato de Fucus, se considerarmos a
mesma concentracdo, foi obtida uma atividade antioxidante de cerca de 45 % [44],
superior a obtida neste trabalho. Esta diferenca de valores pode estar associada ao local
da colheita e as condicbes ambientais [146, 147]. Em relacdo ao ECso a0 extrato de
Aramé na literatura, para um extrato obtido com recurso a solventes organicos, obteve-
se maior atividade antioxidante com um valor do ECso de 8,81 pg/mL [260]. No entanto,
para outro extrato aquoso de Aramé, a mesma concentracdo foi obtido um valor
semelhante [261]. Para o extrato de Nori, a uma concentra¢do de 0,10 mg/mL, esta
reportado um valor da atividade antioxidante de cerca de 2 % [262], portanto, para a

concentracdo 0,25 mg/mL obteve-se a mesma atividade antioxidante.
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Com base nos resultados obtidos no ponto 4.2.1, pode também concluir-se que de
entre 0s extratos, o extrato de Aramé foi 0 que apresentou maior quantidade de fendis
totais e, portanto, estes poderao ser responsaveis pela sua maior atividade antioxidante.
Deve salientar-se, no entanto, que a fracdo de Aramé em metanol de entre todas as
amostras foi a que apresentou maior quantidade de fendis totais, no entanto demonstrou
nao exibir a maior atividade antioxidante, mais uma vez evidenciando a importancia da
sinergia dos compostos quando estdo em conjunto nos extratos, relativamente a quando
estao fracionados. Devido a isto, para o0s restantes ensaios de atividade biolégica foram

utilizados somente os extratos de algas.

4.2.2. Inibicdo da acetilcolinesterase pelos extratos das algas

Com o objetivo de estudar se os extratos poderiam ser utilizados no tratamento da
doenca de Alzheimer, procedeu-se a determinacédo da inibicdo do AChE e, para isso
foram usados os trés extratos de algas estudados neste trabalho. No entanto as
concentracdes de cada extrato sdo diferentes de acordo com a disponibilidade de massa
seca de extrato. Para a Aramé utilizou-se uma concentracéo de 3 mg/mL, para a Nori
utilizou-se 1,5 mg/mL e para o Fucus utilizou-se uma concentragdo de 1,177 mg/mL.
Como referido, devido aos resultados obtidos anteriormente, que indicam que a sinergia
dos compostos melhora a atividade antioxidante, neste ensaio ndo se utilizaram as
fracOes dos extratos purificadas. Nos anexos 2.3., encontram-se os resultados utilizados
para determinar a velocidade de reacdo para cada extrato. Na figura 14 encontram-se
os resultados obtidos para a inibicdo do AChE de cada um dos extratos.
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Figura 14 - Inibicdo do AChE para os extratos de algas Aramé (3 mg/mL), Nori (1,5 mg/mL) e
Fucus (1,177 mg/mL). a, b, c sdo estatisticamente diferentes para um intervalo de confianga de
95 %.
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Pela analise dos resultados da figura 14, pode-se concluir que a concentragdo usada,
0S extratos apresentaram uma percentagem inibicdo do enzima AChE abaixo dos 50%.
Os extratos Fucus e Aramé foram os que apresentaram menores percentagens de
inibicdo, sendo o extrato da Nori maior uma vez que, para 1,5 mg/mL de extrato
apresentou 42 + 2 % de inibicdo. De ressaltar que este extrato foi 0 que apresentou
maior quantidade de polissacaridos 0,583 + 0,004 mg PE/mg massa seca, que

corresponde a 61 % e de floroglucinol 0,0156 mg/mL que corresponde a 1,5 %.

Determinou-se assim a atividade inibitéria do floroglucinol, com o objetivo de se
entender se a presenca deste composto poderia ser relacionada com a maior atividade
inibitéria do extrato da Nori.

Utilizou-se uma concentracdo de 0,1 mg/mL de floroglucinol, uma vez que, o
contetdo de fendis totais na Nori € inferior a 10 % [263]. Obteve-se uma atividade
inibitoria de 15 + 2 % para o floroglucinol, ou seja, pode-se concluir que a atividade
inibitéria da AChE apresentada pela Nori ndo se deve a este composto, uma vez que,
este esta presente numa concentracdo baixa. O alto valor de inibicdo da AChE,
apresentado pela Nori, pode indicar que a sinergia dos compostos melhora o poder de
inibicdo do floroglucinol e pode estar associada a outros polissacaridos presentes no
extrato, como referido anteriormente (4.1) polissacaridos de natureza menos polar como

a celulose, xilanos e mananos.

Comparando os valores obtidos com os valores da literatura, para o extrato de Fucus,
esta reportado que, para uma concentracdo de 1 mg/mL, uma atividade inibitéria de
AChE muito inferior de 4,20 + 0,36 % [44]. Para extratos de Aramé com solventes
orgéanicos e purificados por outras metodologias a uma concentragéo inferior de 0,025
mg/mL foi reportada uma atividade de 68,01 + 1,37 % [262]. Esta diferenca pode dever-
se ao método de obtencao dos compostos bioativos presentes nesta alga e que tém
esta potencialidade. De modo semelhante, para o0 extrato de Nori para uma
concentragéo muito inferior de 0,010 mg/mL foi reportada uma atividade superior [264].
Neste trabalho optou-se por realizar extratos aquosos de modo a simular a ingestao das
algas através da alimentacao e, neste caso, o extrato de Nori foi 0 que demonstrou maior
potencialidade de ser explorado para aplicacdo na problematica da doenca de

Alzheimer.

4.2.3. Inibicdo da HMGR pelos extratos das algas

Com o objetivo de avaliar a capacidade de os extratos de algas marinhas serem
utilizados na prevencgao/tratamento da hipercolesterolemia determinou-se a inibicdo do
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HMGR. Para a determinagéo da atividade inibitéria do HMGR foram usados os trés
extratos de algas estudados neste trabalho, com concentracdes de 0,25 mg/mL e um
inibidor padrdo, a pravastatina. Nos anexos 2.4., encontram-se 0s resultados dos
ensaios para determinar a velocidade de reacdo para cada extrato. Na figura 15,

encontram-se os resultados obtidos para a inibicdo do HMGR de cada um dos extratos.
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Figura 15 - Inibicdo da HMGR para os extratos de algas Aramé, Nori e Fucus a 0,25 mg/mL. a,
b, ¢ séo estatisticamente diferentes para um intervalo de confianga de 95 %.

Com a analise dos resultados (figura 15) foi possivel concluir que tanto o extrato da
alga Nori como o extrato do Fucus a concentracao usada de 0,25 mg/mL apresentaram
uma inibicdo do HMGR inferior a 50 %, enquanto o extrato da alga Aramé demonstrou

um poder inibitério mais elevado, tendo-se obtido uma inibigéo superior a 75 %.

A pravastatina € um dos farmacos a que se recorre para controlar a sintese de
colesterol no figado, neste caso obteve-se uma percentagem de inibicéo de 95,1 + 0,8
%. O seu poder de inibicdo esta muito proximo de 100 %, apesar do kit nAo mencionar
a concentragcao da pravastatina, os extratos de algas marinhas sendo produtos naturais
com inibicbes superiores a 50 % podem ser potencialmente usados em terapias
combinadas. Para além disso e, uma vez que a pravastatina € um farmaco puro e a sua
inibicdo apesar de superior, € tdo elevada como a inibicdo do extrato de Aramé 79 + 7
%, pode-se concluir que este extrato tem um bom poder de inibicdo do HMGR logo,
consegue ter um efeito sobre a sintese do colesterol endégeno, um dos alvos

terapéuticos da hipercolesterolemia.
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Na literatura foi reportado para um extrato de Fucus a uma concentracao superior de
1 mg/mL uma atividade muito inferior de inibicdo do HMGR de 1,07+ 0,65 % [44]. Para
as outras duas algas, ainda ndo ha resultados reportados na literatura, sendo a primeira
vez que este estudo foi feito demonstrando o potencial dos extratos das algas na
probleméatica da hipercolesterolemia. Com base nestes resultados pode-se concluir que,
0 extrato de Aramé é o0 mais adequado para o tratamento/prevencdo da

hipercolesterolemia através da inibicdo da sintese de novo colesterol.

4.3. Estudo do efeito dos extratos em linhas celulares Caco-2 e HepG2

4.3.1. Acdo na barreira gastrointestinal — permeacdo do colesterol e de
compostos bioativos

De modo a avaliar como os extratos de algas agem quando contactam com a barreira
gastrointestinal, utilizou-se um modelo da linha celular Caco-2 que, apés a diferenciacéo
simula a barreira gastrointestinal e que é utilizado para estudos de permeacdo de
compostos [248]. Por um lado, avaliou-se a permeacéo do colesterol com o objetivo de
estudar a capacidade dos extratos na prevencéo/ tratamento da hipercolesterolemia e,
consequentemente, na diminuigdo do risco de DCV e, por outro, a permeac¢do dos
compostos bioativos dos extratos para avaliar se atravessariam a barreira

gastrointestinal.

Os resultados obtidos para o efeito dos extratos na reducdo da permeacdo do
colesterol através do modelo da barreira gastrointestinal em comparacdo com o farmaco
ezetimiba habitualmente prescrito para o efeito, encontram-se na figura 16.
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Figura 16 — Reduc¢édo da permeacéo do colesterol (col) na barreira gastrointestinal na presenca
de Aramé (A), Nori (N), Fucus (F) e ezetimiba (E), em relacdo ao colesterol sozinho. a a d séo
considerados estatisticamente diferentes para um intervalo de confianca de 95 %.
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Com a analise dos resultados, pode concluir-se que, apesar de 0s extratos da Aramé
(Col+A), do Fucus (Col+F) e da Nori (Col+N) reduzirem a permeacéo do colesterol, em
cerca de 30 %, estes ndo sao tao eficazes como o farmaco ezetimiba (Col + E), que
reduziu mais de 50 %. No entanto, note-se que 0s extratos sdo uma mistura de

compostos e a ezetimiba é uma molécula pura.

Nos casos em que os extratos foram colocados em contacto com o modelo na
presenca de ezetimiba, para o extrato de Fucus (Col+F+E) e o de Aramé (Col+A+E)
verifica-se uma melhoria substancial da reducdo da permeacdo do colesterol e da
mesma ordem de grandeza que obtido para a ezetimiba (Col+E), sugerindo que estes
nao interferem com o efeito do farmaco. No caso do extrato de Nori na presenca de
ezetimiba (Col+N+E) o efeito na reducao da permeacao do colesterol é semelhante ao
do extrato Nori (Col+N), o que pode indicar que os compostos presentes nesta alga
competem com a ezetimiba ou que ocorrem interac6es com o farmaco limitando a sua

atuacao.

Quanto aos resultados reportados na literatura, para a reducdo da permeacgdo do
colesterol somente se encontram resultados para o extrato de Fucus, onde ocorreu uma
reducdo superior 45,3 = 4,4 % [44], enquanto, neste trabalho se obteve 20 +1 % (Col +
F). A diferenca destes resultados pode dever-se ao ensaio da literatura ter sido efetuado
com um extrato purificado por SPE de MeOH e os compostos presentes do extrato
estarem em maior concentragdo. Este trabalho confirma pela primeira vez que os
extratos de Aramé e Nori tém efeito sobre a barreira gastrointestinal levando a uma

reducdo na permeacao do colesterol proveniente da dieta.

Foi adicionalmente avaliada a permeacao dos compostos presentes nos extratos das
algas, uma vez que, nos capitulos anteriores foi visto que os extratos apresentam
atividade antioxidante, atividade de inibicdo da AChE e HMGR, consequentemente,
apresentam beneficios para a salde e, portanto, caso ocorra a sua ingestdo é
necessario averiguar se estes tém a capacidade de permear a barreira gastrointestinal

e atingir outros alvos no organismo. Os resultados obtidos encontram-se na figura 17.
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Figura 17 - Percentagem de permeacdo dos compostos bioativos dos extratos de algas na
presenca de colesterol e ezetimiba. Onde col é o colesterol; E € a ezetimiba; A é a Aramé; F é
o Fucus; e N € a Nori. a - d sdo estatisticamente diferentes para um intervalo de confianga de

95 %.

Com base nestes resultados, pode concluir-se que os compostos bioativos dos
extratos de algas conseguem permear a barreira gastrointestinal em cerca de 20 a 30
%. Salienta-se que para o extrato da Aramé (Col+A) e do Fucus (Col+F) se obteve
sensivelmente a mesma permeacgdo de compostos bioativos, enquanto, o extrato da
Nori apresentou uma permeacgdo mais baixa, principalmente na presenca de ezetimiba
(Col + N). Notou-se, ainda que nas condi¢des testadas em que a permeacao na barreira
gastrointestinal ocorreu na presencga da ezetimiba e colesterol, verificou-se no geral uma
diminuicdo da permeacdo dos compostos do extrato, sugerindo, tal como referido
anteriormente que possivelmente possam estar envolvidos alguns transportadores de
membrana semelhantes, como o NPC1L1 e os transportadores ABC.

Em suma, ao analisar a permeacdo do colesterol, na barreira gastrointestinal, pode-
se concluir que, os compostos das algas podem passar a barreira gastrointestinal, tanto
pelos transportadores ABC como pela NPC1L1, nesta hd uma interagdo com a
ezetimiba diminuindo a permeacéo do colesterol. Nota-se também que, se o objetivo for
a terapia combinada do farmaco e das algas marinhas comestiveis, o extrato de Fucus
ou 0 extrato de Aramé sdo a melhor opgdo, uma vez que, apresentam a mesma
capacidade de reducao da permeagédo que o fdrmaco. No caso da Nori, ao proceder a
terapia combinada, a reducéo do colesterol sera muito semelhante do que ao consumir
apenas a alga.
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Como foi referido no ponto 1, o ezetimiba € um farmaco cujo alvo é a proteina
NPC1L1, levando a reducao da permeacado do colesterol proveniente da dieta [16] No
entanto, as alteracdes na permeacdo do colesterol podem ocorrer ndo somente
associadas a proteina NPC1L1, mas ainda a outras proteinas transportadoras do
colesterol, ABCG5 e ABCG8, que sdo responsaveis pela excrecdo do colesterol nos

enterdcitos [45, 46], o que sera avaliado na secc¢éo 4.4.

Neste capitulo foi visto que os extratos tém efeito sobre a hipercolesterolemia e que
tém a capacidade de permear a barreira gastrointestinal, entdo, também é necessério
estudar o efeito dos extratos nas células, mais concretamente no metaboloma, se forem

ingeridos.

4.3.2. Analise por Espetrometria de Massa dos metabolitos extraidos

De modo a avaliar os efeitos benéficos, frequentemente associados a incorporacao
na dieta de extratos de algas comestiveis, foi utilizada uma abordagem metabol6mica.
Nesse sentido, para cada um dos extratos das algas em estudo foi analisado o efeito
sobre os metabolitos celulares das linhas celulares do figado e intestino, Hep-G2 e
Caco-2. Os metabolitos produzidos pelas células em resposta ao contacto com 0s
referidos extratos, foram extraidos, analisados por cromatografia liquida associada a
espectrometria de massa de elevada resolucdo (LC-QTOF-MS) em modo positivo e
modo negativo, identificados através da sua razédo carga/massa (m/z) recorrendo as
bases de dados disponiveis no software Metaboscape. Os metabolitos celulares de
células tratadas com o extrato de alga foram estatisticamente comparados com 0s
metabolitos de células controlo ndo sujeitas ao referido tratamento, utilizando o software
Metaboscape. Adicionalmente, para o modo positivo, foi efetuada uma analise das vias
metabdlicas associadas as alteragdes identificadas nos metabolitos com recurso a uma

ferramenta na plataforma Metaboanalyst.

Métodos de reducéo de dimensionalidade, como a analise de componentes principais
(PCA- Principal Componente Analysis) e a regressdo por projecdo em estruturas
latentes (PLS — Projection on Latent Structures) foram aplicados para identificar
semelhancas e diferencas em metabolitos e/ou nas intensidades dos metabolitos
celulares em células controlo relativamente as tratadas e, atribuir uma importancia aos
metabolitos alterados consoante a variacdo encontrada. Foi efetuada também a
representacéo gréafico em Vulcano que relaciona o racio da abundancia dos metabolitos
presentes nas ceélulas tratadas relativamente ao controlo (fold change), no eixo dos x

como log: (fold change), e o p-value que indica a significancia estatistica dessa variagéo,
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no eixo do y como -logie (p-value), tendo sido considerados significativos os que

apresentam p-value inferior a a 0,05 e um fold change entre 0,5 e 1,7.
e Aramé

No caso da avaliagdo da acdo do extrato da alga Aramé sobre os metabolitos
celulares das células Caco-2 e Hep-G2 e, a partir da andlise por espetrometria de
massa, quer em modo positivo quer em modo negativo, foi possivel constatar-se na
andlise por PCA para as amostras analisadas, Figura 18 b) e 19 b), que os metabolitos
nas células controlo (azul) séo diferentes comparativamente com os metabolitos das
células em contacto com o extrato (laranja), verifica-se que as replicas estdo
correlacionadas entre si, no entanto formando grupos isolados e separados das células
controlo relativamente as células tratadas. Indicando que o extrato da alga Aramé teve
como efeito uma alterag@o nos metabolitos celulares quer nas células Hep-G2, quer nas

células Caco-2.

No caso, da andlise por PLS (Figura 18 c) e 19 c)) foi possivel constatar-se que os
metabolitos que tém maior importancia (maiores valores de y) sdo 0s que mais diferem
entre as células controlo e as células tratadas, respetivamente nas células Caco-2 e
Hep-G2. A analise do gréafico Volcano, Figura 18 a) e 19 a), permitiu ainda identificar
guais os metabolitos que apresentam maior variacdo entre células controlo e tratadas,
isto &, elevados log: (fold change), mas com significAncia estatistica (p-values<0,05), ou
seja, elevado valor de -logio (p-value). Sendo que valores m/z que se encontram no
quadrante superior direito ou no quadrante superior esquerdo das figuras indicam os
metabolitos que estdo diferencialmente mais abundantes no grupo controlo
relativamente ao grupo das células tratadas, a esquerda e vice-versa. Os metabolitos
que tém um fold change relativamente baixo e/ou ndo sdo significativamente diferentes
entre as células controlo e as células tratadas, aparecem perto do centro e abaixo da
linha limite. As Figuras 18 d) e 19 d) indicam os metabolitos que foram encontrados
como estando mais abundantes nas células controlo, a direita, relativamente as células
tratadas, nestas os metabolitos que foram encontrados estéo a esquerda. Nos heatmaps
respetivos, representados nas Figuras 20 e 21 para as células Caco-2 e Hep-G2,
respetivamente foi ainda possivel verificar a verde os metabolitos mais abundantes ou

a vermelho os menos abundantes encontrados nas células controlo e células tratadas.

53



2)

1)

c)

a)

<

393,34533m/z — ~ MPN
e o ———acp
437,37149m/z — \
T | 302,24579m/z
3 \
s 525,42385m/z
2
S Prolina SAD
W
5
ADSI . g ° .
0, © °
° o ®e
.? o0
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10
Log2(fold change)
14 OPHMA
HPX
® Pron
12y
o 352,109440a
g 10 f
- AD
% s 303.292640a
T 8 g AW
S e e
o
© 63629776 Da
6
g LN
c 27326708 Da
e 33409927 Da
5 % Ren
a
E GsH
2 g 28309157 Da
BPO-Cy:
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
. 3,04min: _ 8,98min:
523min: _ AAT-L-ATA ~ 663,16447m/z 366,12500m/z
232,08793m/z \
* | e PG22
. .
13,71min: - — _2E-H
— 395,30347m/z [
o) ° e
5
g
s @ 2
o L]
< e —PE18
]
16-HH 7
___—DHES
° ocmum
-10 -8 -6 -4 -2 0 2™—Cet 4 6 8 10
Log2( fold change)
7
#® 438,21763 Da
6 & 340,20810 Da
g — AcM
70,00243 Da
<s b3 GSH
E i 326,18846 Da
Tg 4 113,99268 Da
g 270,09367 Da
g 382,21651 Da
@3
]
1=
e}
S 2
a
E
1
0
0 200 400 600 800 1000 1200

d)

1500

b)

1000

PC2
(-]

00D -1000 0 1000 3000

® Metaboftos Controlo @ Metabofitos A

CHC (27)
MPN (26)
PFC(25) me—
AGP (24)

PE 18 (23)
PE 16 (22)
DPHMA (21)
0420

BPO-Cys (19)

Compostos propostos

-8,00 -6,00 -4,00 -2,00 0,00 2,00 4,00

Log2(Fold Change)

® Metaboftos Controlo

® Metabolitos Fucus

GN(30) —
GSH (29) ee—
AHG (28)  me—

G-5-

pess ==
d) MFOSF (28]
e
AU(24) —
AUC (23)
B T 2
AGFOSF (21)
LFOSF (20)
4-NF (19)
DHES (18)
ADP (17)
G(18)

5 H(14)

26-H(13)
et
AA

Compostos

PE18 (10)
AP (3) s

PG22(8)
16-HH (7)
HGFOSF ()
OPEHS (5)
NGFOSF (4] e—

I c—
Cemida (2) n—

Cet(l) m—

5
n
%
o
~

Log2 (fold change)

Figura 18 - Andlise dos compostos que variam na presenca ou auséncia de Aramé, para as
células Caco-2, no modo positivo (1) e modo negativo (2). a) gréafico do volcano; b) grafico
PCA; c) gréfico PLS; d) gréafico log2(fold change).

5

SN

6,00



a) 18 b)
N
— DPHMA %
500 L]
5'-Deoxy-5' — .
’uj? Lactona 0! =
s | -2 -1500 500 0 500 1 1500 “2000 2500
; | 4,21min: -500
E 787,90451m/z
g | 3%min: -1000 v
©340,08011m/z
e » @ Metabolitos Controlo @ Metabolitos A~——"
d)
© s s < 2 o 2 & & s rce)
20 | &C Log2(fold change)
i e reser) |
352,10927 Da
HPX ”
Prop g resscs) |
" o
4 s o
g1 DPHMA g
3 e ; o)
& 12 2
e 303,29258 Da 2
z E
g0 : 3 [I—
©
T g 9 8603685Da
€ @ 7050754902 o esen)
é s ® 8508919Da

MPN
Ty os o)

308,11943 Da
2 1645,51003 Da
TR o1 |
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 -2,00 -1,00 0,00 1,00 2,00
Log2(Fold Change)
7
a) A26minz 353?33(;;/1 b)
406,15090m/2 2
=
- e\ 453min:
z 82002667m/z
= pr A=t g
z 5-H® Psig 4
5 5,53min: &
3 494,20336m/z .
s 5,27min : -25 -2000 -1500  -1000 500 00
’ ’ ® 2@ CoA 450,17715m/z
*
600
o PE18 PC1
2 0 2 4 6 8 10 @ Metaboiitos Controlo @ Metaboiitos Nori
Log2(fold change)
AcM (10)
6
(<) L d
As(9) I
o 5H
5 g AM CoA(8)
7,20 min:308,11964 Da
20(7)
1 } 17,12 min :340,20725 Da
9,18 min :334,09874 Da HD (6)
8 266min-2720722505

8,10 min:455,11859 Da MFOSF (5)
17,92 min :304,24024 Da

9,20 min:686,207%0 Da

Compostos propostos

PS18(3)

Importancia de variaveis (PLS)
w

]
I
1
S-HA)
|
A(2)
|

PS16(1)

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50
Log2(fold change)

Figura 19 - Andlise dos compostos que variam na presenca ou auséncia de Aramé, para as
células Hep-G2, no modo positivo (1) e modo negativo (2). a) gréafico do volcano; b) gréafico
PCA; c) gréfico PLS; d) gréafico log2(fold change).

55



‘05 G6 9P BIHURIIUOD Bp OfeAldlUI
W0d ‘Selpaw Sapepisuslul Seu aseq wod ‘onnebau opow (g) 8 oanisod opow (B) Z-09eD Se|nj9d seu
‘awrely ap elougsne no eduasald eu welrea anb soisodoid solsodwod sop dewreaH — Qg einbi4

5'88061 G'6559€ (ND) euisouen
0v88 L£662 (9559) epepIX0 ‘BUOREIND
€TLL S'9E69L (DHY) 02UEIN|G-{}BW-E-XOIPIU-E OPRY
(9-1-1-¥-5-9) HOUID-1A1-SAT-BIv-195-A1D-H

(45041}
BULBS0)S0FE-0182116-Us-{|IuBdapEPO-KOIBN-Z)-L

(Q) euisouxosaq

(N-7) BURN3ON-T

(1o111) jouy-€'Z 'L -ouedoudi-5{ozead-H1 ~(onmaw )-€l-L-(4g ‘st )

(¥aH) eujuexody

(SHO) euolien|9

(uInp) euounb-¢'Z-aupyo id [oua|Ra (1 X0 JPIY )iI-g-UI XOIPOZUSG-'|
-0JpyIp-£'Z]-(Iuayxojaip 4 'g) 5 -li-gJozeipen-v'c 'L (o zusg )-Gl-L

(N¥) 0210P0UEI3PUN OPRY (ds3) euwJads3
g ] (0NY) 021IX0QIEIPOUEIBPUN-L || OPIY (18) euwel :
e (Sv) [ourefjiouedoid (¢0) 12158 (I-1 -U3-€-X3YOJI U 1ALUIG'G €-0134-2)-LO
Sgerel ~X0QJEY-E-OPIWEJIE-Z]1-Z 091UIINS OPIE 13153 [1ua iUl A(iuaHjaW-G-1x0pIy-€)-g-3)1-¥]+0 021uRINS 0PI Y
(91 3d) euLLEUE)R|IPREISOS
5'0869 (4S049YV) BUILLE|0UE}30}S0}-£-01901|0-US-IUOpINbEIE-Z {dow)
S'66LZL (4S047) BUILUE|OUB}3[IPRE}SO0SI| 13)s3 [afi-g-upLunid [e-G' Jojo Zerfy 'z | Hiaw S-fourzesadidpuoyns (i
Au_vaV |OUBJ0IN- cm.‘on_«nuumt.*ns_.tmawomanLvunhTm Oo_rx.uﬁo._n 0pR v
: S3HA) (81 3d) BULUE|OUB}30 JS04-E-0182)0-US-(| A0UBI8PEII0-Z6)-L
S'6€L9 11687 . 3
oeyinssouaboiply |§a[ix0}a(x0jax023poa-z)-LH (s £0-0dg) euiB}sia-oldUadIZUSE
SELLLE ¢ : dav (09LEgIED) 02LUEGIED (3 I-E-UIPIO ZB)-Z-0}32-Z) OPIDY
e (9) eulpIUENDRB[OUILUEIUGHNS{IUSH (QJeD) -BUIPIO ZEqH1aLIP-5 G
-Z-I1W-g)}zl-e-aw-z-{Ixayopnjiuyinsiu3-)-L -[mafouLue (e oepus 1-z) -1 -0182-z-[ouLueya4 xoqied-L-{jueynsip( s
2968 (d3w) eurzendfiga(iueyinssipinaid-L1-¢ 430q82-Z-ouLe-z)-zll-z1) -z {Sy Hz) 0onxoqIed opy
S'LLV6L (H-5) 0210UBE}B}ES0IIAXOIPIY-G OPIDY (SQY) 0BUIDINSOJUBP Y
G'ZE5LL (3-HZ) eunuIEd|I0IPBUBXBH-3Z (00) eUOD
G'1295E G'o0LL (n) eupun (dN) euuogawjuoidodN
e (v-1-v-T-L-Y) [E-Bl-IUL-BIv-SAT-IU LB -BlvH 0-sio
G'Z60EL (813d) (0:0/(Z6)1:81)3d () eusou
2216 Zvasl (dinw) eursouent ap jejsojouoiy (15QY) 850S0UI-012S-1X08PIP-€ 'Z-OULUE-E
5'G9Z61 (¢z29d) (0:0/Z61 291 'ZEL 201 2L Z¥)9:22)Dd (D4d) BUlODlIPIR)SO Y0 IUIEG-L
(HH- 91) 0919UBI3PEXBY-KOIPIY-9} OPLY (¥IHdQ) euLe(gngmaw-z)-ndsy-dosd-p-iawip-y'L )
S'v0L8 (4S049H) BUILUB|OUBIB0}SO}-€-01301|6-US-|1D3pEXaY-| (euoid) euyoid fiouedoud (ouluepawoydessaw) -z- (S2)] - L- (S2)
- azeiz (S3HJO) ojeynssouaboipiy 916601 ZL0ET (Q¥S) BUISOUSPE (UDING
: _.J__vagoa__Wncﬂmﬁawiww%hm_vmwmmmﬂm,__%wm_& €822 5895z (NciIN) euedouoy-
62699 4S049N & 1S0J-€- 1D~ p 3 A&O/& mi_oun—_ﬁcmucwn.oiv_cga
8EEEY (520) suen g0 1EESH -G-lourue yo.dnsoe jourue s aefouLuenade [ouLue ils 2B (ourueo)5)
21681 0cvEL (eprua)) BPIUE)BIE(I-E-URZIIOPUIOIPIU-B181-8°L'9'G Zl-zl-gke-L -z
i -liuayz)-z-pud-g-(ouzeladidjpuadoau-)-g--N-0183-Z 3WeIy+Z-008) z-0oe) oaysod opow oysodoid oysodwod
8€Z8L 6988¢S (130) BURNB|O}BD q
awely+zZ-00e) zZ-0%e) oanebau opow sojsodoid soysodwo)

56



‘0% G6 9P BIURIIUOD ap O[RAISIUI WO ‘SeIPaW Sapepisualul Seu aseq Wod
‘onnebau opow ou (q) 8 onisod opow ou () zo-daH sen@d seu ‘guely ap elougsne
no eduasaid eu welea anb solsodoid soisodwod sop dewnesH - Tz einbi4

57

(doid) 13352 112
[i-9-upuuidle-g° Llojozewly z* L Hnaw-g-fouzeladidiuo yns(y
-G-|0ZeIHNaW-7-0plwe)d 82 )-p]-/1-¢ 0uadoid oplay

(4N\-¥) [0UBJORIN-1

0id-sfo

() eupiuenb{Aus{our wejiuoyns(jiusiy
Clew-g)-gl-¢-1ge Wz IXeyoaIdLuYINSIBT-€)-)

(W)
[Iusyius- | Ang-uay-z-(IuayxoIpiy-)-1-(3)-Hz 035928 opioe

(9:20) p-eUPI0ZE-IBWIP-G G-IR[ouE (2R IUa)
-2l 1-019 3-z-[ounue[a-1xoque - L-fiueyinsip(na
-xoque>-z-ouwe-g)l-zll-z-(41)l-z-(srye) 0dmxogied oplay

6L1EL

ao em cada caso foram os que

(euowoai))

Aramé tem sobre as células Caco-2 foi

0S compostos a verde correspondem aos

em modo positivo e me modo negativo. Foi

BUOW0I-{§8 W-G-XOIPIY-E{ USJKOIPIYIP-F'E)-Z-0UIUN-8 (unp) euounb
(d4-91) oaywjedxojiorua49| opin -¢ Z-ouipijo.Lnd[ous|gatu(l XoJpiu)|I-9-UI XOIPOZUSG-{* L-0pIUP
= — -g Zlp-(luayxaeip-p'e)--lI-z-0Zeipen-v ¢ 'L - (o zusa) 511
1081¢ 11G0F (81d) euiwejoue}a04s0j-¢-01921|6-Us-(|10USBPLIIO-Z6) |
(XdH) eunuexodi4 (1) euwey|
() eUISIN (0-3) ewejoe01deD-3
(n)euipun (Hs9) euoneIND
(eugoid)
(6L0)sue4 519 | eujoud [1ouedoid (ouwepswoyde aiaw) -z- (s2)] - - (S2)
(H-32) euniuiejiolpauaxaH-32 (0.,d-2ud) euioid

(@) 091U0YN S3UBZUBG|193POC-E OPIY -T-10.d-T-419n31-T{US-HIUWEIN|B-T- U031 T-uele|ua)-]

a acédo que a

Y

lulas tratadas

7

(H-G) 0310UBELBIBS0BIOIPIY-G OPIY (ds3) eunads3
(yoD)y ewrzuso) (1SQ ) 25050UI-0}1 95 X03PIP-¢ ' Z-OUIWE-E
(913d) (0:0/0:91)sd (eu0yoe7) euopoer-g'} -ouonib-g-Aodeus0-9
(NS4) BULIS|LO0} SO} 99z€e 26901 (VINHJQ) eue(mnainaw-z)-(1sday-idoid-p-iawip-t*1)
(@H) 0210ULIBPOPKOIPIH-Z OPIYY /€281 78025 (5-Ax0aQ-G) aUSOUSPEONNAW-G
awery+z9-daH 79-day oAlebau opow soysodo.d soysodwo) o wely+zo-daH zo-daH oanisod opow sojsodo.id soysodwo)

e

Em resumo, relativamente
metabolitos mais abundantes ou a vermelho os menos abundantes encontrados nas

adicionalmente efetuada uma andlise das vias metabdlicas que poderiam estar

verificado que os metabolitos que sofreram maior variag

se encontram nos heatmaps representados

células controlo e ¢



associadas aos metabolitos alterados, recorrendo a plataforma Metaboanalyst, Figura

22.
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Figura 22 - Vias metabdlicas afetadas pelos compostos propostos, do modo positivo, na
presenca ou auséncia de Aramé, para as células Caco-2 (a) e Hep-G2 (b). Obtidas pelo
MetaboAnalyst 5.0 Pathway Enrichment — analise de metabolitos significativamente diferentes
entre grupos (p<0,05). A taxa de enriquecimento é calculada como o nimero de hits entre uma
via metabdlica particular a dividir pelo nimero de hits expectavel.

Como se pode constatar no geral, as vias metabdlicas mais afetadas em ambos os
tipos de células, quando expostas ao extrato de Aramé, sao: as vias metabdlicas do
metabolismo de lipidos, fosfolipidos e acidos gordos; do metabolismo de aminoacidos;
vias associadas a fatores de crescimento e vitaminas; e do metabolismo energético da
respiragcdo celular, nomeadamente do catabolismo ou oxidacdo. Foi ainda notorio que
alguns metabolitos presentes foram associados a via do metabolismo da glutationa, um
tripéptido de glutamato, cisteina e glicina associado a regulacéo da atividade redox do
organismo, [265] ou vias relacionadas, como o0 metabolismo da espermidina e
espermina que sao poliaminas conhecidas por protegerem as células de danos pelas

espécies ROS, principalmente, o DNA [266].

Em relacdo as vias metabdlicas alteradas associadas aos aminoacidos, salienta-se
gue, a via de degradacéo/ catabolismo do glutamato que € um amino&cido utilizado no
metabolismo da glutationa (GSH), assim como a metionina que é precursor da cisteina,

a qual também faz parte do metabolismo da GSH [267]. Nota-se ainda a alteracao da
58
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via de degradacdo da homocisteina faz parte de grande parte da via metabdlica da

metionina e também demonstrou diminuir o risco de DCVs [268].

Sabe-se também que, a espermina é um metabolito natural que j& demonstrou ter a
capacidade de protecdo contra as DCVs. As analises de metabolémica demonstraram
gue os problemas no metabolismo da espermina podem levar a uma diminuigdo dos
niveis de espermina, o que é frequentemente observado nas placas de ateromas [266].
Afeta também as vitaminas como € o caso da B1, nas células Caco-2 pode ter sido
fornecida pela alga e as células aumentaram a absor¢ado da tiamina, uma vez que, no
intestino a quantidade de tiamina costuma ser baixa [269]. Nas células Hep-G2, pode
ser que estas células tenham tido um aumento no consumo da tiamina, uma vez que

esta costuma acumular-se no figado [270]

No caso das células Caco-2, na presenca do extrato de Aramé apresentou alteracoes
nas vias metabolicas associadas aos aminoacidos, nomeadamente, na taurina, na
arginina e na prolina. Nas vias metabdlicas associadas a divisdo celular como o
metabolismo das purinas. E nas vias metabdlica relacionadas com o metabolismo de
crescimento, vitaminas e respiragdo celular. Também afeta vias metabolicas associadas

a lipidos de membrana como os fosfolipidos.

Em relacdo as vias alteradas dos aminoacidos, em particular a taurina, sabe-se que
esta relacionada com a cisteina, portanto também esta relacionado com o metabolismo
da GSH.

As vias metabdlicas alteradas relacionadas com a diviséo celular estao relacionadas
com bases azotadas de adenosina, nomeadamente, a SAD e ADS e a base azotada
HPX. A HPX é um produto do catabolismo do ATP e a sua acumulacado nas células pode
significar a inibicdo do enzima xantina oxidase que € um alvo terapéutico para o

tratamento da gota [271].

As vias afetadas dos lipidos de membrana, nomeadamente a PE 16 e PFC, pode
indicar que o extrato de Aramé em contacto com as células pode afetar a passagem de

determinados compostos pela membrana.

Como se pode observar na figura 27 b), as vias mais afetadas nas células Hep-G2,
na presenca de extrato de Aramé foram as vias associadas aos lipidos como as
hormonas esterdides. Afeta vias relacionadas com os fatores de crescimento e
vitaminas, nomeadamente as pirimidinas, vitaminas do complexo B. Afeta também as

vias metabdlicas de aminoacidos, como o triptofano e as homocisteinas.
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As células Hep-G2 apresentam também alteragbes noutras vias metabolicas,
designadamente, o metabolismo de fosfolipidos de membrana. Apresentam também

alteracBes de fatores de crescimento e vitaminas e afeta a via dos aminoacidos.

Salienta-se na via dos fosfolipidos altera¢cdes do metabolismo do &cido araquidénico
pois, nos heatmaps ha alteracBes significativas no 5-Deoxy-5' [272]. Os fatores de
crescimento afetados sdo o metabolismo das pirimidinas e o metabolismo do folato, uma
vez que, que apresenta alteragdes nos péptidos Phe-Pro e Cys-pro [273]. Por fim, a via
dos aminoéacidos afetada é o metabolismo do triptofano pois, ha alteracées no Quin
[275].

e Nori

Para o extrato de Nori efetuou-se o0 mesmo tipo de analise que foi feita para o extrato
de Aramé. Os gréficos PLS, Volcano, PCA e log:(fold change) estédo representados no
anexo 3.3.2, tanto para o modo negativo como para 0 modo positivo, para as células
Caco-2 e Hep-G2.

Nas Figuras 23 e 24, encontram-se 0s heatmaps obtidos para o extrato de Nori.
Novamente, os compostos a verde correspondem aos metabolitos mais abundantes ou

a vermelho os menos abundantes encontrados nas células controlo e células tratadas.

b
Com postos propostos modo positivo Caco-2 Caco-2+Nori Com postos propostos modo negativo Caco-2 Caco-2+Nori
e-Caprolactama (-C) 269131 466393 2-ceto-N-[6-(4-neopentilpiperazno)-3-piridil}-2 = |
Cys-Pro 1408 2983 (Z-fen|I-i5;j(ai.c7éz:it;a:zg\;?g;i;I121n-3- 391 84212
( '4‘d'me""4"”"”'('[‘)“:':’:'3\‘)(2‘”’6"'b”“')a"“”a 464590 128209 (1S)N-(a-Eticiclohexi)-2-
- - - [(metiltio Joxiperoximetil]ciclopropanocarboxa 1379 4551
Acetilcolina (Ach) 2461 41993 mida (CPCD)
6-(etiltio)-1-(2-hidroxietoximetil)}-5-metil-pirimidina-2,4- 914 11619 Acido 2-Dodecilbenzenesulfonico (2-D) | 147569 78783
quinona (Quinona) e Acido 2-Hidroxidodecanoico (HD) 795 7516
Fenacilamina (FCN) 37263 339 Acido Undecanodioico (AU) 5051 27136
Aplidiasfingosina (AFG) 2269 7509 Acido 2-hidrox-10-undecanéico (AHU) fT{)« 4316
(1S ,2R)-1-[3-(metiltio)-1H-pirazol-5-yllpropano-1 2 3- G 1-[1-(2-Dodecoxietox )etox]etil 48491 21639
triol (Triol) S H hidrogenossulfato (DEHS)
Dibenzl-[4-(3,7-ditert-butil-4H-diazepin-5-ilffenillamina 65 40627 2-[3-[3-[3-(3-
(DINA) SRR Octoxipropoxi)propoxilpropoxijpropoxiletil 17235 7703
i hid Ifato (OPEHS
Acido propiénico 3-[7-[4-(2-acetamido-4-metil-tiazol-5- 2»[2»[2»(Di1h:§qglz::ii?)J»Ze-lcit(o-etoxi]e)to)d]»N ViE
il)sulfonilpiperazino]-5-metil-{1,2,4]triazolo[1,5- 2997 5660 ’ 1237 2864
7 Z di-hexil-acetamida (DMIDA)
alpirimidin-6-iljetil ester (Prop) -
Inosina (1) 116822 55795
Amida Palmitica (AP) 29569 47171
Oleamida (OEA) 64986 100476

Figura 23 - Heatmap dos compostos propostos que variam na presenca ou auséncia de Nori,
nas células Caco-2 (a) modo positivo e (b) modo negativo, com base nas intensidades médias,
com intervalo de confianca de 95 %.
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a Compostos propostos modo positivo Hep-G2 Hep-G2 + Nori

Amida Palmitica (AP) 30011 72723
fosfatidiletanolamina (PE 16) 30109 11067
Benzlpeniciloil-cisteina (BPO-cys) 49783 13595
1-(QZ-Octadecenonysn«gl11c§)ro-3-fosfoetanolam|na (PE 41442 13941
Glutationa, oxidada (GSSG) 40801 103646
1-Palmitoilfosfatidilcolina (PFC) 40748 13457

Glutationa (GSH) 94977 37910

Tiamina (B1) 9766
Hipoxantina (HPX) 38822 91185
b Compostos propostos modo negativo Hep-G2 + Nori
PS(16:0/0:0) (PS 16)
Alisina (A)

PS(18:1(92)/0:0) (PS 18)
Acido 5-hidroxieicos atetraenoico (5-H)
1-(2-Metoxi-octadecanil)-sn-glicero-3-fosfoserina

(MFOSF) 29183 3217
Acido 2-Hidroxidodecanoico (HD) 5908
Acido 2-Dodecilbenzenesulfonico (2-D) 148603 | 9411
Coenzima A (CoA) 16957
Acido Succinico (AS) 67234 19500
Acido Metoxiacetico (AcM) 45156

Figura 24 - Heatmap dos compostos propostos que variam na presenca ou auséncia de Nori,
nas células Hep-G2, (a) modo positivo e (b) modo negativo, com base nas intensidades
médias, com intervalo de confianca de 95 %.

Tal como foi estudado para o extrato de Arameé, para o extrato de Nori também foi
efetuada uma andlise das vias metabdlicas que poderiam estar associadas aos

metabolitos alterados, recorrendo a plataforma Metaboanalyst, Figura 25.
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a) b)
iyl Phesloie Stute _ Glurainione Metabolsm _
Riboflavin Metabolism
Androstenediane Metabolism _
Glycerolipid Metabolism _ le-01 8e-03
Taurine and Hypotaurine Metabolism E'
3e-01 2e-01
Folate Metabolism I:I Cysteine Metabolism :
Androgen and Estrogen Metabolism
Methionine Metabolism l:l
Sphingolipid Metabolism |: 5e-01 4e-01
Pyrwvate vetaboism ||
Steroid Biosynthesis :,
Glycine and Serine Metabolism |:’
Pyrimidine Metabolism
Arachidonic Acid Metabolism
Tryptophan Metabolism I:I Purine Metabalism EI
T T T T 1 T T T 1
0 2 4 6 8 0 5 10 15

Enrichment Ratio Enrichment Ratio

Figura 25 - Vias metabdlicas afetadas pelos compostos propostos na presenc¢a ou auséncia de
Nori, para as células Caco-2 (a) e Hep-G2 (b), no modo positivo. Obtidas pelo MetaboAnalyst
5.0 Pathway Enrichment — analise de metabolitos significativamente diferentes entre grupos
(p<0,05). A taxa de enriquecimento é calculada como o nimero de hits entre uma via
metabdlica particular a dividir pelo nimero de hits expectavel.

Pela analise da figura 25, pode-se concluir que no geral, na presenca de Nori, as vias
metabdlicas mais afetadas, em ambos os tipos de células, sdo bastantes distintas tendo
apenas em comum a via dos lipidos, fosfolipidos e acidos gordos que estéo relacionados
com a membrana celular e, por isso, podem afetar a passagem de compostos para o
interior da célula. Podendo, assim, afetar a passagem de colesterol na membrana
celular, servindo para prevenir/tratar a hipercolesterolemia [268]. No heatmaps, pode-se
observar alteracbes na AFG, PE-18, PFC, PE16, AP e OEA que justifiquem as

alteracdes nesta via.

No caso das células Caco-2, as vias metabdlicas afetadas sdo os fatores de

crescimento, a via dos aminoacidos e vias da respiracdo celular.

Os fatores de crescimento e vitaminas afetados sdo o metabolismo das pirimidinas e
o0 metabolismo do folato, uma vez que, que apresenta alteracées nos péptidos Phe-Pro
e Cys-pro [273] e 0 metabolismo da riboflavina com alteracbes na DPHMA [274]. A via
dos aminoacidos afetada é o metabolismo do triptofano pois, ha alteragcdes no Quinona
[274]. A via da respiragdo celular € o metabolismo de piruvatos pois, ha alteracdo na

ACh [276].
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Por fim, para as células Hep-G2, as vias metabdlicas mais afetadas séo: o
metabolismo da glutationa que é muito importante na protecdo celular contra os danos

das ROS, a via dos aminoacidos e a via dos fatores de crescimento e vitaminas.

Em relacdo as vias metabolicas alteradas salienta-se que, a via de degradacgéo/
catabolismo do glutamato que é um aminoacido utilizado no metabolismo da GSH,
assim como a metionina que € precursor da cisteina, a qual também faz parte do
metabolismo da GSH e os aminoacidos da taurina e da hipotaurina dos quais a
glutationa é precursora [277]. Nota-se ainda a alteracdo da via de degradacdo da
homocisteina faz parte de grande parte da via metabdlica da metionina e também

demonstrou diminuir o risco de DCVs [267, 268].

As vias de fatores de crescimento e vitaminas alteradas sdo o metabolismo das
purinas devido a alteragfes na B1, HPX e do metabolismo do aminoacido serina [278],
a biossintese de pantotenato e CoA pois, esta associada as altera¢cdes na BPO-cys
[279]. No caso da B1, nota-se que o extrato de Nori pode ter levado a que as células
tenham tido um aumento no consumo da tiamina, uma vez que a B1 costuma acumular-

se no figado [271].
e Fucus

Para o extrato de Fucus também se efetuou o0 mesmo tipo de analise que foi feita
tanto para o extrato de Aramé como para o extrato de Nori. Os graficos PLS, Volcano,
PCA e log.(fold change) estdo representados no anexo 3.3.3, tanto para 0 modo
negativo como para o modo positivo, para as células Caco-2 e Hep-G2.

Nas Figuras 26 e 27, encontram-se os heatmaps obtidos para o extrato de Fucus.
Novamente, os compostos a verde correspondem aos metabolitos mais abundantes ou
a vermelho os menos abundantes encontrados nas células controlo e células tratadas.
Os compostos representados nos heatmaps sdo aqueles que mais variaram nas duas

situacdes estudadas, para os dois tipos de células.
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Compostos propostos modo positivo Hep-G2 Hep-G2+Fucus
Monofosfato de guanosina (GMP) 16696 Compostos propostos modo negativo
Acido (28)-2-[[2-[[(2S)-2-[[(2S)-2-[[(25)-1-[(2S5)-1-[(2S)-2-[[(2S)-2- CT75trans (C75)
[[(2S)-2-amino-3-(4-hidroxif e nil)propanoillamno]-4- meti- 11499 Acido 2-Hidroxidodecanoico (HD)
pentanoillamino Jpro panoiljprofil]proliffamino Jpro panoiljamino]-3-( 1H- - -
imidaz ol-5-il) propanoiJamin o]acetilamino]-3-meti-butiric (AcB) Trifosfato de adenosina (ATP)
e-Caprolactama (s-C) 59986 2E-Hexenedioilcarnitina (2E-H)
Adeniosuccinato (ADS) 9571 Monofosfato de Uridina (UMP)
Phe Glu Acido 3-Hidrox-3-metil-Glutarico (AHG)
Acido succinico O4-[4-[(E)-2-(3-hidroxi-5-metil-feniljvinijfeni] ester O1 14003 N-Acetil-DL-metionina (AMET)
(2-keto-3,5.5-trimetil-4-vinil-ciclohex-3-en-1-il) ester (04) ADP-ribose ciclico (ADP-R)
Apidiasfingosina (AFG) 8802 = =

1{3-Efilsulfinilciclohexil)-2-meti-3-2-[(5-metl-2]

15550 [

nosina () iR thienil)suffonilaminolethyllguanidina (G)
Colina (CO) 18793
Monofosfato de adenosina (AMP) 96440 278920
Fosfocolina (FCO)
Espermina (Esp)
Adenosina (AD) 13607 70938
acido oftalmico (OFT) ¢

Figura 27 - Heatmap dos compostos propostos que variam na presenc¢a ou auséncia de Fucus,
nas células Hep-G2, (a) modo positivo e (b) modo negativo com base nas intensidades médias,

com intervalo de confianca de 95 %.

Tal como foi estudado para o extrato de Aramé e para o extrato de Nori, para o0 extrato
de Fucus também foi efetuada uma andlise das vias metabdlicas que poderiam estar

associadas aos metabolitos alterados, recorrendo a plataforma Metaboanalyst, Figura
28.
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Homocysteine Degradation _ Arginine and Proline Metabolism -
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Pyruvaldehyde Degradation [N ] Alanine Metabolism [N
Propanoate Metabolism and
Glycerol Phosphate Shuttle [ 301 Mitochondrial Electron Transport Chain [ 3001
Taurine and Hypotaurine Metabolism [ ] Ethanol Degradation
Pyruvate Metabolism [:I Riboflavin Metabolism I:I
icholine B h — P, and CoA B (=]
Alanine | Camitine Synthesis [
Glycine and Serine Metabaolism : Cysteine Metabolism I:I
Ethanol D [ Oxidation of Branched Chain Fatty Acids [ ]
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Enrichment Ratio Enrichment Ratio

Figura 28 - Vias metabdlicas afetadas pelos compostos propostos na presenca ou auséncia de
Fucus, para as células Caco-2 (a) e Hep-G2 (b). Obtidas pelo MetaboAnalyst 5.0 Pathway
Enrichment — analise de metabolitos significativamente diferentes entre grupos (p<0,05). A taxa
de enriquecimento é calculada como o nimero de hits entre uma via metabdlica particular a
dividir pelo nimero de hits expectavel.

Pela analise da figura 28, nota-se que o Fucus influéncia uma quantidade
consideravel de vias metabdlicas, tanto nas células Caco-2 como nas Hep-G2, estas
vias afetadas em ambas as células sdo: a via dos aminoacidos, vias de fatores de

crescimento e vitaminas, e via dos lipidos e fosfolipidos.

Afeta as vias dos fatores de crescimento e vitaminais, nomeadamente, a biossintese
espermidina e espermina e problemas no seu metabolismo podem levar a uma
diminuicdo dos niveis de espermina, o que é frequentemente observado nas placas de
ateromas [266], metabolismo da riboflavina com alteracées na DPHMA e metabolismo
da tiamina devido a altera¢cdes no metabolismo da cisteina, BPO-cys [280]; biossintese
de pantotenato e CoA pois, esta associada as alteracbes na BPO-cys [279] e
metabolismo da betaina que é um amino&cido que estd envolvido na sintese da

carnitina, levando a alteracdes do MBC [281, 268].

Também influencia os lipidos, tal como a biossintese de fosfolipidos que afetar a
passagem de compostos para o interior da célula, nomeadamente, a AFG, PE 18, PFC,
TAGF, PE 16 e FCO e &cidos gordos de cadeia curta como AcE e AcB.
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Para as células Caco-2, as vias metabdlicas mais afetadas sdo: o metabolismo da
glutationa que € importante para a protecao celular e, consequentemente, as vias dos
aminoacidos como a degradacao/ catabolismo do glutamato que é um aminoacido
utilizado no metabolismo da GSH, assim como a metionina que é precursor da cisteina,
a qual também faz parte do metabolismo da GSH [267] e 0s aminoacidos da taurina e
da hipotaurina dos quais a glutationa € precursora [277] e a degradacdo da
homocisteina faz parte de grande parte da via metabdlica da metionina e também

demonstrou diminuir o risco de DCVs [268].

Para as células Hep-G2, a via metabdlica mais afetada é: a via dos aminoacidos, tais
como o metabolismo do aspartato, o metabolismo da arginina e prolina que estdo

associados a alteragdes no O4, envolvido no ciclo do acido citrico [282].

4.4, Estudo da acdo dos extratos das algas sobre as proteinas celulares
4.4.1. Proteoma total das células Caco-2 e Hep-G2
44.1.1. Caco-2

Com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos de algas marinhas sobre as proteinas
celulares, foi efetuada uma extragéo das proteinas das células Caco-2 em contacto com
0s extratos de Aramé, Nori e Fucus e das proteinas de células Caco-2 controlo. De
seguida efetuou-se uma eletroforese SDS-PAGE com o objetivo de determinar
diferencas entre as proteinas em contacto com o extrato e as proteinas das células
controlo. A figura 29 representa o gel SDS-PAGE obtido com proteinas das células
Caco-2.
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Figura 29 - Gel de SDS-PAGE obtido com proteinas de células Caco-2, nas seguintes
condigdes: (CF) controlo de Fucus; (F) Fucus; (CN,A) Controlo de Aramé e Nori; (A) Aramé; (N)
Nori; e (M) marcador PageRuler Prestained Protein Ladder.

ApoOs a andlise da figura 29 utilizando um software de andlise de imagem, o ImageJ
foram quantificadas as intensidades das bandas de proteinas obtidas, pelo célculo das
areas normalizadas pelo perfil total de proteinas obtidas em cada amostra que se
encontram no anexo 3.5.1. Das &reas obtidas selecionaram-se as bandas das proteinas
gue mais diferiam entre as células tratadas e as células controlo (pelo menos 2x maior
intensidade), e, para estas proteinas foi calculado o peso molecular com base na curva
de calibracdo do marcador (M). Na tabela 1, encontram-se 0s pesos moleculares
determinados para as proteinas que mais diferiram entre as células tratadas com extrato

de alga e controlo.

Tabela 1 - Peso molecular (MW) das proteinas que se destacaram 2x mais na presenca do
extrato de Aramé, Nori e Fucus, nas células Caco-2.

Proteinas alteradas (kDa)

Aramé Nori Fucus
186,62 185,78 189,16
118,36
80,68 108.64 153,04
50,71
57,53 46,76 130,7

50,25 44,69 107,67
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Em todas as células em contacto com os extratos de algas, € de salientar uma
proteina que se destacou, com peso molecular aproximadamente de 180 kDa,
semelhante a massa molecular da proteina transportadora do colesterol NPC1L1 [283]
0 que pode indicar que, na presenca dos extratos, a proteina NPC1L1 sofreu alguma
modificacdo na sua expressdo. A proteina NPC1L1 tem uma massa molecular ~145
KDa, no entanto é referida na literatura como sendo glicosilada e podendo surgir em

varias bandas a partir desta massa molecular [283].

Na presenca do extrato de Aramé, destacou-se também uma alteracdo na quantidade
de uma proteina com aproximadamente 73 kDa, que € aproximadamente a massa
molecular das proteinas transportadoras ABC do colesterol ABCG8/G5. Uma analise

por Western Blotting em 4.4.3. foi executada de modo a avaliar estas modificagdes.

441.2. Hep-G2

Da mesma forma que se fez para as células Caco-2, para as células Hep-G2 avaliou-
se o efeito dos extratos de algas marinhas sobre os transportadores de colesterol
NPC1L1 e os transportadores ABC, e para isso foi efetuada uma extragcdo das proteinas
das células Hep-G2 em contacto com os extratos de Aramé, Nori e Fucus e das
proteinas de células Hep-G2 controlo. Deste modo, efetuou-se uma eletroforese SDS-
PAGE com o objetivo de determinar diferencas entre as proteinas em contacto com o
extrato e as proteinas controlo. A figura 30 representa o gel SDS-PAGE obtido com
proteinas das células Hep-G2.
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Figura 30 - Gel de SDS-PAGE obtido com proteinas de células Hep-G2, nas seguintes
condicdes: (CN,A) controlo de Aramé e Nori; (A) Aramé; (N) Nori; (M) marcador PageRuler
Prestained Protein Ladder; (CF) controlo Fucus; e (F) Fucus.

As areas e os perfis obtidos para cada uma das bandas de proteinas encontram-se
no anexo 3.5.2. e, mais uma vez, foi calculado o peso molecular das proteinas que
tinham maiores diferencas (2x maior intensidade) nas areas. Na tabela 2, encontram-se
0s pesos moleculares determinados.

Tabela 2 - Peso molecular das proteinas em contacto com os extratos de Aramé, Nori e Fucus
que diferiam 2x mais, nas células Hep-G2.

Proteinas alteradas (kDa)

Aramé Nori Fucus
184,23 177,77
145,05
163,18 127,57

2.1
78,52 96,23 92,19

50,44

50,26
422 52,27

34,68

Nas células Hep-G2, destacam-se proteinas na zona dos 140 - 180 kDa que podem
indicar alteracfes na expressdo da NPC1L1. No caso da Aramé (A), também ha uma
proteina na zona dos 78 kDa que pode pertencer a um dos transportadores ABC. Estas
duas suposic¢des podem ser confirmadas pelo Western Blotting.
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4.4.2. Proteinas transportadores do colesterol NPC1L1 e ABCG5

De modo a confirmar se as proteinas identificadas no ponto anterior correspondem
aos transportadores NPC1L1 e ABC, foi efetuada uma andlise Western Blotting. Para o
Western Blotting foram usados dois anticorpos primarios para identificar os
transportadores NPC1L1 e ABCG5 pois, como foi referido anteriormente, ambos séao
expressos nas células Caco-2 e Hep-G2. No anexo 3.6., encontram-se as areas das
bandas e os respetivos perfis obtidos apés a utilizacéo do software ImageJ que permitiu
calcular diferencas na quantidade de proteinas por banda.

4.4.2.1. Efeito sobre o transportador NPC1L1

Na figura 31, encontra-se os resultados obtidos para o efeito dos extratos de Aramé,
Nori e Fucus sobre o transportador NPC1L1, tanto para as células Caco-2 como para
as células Hep-G2. A figura apresenta as bandas das proteinas NPC1L1 detetadas apds
incubacdo da membrana (na regido do marcador (M) entre 10 e 180 kDa) com o

respetivo anticorpo.

Banda 1
Banda 2

Banda 3

-

(a) (b)

Figura 31 - Membranas da proteina NPC1L1 para células Caco-2 (a) e células Hep-G2 (b).
Onde Cr é o controlo de Fucus, F é o Fucus, Cn,a é o controlo de Aramé e Nori, A é Aramé, N é
Nori e M é o marcador.

Nas figuras 32 e 33, encontram-se as areas normalizadas, das bandas identificadas
na figura 31, representadas pelas areas normalizadas. Através destas figuras pode-se
observar as diferencas na expressdo da proteina NPC1L1 para as células Caco-2 e
Hep-G2 em contacto com os extratos das algas por comparag¢do com as areas obtidas

nas células controlo.
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Figura 32 - Areas normalizadas das bandas da proteina NPC1L1, para as células Caco-2.
Onde Cr € o controlo de Fucus, F é o Fucus, Cna € o controlo de Aramé e Nori, A € Aramé e N

é Nori.
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Figura 33 - Areas normalizadas das bandas da proteina NPC1L1, para as células Hep-G2.
Onde Cr é o controlo de Fucus, F é o Fucus, Cnaé o controlo de Aramé e Nori, A é Aramé e N
€ Nori.

Como foi referido anteriormente, para as células Caco-2 (Figura 32), em contacto
com o extrato de Fucus, conclui-se que, houve um aumento na expressao da proteina
transportadora NPC1L1, porque foram detetadas diferencas nas intensidades da banda

1 nas células controlo (CF) relativamente as células tratadas (F).

Para as células em contacto com o extrato de Aramé (A) ndo é possivel retirar

conclus@es em relacdo a expressédo do NPC1L1 relativamente ao controlo (CN,A), pois
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ndo se quantificou a referida proteina, talvez por baixa taxa de expressdo uma vez que
€ uma proteina pouco expressa nas células do célon (Caco-2) [249]. Os resultados para

o extrato de Nori (N) foram inconclusivos.

Estes resultados ainda podem ser comparados com os resultados do ponto 4.3.1, na
interferéncia dos extratos das algas na permeacdo do colesterol na barreira
gastrointestinal. Verificou-se que o extrato de Fucus promoveu a expressdo da NPC1L1,
no entanto ocorreu, na presenca deste extrato, uma reducéo na absorcéo de colesterol.
Tal como referido os compostos bioativos do Fucus podem ligar-se a esta proteina para
permear a membrana da barreira gastrointestinal e competem com a passagem do
colesterol, levando a uma diminuicdo da absorgdo de colesterol. Em relagdo a Arameé e
a Nori, ndo se retiraram conclusfes sobre a taxa de expressdo da NPC1L1 entre o
controlo e as células em contato com a alga. Entdo, a redugdo da permeacgdo do

colesterol podera nao estar diretamente ligada a esta proteina.

Para as células Hep-G2, a NPC1L1 foi encontrada em todas as amostras aplicadas.
Para o extrato de Fucus, nota-se que hd um aumento da expressdo do NPC1L1 entre
as células tratadas (F) e as células controlo (CF), entdo, a alga aumenta o transporte
reverso do colesterol. Para o extrato de Nori (N) e o respetivo controlo (CN,A), existe

uma diminuicdo da expresséo deste transportador.

No caso do extrato de Aramé, nota-se que existem diferencas significativas entre o
transportador das células controlo (CN,A) e das células tratadas (A), o que indica que
esta alga tem a capacidade de alterar a expressao desta proteina, podendo influenciar
a passagem do colesterol no figado, isto é, o0 aumento do NPC1L1 pode significar o
aumento da recirculagéo do colesterol para ser eliminado no figado na via do transporte

reverso do colesterol.

Comparando os resultados obtidos para as células Caco-2 e Hep-G2, nota-se que as
células Hep-G2 apresentam uma quantidade muito maior da proteina NPC1L1. Estes
resultados vao de acordo com a literatura [284] pois, segundo os autores as células

HepG2 produzem mais proteina NPC1L1 do que as células Caco-2.

4.4.2.2. Efeito sobre o transportador ABCG5

Na figura 33, encontra-se os resultados obtidos para o efeito dos extratos de Aramé,
Nori e Fucus sobre o transportador ABCG5, tanto para as células Caco-2 como para as

células Hep-G2. A figura apresenta as bandas da proteina ABCG5 detetadas apos
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incubacdo da membrana (na regido do marcador (M) entre 10 e 180 kDa) com o

respetivo anticorpo.

SELLER
Banda 1

Banda 2
Banda 3

Banda 2

Banda 3
Banda 4

(@) (b)

Figura 34 - Membranas da proteina ABCG5 para células Caco-2 (a) e células Hep-G2 (b).
Onde CF é o controlo de Fucus, F é o Fucus, CN,A é o controlo de Aramé e Nori, A é Aramé, N
€ Nori e M é o marcador.

Nas figuras 35 e 36, encontram-se representadas as intensidades das bandas
identificadas na figura 34, representadas pelas areas normalizadas. Através destas
figuras pode-se observar as diferengcas na expressédo da proteina ABCG5 para as
células Caco-2 e Hep-G2 em contacto com os extratos de algas por comparagao com

as areas obtidas nas células controlo.
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0,1
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Figura 35 - Areas normalizadas das bandas da proteina ABCG5, para as células Caco-2. Onde
Cr € o controlo de Fucus, F é o Fucus, Cna é o controlo de Aramé e Nori, A é Aramée N é
Nori.
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Figura 36 - Areas normalizadas das bandas da proteina ABCGS5, para as células Hep-G2.
Onde Cr € o controlo de Fucus, F é o Fucus, Cna é o controlo de Aramé e Nori, A é Aramé e N
é Nori.

Como foi referido anteriormente, para as células Caco-2 (figura 35), em contacto com
0 extrato de Fucus, conclui-se que houve uma diminuigdo na expresséo do transportador
ABCGS5 pois, foram detetadas diferengas nas intensidades da banda 2 nas células

controlo (CF) e as células tratadas (F).

Para as células em contacto com o extrato de Aramé (A) e o extrato de Nori (N) foi
detetada uma maior expressdo do transportador ABCG5 relativamente ao
controlo (CN,A). Estes dois extratos de algas apresentaram maior intensidade
da banda 2 relativamente ao controlo. Pode-se concluir, entdo, que estes
extratos tém a capacidade de alterar a expressdo desta proteina, pelo com o

aumento da expressao do ABCG5 ha a diminuigcédo da absor¢éo do colesterol.

Para as células Hep-G2, esta proteina foi encontrada em todas as amostras
aplicadas. No caso do extrato de Fucus, nota-se que para as células tratadas (F)
relativamente as células controlo (CF) houve uma modificacao deste transportador pois,
a banda 2 apresentou menor intensidade. No caso do extrato de Nori, também se
verificou uma alteracdo na expresséo deste transportador porque a banda 2 tem menor
intensidade nas células tratadas (N) em comparagcdo com as células controlo (CN,A).
Portanto, para estes dois extratos ha uma diminuicdo da expressdo do transportador

ABCGS levando a diminuicéo da absorcao de colesterol.

J4 o extrato de Aramé, nota-se que ha uma diminuicdo na expressdo do

transportador, entdo, este extrato pode influenciar a expressdo desta proteina.

75



76



5. Conclusdes e Perspetivas Futuras

5.1. Conclusoes

Devido ao aumento do interesse nhas algas, pois 0s seus compostos bioativos
apresentaram diversas propriedades benéficas ao nivel da satde e terem demonstrado
potencial de aplicacdo nas industrias de alimentos funcionais e nutracéuticos. Neste
trabalho estudou-se o0 potencial terapéutico dos compostos presentes em extratos
aguosos de Aramé, Nori e Fucus, principalmente na hipercolesterolemia, um dos

principais fatores associados as DCV.

Primeiramente, procedeu-se a uma purificacdo por SPE. Estes extratos e fragdes
foram caracterizados relativamente a quantidade de fendis totais, polissacéaridos e
proteinas na sua constituicdo e por RP-HPLC-DAD. Com estas quantificacdes
observou-se que houve a perda de muitos compostos ao proceder a purificagdo por
SPE. Também se estudaram algumas atividades biolégicas, nomeadamente, atividade
antioxidante dos extratos e fragbes e observa-se que, houve redugdo do poder
antioxidante apoés a purificagdo. Entdo, os extratos foram usados na sua totalidade para
os estudos seguintes. Foram avaliadas a atividade inibitéria de AChE e da HMGR dos
extratos. Para o extrato de Aramé obteve-se o melhor ECso, a concentragdo responsavel
por 50 % de atividade antioxidante de 0,174 mg de extrato/mL solugdo. Os restantes
extratos tiveram atividades antioxidantes inferiores a 50 %. Para a atividade inibitoria de
AChE, observa-se que 0s extratos apresentam baixa atividade, uma vez que, se obteve
resultados inferiores a 50% de inibicdo. No entanto, o extrato de Nori foi o que
apresentou melhores resultados sendo por isso adequado para explorar 0 seu potencial
no tratamento/ prevencdo da doenca de Alzheimer. Por fim, em relagdo a atividade
inibitéria de HMGR, para o extrato de Aramé obteve-se 79 + 7 % e para 0s outros dois
extratos obteve-se atividades inferiores a 50%. O extrato de Aramé demonstrou ser o
mais eficiente no tratamento/prevencao da hipercolesterolemia através da inibicao da

sintese de novo colesterol.

Procedeu-se também a ensaios em linhas celulares com os extratos de Aramé, Nori
e Fucus e salienta-se que estes extratos ndo apresentaram qualquer citotoxicidade para
as linhas celulares Caco-2 e Hep-G2. No entanto, verificou-se pelos estudos do
metaboloma das células que os extratos de algas marinhas comestiveis tém um efeito
sobre as células dos extratos de algas marinhas comestiveis no metaboloma das
células. Em relagdo ao poder antioxidante notou-se que, para a linha celular Caco-2,
houve uma diminuicdo da GSH nas células tratadas com extratos de Aramé e Nori

relativamente as células controlo. No entanto, houve um aumento nas células tratadas
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com Fucus. O mesmo se verificou para as células Hep-G2 tratadas com Aramé e Nori.
No caso da espermidina e espermina que sdo compostos que protegem as células de
danos pelas ROS e protegem as células contra DCVs, sabe-se que, tanto nas células
Caco-2 como nas células Hep-G2, o extrato de Aramé aumento a concentracdo destes
compostos relativamente as células controlo, enquanto, o extrato de Fucus diminuiu em
comparacao com as células controlo. A hipoxantina esta relacionada com a doenca de
Alzheimer. O extrato de Aramé demonstrou um aumento deste composto face as células
controlo, tanto para as células Hep-G2 como para as células Caco-2. J4 o extrato de
Fucus s6 apresentou um aumento da hipoxantina em comparacdo com as células
controlo, nas células Hep-G2. A inosina tem como nucleosideo a hipoxantina, e
apresentou um aumento nas células tratadas com o extrato de Aramé e extrato de
Fucus, nas células Caco-2 e Hep-G2, respetivamente. O extrato de Nori e 0 extrato de
Fucus apresentaram uma diminuicdo deste composto para as células Caco-2. Ja para
a vitamina B1, houve um aumento deste composto nas células Caco-2 tratadas com o
extrato de Aramé, enquanto que, para as células Hep-G2, o extrato de Aramé e o extrato
de Nori levaram a uma diminuicdo deste composto face ao controlo. De forma geral, os
lipidos aumentaram em comparacao ao controlo, nas células tratadas com o extrato de
Fucus, nas duas linhas celulares, enquanto o extrato de Aramé levou a um aumento nas
células Hep-G2 e uma diminuicdo das células Caco-2, podendo afetar a permeacao de
moléculas na membrana celular. Com estes resultados, pode-se concluir que, o melhor

extrato € a Aramé pois, apresenta efeitos contra as espécies ROS e contra as DCVs.

De acordo com o objetivo deste trabalho, estudou-se ainda o potencial terapéutico
dos extratos aquosos de algas marinhas comestiveis contra a hipercolesterolemia,
verificando-se que todos os extratos tém capacidade de reduzir a permeacdo do
colesterol na barreira gastrointestinal no modelo celular utilizado. Conclui-se ainda que,
se 0 objetivo for a terapia combinada com o farmaco ezetimiba que a melhor opgéo é o
extrato de Fucus ou o extrato de Aramé, uma vez que se verificou que o extrato de
Fucus/Aramé em conjunto com a ezetimiba melhoram a reducdo da permeacgéo do
colesterol, comparando com o Fucus/Aramé sozinho. O mesmo néo se verifica para o
extrato de Nori, podendo indicar que os compostos desta alga tém a capacidade de se

ligar ao farmaco, havendo intera¢des dos compostos do alimento com o farmaco.

Podendo-se ainda concluir que, os compostos bioativos dos extratos de Aramé, Nori
e Fucus permeiam também a barreira gastrointestinal, notando-se, no entanto que,
todos os extratos tém menor permeagdo na barreira gastrointestinal na presenca do
farmaco ezetimiba, o que sugere a referida interacao ou competicdo dos compostos com

o NPC1L1 bloqueado.
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Procedeu-se ainda a uma andlise de Western Blotting para relacionar as alteracdes
na permeacao do colesterol na barreira gastrointestinal nas células Caco-2, com efeito
sobre as proteinas transportadoras de colesterol o NPC1L1 e o transportador ABCG5.
Para as células Caco-2, apenas o extrato de Fucus provocou um aumento da expressao
para o transportador NPC1L1 relativamente as células controlo, o extrato promove
alteracGes da taxa de expressao deste transportador, levando a uma diminuicdo da
permeacdo do colesterol. Para o transportador ABCG5, a linha celular Caco-2,
apresenta diferencas tanto na presenca do extrato de Aramé como no extrato de Nori,
entdo, pode-se concluir que estes dois extratos, tém a capacidade de alterar a

expressao desta proteina, aumentando a excrecao de colesterol intestinal.

No caso de efeito sobre o figado, para a linha celular Hep-G2, o extrato de Aramé e
de Fucus aumentaram a expressdo do transportador NPC1L1 e, consequentemente,

aumenta a recirculagdo de colesterol para ser eliminado no figado.

Em suma, todos os objetivos propostos neste trabalho foram cumpridos tendo-se
caracterizado os extratos de algas marinhas comestiveis, nomeadamente, Aramé, Nori
e Fucus; avaliado a capacidade dos extratos reduzirem a permeacédo do colesterol e o
seu efeito nas proteinas transportadoras de colesterol bem como o seu mecanismo de
atuacdo; e investigou-se a influéncia dos extratos nas linhas celulares humanas no

intestino e do figado.

Pela primeira vez, no grupo de investigacéo, foi determinada a atividade inibitoria do
HMGR para os extratos de Aramé e Nori, e concluiu-se que o extrato mais eficaz para
controlar a sintese de novo colesterol é o extrato de Aramé; confirmou-se também pela
primeira vez que os extratos de Nori e Aramé tém efeito na barreira gastrointestinal,
levando a uma diminuicdo da permeacdo do colesterol proveniente e, que afetam a

expressao dos transportadores de colesterol.

O extrato de Nori revelou ter potencial no tratamento/ prevencdo da doenca de
Alzheimer, enquanto, os extratos de Aramé e Fucus ter potencial no tratamento/

prevencédo da hipercolesterolemia.

O extrato de Aramé foi mais eficiente no tratamento/prevencdo de DCVs pois,
apresentou maior atividade inibitéria do HMGR, na terapia combinada com a ezetimiba
apresentou uma reducéo da permeacéo do colesterol da mesma ordem de grandeza do
farmaco sozinho. Além das vantagens nas DCVs, o extrato de Aramé também é o que

apresenta maior poder antioxidante. E, segundo a analise do metaboloma este também
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aumentou a hipoxantina em comparagdo com as células controlo, revelando potencial

para o tratamento/prevencdo da doenca de Alzheimer.

5.2. Perspetivas Futuras

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram ser bastante promissores. Portanto,

seria muito interessante continuar este estudo, com 0s seguintes planos:

- Identificar os compostos presentes nos extratos de Arameé, Nori e Fucus, injetados no
RP HPLC-DAD, por LC-QTOF-MS.

- Determinar o ECso da atividade inibitéria do enzima HMGR para o extrato de Aramé.

- Extrair os lipidos de células Caco-2 e Hep-G2, em contacto com os extratos de Aramé,
Nori e Fucus, analisa-los por LC-QTOF-MS e, assim, comparar o efeito que os extratos

de algas marinhas comestiveis tém sob as células.

- Estudar o metaboloma das células Caco-2 utilizadas no estudo da permeacéo do

colesterol.

- Os compostos propostos que foram identificados na metabolémica devem ser

confirmados através da sua fragmentacéo e da massa.

- Estudar melhor a modificagdo de proteinas recorrendo a uma eletroforese 2D para

melhor separar as proteinas e proceder a sua identificacao.

- Efetuar um ensaio de Western Blotting para as proteinas transportadoras de colesterol

com as ceélulas Caco-2 utilizadas no estudo da permeacao do colesterol.
- Estudar a interagcéo das estatinas com os extratos de Aramé, Nori e Fucus.

- Estudar o mecanismo dos farmacos utilizados na reducao da hipercolesterolemia no
MRNA e ndo no produto final (proteinas) e compara-lo com o efeito que os extratos das

algas marinhas comestiveis tém sob 0o mRNA.
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Anexos
1. Caracterizacao de extratos

1.1. Quantificacdo de fendis totais
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Figura 37 - Reta de Calibracdo para a quantificacéo de fendis totais, usando FLG como
padréo.
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Figura 38 - Quantidade de fenais totais por quantidade de extrato para os extratos e fragfes de
SPE, sendo uma frag&o da lavagem com agua (H20) e outra fragcdo da extragdo com metanol
(MeOH). As letras a-g correspondem a valores estatisticamente diferentes para um intervalo de
confianca de 95%.

105



1.2 Quantificacdo de polissacaridos
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Figura 39 - Reta de Calibracdo para quantificacdo de polissacéaridos, usando &acido
poligalacturénico como padrao.
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Figura 40 - Quantidade de polissacéaridos por quantidade de extratos para os extratos e fracdes
de SPE, sendo uma fracdo da lavagem com agua (H20) e outra fragdo da extragdo com
metanol (MeOH). As letras a-g correspondem a valores estatisticamente diferentes para um
intervalo de confianca de 95%.
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1.3. Reta de Calibracdo para quantificacdo de proteinas
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Figura 41 - Reta de Calibracado para quantificacdo de proteinas, usando BSA como padrao.

1.4. Cromatograma do extrato de Aramé e fracdes purificadas
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Figura 42 - Cromatogramas obtidos para extrato de Aramé, Aramé MeOH e Aramé H20. A
intensidade para o extrato de Aramé encontra-se representada no eixo esquerdo, e para as
fracGes purificados no eixo direito.

1.5. Cromatograma do extrato de Nori e fracOes purificadas
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Figura 43 - Cromatogramas obtidos para extrato de Nori, Nori MeOH e Nori H20. A
intensidade para o extrato de Nori encontra-se representado no eixo esquerdo, enquanto, 0s
extratos purificados encontram-se representados no eixo direito.

1.6. Cromatograma do extrato de Fucus e fracoes purificadas
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Figura 44 - Cromatogramas obtidos para extrato de Fucus, Fucus MeOH e Fucus H20. A
intensidade para o extrato de Fucus encontra-se representado no eixo esquerdo, enquanto, 0s
extratos purificados encontram-se representados no eixo direito.

1.7. Cromatograma floroglucinol
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Figura 45 — Espetro UV-Visivel do floroglucinol.

1.8. Cromatograma floroglucinol 265 nm
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Figura 46 - Cromatograma do floroglucinol (5 mg/mL) a 265 nm.

1.9. Quantificag&o de floroglucinol nos extratos de algas
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Figura 47 - Cromatograma obtido para o extrato de Aramé, para um comprimento de
onda de 265 nm.
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Figura 48 - Cromatograma obtido para o extrato de Nori, para um comprimento de
onda de 265 nm.
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Figura 49 - Cromatograma obtido para o extrato de Fucus, para um comprimento de
onda de 265 nm.

2. Determinacéo das Atividades Biologicas

2.1. Citotoxicidade nas células Hep-G2 e Caco-2
2.1.1. Hep-G2

Tabela 3 - Resultados obtidos para a citotoxicidade em células HepG2.

Extrato Citotoxicidade

Citotoxicidade 1
0,5 mg/mL (%)

mg/mL (%)
Aramé

12+1 -7x1

nf‘erf‘;ﬂil -13+3 -1622

Aramé agua 7+1 2,710,1
Nori 31+1 34+3
Nori metanol 19+1 3115
Nori agua 11+2 12+2
Fucus 6x1 7,3x0,4
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2.1.2. Caco-2

Tabela 4 - Resultados obtidos para a citotoxicidade em células Caco-2.

Citotoxicidade @ Citotoxicidade 1
Extrato

0,5 mg/mL (%) mg/mL (%)
Aramé 13+2 14+3
n’?‘éf‘;]il 28+3 39+1
Aramé agua 6,3+0,5 11+4
Nori 22+2 28+2
Nori metanol 4,7+0,6 24+2
Nori agua 7+2 -41+3
Fucus 29+3 44+4

2.2.  Atividade Antioxidante — ECso
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Figura 50 - Reta de calibracdo para determinar o ECso do extrato de Aramé nao purificado.

2.3. Inibicdo da Acetilcolinesterase
2.3.1. 1° passo — velocidade do enzima
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Figura 51 - Determinagéo da velocidade inicial do enzima AChE, na auséncia de extrato.
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Figura 52 - Determinacéo da velocidade inicial do enzima AChE para o floroglucinol.

2.3.2. 2° passo — Atividade do enzima na presenca de Aramé
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Figura 53 - Atividade do enzima na presenc¢a de Aramé - ensaio 1.
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Figura 54 - Atividade do enzima na presen¢a de Aramé - ensaio 2.
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Figura 55 - Atividade do enzima na presenc¢a de Aramé - ensaio 3.
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Figura 56 - Atividade do enzima na presenca de Nori - ensaio 1.
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Figura 58 - Atividade do enzima na presenca de Nori - ensaio 3.

2.3.4. 2° passo — Atividade do enzima na presenca de Fucus
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Figura 59 - Atividade do enzima na presenc¢a de Fucus - ensaio 1.
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Figura 60 - Atividade do enzima na presenca de Fucus - ensaio 2.
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Figura 61 - Atividade do enzima na presencga de Fucus - ensaio 3.

2.3.5. 2° passo — Atividade do enzima na presenca de floroglucinol
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Figura 62 - Atividade do enzima na presenca de floroglucinol - ensaio 1.
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Figura 63 - Atividade do enzima na presenca de floroglucinol - ensaio 2.
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Figura 64 - Atividade do enzima na presenca de floroglucinol - ensaio 3.

2.4. Inibicdo da HMGR
2.4.1. 1° passo — velocidade do enzima
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Figura 65 - Determinagéo da velocidade inicial do enzima HMGR, na auséncia de extrato ou
inibidor padréo, para a Aramé.
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Figura 66 - Determinagéo da velocidade inicial do enzima HMGR, na auséncia de extrato ou
inibidor padréo, para a Nori e 0 Fucus.

2.4.2. 2° passo — Atividade do enzima na presenca do inibidor padrao,
pravastatina
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Figura 67 - Atividade do enzima na presenca de pravastatina - ensaio 1.
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Figura 68 - Atividade do enzima na presenca de pravastatina - ensaio 2.

2.4.3. 2° passo — Atividade do enzima na presenca da Aramé
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Figura 69 - Atividade do enzima na presenc¢a de Aramé - ensaio 1.
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Figura 70 - Atividade do enzima na presen¢a de Aramé - ensaio 2.

2.4.4. 2° passo — Atividade do enzima na presenca da Nori
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Figura 71 - Atividade do enzima na presenca de Nori - ensaio 1.
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Figura 72 - Atividade do enzima na presenca de Nori - ensaio 2.

2° passo — Atividade do enzima na presenca do Fucus
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Figura 73 - Atividade do enzima na presenc¢a de Fucus - ensaio 1.
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Figura 74 - Atividade do enzima na presenca de Fucus - ensaio 2.
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3. Ensaios em linhas celulares de Caco-2 e HepG2
3.1. Efeito da acdo dos extratos das algas na barreira gastrointestinal

6000

5000

4000

3080

3000

2000

Intensidade (mUA)

1836
1000

4 4,5 5 5,5 6 6,5 7

Tempo de retencdo (mUA)

Figura 75 - Cromatograma 1 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, na auséncia das algas comestiveis e ezetimiba.
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Figura 76 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, na auséncia das algas comestiveis e ezetimiba.
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Figura 77 - Cromatograma 1 para a determinacdo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, na presenca de ezetimiba.
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Figura 78 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, na presenca de ezetimiba.
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Figura 79 - Cromatograma 1 para a determinacao da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, apenas na presenca da Nori.
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Figura 80 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeac¢éo do colesterol, ao fim das 6
horas, apenas na presenca da Nori.
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Figura 81 - Cromatograma 1 para a determinacdo da permeagéo do colesterol, ao fim das 6
horas, na presenca da Nori e da ezetimiba.
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Figura 82 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, na presenca da Nori e da ezetimiba.
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Figura 83 - Cromatograma 1 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, apenas na presenca do Fucus.
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Figura 84 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, apenas na presenca do Fucus.
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Figura 85 - Cromatograma 1 para a determinacdo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, na presenca do Fucus e da ezetimiba.
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Figura 86 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, na presenca do Fucus e da ezetimiba.
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Figura 87 - Cromatograma 1 para a determinacdo da permeagéo do colesterol, ao fim das 6
horas, apenas na presenca da Aramé.
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Figura 88 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, apenas na presencga da Aramé.
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Figura 89 - Cromatograma 1 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, presenca da Aramé e da ezetimiba.
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Figura 90 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeacéo do colesterol, ao fim das 6
horas, presenca da Aramé e da ezetimiba.

Tabela 5 - Resultados obtidos para a permeacéo e redugdo da permeacéo do colesterol na
presenca da Aramé, Nori e Fucus e da Ezetimiba.

Algas Amostra Permeacédo Relativa Média Reducéao
(%) permeacéo (%) Permeacéao (%)
- Col 100 100 -
Col+E 49,24 47,68 52+2
46,12
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Nori Col+N

Col+N+E

Fucus Col+F

Col+F+E

Aramé Col+A

Col+A+E

71,60
77,35
73,49
79,08
79,16
80,97
44,88
50,29
73,90
70,37
63,38
58,36

74,48

76,29

80,07

47,59

72,14

60,87

26+4

24+4

20+1

52+4

28+2

39+4

3.2. Efeito dos compostos bioativos dos extratos de algas na permeacéo da

barreira gastrointestinal
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Figura 91 - Cromatograma 1 para a determinacéo da permeacéo da Nori, ao fim das 6 horas.
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Figura 92 - Cromatograma 2 para a determinacdo da permeacéo da Nori, ao fim das 6 horas.
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Figura 93 -Cromatograma 1 para a determinacdo da permeacéo da Nori, ao fim das 6 horas,
na presenca de colesterol.
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Figura 94 - Cromatograma 2 para a determinagdo da permeacéo da Nori, ao fim das 6 horas,
na presenca de colesterol.
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Figura 95 - Cromatograma 1 para a determinacdo da permeacéo da Nori, ao fim das 6 horas,
na presenca de colesterol e ezetimiba.
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Figura 96 - Cromatograma 2 para a determinagdo da permeacéo da Nori, ao fim das 6 horas,
na presenca de colesterol e ezetimiba.
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Figura 97 - Cromatograma 1 para a determinacdo da permeacéo do Fucus, ao fim das 6 horas.
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Figura 98 - Cromatograma 2 para a determinacdo da permeacéo do Fucus, ao fim das 6 horas.
1500
1000 843

500

-500

Intensidade (mUA)

-1000

-1500
-1615

-2000
Tempo de retenc¢do (min)

Figura 99 - Cromatograma 1 para a determinacéo da permeacéo do Fucus, ao fim das 6 horas,
na presenca de colesterol.
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Figura 100 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeacéo do Fucus, ao fim das 6
horas, na presenca de colesterol.
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Figura 101 - Cromatograma 1 para a determinacéo da permeacéo do Fucus, ao fim das 6
horas, na presenca de colesterol e ezetimiba.
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Figura 102 - Cromatograma 2 para a determinacéo da permeacéo do Fucus, ao fim das 6
horas, na presenca de colesterol e ezetimiba.
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Figura 103 - Cromatograma 1 para a determinacédo da permeacdo da Aramé, ao fim das 6

horas.
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Figura 104 - Cromatograma 2 para a determinacao da permeacéo da Aramé, ao fim das 6
horas.
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Figura 105 - Cromatograma 1 para a determinacédo da permeacdo da Aramé, ao fim das 6
horas, na presenca de colesterol.
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Figura 106 - Cromatograma 2 para a determinacao da permeacéo da Aramé, ao fim das 6
horas, na presenca de colesterol.
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Figura 107 - Cromatograma 1 para a determinacdo da permeacdo da Aramé, ao fim das 6
horas, na presenca de colesterol e ezetimiba.
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Figura 108 - Cromatograma 2 para a determinacao da permeacéo da Aramé, ao fim das 6
horas, na presenca de colesterol e ezetimiba.

Tabela 6 - Resultados obtidos para a permeacdo dos compostos bioativos das algas na
barreira gastrointestinal.

o ~
Amostra = %Permeacéao /oPerr'ne_agao
média
18,2131
+ +
N+Col 245812 2145
17,0318
N+Col+E : 16,4+0,9
15,7861
30,2170
F+Col : 30,7+0,7
31,1513
18,9809
F+Col+E : 19,3+0,4
co 19,5464 9,310,
27,8229
A+Col : 10+2
co 30,2118 0
25,1567
A+Col+E 5,156 22+4
18,8082

3.3. Resultados obtidos da acdo dos extratos de Aramé, Nori e Fucus nos
metabolitos de Células Caco-2 e Hep-G2
3.3.1. Aramé

Tabela 7 - Compostos propostos que mais variam na presenga ou auséncia de Aramé, no
modo positivo, para células Caco-2.

Tempo
de Formula Fold
retengo m/z [M] Composto proposto Molecular p-Value Change
(min)

1-[2-[[1-[2-{[2-[[2-[[2-
17,66 654,3316 653,3243 (glicilamino)acetillJamino]acetillamino]acetilJamino]acetil]prolillamino]-5- Ca26H43N1109 1,0E-19 6,004
guanidino-pentanoil]prolina

18,57 331,2842 330,2769 1-Monopalmitina Ci9H3504 1,0E-19 4,971
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4,06 384,1149  383,1076 Succinil adenosina C14H17NsOg 1,0E-06 0,209
5,24 233,0950 232,0877 (2S) -1 - [(2S) -2- (mercaptometilamino) propanoil] prolina CoH16N203S 1,0E-06 0,073
13,83 256,3000 255,2927 (1,4-dimetil-4-propil-heptil)-(2-metilbutil)amina Ci7Hs7N 1,0E-06 14,861
17,73 496,3396  495,3324 1-Palmitoilfosfatidilcolina C24Hs50NO7P 2,0E-06 3,899
1,79 162,0761 161,0688 3-amino-2,3-dideoxi-scilo-inosose CsH1NO, 3,0E-06 0,021
2,09 269,0882  268,0809 Inosina C10H12N4Os 8,0E-06 0,148
3,66 219,0799 218,0726 Cys-Pro CgH14N205S 8,0E-06 0,036
2,66 206,0846  205,0773 N-Propionilmetionina CgH1sNO3S 1,1E-05 0,353
1,18 104,1070 = 103,0997 Colina CsHizsNO 2,0E-05 0,484
2,06 464,0811 463,0738 Adenilosuccinato C14H15Ns01:P 3,2E-05 7,942
Acido carboxilico (2R,4S)-2-[(1R)-2-[[2-[(2-amino-2-carboxi-
6,51 288,0686 574,1224  etil)disulfanil]-1-carboxi-etillJamino]-2-ceto-1-[(2-fenilacetil)amino]etil]-5,5- Cs4H26N20S3 3,3E-05 0,124
dimetil-tiazolidina-4
1,94 191,0484  190,0411 Acido (2-ceto-2-tiazolidin-3-il-etil) carbamico CsH10N203S 3,5E-05 0,060
8,10 456,1260 455,1183 Benzilpeniciloil-cisteina C19H25N306S: 5,7E-05 12,607
15,65 480,3083  479,3010 1-(9Z-Octadecenoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina Ca3HisNO7P 1,2E-04 2,612
18,92 226,1802 243,1834 Acido Ciclohexanocarboxilico [2-hidroxi-3-(isopropilamino)propil] ester Ci3H2sNO3 1,5E-04 32,409
Acido propiénico 3-[7-[4-(2-acetamido-4-metil-tiazol-5- :
2,09 537,1688  536,1615 il)sulfonilpiperazino]-5-metil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-6-il]etil ester C21H2sNs05S, 1.9E-04 0,015
15,24 454,2927  453,2855 fosfatidiletanolamina C21H4NO7P 2,5E-04 3,653
Acido succinico 04-[4-[(E)-2-(3-hidroxi-5-metil-fenil)vinilJfenil] ester O1- :
11,56 489,2274 | 488,2201 (2-keto-3,5,5-trimethyl-4-vinyl-cyclohex-3-en-1-yl) ester CaoHa206 3.4E-04 33,199
1,67 133,0595 264,1043 Tiamina C12H16N4OS 5,1E-04 0,530
1,61 203,2230 202,2158 Espermina C1oH26N4 8,3E-04 0,017
1-[5-(benziltio)-1,3,4-tiadiazol-2-il]-5-(3,4-dietoxifenil)-4-[2,3-dihidro-1,4- :
6,48 316,5792  631,1435 benzodioxin-6-il(hidroxi)metileno]pirrolidine-2,3-quinona CarH2sNsO7S, 8,9E-04 0,032
1,93 308,0907 307,0834 Glutationa C10H17N306S 8,9E-04 26,889
2,09 137,0458 136,0385 Hipoxantina CsHiN,O 9,7E-04 0,148
2,03 205,0643 204,0571 (1S,2R)-1-[3-(metiltio)-1H-pirazol-5-il|propano-1,2,3-triol C7H12N,05S 1,1E-03 0,023
2,18 132,1019 = 131,0946 L-Norleucina CeH13NO, n/a 0,352
Tabela 8 - Compostos propostos que mais variam na presenga ou auséncia de Aramé, no
modo positivo, para células Hep-G2.
Tempo de Formula Fold
retengao (min) m/z (M] Composto proposto Molecular p-Value Change
4,62 298,0966 297,0893 5'-methylthioadenosine C1:H1sNsO3S 0,00 2,856
13,85 256,2999 255,2926 (1,4-dimetil-4-propil-heptil)-(2-metilbutil)amina Ci7Hx7N 0,00 3,237
2-amino-4- [2- (aminometil) octilamino] -N- [2-
18,98 408,3682 407,3609  (4_metil-5-propil-1H-pirrol-3-il) etil] butiramida CaaHasNsO 000 | 2283
4,55 407,0955 384,1060 6-O-sinapoyl-D-glucono-1,5-lactona C17H20010 5,0E-06 39,758
1,77 162,0760 161,0687 3-amino-2,3-dideoxi-scilo-inosose CeH1:NO, 5,9E-05 0,416
(2R)-3-[2-[(2R)-2,3-dihidroxi-2-metil- )
3,98 261,1308 238,1416 propoxijethoxil-2-metil-propano-1,2-diol C10H2206 8,9E-05 20,095
1,60 203,2230 202,2157 Espermina CioH26N4 1,1E-04 0,443
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4,20

5,20

1,92
4,97
1,65

6,47

6,50

3,61

2,06

Tempo
de
retencao
(min)

5,56
10,21

11,14

14,44

15,75

16,21

16,93

14,94
1,95
15,62
572
1,95
10,98
14,51
1,6
15,58

1,73
15,54
8,19
15,23

14,17

L-fenilalanil-L-treonil-L-glutaminil-L-seril-L-

788,4059 leucil-L-prolil-L-prolina
232,0877 (2S) -1 - [(2S) -2- (mercaptometilamino)
propanoil] prolina
307,0831 Glutationa
113,0842 e-Caprolactama
264,1045 Tiamina
1-[5-(benziltio)-1,3,4-tiadiazol-2-il]-5-(3,4-
631,1433 dietoxifenil)-4-[2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-
il(hidroxi)metileno]pirrolidine-2,3-quinona
Acido carboxilico (2R,4S)-2-[(1R)-2-[[2-[(2-
amino-2-carboxi-etil)disulfanil]-1-carboxi-
574,1221 etillamino]-2-ceto-1-[(2-fenilacetil)amino]etil]-
5,5-dimetil-tiazolidina-4
218,0724 Cys-Pro
Acido propiénico 3-[7-[4-(2-acetamido-4-metil-
536,1611 tiazol-5-il)sulfonilpiperazino]-5-metil-

[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-6-il] ethil ester

C37H56N8011

CoH16N203S

C10H17NSOGS
CeH1:NO
C12H16N4OS

Ca32H20N307S;

C34H26NZOSS

CgH14N203S

CZlHZBNBOSSZ

2,0E-04

9,9E-04

1,2E-03
1,3E-03
1,4E-03

2,2E-03

3,7E-03

6,7E-03

2,8E-02

Tabela 9 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Aramé, no

395,2103
233,0950
308,0904
114,0913
133,0596
316,5789
288,0684
219,0797
537,1685
m/z [M]
129,05546 = 130,06274
498,28933 = 499,29661
253,14445 254,15167
538,31475  539,32203
441,25261 = 442,25989
438,29888 = 439,30615
271,22778 272,23506
555,27249 556,27977
362,05083 363,0581
478,29378 = 479,30105
615,34722 616,3545
243,06219  244,06945
286,12949 287,1368
311,16859  312,17586
185,02186  186,02914
433,1405 434,14778
426,02213  427,02941
397,22642 398,2337
138,01986  139,02713
452,27806 = 453,28534
500,27807 @ 501,28535

modo negativo, para células Caco-2.

Compostos propostos Fé

Cetoleucina

rmula molecular

CGH1003

2-ceto-N-[6-(4-neopentilpiperazino)-3-piridil]-2-(2-
fenil-5,6,7,8-tetra-hidroindolizin-3-il)acetamida

C75 trans

1-nonadecanoil-glicero-3-fosfoserina

2-[3-[3-[3-(3-
Octoxipropoxi)propoxi]propoxi]propoxi]etil
hidrogenossulfato

1-hexadecil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina

Acido 16-hidroxi-hexadecanéico

PG(22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,197)/0:0)
Monofosfato de guanosina
PE(18:1(92)/0:0)
H-Ala-Ala-Thr-Lys-Ala-Thr-Ala-al
Uridina
2E-Hexenedioilcarnitina
Acido 5-hidroxieicosatetraenoico
2-[1-(Metildissulfanil)etil]pirazina

1-(3-Etilsulfinilciclohexil)-2-metil-3-[2-[(5-metil-2-
tienil)sulfonilamino]etillguanidina

ADP
1-[1-(2-Dodecoxietoxi)etoxi]etil hidrogenossulfato
4-Nitrofenol
lisofosfatidiletanolamina

2-araquidonil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina

CSO H 37 N 502
C14H2204

CasHsoNOgP

C20H1208S

C21HyNOGP

C16H3203
CagHasOoP
C10H14NsOgP
CasH4sNO7P
C26H1sNgOg
CoH12N206
C13H21NOg
C20H24Dg03
C7H10N2S>
C17H30N403S3

C10H15N5010P>
Ci1sH350/S
CeHsNO3
C21HNO7P

CasHauNO7P

p-Value

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00
1,00E-06
5,00E-06
1,00E-05
1,10E-05
1,80E-05
2,20E-05
3,20E-05
4,00E-05
4,20E-05
4,60E-05
4,80E-05
6,90E-05
1,43E-04

1,67E-04

144

57,225

0,593

4,104
0,446
4,637

0,310

0,276

0,540

0,449

Fold
change

3,228
3,870
5,677

5,626

6,707

5,295

3,248

25,118
1,907
9,433
0,320
0,200
5,340
7,479
0,035
2,173

2,942
7,267
3,730
7,699

14,480



1,95
11,08
9,43
2,28
17,41
54

2,05

1,93
2,04

Tempo de
retengao
(min)

12,93
15,95
15,44
4,54
14,65
15,82
10,98
11,15
1,94
4,39
1,94
15,63

13,93

13,07

13,55

15,59

8,18

289,06747  290,07474
243,16016 = 244,16744
215,12878  216,13605
251,07857 @ 252,08584
540,33023  541,33751
651,31056 @ 652,31783
161,04556 @ 162,05284
611,14447  612,15175
282,0844 283,09171

acido succinico 2-[[2-acetamido-3-carboxi-

propanoillamino]

Acido 1,11-Undecanodicarboxilico

Acido Undecanodioico

Desoxinosina

1-(2-Metoxi-octadecanil)-sn-glicero-3-fosfoserina
H-Gly-Ser-Ala-Lys-Tyr-GIn-OH

Acido 3-hidroxi-3-metil-glutarico

Glutationa, oxidada

Guanosina

ClO H 14N ZOB

C13H2404
C11H2004

C10H12N404
CasHs,NOgP
C28H44NgO10

CeH1005

Ca0H32N6012S;
C10H13NsOs

1,91E-04

2,67E-04
3,24E-04

5,02E-04
5,33E-04
1,01E-03

8,30E-03

9,90E-03
1,15E-02

Tabela 10 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Aramé, no

m/z

215,16539
522,28375
496,26830
382,55036
311,16867
325,18424
286,12977
253,14465
243,06229
144,06634
135,03098
478,29398

357,14976

298,07211

357,14947

433,14071

138,01974

3.3.2.

Nori

(M]

216,17266
523,29103
497,27558
767,11528
312,17594
326,19152
287,13705
254,15193
244,06955
145,07361
136,03826
479,30126

358,15704

299,07939

358,15675

434,14799

139,02701

modo negativo, para células Hep-G2.

Composto proposto

2-Hidroxidodecanoico
fosforilserina
PS(16:0/0:0)
Coenzima A
Acido 5-hidroxieicosatetraenoico
Acido 2-Dodecilbenzenesulfonico
2E-Hexenedioilcarnitina
C75 trans
Uridina
Alisina
Hipoxantina

1-(9Z-Octadecenoil)-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina

Acido 16-Feruloiloxipalmitico

8-Amino-2-(3,4-dihidroxifenil)-3-hidroxi-6-
metil-cromona

acido acético 2-[4-[(E)-1-(4-hidroxifenil)-2-
fenil-but-1-enilfenil]

1-(3-Etilsulfinilciclohexil)-2-metil-3-[2-[(5-
metil-2-thienil)sulfonilamino]ethyl]guanidina

4-Nitrofenol

Foérmula
Molecular

Ci12H2405
C24H4sNOgP
C22HasNOgP

C21H36N70416P3S
C20H24Ds03
Ci18H3003S
C13H21NOg
Ci14H2204
CoH12N206

CeH11NO3

CsHsN,O
CasHiNOP

Ca6Ha006

Ci6H13NOs

C24H 2203

C17H30N403S3

CeHsNO3

p-Value

0,0
0,0
1,00E-06
4,00E-06
4,00E-06
5,00E-06
1,10E-05
2,10E-05
2,30E-05
4,60E-05
2,60E-04
8,90E-04

3,27E-03

4,03E-03

8,96E-03

1,75E-02

2,09E-02

145

0,189
2,976
2,427
0,187
21,970

0,369

2,193

3,386
1,915

Fold
change

7,323
6,590
7,357
3,439
3,911
3,475
2,877
2,323
0,280
5,419
0,233
1,858

0,357

0,439

0,369

0,401

0,452
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Figura 109 - Andlise dos compostos que variam na presenca ou auséncia de Nori, para as
células Caco-2, modo positivo (1) e modo negativo (2). a) grafico do volcano; b) grafico PCA; c)
grafico PLS; d) grafico log2(fold change).
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Figura 110 - Andlise dos compostos que variam na presenca ou auséncia de Nori, para as
células Hep-G2, modo positivo (1) e modo negativo (2). a) grafico do volcano; b) grafico PCA;
c) gréafico PLS; d) gréfico log2(fold change).
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Tabela 11 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Nori, no modo

Tempo
de
retencao
(min)

5,00 114,091

3,65 219,080

13,83 256,300

1,18 146,118

3,06 261,091

1,99 136,075

17,43 370,332

2,05 205,064

14,86 239,664

2,10 537,169

18,37 256,264

18,46 282,279

[M]

113,085

218,073

255,293

145,110

260,083

135,068

369,325

204,057

477,314

536,162

255,256

281,272

positivo, para células Caco-2.

Composto proposto

e-Caprolactama

Cys-Pro

(1,4-dimetil-4-propil-heptil)-(2-
metilbutil)amina

Acetilcolina

6-(etiltio)-1-(2-hidroxietoximetil)-5-
metil-pirimidina-2,4-quinona

Fenacilamina

Aplidiasfingosina

(1S,2R)-1-[3-(metiltio)-1H-pirazol-
5-yl]propano-1,2,3-triol

Dibenzil-[4-(3,7-ditert-butil-4H-
diazepin-5-il)fenillamina

Acido propi6nico 3-[7-[4-(2-

acetamido-4-metil-tiazol-5-

il)sulfonilpiperazino]-5-metil-
[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-6-

illetil ester

Amida Palmitica

Oleamida

Férmula Fold
Molecular p-value Change
CsH11NO 0,577

CsH14N203S 9,0E-06 0,472
Ci7Hs7N 1,9E-05 3,362
C7H1sNO2 2,5E-05 0,059
C10H16N204S 7,0E-05 0,079
CsHsNO 2,1E-03 = 110,083
C22Ha3NOs 2,9E-03 0,302
C7H12N203S 2,1E-02 0,319
Ca3HagN3 1,1E-01 0,002
C21H28NgOs5S2 1,2E-01 0,530
C16H33NO 5,0E-06 0,627
Ci18H3sNO 1,6E-05 0,647

Tabela 12 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Nori, no modo

Tempo de
retencéo m/z

(min)

18,36 256,2636

15,24 454,2929
8,10 456,1258
15,64 480,3083
1,94 307,0831
17,51 496,3396

(M]

255,2564
453,2857
455,1185
479,3010
612,1516
495,3323

positivo, para células Hep-G2.

Composto proposto

Amida Palmitica

fosfatidilethanolamina

Benzilpeniciloil-cisteina

PE(18:1(92)/0:0)

Glutationa, oxidada

1-Palmitoilfosfatidilcolina

Formula
Molecular
C16H3sNO

C21HuuNO7P
C19H25N306S>
C23H4sNO7P
C20H32N6012S2
C24H50NO7P

p-Value

0,0
1,0E-06
3,0E-06
3,4E-05
9,4E-05
4,0E-04
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Fold
Change
0,413
2,721
3,662
2,973
0,394
3,028



191 308,0905
1,65 133,0597
1,94 137,0458

307,0832
264,1046
136,0385

Glutationa
Tiamina

Hipoxantina

C10H17N306S
C12H16N40S
C5H4N40

1,1E-03
2,4E-03
9,7E-02

Tabela 13 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Nori, no modo

negativo, para células Caco-2.

Compostos propostos

2-ceto-N-[6-(4-neopentilpiperazino)-3-piridil]-2-(2-
fenil-5,6,7,8-tetra-hidroindolizin-3-il)acetamida

(1S)-N-(4-Etilciclohexil)-2-
[(metiltio)oxiperoximetil]ciclopropanocarboxamida

Acido 2-Dodecilbenzenesulfonico
Acido 2-Hidroxidodecanoico

Acido Undecanodioico
Acido 2-hidroxi-10-undecandico

1-[1-(2-Dodecoxietoxi)etoxi]etil hidrogenossulfato

2-[3-[3-[3-(3-
Octoxipropoxi)propoxi]propoxi]propoxi]etil
hidrogenossulfato

2-[2-[2-(Di-hexilamino)-2-ceto-etoxi]etoxi]-N,N-di-
hexil-acetamida

Inosina

Foérmula
molecular

C30H37N502

C14H2sNO4S

ClB H 30()3S
ClZ H 2403

C11H2004
C11H2003

ClB H 33()7S

C22 HAGOQS

CBOHGONZOA

C10H12N405

2,505
2,981

0,426

p-Value Fold change

1,04E-04

1,35E-04

6,14E-04
9,11E-04
1,02E-03

2,21E-03

2,83E-03

1,60E-02

2,29E-02

3,38E-02

Tabela 14 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Nori, nho modo

Tempo de
retencéo m/z [M]
(min)
10,20 498,28823  499,29550
7,97 302,14213 303,14941
15,61 325,18347 @ 326,19075
13,61 215,16408 216,17135
9,43 215,12912  216,13640
17,32 199,13390 200,14117
15,53 397,22575 = 398,23303
15,89 485,27877  486,28605
19,33 511,44492 512,45219
2,08 267,07555 @ 268,08214
Tempo de
retengao m/z [M]
(min)
15,45 496,26830 497,27558
4,40 144,06634 145,07361
15,95 522,28375 523,29103
14,67 311,16877 312,17605
17,35 540,33083 541,33811
12,94 215,16534 216,17262
15,79 325,18435 326,19162
4,54 382,55025 767,11505
2,00 117,01907 118,02649
1,32 89,02450 90,03178
3.3.3. Fucus

negativo, para células Hep-G2.

Composto proposto

PS(16:0/0:0)
Alisina
PS(18:1(92)/0:0)

Acido 5-hidroxieicosatetraenoico

1-(2-Metoxi-octadecanil)-sn-glicero-3-
fosfoserina

2-Hidroxidodecanoico
Acido 2-Dodecilbenzenesulfonico
Coenzima A
Acido Sucinico

Acido Metoxiacetico

Férmula Molecular

C22H44NOgP
CeH1:NO3
C24H46NOgP
CzoH24D503
CasHs:NOgP
C12H2403
Ci18H3003S
C21H3sN7016P3S
C4H6O4
C3HsO3

p-Value

1,60E-05
3,90E-05
1,61E-04
1,10E-03
1,91E-03
4,07E-03
5,85E-03
6,01E-03
2,99E-02
5,10E-02

149

0,005

0,303
1,873
0,106
0,186

0,040

2,241

2,238

0,432

2,094

Fold
change

20,351
6,996
15,460
8,524
9,071
7,027
15,791
25,771
3,448
4,879
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Figura 111 - Analise dos compostos que variam na presenca ou auséncia de Fucus, para as
células Caco-2, modo positivo (1) e modo negativo (2). a) grafico do volcano; b) grafico PCA; ¢)
gréfico PLS; d) gréfico log2(fold change).
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Figura 112 - Analise dos compostos que variam na presenca ou auséncia de Fucus, para as
células Hep-G2, modo positivo (1) e modo negativo (2). a) grafico do volcano; b) grafico PCA,
c) gréfico PLS; d) gréfico log2(fold change).
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Tabela 15 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Fucus, no

modo positivo, para células Caco-2.

Tempo
de Formula
retencéo m/z [M] Composto proposto Molecular p-Value
(min)
1,78 162,0761 161,0688 3-amino-2,3-dideoxi-scilo-inosose CeH11NO4 0,0
2,63 206,0845 205,0772 N-Propionilmetionina CsH1sNOsS 0,0
5,28 295,1286 294,1213 Glu Phe C14H18N20s 0,0
13,47  300,2896 299,2823 Esfingosina CisH3z7NO2 0,0
13,85 256,2999 255,2926 (1,4-dimetil-4-propil-heptil)-(2-metilbutil)amina Ci7Hs7N 0,0
15,57  480,3084 479,3011 PE(18:1(92)/0:0) C23H4sNO7P 0,0
17,06  496,3397 495,3325 1-Palmitoilfosfatidilcolina C24Hs0NO7P 0,0
16,22  496,3397 495,3325 1-Tetradecil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina C24H50NO7P 1,0E-06
Acido carboxilico (2R,4S)-2-[(1R)-2-[[2-[(2-amino-2-carboxi-
6,49 288,0682 574,1218 etil)disulfanil]-1-carboxi-etiljamino]-2-ceto-1-[(2- C34H26N20Ss ~ 3,0E-06
fenilacetil)amino]etil]-5,5-dimetil-tiazolidina-4
15,18  454,2927 @ 453,2854 PE(16:0/0:0) C21H44sNO7P 4,0E-06
2,01 269,0881 268,0808 Inosina C10H12N4Os 2,2E-05
5,51 246,1700 245,1627 2-Metilbutiroilcarnitina C12H23NO4 3,6E-05
1,94 348,0701 347,0628 Monofosfato de adenosina C10H14Ns07P 5,4E-05
1,92 308,0906 307,0834 Glutationa Ci0H17N3OsS =~ 4,5E-04
8,10 456,1255 455,1182 Benzilpeniciloil-cisteina C19H2sN306S2 = 4,9E-04
Acido (2S)-2-[[2-[[(2S)-2-[[(2S)-2-[[(2S)-1-[(2S)-1-[(2S)-2-
[[(2S)-2-[[(2S)-2-amino-3-(4-hidroxifenil)propanoillamino]-4-
metil-
1021 | 924,4959 | 923,4887 pentanoil]Jamino]propanoil]prolil]prolillamino]propanoiljamino]- CaaHesN1:0w - 9,0E-04
3-(1H-imidazol-5-il)propanoillamino]acetillamino]-3-metil-
butiric
17,93 255,2319 @ 254,2247 11Z-Acido Hexadecendico C16H3002 1,3E-03
1,33 146,1652 145,1579 Espermidina C7H19N3 6,8E-03
1,26 118,0862 117,0790 L-Valina CsH11NO2 3,5E-02
1,63 203,2231 @ 202,2158 Espermina CioH26N4 n/a
1,98 268,1039 267,0966 Adenosina C10H13N504 n/a
1-[5-(benziltio)-1,3,4-tiadiazol-2-il]-5-(3,4-dietoxifenil)-4-[2,3-
6,47 316,5789 @ 631,1433 dihidro-1,4-benzodioxin-6-il(hidroxi)metileno]pirrolidine-2,3- C32H29N307S2 n/a
quinona
Tabela 16 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Fucus, no
modo positivo, para células Hep-G2.
Tempo
de Formula
retengo m/z [M] Composto proposto Molecular p-Value
(min)
1,93 364,0654 @ 363,0581 Monofosfato de guanosina Ci10H14NsO8P 0,0
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Fold
Change
3,245
4,607
3,197
0,218

0,550

0,332
0,137
0,144

17,130

0,201
2,740
0,608
0,524
0,011
0,239

0,406

0,557
3,257
0,502
27,533
39,521

110,925

Fold
Change

0,189



10,26

4,98
2,04
3,66

11,55

17,43
2,05
2,05
1,15
1,93
1,53
1,61
1,98
1,92

Tempo
de
retencéo
(min)

4,92

1,6

1,94
11,16
10,99

15,2

1,29

16,2

3,34
18,48

9,44

924,4943

114,0913
464,0810
295,1289

489,2272

370,3324
137,0458
269,0880
104,1070
348,0703
184,0732
203,2232
268,1040
290,1346

923,4870

113,0841
463,0737
294,1216

488,2199

369,3247
136,0385
268,0805
103,0998
347,0631
183,0659
202,2159
267,0967
289,1274

Acido (2S)-2-[[2-[[(2S)-2-[[(2S)-2-[[(2S)-1-[(2S)-1-[(2S)-2-
[[(2S)-2-[[(2S)-2-amino-3-(4-hidroxifenil)propanoillamino]-4-
metil-
pentanoillamino]propanoil]prolilprolillamino]propanoillamino]-
3-(1H-imidazol-5-il)propanoillamino]acetillamino]-3-metil-
butiric
e-Caprolactama
Adenilosuccinato
Phe Glu
Acido succinico O4-[4-[(E)-2-(3-hidroxi-5-metil-fenil)vinillfenil]
ester O1-(2-keto-3,5,5-trimethyl-4-vinyl-cyclohex-3-en-1-yl)
ester
Aplidiasfingosina
5-amino-1-formilimidazole-4-carbonitrilo
Inosina
Colina
Monofosfato de adenosina
Fosfocolina
Espermina

Adenosina

acido oftalmico

C44H65N11011

CgsH1:NO
C14H18Ns011P
C14H18N20Os

C3oH3206

C22H4sNO3
CsH4N,O
C10H12N4Os
CsH13NO
C10H14NsO7P
CsH14NO4P
CioH26N4
Ci10H13Ns04
C11H19N306

0,0

2,0E-06
5,0E-06
5,0E-06

8,0E-06

8,2E-05
1,1E-04
2,1E-04
3,7E-04
6,0E-04
7,3E-04
1,1E-03
1,4E-03
1,5E-01

Tabela 17 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Fucus,

m/z

259,13191

302,53124

306,07486

253,14529
286,1302
452,27694
89,02467

540,33186

164,07152
239,04577
215,12882

M]

260,13918

607,07703

307,08214

254,15256
287,13748
453,28421
90,03194

541,33913
165,07879
240,05305
216,13609

no modo negativo, para células Caco-2.

Compostos propostos ;2&23:; p-Value
Gamma-Glu-Leu C11H20N20s 0,00E+00
4-[bis(2-Cianoetil)sulfamoil]-N-(6-metil-1,3-
benzotiazol-2-yl)-N-[(E)-(5-nitro-2- C26H21N705S3 7,40E-05
tienil)metileneamino]benzamida
Glutationa C10H17N306S 2,29E-04
C75 trans C14H204 5,77E-04
2E-Hexenedioilcarnitina Ci13H21NOg 5,96E-04
lisofosfatidiletanolamina C21H44NO7P 2,16E-02
Acido Metoxiacetico C3HeOs 2,41E-02
1-(2-Metoxi-octadecanil)-sn-glicero-3-fosfoserina C5Hs,NOgP 3,13E-02
L-Fenilalanina CgH11NO, 3,17E-02
2-Acetil-1H-benzo[flbenzimidazole-4,9-quinona C13HsN203 4,08E-02
Acido Undecanodioico Ci11H2004 4,53E-02
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3,973

0,052
0,052
0,523

20,457

2,718
0,110
0,160
0,347
0,346
0,461
3,034
0,192
0,563

Fold
change

6,005

0,311

0,020
2,274
2,172
0,239
1,885
0,196
1,863

0,106
0,432



Tempo de
retencao
(min)

11,14
13,60
1,90
10,98
1,72
2,06
4,89
1,92

15,56

Tabela 18 - Compostos propostos que mais variam na presenca ou auséncia de Fucus,

m/z

253,14453
215,16524
505,98832
286,12960
323,02864
161,04541
190,05421
540,05377

433,14084

3.4.

[M]

254,15176
216,17252
506,99560
287,13695
324,03592
162,05269
191,06149
541,06104

434,14812

no modo negativo, para células Hep-G2.

Composto proposto Nllic’)rmula
olecular
C75 trans C14H20,4
2-Hidroxidodecanoico C12H2403
Trifosfato de adenosina C10H16N5013P3
2E-Hexenedioilcarnitina C13H2:NOg
Monofosfato de Uridina CgH13N,OgP
Acido 3-Hidroxi-3-metil-Glutarico CeH100s
N-Acetil-DL-metionina C7/H13sNO3S
ADP-ribose ciclico Ci15H21N5013P>
1-(3-Etilsulfinilciclohexil)-2-metil-3-[2-[(5- C17HoN204S5

metil-2-thienil)sulfonilamino]ethyl]guanidina

p-Value

1,00E-06
4,00E-06
4,00E-06
3,60E-05
1,87E-04
5,98E-04
2,00E-03
4,33E-03

1,18E-02

Reta de Calibracdo e Resultados obtidos no Método de Bradford
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Figura 113 - Reta de Calibragédo do Método de Bradford.

0,012
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Fold
change

5,605
13,275
5,236
7,024
0,275
1,821
0,342
6,512

0,479
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Figura 114- Quantidade de proteina, nas células Caco-2, em 150 pL de amostra. Onde CF é o
controlo de Fucus; F é fucus; CA,N é o controlo de Aramé e Nori; Aé Aramé e N é Nori. ae b
sdo estatisticamente diferentes para um intervalo de confianca de 95 %.
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Figura 115 - Quantidade de proteina, nas células Hep-G2, em 150 yL de amostra. Onde CF é
o controlo de Fucus; F é fucus; CA,N é o controlo de Aramé e Nori; A é Aramée N éNori.aeb
sdo estatisticamente diferentes para um intervalo de confianca de 95 %.
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3.5. SDS-PAGE
3.5.1. Caco-2
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Figura 116 - Perfil das bandas presentes no Marcador do gel de SDS-PAGE obtido com as
proteinas extraidas das células Caco-2.
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Figura 117 - Curva de calibracdo do marcador de proteinas do gel obtido a partir das células
Caco-2.

Tabela 19 - Areas obtidas para o controlo de Fucus (CF) e Fucus (F) e as respetivas areas
normalizadas, nas células Caco-2.

Bandas CF F CF. F.
normalizado normalizado
1 201,82 180,456 0,0253 0,0137
2 720,347 689,477 0,0901 0,0525
3 48,435 751,497 0,0061 0,0572
4 62,021 1628,962 0,0078 0,1241
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5 266,335 204,92 0,0333 0,0156
6 1513,569 112,556 0,1894 0,0086
7 0 1947,69 0,0000 0,1483
8 1909,669 2492,447 0,2390 0,1898
9 164,971 441,385 0,0206 0,0336
10 840,355 1269,062 0,1052 0,0967
11 293,678 410,142 0,0368 0,0312
12 936,426 1603,669 0,1172 0,1221
13 312,213 316,213 0,0391 0,0241
14 47,899 69,899 0,0060 0,0053
15 61,192 67,778 0,0077 0,0052
16 39,364 34,778 0,0049 0,0026
17 123,728 251,163 0,0155 0,0191
18 61,728 125,506 0,0077 0,0096
19 70,506 140,042 0,0088 0,0107
20 80,556 139,87 0,0101 0,0107
21 0 92,849 0,0000 0,0071
22 236,192 159,778 0,0296 0,0122

26000
24000

22000 \"J\/ M/\\,\

20000

18000
16000

Intensidade

14000
12000

10000
0 1 2 3 4 5

Distancia (cm)

Controlo Fucus Fucus

Figura 118 - Perfil das Bandas do controlo de Fucus e do Fucus, nas células Caco-2.

Tabela 20 — Areas obtidas para o controlo de Aramé (CA) e Aramé (A) e as respetivas areas
normalizadas, nas células Caco-2.

Bandas CA A C'A.‘ A.
normalizado normalizado
1 38,243 170,899 0,0043 0,0026
2 225,991 129,042 0,0253 0,0020
3 276,213 611,527 0,0309 0,0093
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Figura 119 - Perfil das Bandas do controlo de Aramé e de Aramé, nas células Caco-2.
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126,92
0
106,506
107,778

2

0,0215
0,0069
0,0345
0,0135
0,0212
0,0225
0,0382
0,0449
0,2478
0,0331
0,0000
0,1149
0,0562
0,1417
0,0091
0,0106
0,0113
0,0082
0,0062
0,0185
0,0192
0,0161
0,0213
0,0222

3

Distancia (cm)

Controlo Aramé

Aramé

0,9052
0,0024
0,0010
0,0036
0,0010
0,0031
0,0010
0,0052
0,0053
0,0271
0,0007
0,0073
0,0038
0,0061
0,0017
0,0013
0,0009
0,0010
0,0010
0,0019
0,0019
0,0000
0,0016
0,0016
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Tabela 21 - Areas obtidas para o controlo de Nori (CN) e Nori (N) e as respetivas areas
normalizadas, nas células Caco-2.

Bandas

1

© 0N OB~ WN
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20000
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14000
12000
10000

8000

Intensidade

Figura 120 - Perfil das Bandas do controlo de Nori e de Nori, nas células Caco-2.

CN

40,657
192,87
190,385
601,619
1241,527
197,092
199,021
383,577
414,627
2251,376
342,799
1015,891
564,213
1251,376
125,385
103,263
88,485
81,142
45,778
149,799
173,213
107,092
187,213
205,485

N CN
normalizado

187,8990 0,0040
356,991 0,0190
351,092 0,0187
515,083 0,0593
933,355 0,1223
128,021 0,0194
33,192 0,0196
0 0,0378
312,042 0,0408
1643,962 0,2217
259,971 0,0338
785,648 0,1000
563,627 0,0556
1084,548 0,1232
20,364 0,0123
68,021 0,0102
83,607 0,0087
35,778 0,0080
51,899 0,0045
106,556 0,0148
111,799 0,0171
176,213 0,0105
0 0,0184
14,828 0,0202

N
normalizado

0,0240
0,0456
0,0449
0,0658
0,1193
0,0164
0,0042
0,0000
0,0399
0,2101
0,0332
0,1004
0,0720
0,1386
0,0026
0,0087
0,0107
0,0046
0,0066
0,0136
0,0143
0,0225
0,0000
0,0019

2

3

Distancia (cm)

Controlo Nori

Nori
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Tabela 22 - Resultados obtidos para as proteinas das células Caco-2 em contacto com os
extratos de Aramé, Nori e Fucus.

Distancia Rf MW
(cm) (kDa)
1,199 0,247 186,62
Aramé 2,717 0,559 80,68
3,329 0,685 57,53
3,574 0,735 50,25
1,208 0,248 185,78
2,024 0,416 118,36
NoTi 2,179 0,448 108,64
3,558 0,731 50,71
3,705 0,762 46,76
3,786 0,778 44,69
1,175 0,242 189,16
Fucus 1,559 0,32 153,04
1,844 0,379 130,7
2,195 0,451 107,67
3.5.2. HepG2
30000
25000
20000
[}
©
S
% 15000
9
~ 10000
5000
0
0 1 2 3 4 5

Distancia (cm)

Figura 121 - Perfil das bandas presentes no Marcador do gel de SDS-PAGE obtido com as
proteinas extraidas das células HepG2.
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Figura 122 - Curva de calibracdo do marcador de proteinas do gel obtido a partir das células
HepG2.

Tabela 23 - Areas obtidas para o controlo de Fucus (CF) e Fucus (F) e as respetivas areas
normalizadas, nas células HepG2.

Bandas CF cF F
normalizado normalizado
1 157,971 203,042 0,0177 0,0740
2 140,092 57,021 0,0157 0,0208
3 202,991 0 0,0228 0,0000
4 226,163 68,485 0,0254 0,0250
5 263,284 33,95 0,0296 0,0124
6 224,678 0 0,0252 0,0000
7 87,314 36,364 0,0098 0,0133
8 27,364 2,414 0,0031 0,0009
9 322,477 12,536 0,0362 0,0046
10 310,213 26,192 0,0348 0,0095
11 2291,054 739,134 0,2573 0,2694
12 284,971 0 0,0320 0,0000
13 318,556 200,385 0,0358 0,0730
14 331,092 106,263 0,0372 0,0387
15 519,627 309,355 0,0584 0,1128
16 284,092 81,607 0,0319 0,0297
17 128,849 106,435 0,0145 0,0388
18 1594,217 70,314 0,1791 0,0256
19 1188,678 690,113 0,1335 0,2515
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Figura 123 - Perfil das Bandas do controlo de Fucus e do Fucus, nas células HepG2.

2 3

Distancia (cm)

Controlo Fucus Fucus

Tabela 24 - Areas obtidas para o controlo de Aramé (CA) e Aramé (A) e as respetivas areas

Bandas

© 0N O~ WN B

N NRNNNRRRRRRRRRR
A WNRPOOWOOWNOOUNMAOWNDNLERERO

normalizadas, nas células HepG2.

CA

221,284
0
262,698
126,799
278,506
125,728
19,657
100,971
147,021
85,435
315,113
261,092
686,548
39,485
132,971
319,263
283,213
132,263
106,142
214,799
70,607
40,778
431,577
131,971

A

43,192
56,728
152,092
157,092
129,435
63,192
14,828
58,849
91,899
40,607
211,163
242,092
513,77
33,364
102,556
369,385
286,092
109,142
153,556
281,506
53,778
58,899
353,749
161,971

CA
normalizado

0,0386
0,0000
0,0458
0,0221
0,0486
0,0219
0,0034
0,0176
0,0256
0,0149
0,0550
0,0456
0,1198
0,0069
0,0232
0,0557
0,0494
0,0231
0,0185
0,0375
0,0123
0,0071
0,0753
0,0230

A
normalizado

0,0091
0,0119
0,0320
0,0331
0,0272
0,0133
0,0031
0,0124
0,0193
0,0085
0,0444
0,0509
0,1081
0,0070
0,0216
0,0777
0,0602
0,0230
0,0323
0,0592
0,0113
0,0124
0,0744
0,0341
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Figura 124 - Perfil das Bandas do controlo de Aramé e de Aramé, nas células HepG2.

Tabela 25 - Areas obtidas para o controlo de Nori (CN) e Nori (N) e as respetivas areas
normalizadas, nas células HepG2.

Bandas

© 00N O WwDN PP

PR R R R RERR R PR R
© o ~NoO UM WNRO

191,627 135,556
128,213 142,213

30,778

847,314 735,435

CN

189,87
262,698
116,385
290,213
121,728

17,364

91,971
147,021

75,435
287,698

332,92
623,719

39,485
126,263
302,556
278,385
127,263
105,142
268,627

0

N

77,6780
94,506
69,021

201,506

154,849

0
94,142
68,728
54,142

134,678

334,042

631,305
41,899
47,899

429,263

279,385

156,971

124,556
273,92

0,0334
0,0224
0,0054
0,1478

2 3

Distancia (cm)

Controlo Aramé Aramé

CN
normalizado

0,0333
0,0461
0,0204
0,0509
0,0214
0,0030
0,0161
0,0258
0,0132
0,0505
0,0584
0,1095
0,0069
0,0222
0,0531
0,0489
0,0223
0,0185
0,0472

0,0285
0,0299
0,0000
0,1548

0000 M'\\,\/M“\/‘N

N
normalizado

0,0161
0,0195
0,0143
0,0416
0,0320
0,0000
0,0195
0,0142
0,0112
0,0278
0,0690
0,1305
0,0087
0,0099
0,0887
0,0577
0,0324
0,0257
0,0566
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Figura 125 - Perfil das Bandas do controlo de Nori e de Nori, nas células HepG2.

214,87
425,577
104,142
177,213
122,506
847,314

[T

-—

256,749
360,163
124,263
170,92
104,556
553,435

Controlo Nori

0,0377
0,0747
0,0183
0,0311
0,0215
0,1487

2 3

Distancia (cm)

Nori

0,0531
0,0744
0,0257
0,0353
0,0216
0,1144

Tabela 26 - Resultados obtidos para as proteinas das células Hep-G2 em contacto com os
extratos de Aramé, Nori e Fucus.

Aramé

Nori

Fucus

Distancia

(cm)
0,265
0,523
2,075
3,393
0,773
1,644
2,939
0,341
1,045
1,734
3,014
3,022
3,809

Rf

0,057
0,113
0,448
0,733
0,167
0,355
0,635
0,074
0,226
0,375
0,651
0,653
0,823

MW (kDa)

184,23
163,18

78,52
42,2

145,05

96,23
52,27

177,77
127,57

92,19
50,44
50,26
34,68
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3.6. Western Blotting

3.6.1. Caco-2

Tabela 27 - Areas obtidas para o controlo de Fucus (CF), Fucus (F), controlo de Nori e Aramé
(CN,A), Aramé (A) e Nori (N) e as respetivas areas normalizadas, para a proteina NPC1L1, nas
células Caco-2.

Areas

Areas
normalizadas

156
154
152
150

148

Intensidade

146

144

142

A
6228
1850
1665
0,639
0,190
0,171

0,2

N

O O O o o o

CN,A F

8182

7562
0,520
0,000
0,480

oo oooolZ

0,6 0,8

Distancia (cm)

Controlo de Fucus

Fucus

CF
5266
0
6045
0,466
0,000
0,534

1,2

Figura 126 - Perfil das Bandas da NPC1L1 do controlo de Fucus e Fucus, nas células Caco-2.
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Figura 127 - Perfil das Bandas da NPC1L1 de Aramé, nas células Caco-2.
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Tabela 28 - Areas obtidas para o controlo de Fucus (CF), Fucus (F), controlo de Nori e Aramé
(CN,A), Aramé (A) e Nori (N) e as respetivas areas normalizadas, para a proteina ABCG5, nas
células Caco-2.

Areas

Areas

normalizadas

156
154
152
150
148
146

Intensidade

144
142
140

0,1

CF
17932
18715

2725
0,455
0,475
0,069

0,2

F
7739
4896
1293
0,556
0,351
0,093

0,3

CN,A
22688
27789
5750
0,404
0,494
0,102

0,4 0,5

Distancia (cm)

Controlo de Fucus

Fucus

A
3886
86574
3279
0,041
0,924
0,035

0,6

N
2322
24484
3318
0,077
0,813
0,110

0,7

0,8

Figura 128 - Perfil das Bandas da ABCG5 do controlo de Fucus e Fucus, nas células Caco-2.
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Figura 129 - Perfil das Bandas da ABCG5 do controlo de Nori e Aramé, Nori e Aramé, nas
células Caco-2.

3.6.2. HepG2
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Tabela 29 - Areas obtidas para o controlo de Fucus (CF), Fucus (F), controlo de Nori e Aramé
(CN,A), Aramé (A) e Nori (N) e as respetivas areas normalizadas, para a proteina NPC1L1, nas

135
130
125
120
115
110

Intensidade

105
100
95

90

Areas

Areas
normalizadas

CN,A
4397
32972
0,118
0,882

células HepG2.

CF
8713
8842
0,496
0,504

12371
4637

0,727
0,273

A N
16251 2509
24379 39828
0,400 0,059
0,600 0,941

0,4 0,6

Distancia (cm)

0,8

Figura 130 - Perfil das Bandas da NPC1L1 do controlo de Fucus e Fucus, nas células HepG2.
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115

110
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100

4

0,2

0,4 0,6

Distancia (cm)

N
\

0,8

172

170

168

166

164

162

160

158

Intensidade

Figura 131 - Perfil das Bandas da NPC1L1 do controlo de Nori e Aramé, Nori e Aramé, nas

células HepG2.
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Tabela 30 - Areas obtidas para o controlo de Fucus (CF), Fucus (F), controlo de Nori e Aramé
(CN,A), Aramé (A) e Nori (N) e as respetivas areas normalizadas, para a proteina ABCG5, nas
células HepG2.

normalizadas

140

138

136

134

132

Intensidade

130

128

126

Areas

Areas

0,2

CN,A
0,306
7,614
23,68
0,848
0,009
0,235
0,730
0,026

0,4

A
0,211
5,041

18,597
0,98
0,008
0,203
0,749
0,039

0,6

N
12,819
4,764
2,843
0,862
0,602
0,224
0,134
0,040

0,8 1

Distancia (cm)

Controlo Fucus

Fucus

CF
0,953
6,075

14,826
0,487
0,043
0,272
0,664
0,022

1,2

0

0
1,904
1,328

0,589
0,411

1,4

1,6

Figura 132 - Perfil das Bandas da ABCG5 do controlo de Fucus e Fucus, nas células HepG2.
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Figura 133 - Perfil das Bandas da ABCG5 do controlo de Nori e Aramé, Nori e Aramé, nas
células HepG2.
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