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Resumo 

Os produtos naturais, principalmente compostos derivados de algas, apresentam atividades 

biológicas relevantes, podem ser auxiliares na prevenção de várias doenças, como diabetes, cancro 

e doenças cardiovasculares (CVDs) e explorados sobre o seu potencial de aplicação para tratamen-

tos. Neste trabalho estudaram-se extratos aquosos das algas Eisenia bicyclis (Aramé), Porphyra te-

nera (Nori) e Fucus vesiculosus (Fucus), na prevenção da hipercolesterolemia, principal fator de risco 

associado às CVDs. Para tal, avaliou-se o conteúdo em fenóis pelo método Folin-Ciocalteu, polissa-

cáridos pelo método fenol-ácido sulfúrico, proteínas utilizando o 2-D Quant Kit, atividade antioxidante 

pelo método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), inibição das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e 3-

-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A redutase (HMGR), segurança in vitro com linhas celulares huma-

nas do fígado e intestino e redução da permeação do colesterol utilizando um modelo celular que 

simula a barreira gastrointestinal. Nenhum dos extratos demonstrou ter citotoxicidade nas linhas ce-

lulares testadas. Dos extratos analisados, a Aramé demonstrou ter os melhores resultados em fenóis 

(0,1521 ± 0,0035 mg equivalentes floroglucinol/mL extrato), atividade antioxidante (65 ± 3 %), inibição 

da HMGR (79 ± 7 %) e redução da permeação do colesterol (32 ± 2 %). Por conseguinte, a Aramé 

foi encapsulada em nanopartículas (NPs) de albumina de soro bovino (BSA) para melhorar as suas 

propriedades e facilitar a sua administração e absorção. As NPs Aramé apresentaram um tamanho 

inferior a 300 nm, índice de polidispersão abaixo de 0,6 e carga superficial negativa. Da análise por 

microscopia eletrónica de varrimento inferiu-se que as NPs vazias e NPs Aramé apresentaram forma 

esférica. As NPs Aramé promoveram o aumento da redução da permeação de colesterol (51 ± 3 %) 

e maior inibição da AChE (66 ± 7 %) e HMGR (87 ± 4 %) relativamente ao extrato livre. No ensaio in 

vivo com ratos Wistar em que se administrou durante 4 semanas Aramé, Aramé com ezetimiba e 

NPs Aramé obteve-se um menor valor de colesterol para a Aramé (64 ± 2 % mg/dL), Aramé com 

ezetimiba (68 ± 2 % mg/dL) e NPs Aramé (72 ± 2 % mg/dL) relativamente ao controlo e a adminis-

tração destes demonstrou ser segura, visto não se verificarem alterações histológicas a nível dos 

órgãos dos ratos. A administração de Aramé, NPs Aramé e Aramé com ezetimiba revelou alterações 

metabólicas no soro dos ratos relativamente aos ratos controlo, nomeadamente em metabolitos as-

sociados à diminuição do colesterol total e LDL-C e aumento do HDL-C, revelando o efeito da Aramé 

e NPs Aramé sobre a redução do colesterol. Concluiu-se assim que a alga Aramé demonstrou capa-

cidade de redução do risco de CVDs, sendo este efeito mais evidente após encapsulação em NPs 

de BSA.  

 

Palavras chave: Eisenia bicyclis (Aramé), Porphyra tenera (Nori), Fucus vesiculosus (Fucus), NPs 

de BSA, encapsulação de extrato, colesterol, CVDs. 
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Abstract 

Natural products, mainly algae-derived compounds, exhibit relevant biological activities, can 

be considered an effective alternative in the prevention of various diseases such as diabetes, cancer, 

and cardiovascular diseases (CVDs), and are explore for their potential application in treatments. In 

this work, we studied Eisenia bicyclis (Arame), Porphyra tenera (Nori) and Fucus vesiculosus (Fucus) 

algae extracts to prevent hypercholesterolemia, the main risk factor associated with CVDs. To this 

aim, the extracts were evaluated for phenolic content by the Folin-Ciocalteu method, polysaccharides 

by the phenol-sulfuric acid method, proteins using the 2-D Quant Kit, antioxidant activity by the reduc-

tion of radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method, inhibition of enzymes, such as acetyl-

cholinesterase (AChE), and 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase (HMGR), in vitro 

safety using human liver and intestinal cells, and cholesterol reduction permeation using a cell line 

model that simulates the intestinal lining barrier. None of the extracts were shown to have cytotoxicity 

in the cell lines tested. Of the analyzed extracts, Arame was shown to have the best results in phenol 

content (0,1521 ± 0,0035 mg phloroglucinol equivalents/mL extract), antioxidant activity (65 ± 3 %), 

HMGR inhibition (79 ± 7 %), and cholesterol permeation reduction (32 ± 2 %). Therefore, Arame was 

selected for encapsulation into bovine serum albumin (BSA) nanoparticles (NPs) to improve its prop-

erties and to facilitate administration and absorption. The Arame NPs showed a size below 300 nm, 

polydispersity index inferior to 0,6 and a negative surface charge. Through scanning electron micros-

copy analysis, it was inferred that empty NPs and Arame NPs showed a spherical shape. Arame NPs 

promoted an increased reduction of cholesterol permeation (51 ± 3 %) and a higher inhibition of AChE 

(66 ± 7 %) and HMGR (87 ± 4 %) when compared to the free extract. In the in vivo assay with Wistar 

rats Arame, Arame with ezetimibe, and Arame NPs were administered for 4 weeks, a lower choles-

terol value was obtained for Arame (64 ± 2 % mg/dL), Arame with ezetimibe (68 ± 2 % mg/dL) and 

Arame NPs (72 ± 2 % mg/dL), compared with the control, and the administration of these proved to 

be safe, since there were no histological changes at the organs of the rats. The administration of 

Arame, Arame NPs, and Arame with ezetimibe, revealed metabolic changes in the serum of the rats 

relatively to the control rats, namely in metabolites associated with a decrease in total cholesterol and 

LDL-C, and increase in HDL-C, which evidenced the effect of Arame and Arame NPs on cholesterol 

lowering. It was therefore concluded that the Arame alga, demonstrated the capacity to reduce the 

risk of CVDs, with this effect being more evident after BSA NPs encapsulation. 

 

Keywords: Eisenia bicyclis (Arame), Porphyra tenera (Nori), Fucus vesiculosus (Fucus), BSA NPs, 

extract encapsulation, cholesterol, CVDs. 
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1. Introdução 

1.1. Doenças Cardiovasculares 

A esperança média de vida está a aumentar a nível mundial e a mudança demográfica é cada 

vez mais visível [1], isto é, prevê-se, que até 2050, o número de indivíduos com mais de 80 anos 

quadruplicará [2]. Este aumento da esperança média de vida vem com desafios significativos no que 

respeita à manutenção do estado de saúde da população, como forma de mantê-la livre de doenças  

e no que respeita ao envelhecimento ativo, ou seja, na procura pelo bem-estar físico, social e mental 

da população em envelhecimento, bem como a sua participação ativa na sociedade [2,3]. 

A idade desempenha um papel vital na deterioração da funcionalidade cardiovascular, resul-

tando num aumento do risco de doenças cardiovasculares (CVDs) nos adultos mais velhos (≥50 anos 

de idade). As CVDs são um grupo de distúrbios do coração e dos vasos sanguíneos, vulgarmente 

referidas como doenças cardíacas e acidentes vasculares cerebrais [4]. Estas doenças encontram- 

-se relacionadas com o aumento da concentração plasmática de lipoproteínas e lípidos, como os 

triglicéridos e o colesterol [5]. Estudos apontam que a prevalência das CVDs aumenta com a idade, 

tanto em homens como em mulheres [6]. E, embora as mulheres tenham geralmente uma incidência 

de CVDs inferior à dos homens, evidências clínicas demonstraram que as mulheres têm uma taxa 

de mortalidade mais elevada e um prognóstico mais reservado após um evento cardiovascular agudo 

[7].   

A incidência e prevalência de CVDs nos jovens adultos (18-45 anos) também demonstra ser 

um motivo de preocupação crescente, pois tem vindo a aumentar nas últimas décadas, em especial 

no mundo ocidental. Acredita-se que tal é devido à adoção de fatores de risco cada vez mais preju-

diciais para a saúde, incluindo a inatividade física, dieta pobre e/ou pouco saudável e, consequente-

mente, a obesidade [8]. 

A hipercolesterolemia é um dos principais fatores de risco associado às CVDs [9,10] e, se-

gundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), esta é a principal causa de mortalidade, quer nos 

países industrializados quer nos países em desenvolvimento. Em 2019, cerca de 17,6 milhões de 

pessoas morreram de CVDs (Figura 1), representando 32 % de todas as mortes registadas no 

mundo. Cerca de 85 % destas mortes deveram-se a ataques cardíacos e a acidentes vasculares 

cerebrais [11] (Figura 2). No que diz respeito a Portugal, as CVDs contribuíram em 28 % das mortes 

em 2020 [12]. 
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 Figura 1 - Número anual de mortes devido a CVDs, por 100000 pessoas, extraído e adaptado de Our World in 

Data [13]. 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Principais causas de morte em todo o mundo, em milhões de pessoas, extraído e adaptado de OMS [14]. 

1.2. O Papel do Colesterol 

A hipercolesterolemia é um grupo de perturbações metabólicas do colesterol sendo caracte-

rizada pelo elevado nível de colesterol plasmático [5].  

Em contraste com outros lípidos caracterizados por longas cadeias alifáticas, o colesterol é 

um álcool insaturado da família dos esteróides, uma molécula policíclica de 27 carbonos, composta 

por 4 anéis fundidos numa conformação planar. Contém uma dupla ligação (C5-C6), uma substitui-

ção β-hidroxilo (C3) e uma simples cauda alifática de oito carbonos (Figura 3) [15,16]. 
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Figura 3 - Estrutura química do colesterol, extraído de Yuan et al. [17]. 

 

O colesterol é também uma molécula anfipática, no qual o carbono 3 está ligado a um grupo 

hidroxilo, sendo este polar. No entanto, a restante molécula é não polar e hidrofóbica, como tal circula 

na corrente sanguínea associado em lipoproteínas [18]. As lipoproteínas são complexos de molécu-

las lipídicas e proteicas, designadas de apolipoproteínas, cuja função primária é o transporte, entre 

células alvo em muitos órgãos, e fornecimento de lípidos, como ácidos gordos, triglicéridos e coles-

terol, também encontrado sobre a forma de ésteres de colesterol, entre células alvo em muitos órgãos 

(Figura 4). As lipoproteínas diferem na percentagem de lípidos transportados e nas apolipoproteínas 

constituintes, transportando os lípidos para os locais apropriados onde ocorrerá o seu metabolismo 

através de interações com enzimas e recetores nas membranas celulares [18,19].  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Estrutura geral de uma lipoproteína, extraído e adaptado de Moini [19]. 

 

O colesterol desempenha um papel fundamental em muitos processos bioquímicos e biofísi-

cos do organismo humano [17], sendo exemplo a sua contribuição para a manutenção da organiza-

ção e estrutura das membranas celulares, promovendo a fluidez [20,21], mas também se associa de 

forma ordenada em locais específicos, nomeadamente, em jangadas de lípidos [22]. Esta distribuição 

e organização do colesterol nas membranas pode estar associada a funções celulares e influencia 

também a capacidade de algumas pequenas moléculas se difundirem através da membrana, o que 

acaba por alterar o ambiente interno da célula [23]. O colesterol também é o precursor de várias 

hormonas esteróides, ácidos biliares e vitamina D [24] e contribui para a manutenção das funções 

fisiológicas do cérebro [25]. 
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Apesar da sua importância para inúmeras funções fisiológicas, ao nível periférico, o colesterol, 

quando em excesso, é um fator de risco no que respeita às perturbações metabólicas e cardiovas-

culares, enquanto que ao nível do sistema nervoso central, a sua deficiência parece estar envolvida 

em várias doenças neurodegenerativas, tais como a doença de Alzheimer (AD) e o transtorno de-

pressivo [25]. 

O metabolismo do colesterol está intimamente relacionado com o balanço entre a absorção 

do colesterol exógeno obtido pela dieta e a sua síntese endógena [17]. A sua homeostase depende 

de um equilíbrio complexo derivado da sua ingestão, absorção, síntese e excreção, mediada pelas 

lipoproteínas que o transportam e por proteínas mediadoras nas membranas celulares [5,25]. 

1.2.1. Metabolismo do Colesterol 

O influxo de colesterol exógeno no organismo deve-se principalmente à ingestão de colesterol 

através da dieta. O colesterol exógeno é conjugado e solubilizado pelos ácidos biliares, absorvido 

pelo lado apical dos enterócitos, células epiteliais do intestino delgado [26], internalizado em partícu-

las denominadas de quilomícrons e atinge a circulação sanguínea sistémica através da linfa. Durante 

este processo, os triglicéridos presentes nos quilomícrons são hidrolisados através de uma reação 

catalisada pela lipoproteína lípase (LPL), fornecendo ácidos gordos livres ao tecido muscular e adi-

poso. Os remanescentes de quilomícrons são internalizados no fígado, por endocitose mediada pelo 

recetor Low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) (Figura 5) [25,27]. O colesterol exó-

geno é encaminhado aos restantes tecidos em lipoproteínas de densidade muito baixa (partículas 

VLDL).  

A biossíntese do colesterol endógeno começa no fígado com a formação das partículas VLDL. 

Os triglicéridos e os ésteres de colesterol associados a apolipoproteínas em partículas VLDL, são 

hidrolisados devido à ação da LPL, fornecendo ácidos gordos livres ao tecido muscular e adiposo, 

para serem depositados/armazenados e posteriormente usados como fonte de energia por oxidação 

no catabolismo celular. Consequentemente, numa primeira fase, as partículas VLDL são convertidas 

em partículas IDL (lipoproteína de densidade intermédia), de menor tamanho. De seguida, estas 

últimas são convertidas em partículas LDL (lipoproteína de densidade baixa), capazes de fornecer o 

colesterol necessário aos restantes tecidos periféricos (Figura 5) [28,29].  

O excesso de colesterol nos tecidos é removido por uma via conhecida como transporte re-

verso do colesterol (RCT) que transporta o colesterol, ésteres de colesterol e fosfolípidos dos tecidos 

periféricos (extra-hepáticos) para o fígado [25,30]. O processo de RCT começa com a transferência 

de colesterol livre dos tecidos periféricos para as partículas HDL (lipoproteína de densidade elevada). 

De seguida, o colesterol é entregue ao fígado por uma via direta ou indireta para ser excretado. Na 

via direta, as partículas HDL ligam-se com elevada afinidade ao scavenger receptor classe B tipo 1 

(SR-B1) no fígado e transferem o colesterol. Pela via indireta, as partículas de HDL são convertidas 

em partículas VLDL e LDL (Figura 5). Finalmente a última fase do RCT é a excreção do colesterol 
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hepático, que livre ou conjugado com ácidos biliares é secretado na bílis e eliminado através das 

fezes [30].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Via endógena e exógena do metabolismo lipídico. Apo: apolipoproteína, extraído e adaptado de Karam et al. 

[31,32].  

O fígado é o principal local para a manutenção da homeostase do colesterol, sendo que aqui 

também ocorre a biossíntese do colesterol endógeno com a participação de várias enzimas. A via 

biossintética começa com a condensação de três unidades de acetil-Coenzima A (acetil-CoA) para 

formar a 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) (Figura 6). Posteriormente, ocorre a redu-

ção da HMG-CoA, mediada pelo fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina (NADPH) e pela 

enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR), para gerar o mevalonato. Esta é a etapa prin-

cipal desta via biossintética e, consequentemente, a HMGR é um dos alvos terapêuticos da hiperco-

lesterolemia. De seguida, o mevalonato é convertido em dois isoprenóides ativados, o isopentenil-    

-pirofosfato e o dimetilalil-pirofosfato e ocorre a polimerização de seis unidades de isoprenóides em 

esqualeno. O esqualeno linear sofre uma série de reações de oxigenação e ciclização para formar o 
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lanosterol e, finalmente, o lanosterol é convertido em colesterol por desmetilações oxidativas sequen-

ciais, isomerizações e reduções de dupla ligação catalisadas por diversas enzimas [15]. Posterior-

mente, a enzima acil-CoA colesterol aciltransferase 2 (ACAT2) esterifica o colesterol em ésteres de 

colesterol [17], sendo este transportado aos tecidos periféricos em partículas VLDL. A elevada con-

centração na corrente sanguínea de colesterol total, colesterol associado à lipoproteína LDL (LDL-   

-C) ou triglicéridos e a baixa concentração de colesterol associado à lipoproteína HDL (HDL-C) são 

considerados biomarcadores de risco de CVDs [2].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Biossíntese do Colesterol, extraído e adaptado de Cortes et al. [15]. 

1.2.2. Proteínas Mediadoras da Circulação Entero-hepática do Colesterol 

No lúmen intestinal, o colesterol livre exógeno proveniente da dieta é conjugado e solubilizado 

pelos ácidos biliares e fosfolípidos, dando origem a micelas (Figura 7). A proteína Niemann-Pick C1-

-Like 1 (NPC1L1) está envolvida na absorção do colesterol livre destas micelas, na superfície apical 

do enterócito. O colesterol livre entra na circulação após ser esterificado pela enzima acil-CoA coles-

terol aciltransferase 2 (ACAT2) em ésteres de colesterol, que são internalizados em pré-quilomícrons 

no retículo endoplasmático pela proteína microssomal de transferência (MTP). No sentido oposto, o 

colesterol livre presente no enterócito, pode ser também excretado para o lúmen intestinal pela ação 
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de outras proteínas transportadoras, as ATP-binding cassettes ABCG5/G8, sendo eliminado nas fe-

zes. 

Tal como referido anteriormente, os quilomícrons circulantes transferem a sua carga (coles-

terol livre e ésteres de colesterol) para o fígado. Também no hepatócito, o colesterol livre pode ser 

secretado pelos transportadores ABCG5/G8 ou internalizado pela NPC1L1 repetindo-se o processo 

de circulação do colesterol já referido (Figura 7). Assim, tanto no enterócito como no hepatócito, o 

efluxo de colesterol pelos transportadores ABCG5/G8 é oposto ao influxo de colesterol pela proteína 

NPC1L1 [33–35]. 

 

Figura 7 - Papel da proteínas transportadoras do colesterol NPC1L1 e ABCG5/G8 na circulação entero-hepática do coles-

terol. FC: colesterol livre; BA: ácidos biliares; PL: fosfolípidos; CE: ésteres de colesterol; LDLR: recetor da LDL; SR-B1: 

scavenger receptor classe B tipo 1, extraído e adaptado de Ko et al.  [34,35]. 

1.2.3. Terapêutica na Redução do Nível de Colesterol 

O incentivo à mudança de estilo de vida em conjunto com terapias medicamentosas são as 

estratégias mais eficazes na diminuição dos níveis de colesterol plasmático e, consequentemente, 

na redução do risco de CVDs. Os principais fármacos utilizados na redução dos níveis de colesterol 

plasmático são as estatinas e a ezetimiba [30,32]. 

As estatinas são o tratamento de escolha para a hipercolesterolemia, atuando por ligação ao 

centro ativo e inibindo a HMGR na biossíntese do colesterol no fígado [32, 33]. As estatinas podem 
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aumentar os níveis de HDL-C em 5-10%. Como tal, pode-se dizer que as estatinas promovem um 

RCT mais eficiente [30,38]. No entanto, as estatinas demonstraram ter efeitos secundários associa-

dos, tais como reações musculares esqueléticas adversas, que vão desde dores musculares a danos 

nas células musculares e, eventualmente, podem até mesmo provocar rabdomiólise severa [39],      

diabetes [40] e a possível formação de cataratas [41]. Um exemplo de estatinas é a pravastatina [30]. 

Por sua vez, a ezetimiba atua inibindo a proteína NPC1L1, impedindo seletivamente a absor-

ção do colesterol da dieta  quer nos enterócitos, nas células intestinais, quer nos hepatócitos [37,42]. 

A monoterapia com recurso à ezetimiba é recomendada em casos de hipercolesterolemia primária, 

em doentes em que a terapia com estatinas está contraindicada ou que não tolerem a terapia com 

estatinas [43]. No entanto, também a ezetimiba apresenta alguns efeitos secundários associados, 

tais como hepatotoxicidade [44] e dores musculares [45]. 

A terapia combinada da ezetimiba e estatinas, uma para reduzir a absorção de colesterol 

proveniente da dieta e outra para inibir a sua síntese, respetivamente [37], tem vindo a demonstrar 

elevada eficácia terapêutica, uma vez que permite a obtenção de uma maior redução do nível de 

LDL-C e triglicéridos [30]. 

No entanto, ambos os fármacos apresentam efeitos adversos que poderão tornar esta opção 

muito limitante. É importante, então, encontrar terapias alternativas em monoterapia ou em combina-

ção que permitam reduzir o risco de CVDs. Tal facto pode ser conseguido com a integração de pro-

dutos naturais na alimentação ou de compostos seus derivados usados como suplementos alimen-

tares, sendo exemplo disso as algas [30]. Foi visto que a permeação do colesterol pode ser afetada 

devido à competição de compostos bioativos presentes nas algas para transportadores de membrana 

como a proteína NPC1L1, em que os compostos bioativos presentes nas algas podem ligar-se ao 

transportador NPC1L1, impossibilitando a ligação do colesterol e a sua absorção pelos enterócitos 

[46]. 

1.3. Algas Marinhas 

Vários produtos naturais, principalmente de origem vegetal e derivados de algas, têm sido 

referenciados por apresentarem potencial para o tratamento de várias doenças [47] tais como de-

pressão [48], vitiligo [49], diabetes [50], CVDs [51], cancro [52–54] e foram reportadas por apresen-

tarem atividades antioxidante e anti-inflamatória [55], frequentemente associadas à proteção contra 

várias patologias. 

A procura por algas, seja para consumo humano ou para processamento de produtos comer-

ciais, atingiu uma produção mundial de 15,8 milhões de toneladas em 2010, mas tem aumentado 

nos últimos anos [56]. 

As algas marinhas, também conhecidas como macroalgas, começaram por ser tradicional-

mente consumidas como alimento em regiões do sudeste asiático, como a China, Japão e Coreia do 



Preparação e Caracterização de Decocções de Algas Marinhas Comestíveis Encapsuladas em Nano-
partículas para a Redução do Risco de Doenças Cardiovasculares 

  

Sofia Isabel Brites Pinto 9 

 

Sul [57], e tornaram-se recentemente um dos alimentos mais populares em algumas das dietas oci-

dentais devido aos enunciados efeitos benéficos sobre a saúde, no aumento da esperança média de 

vida e prevenção de CVDs [58]. 

As algas marinhas são um extenso grupo de organismos autotróficos de estrutura simples 

com pouca ou nenhuma diferenciação celular e tecidos complexos, portanto são talófitos [57]. Estão 

distribuídas globalmente e podem ser encontradas em todas as zonas climáticas, desde as águas 

tropicais quentes até às regiões polares geladas. Atualmente, são conhecidas mais de 10000 espé-

cies diferentes de algas marinhas [59]. 

As algas marinhas são classificadas taxonomicamente em três grupos, algas castanhas (filo 

Ochrophyta, classe Phaeophyceae), algas vermelhas (filo Rhodophyta) e algas verdes (filo Chlo-

rophyta) (Figura 8) [59].  

As cores destas estão associadas a pigmentos, como a fucoxantina para as algas castanhas, 

ficobilinas para as algas vermelhas e clorofila para as algas verdes [60]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Classificação taxonómica das algas marinhas com base na sua pigmentação, extraído e adaptado de Collins et 

al. [59]. 

As algas castanhas, também denominadas de kelps, variam do amarelo ao castanho escuro 

e estão divididas em dois subgrupos, Laminariales como a Laminaria hyperborea, Laminaria ochro-

leuca e Eisenia bicyclis (Aramé), que podem ter vários metros de altura e formar extensas florestas 

submarinas na costa Ocidental da Cantábria e na costa Atlântica da Península Ibérica. O outro sub-

grupo é denominado por Fucales como o Fucus vesiculosus, Fucus serratus, Himanthalia elongata 

e Ascophyllum nodosum, algas que formam faixas muito características no litoral [56] [59]. As algas 

vermelhas são as mais primitivas, tendo como espécies a Porphyra/ Pyropia spp. (Nori), Corallina 

officinalis, Tenarea tortuosa e Asparagopsis armata [56]. As algas verdes apresentam uma pigmen-

tação que varia do amarelo-esverdeado ao verde-escuro. A Ulva lactuca, também conhecida como 

alface do mar, é uma das mais conhecidas [56]. 
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As algas marinhas estão consistentemente expostas tanto a pressões bióticas como abióticas 

nos seus ambientes marinhos naturais. Estas pressões exercem uma influência sobre a sua fisiolo-

gia, o que leva à produção de metabolitos, principalmente metabolitos secundários, nomeadamente 

compostos fenólicos, para que consigam sobreviver e prosperar. Atualmente, um número crescente 

de estudos têm demonstrado que alguns destes metabolitos podem atuar na saúde humana, como 

componentes bioativos, podendo ser potencialmente utilizados no desenvolvimento de novos ingre-

dientes funcionais e tratamentos médicos [59].  

Alguns dos metabolitos produzidos por algas marinhas demonstraram diversas propriedades 

terapêuticas, incluindo atividades antimicrobiana [61], antioxidante [62], anti-inflamatória [63], antidi-

abética [63], neuroprotetora [64], antiviral [65], fotoprotetora [66] e cardioprotetora em casos de hi-

poxia [67] (Figura 9). Também foi descrito que a ingestão de algas marinhas ou produtos derivados 

destas são uma possível estratégia na prevenção e tratamento de doenças, como osteoporose [68], 

doença renal crónica [69] e na prevenção de cancro [70].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Propriedades biológicas das algas marinhas já demonstradas em variados estudos, extraído e adaptado de 

Peñalver et al. [56]. 

1.3.1. Eisenia bicyclis (Aramé) 

A Eisenia bicyclis, também conhecida como Aramé [71] é uma alga castanha perene, que 

pertence ao filo Ochrophyta, classe Phaeophyceae, ordem Laminariales [59], família Laminariaceae 

e encontra-se distribuída ao longo da costa do médio Pacífico da Coreia e do Japão [72]. É uma alga 

comestível frequentemente utilizada como acompanhamento de vários alimentos, sendo muitas ve-

zes servida em pratos de peixe e marisco [73]. Foi demonstrada a presença de vários componentes 

bioativos na sua composição, tais como compostos fenólicos, nomeadamente, do grupo dos florota-

ninos, como os ecóis [74], polissacáridos, como a laminaria [75] e pigmentos carotenóides, como a 

fucoxantina [76].  

 



Preparação e Caracterização de Decocções de Algas Marinhas Comestíveis Encapsuladas em Nano-
partículas para a Redução do Risco de Doenças Cardiovasculares 

  

Sofia Isabel Brites Pinto 11 

 

1.3.2. Porphyra tenera (Nori) 

O género Porphyra, tradicionalmente conhecido como “Nori” no Japão, “Kim” na Coreia e 

“Zicai” na China, é um alimento popular devido ao seu conteúdo rico em proteínas, vitaminas, mine-

rais e fibras dietéticas. Pertence ao filo Rhodophyta, classe Rhodophyceae, ordem Bangiales e famí-

lia Bangiaceae [77] e existem cerca de 133 espécies deste em todo o mundo [78]. As espécies de 

Porphyra são comestíveis e de fácil processamento [79]. As espécies mais comuns são a Porphyra 

yezoensis, Porphyra tenera, e Porphyra haitanensis [77]. O género Porphyra tenera é rico em com-

postos fenólicos, como os aminoácidos do tipo micosporina (MAAs) [80], carotenóides, como a fuco-

xantina [81] e polissacáridos, como o porfirano [82,83] e também é uma fonte de fibras alimentares, 

ácidos gordos essenciais, vitaminas e minerais [81].  

1.3.3. Fucus vesiculosus 

O Fucus vesiculosus, tradicionalmente conhecido como “bladderwrack” [84] é uma alga mari-

nha castanha comestível, que pertence ao filo Ochrophyta, classe Phaeophyceae [85], ordem Fuca-

les [86] e família Fucaceae [87]. É amplamente disseminado e dominante nos fundos rochosos das 

zonas costeiras do Mar Báltico [88]. Esta alga tem como constituintes principais o iodo [84], pigmentos 

carotenóides, como a fucoxantina [89], fibras dietéticas e polissacáridos [84], como o fucoidano. Tam-

bém contém proteínas, minerais, vitaminas, ácidos gordos e compostos fenólicos do grupo dos flo-

rotaninos, nomeadamente, os fucofloroetóis [74] . 

1.4. Compostos e Atividades das Algas Marinhas  

A procura por novos compostos bioativos baseados em produtos naturais tem impulsionado 

o estudo e interesse relativamente às algas marinhas, nomeadamente, o estudo das propriedades 

benéficas associadas aos seus polissacáridos, compostos fenólicos e proteínas. 

1.4.1. Polissacáridos 

As algas castanhas apresentam diferentes polissacáridos na sua constituição, nomeada-

mente, a laminaria (Eisenia bicyclis) e fucoidano (Fucus vesiculosus). Por outro lado, as algas ver-

melhas apresentam como polissacáridos o porfirano (Porphyra tenera) [75]. 

A laminaria pertence à categoria de pequenos glucanos e é um polissacárido com 20-25 uni-

dades de β-(1→3)-glucano com ligações glicosídicas β-(1→6) (Figura 10) [30]. A laminaria presente 
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nas algas foi considerada associada a diferentes atividades, incluindo de anti-apoptose [90], antioxi-

dante [91], anticancerígena [92], anti-inflamatória [93] e de regulação da microbiota intestinal [94].   

 

Figura 10 - Estrutura da laminaria, extraído e adaptado de Ozanne et al. [95]. 

 

Os fucanos são polissacáridos sulfatados, sendo o mais estudado o fucoidano [96]. O fucoi-

dano pode apresentar dois tipos de estrutura, com ligações (1→3)-α-L-fucose ou com ligações alter-

nadas (1→3)-α-L-fucose e (1→4)-α-L-fucose, apresentando também grupos sulfato, geralmente 

substituídos nas posições C-2, C-3 e C-4 [97,98] (Figura 11). O fucoidano presente em algas foi 

descrito como apresentando diversas atividades, tais como antibacteriana [86], anticancerígena [99], 

antiviral [100] e antitrombótica [101]. O fucoidano demonstrou reduzir os níveis de colesterol total, 

triglicéridos e LDL-C e aumentar o nível de HDL-C [102]. 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Estrutura do fucoidano, extraído e adaptado de Ahmed et al. [103]. 

 

O porfirano tem uma estrutura genérica semelhante à da agarose, onde a unidade A pode ser 

formada por 3 ligações β-D-galactose alternadas por ligações 6-O-metil-β-D-galactose, enquanto que 

a unidade B pode apresentar 4 ligações α-L-galactose-6-sulfato ou 3,6-anidro α-L-galactose              

(Figura 12) [77,82,104]. O porfirano presente em algas tem sido usado como fibra alimentar e sido 

reportado como apresentando diversas atividades biológicas associadas, como atividades antican-

cerígena [105], antioxidante [104], antiviral [104] e anti-inflamatória [106]. 
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Figura 12 - Estrutura do porfirano, extraído e adaptado de Pierre et al. [107]. 

1.4.2. Compostos Fenólicos 

As algas castanhas apresentam diferentes compostos fenólicos na sua constituição, nomea-

damente, florotaninos, bromofenóis, flavonóides e terpenóides fenólicos. Por outro lado, as algas 

vermelhas apresentam como compostos fenólicos, os MAAs, bromofenóis, flavonóides e terpenóides 

fenólicos [108]. 

Os florotaninos são compostos polifenólicos frequentemente descritos nas algas castanhas, 

constituídos por unidades polimerizadas de floroglucinol (1,3,5-tri-hidroxibenzeno) (Figura 13) [109]. 

Os florotaninos são classificados em 6 grandes grupos, dependendo do tipo de ligação que existe 

entre as unidades de floroglucinol e grupos hidroxilo, em fucóis, floroetóis, fucofloroetóis, fualóis, 

carmalóis e ecóis. Alguns destes estão representados na Figura 14, como o ecol da Eisenia bicyclis 

e o fucol e fucofloroetol do Fucus vesiculosus [74,109]. 

Os florotaninos identificados na alga Fucus vesiculosus foram referidos como apresentando 

atividades antioxidante [110], anti-inflamatória [110], anticancerígena [111] e com capacidade de pre-

venção e ou tratamento de várias doenças, tais como diabetes [112] e obesidade [112]. Os florotani-

nos desta alga foram ainda descritos como potenciais inibidores de enzimas, como a acetilcolineste-

rase (AChE), associada a doenças neurodegenerativas, e a HMGR, associada à hipercolesterolemia 

e, adicionalmente capaz de reduzir a permeação intestinal do colesterol exógeno [46]. 

Os florotaninos identificados na alga Eisenia bicyclis apresentaram atividades anticancerí-

gena [113], antibacteriana [114], antiviral [115] e anti-inflamatória [76]. Estes compostos são referidos 

como potenciais agentes hepatoprotetores [116] e pelo facto de também poderem ser utilizados no 

tratamento de doenças, designadamente neurodegenerativas [72] e de hiperpigmentação, podendo 

ser assim utilizados na indústria cosmética [113]. 
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Figura 13 - Estrutura química do floroglucinol, extraído de Erpel et al. [109]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Estrutura química do ecol, fucofloroetol e fucol, extraído e adaptado de Junge et al. e Erpel et al. [72,109]. 

As algas vermelhas são referidas como apresentando uma baixa concentração de compostos 

fenólicos, quando comparadas com as algas castanhas, nomeadamente florotaninos [117]. No en-

tanto, as algas vermelhas, especialmente a espécie Porphyra, são referidas como apresentando uma 

elevada concentração e diversidade de MAAs [117–119]. Os MAAs são reportados como apresen-

tando atividades antioxidante [120] e anti-inflamatória [121], e como são osmoprotetores [122] e foto-

estáveis, são comercializados como protetores solares naturais para substituir ou complementar os 

protetores solares de base sintética existentes [123]. Os MAAs são ainda considerados com potencial 

terapêutico na redução de processos de envelhecimento da pele [121] e têm uma potencial aplicação 

na medicina regenerativa na reprogramação celular [124]. 

1.4.3. Proteínas 

As algas marinhas são consideradas como uma fonte viável de proteínas e, algumas espécies 

contêm níveis de proteína semelhantes aos das fontes proteicas tradicionais, tais como a carne, 

ovos, soja e leite [125,126]. O conteúdo proteico das algas castanhas é geralmente baixo (3-15 % do 

seu peso seco), mas nas algas vermelhas é bastante elevado (até 47% do seu peso seco) 
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[30,56,127]. A maioria das algas apresenta como proteínas maioritárias, as ficobiliproteínas e lecti-

nas. [30,56,128].  

As ficobiliproteínas presentes em algas são reportadas como apresentando atividades antio-

xidante [129], anticancerígena [130] e promissoras propriedades de anti-envelhecimento [129]. 

Quanto às lectinas estão associadas a atividades anti-inflamatória [131], antibacteriana [132], antiviral 

[133], anti-hiperglicémica [134], antioxidante [134] e anticancerígena [135].  

1.5. Compostos antioxidantes e atividade antioxidante 

Dos compostos bioativos descritos nas algas marinhas, uma grande maioria é descrita como 

sendo antioxidantes naturais que têm a capacidade de retardar ou até mesmo prevenir os danos 

oxidativos causados por espécies reativas [136]. 

As espécies reativas mais comuns são as espécies reativas de oxigénio (ROS) e as espécies 

reativas de azoto (RNS). Destas espécies reativas também fazem parte radicais livres que são áto-

mos ou moléculas instáveis devido à presença de eletrões desemparelhados [137]. Exemplos de 

espécies reativas são o radical hidroxilo (OH-), superóxido (O2
-), hidroperoxil (OOH-), peroxil (ROO-), 

peróxido de hidrogénio (H2O2), trióxido de diazoto (N2O3) e peroxinitrito (ONOO-) [137,138]. 

As espécies reativas são produzidas endogenamente a partir da atividade metabólica do 

corpo humano ou obtidas exogenamente por contacto com poluentes atmosféricos, radiação, ozono 

e químicos industriais [136]. A acumulação excessiva de ROS/RNS pode provocar a oxidação de 

componentes celulares, incluindo lípidos, proteínas e ácido desoxirribonucleico, levando a um com-

prometimento da função e, eventualmente, à morte celular [137]. 

A quantidade excessiva de espécies reativas encontra-se também associada a inúmeras       

doenças, nomeadamente a cancro, AD, Parkinson [139] e diabetes [140], devido à indução de stress 

oxidativo, ou seja, ao desequilíbrio entre os oxidantes e antioxidantes a favor dos oxidantes [141].  

A redução de espécies reativas é um dos mecanismos de defesa dos antioxidantes contra os 

radicais livres [137,141]. Estas espécies podem ser eliminadas por compostos antioxidantes endó-

genos ou exógenos ou mecanismos celulares enzimáticos antioxidantes [142]. Nas últimas décadas, 

o mercado de antioxidantes tem tido um aumento exponencial. Estes compostos têm elevada procura 

industrialmente, por exemplo como conservantes na indústria alimentar e em aplicações na cosmé-

tica e saúde, para fortalecer as defesas antioxidantes evitando doenças. 

1.6. Compostos Bioativos para a Inibição da Acetilcolinesterase 

As CVDs encontram-se associadas a um risco acrescido no desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas, sendo um dos fatores de risco a hipoxia, em que existe a redução do fluxo 

sanguíneo, o que consequentemente perturba o fornecimento adequado de oxigénio ao cérebro, 

provocando danos nas células neuronais [143,144]. A AD é uma doença neurodegenerativa 
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irreversível, progressiva e multifatorial, associada à deterioração da memória, que dificulta a vida 

quotidiana da pessoa afetada, levando, em última análise, a perturbações comportamentais 

[145,146].  

O desenvolvimento e progressão da AD encontra-se associada a vários fatores, tais como à 

indução do stress oxidativo e à hipótese colinérgica [146]. De acordo com a hipótese colinérgica, a 

típica desaceleração dos processos de aprendizagem e memória são maioritariamente causados por 

uma diminuição dos níveis neuronais de acetilcolina (ACh), levando a uma perda da transmissão 

colinérgica a nível pré-sináptico. A acetilcolina é sintetizada a partir da colina e acetil-coA, pela en-

zima colina acetiltransferase, no citosol do neurónio colinérgico pré-sináptico e é armazenada em 

vesículas sinápticas, que posteriormente sofrem exocitose. Após ser libertada na fenda sináptica, a 

ACh liga-se rapidamente aos recetores colinérgicos no neurónio pós-sináptico. A estimulação destes 

recetores termina rapidamente com a ação da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima localizada na 

fenda sináptica. A AChE catalisa a hidrólise da ACh em acetato e colina. A recaptação da colina para 

o neurónio pré-sináptico é realizada pelos transportadores de colina, e todo o ciclo da transdução de 

sinal na junção neuromuscular é terminada em apenas alguns milissegundos (Figura 15) [146,147]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Transmissão do impulso nervoso nos neurónios e o papel da acetilcolinesterase, extraído e adaptado de 

Vecchio et al. [146,148]. 

A inibição da AChE é um dos tratamentos da AD, como tal esta é o alvo de abordagens 

terapêuticas, de acordo com a hipótese colinérgica [146]. No entanto, os fármacos que existem       

atualmente no mercado, tais como a rivastigmina, donepezil e galantamina, apresentam diversos 

efeitos secundários associados, tais como náuseas, vómitos, diarreia, perda de peso, anorexia e 

http://what-when-how.com/neuroscience/neurotransmitters-the-neuron-part-2/
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diminuição do apetite, efeitos cardíacos adversos, perturbações do sono, dores de cabeça, tonturas 

e dores abdominais [149,150]. Torna-se assim, fundamental a procura por alternativas na prevenção 

e diminuição da progressão de doenças neurodegenerativas. Os compostos presentes nas algas 

poderão ser uma possibilidade, pois alguns dos polissacáridos e compostos fenólicos de algas de-

monstraram ter atividade neuroprotetora [72,151] o que pode ser associado à capacidade que alguns 

destes compostos demonstram na inibição da enzima AChE [46]. 

1.7. A Nanotecnologia como Estratégia para Melhorar a Atividade Biológica de Com-

postos Bioativos 

A nanotecnologia, através do desenvolvimento de nanopartículas (NPs), tem vindo a revolu-

cionar a administração de fármacos, uma vez que a sua encapsulação melhora significativamente o 

perfil de libertação, absorção e segurança destes fármacos [152–157]. Dado o seu reduzido tamanho 

e elevada área superficial, as NPs apresentam uma grande capacidade de interação e reatividade, 

elevada biodisponibilidade [158] e, ao serem usadas como veículos, permitem a proteção dos fárma-

cos de enzimas presentes no sistema digestivo, proteção relativamente ao pH ácido do estômago e 

têm a capacidade de atravessar membranas e barreiras, como o revestimento intestinal [159]. Para 

além de melhorar a solubilidade e estabilidade dos fármacos, as NPs podem vetorizar o fármaco 

para um tecido ou órgão específico [160]. Além disso, as NPs promovem uma libertação sustentada 

com a possibilidade da administração de uma dose reduzida [160–163]. 

As NPs são definidas como sistemas de veículos, que podem ou não ser biodegradáveis e 

que apresentam um diâmetro compreendido entre os 10-1000 nm [164–166]. O termo NP é uma 

designação coletiva tanto para nanoesferas como para nanocápsulas. As nanoesferas apresentam 

uma estrutura matricial, em que os fármacos podem ser absorvidos na superfície da esfera ou en-

capsulados dentro da partícula. As nanocápsulas são sistemas vesiculares, nos quais o fármaco se 

encontra confinado a uma cavidade constituída por um núcleo líquido interno rodeado por uma mem-

brana polimérica. Neste caso, os fármacos são normalmente dissolvidos no núcleo interno, mas tam-

bém podem ser adsorvidos à superfície da cápsula [167] (Figura 16).  

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Estrutura de uma nanoesfera e nanocápsula, extraído e adaptado de Suffredini et al. [168]. 
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As NPs podem conter um ou mais compostos bioativos e podem apresentar várias formas 

(Figura 17), o que permite a sua utilização em diversas áreas tais como o fabrico de dispositivos, 

eletrónica, ótica e células de biocombustíveis [169] e podem ser preparadas a partir de macromolé-

culas inorgânicas ou orgânicas que podem ser de vários tipos, tais como à base de lípidos,                  

polímeros/ proteínas, metálicas, de carbono e híbridas (Figura 18) [170]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Formas adotadas pelas NPs, extraído e adaptado de Hamida et al. [169]. 

No que respeita às NPs inorgânicas, as mais estudadas são as NPs metálicas, tais como as 

NPs de ouro e prata, que apresentam propriedades óticas e eletrónicas únicas, o que as torna parti-

cularmente úteis, por exemplo na imagiologia biomédica. No entanto, devido ao seu núcleo sólido, a 

funcionalização de fármacos consiste na ligação de superfície, o que expõe os fármacos conjugados 

tanto à degradação como às dinâmicas de troca na corrente sanguínea e a sua utilização em terapias 

também poderá ser limitada pela sua baixa biodegradabilidade. Da mesma forma, as NPs inorgâni-

cas à base de sílica apresentam uma estrutura porosa capaz de proteger os fármacos no seu interior, 

mas o seu perfil de segurança no que respeita a ensaios in vivo ainda necessita de ser caracterizado. 

Por outro lado, as NPs orgânicas apresentam uma biocompatibilidade e biodegradabilidade melho-

rada, sendo por isso mais adequadas para aplicações terapêuticas. As NPs de base lipídica podem 

apresentar uma monocamada lipídica, como é o caso das micelas, ou uma bicamada lipídica, como 

nos lipossomas. Esta subclasse é a mais utilizada em estudos pré-clínicos e clínicos devido à sua 

biocompatibilidade, sendo que também têm a capacidade de vetorizar uma vasta gama de moléculas 

com propriedades físico-químicas distintas. Contudo, são referidos alguns limites relacionados com 

a sua estabilidade a longo prazo [170].  
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Figura 18 - NPs orgânicas e inorgânicas na entrega de fármacos, extraído e adaptado de Briolay et al. [170]. 

 

Relativamente às NPs à base de polímeros/proteínas, estas apresentam várias vantagens, 

como a não antigenicidade. São altamente biodegradáveis, não tóxicas e oferecem a possibilidade 

de fácil modificação da superfície. São fáceis de preparar e de monitorizar o tamanho e apresentam 

a capacidade de se ligar covalentemente a fármacos e/ou ligandos [171,172]. Da grande variedade 

de proteínas geralmente utilizadas para preparar NPs, a albumina tem sido amplamente selecionada, 

pois é a proteína mais abundante no plasma sanguíneo, sendo biocompatível e biodegradável 

[163,172]. Além disso, esta exibe um alvo ativo e atividade específica no sistema fígado-pâncreas 

[173]. Também apresenta uma elevada solubilidade em água e elevado tempo de meia-vida no sis-

tema sanguíneo (19 dias) [152]. Todas estas vantagens tornam-na um material perfeito para a pre-

paração de NPs. Além disso, a presença de múltiplos locais de ligação na sua estrutura permite a 

sua ligação a várias moléculas ativas [174]. 

A NPs de albumina podem ser usadas na encapsulação de fármacos como forma de melhorar 

a sua solubilidade ou evitar degradação e efeitos adversos, sendo exemplo disso a encapsulação do 

fármaco milrinona no tratamento de CVDs [161] e da sinvastatina na inibição da HMGR [162]. No 

entanto, as NPs de albumina também foram usadas para encapsular outros compostos bioativos 

como forma de aumentar a sua solubilidade, exemplo disso é a encapsulação da crisina, um com-

posto fenólico presente em várias plantas usado na terapia antitumoral [175], a quercetina, um 
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composto fenólico presente em vegetais e frutas com reconhecida atividade antioxidante [176], a 

curcumina, um composto fenólico presente no açafrão que pode impedir a progressão de doenças 

neurodegenerativas [177] e o carvacrol, um lípido presente em plantas aromáticas como o tomilho 

com reconhecidas atividades anti-inflamatória e antibacteriana e utilizado no tratamento de artrite 

reumatóide [178].  

As albuminas mais estudadas são a albumina de soro humano, albumina de soro bovino 

(BSA) e ovalbumina [174]. As partículas de BSA são geralmente pequenas e permitem a libertação 

de fármacos de uma forma controlada [179]. Estudos demonstraram que algumas NPs de BSA po-

dem ser usadas no tratamento de doenças neurodegenerativas [180], acidentes vasculares cerebrais 

[181], tuberculose [182] e na terapia de diabetes do tipo 1 e do tipo 2  [183]. 

A formulação de NPs contendo compostos bioativos provenientes de algas ainda é uma te-

mática bastante inexplorada, mas que tem vindo a ganhar uma atenção generalizada por ser uma 

síntese segura, simples, sustentável e rentável [184]. Algumas das aplicações já investigadas são a 

biorremediação e atividades antibacteriana [185], antifúngica [186] e anticancerígena [187].  

Também é importante salientar que a maioria dos estudos referenciados na bibliografia efe-

tuados com NPs são in vitro, como tal a realização de estudos in vivo torna-se de grande relevância, 

principalmente para NPs sistemas de veículos de fármacos ou compostos bioativos. Tendo em conta, 

tanto a fisiologia como o metabolismo, os ratos Wistar, frequentemente usados para avaliar tanto a 

hipercolesterolemia como possíveis patologias associadas [188], foram utilizados como modelo ani-

mal para os estudos efetuados. O estudo do efeito da administração nos ratos das formulações de 

NPs desenvolvidas foi complementado com uma análise metabolómica, em que foi avaliado o im-

pacto da toma das formulações no perfil dos metabolitos do seu soro. 
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2. Objetivos 

Este trabalho teve como principal objetivo desenvolver uma formulação de nanopartículas 

(NPs) de albumina de soro bovino (BSA) com compostos bioativos naturais provenientes da alga 

Aramé, como alternativa aos fármacos disponíveis no mercado que apresentam diversos efeitos se-

cundários, na redução do risco de doenças cardiovasculares (CVDs), nomeadamente na prevenção 

da hipercolesterolemia, o principal fator de risco associado a estas doenças. 

Com esse intuito, numa primeira fase do trabalho, efetuou-se a preparação e caracterização 

de compostos bioativos presentes nas algas marinhas Eisenia bicyclis (Aramé), Porphyra tenera 

(Nori) e Fucus vesiculosus (Fucus), sendo que para tal realizou-se a quantificação dos fenóis totais, 

proteínas e polissacáridos e avaliou-se a citotoxicidade recorrendo às linhas celulares HepG2 do 

carcinoma hepatocelular e Caco-2 do adenocarcinoma colorretal. Simultaneamente compararam-se 

as três algas em termos das suas potenciais atividades biológicas. Para tal determinou-se a atividade 

antioxidante, foi avaliada a inibição da acetilcolinesterase (AChE), no que respeita ao potencial rela-

tivamente a doenças neurodegenerativas, e foi avaliada a inibição da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-

-Coenzima A redutase (HMGR) e redução da permeação do colesterol num modelo da barreira gas-

trointestinal, na prevenção da hipercolesterolemia. O objetivo desta primeira etapa era selecionar o 

extrato de alga que demonstrasse maior potencial contra a hipercolesterolemia, para a sua posterior 

encapsulação em NPs.   

Numa segunda fase do trabalho, realizou-se para o extrato com melhores resultados, o ex-

trato da alga Aramé, a encapsulação em NPs de BSA. Nesta fase, o objetivo foi comparar as ativida-

des biológicas e efeito in vitro na hipercolesterolemia das NPs de BSA contendo os compostos do 

extrato encapsulados (NPs Aramé) relativamente ao extrato de Aramé livre. Ensaios in vivo com ratos 

Wistar e posterior análise metabolómica do soro destes permitiram complementar o estudo com o 

objetivo de avaliar a ação no seu metabolismo no que diz respeito ao consumo de extrato de Aramé 

e NPs Aramé. O objetivo final foi melhorar as propriedades do extrato de Aramé e facilitar a adminis-

tração e absorção deste com a sua encapsulação em NPs de BSA, bem como obter para o extrato 

encapsulado um maior potencial contra a hipercolesterolemia e consequente redução do risco de 

CVDs. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1. Reagentes 

O meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), o meio Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI-1640), a L-glutamina e a tripsina 10x foram comprados à Lonza (Basileia, Suíça). O anti-

micótico, o floroglucinol, o reagente Folin-Ciocalteu, o acetato de sódio, o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 

(DPPH), o colesterol, o acetilcolinesterase (AChE), o iodeto de acetilcolina (AChI) e a albumina de 

soro bovino (BSA) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Barcelona, Espanha). O ácido sulfúrico concen-

trado e o tris-(hidroximetil)-aminometano (Tris) foram adquiridos à Merck kGaA (Darmstadt, Alema-

nha). O ácido trifluoroacético (TFA) e o cloreto de sódio foram comprados à PanReac (Barcelona, 

Espanha). O metanol absoluto, o ácido cítrico, o cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl26H2O) e 

o etanol foram obtidos da Honeywell (Charlotte, EUA). O metanol 96 % foi comprado à LabChem 

(Zelienople, EUA). O soro de bovino fetal foi obtido da Biowest (Nuaillé, França). O tampão fosfato 

salino (PBS) foi adquirido à Corning (Nova York, EUA). O ácido poligalacturónico, o 5,5’-ditio-bis (2-

-ácido nitrobenzóico) (DTNB), o acetonitrilo Optima LC/MS, o ácido fórmico 99,5 % Optima LC/MS 

grade, o isopropanol LC/MS Optima grade, o ácido acético glacial (HPLC) e o hidróxido de sódio 

certified AR foram comprados à Thermo Fisher Scientific (Waltham, EUA). O fenol e o brometo de    

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio (MTT) foram obtidos a partir da VWR (Radnor, EUA). O 

acetonitrilo (ACN) foi adquirido à CARLO ERBA (Cornaredo, Itália). O hidróxido de sódio foi com-

prado à Scharlau (Barcelona, Espanha). A ezetimiba foi obtida do grupo Azevedos (Amadora, Portu-

gal) e purificada por solubilização em metanol comprado na LabChem (Zelienople, EUA). O isoflurano 

foi obtido a partir da IsoVet, B Braun (Melsungen, Alemanha).  

3.2. Obtenção dos Extratos e Determinação do Rendimento de Produção 

As algas marinhas Aramé e Nori foram compradas numa superfície comercial, sendo a Aramé 

da marca Seara (Lote T20220405, Validade 04.2022) e a Nori da linha Blue Dragon da marca Flavers 

- International Flavours Shop® (Lote JS2039J01, Validade 07.2021). Enquanto que a alga Fucus foi 

recolhida durante a maré baixa no estuário do rio Tejo (Lisboa, 38.7822N, -9.0913W). 

Como a alga Fucus foi recolhida no rio Tejo teve de ter uma lavagem e pré-tratamento. Numa 

primeira fase foi colocada em água com uma pequena quantidade de lixívia e de seguida foi lavada 

com água corrente. Este processo foi repetido três vezes e entre cada uma das lavagens escolheram-

-se as algas em melhores condições. Posteriormente, foram cortadas em pequenos fragmentos e 

secas no liofilizador Heto® PowerDry LL3000 (Thermo Fisher Scientific, Milford, EUA).  

De acordo com a disponibilidade de biomassa, prepararam-se os extratos de Aramé, Nori e 

Fucus com água destilada (33 g/L, 20 g/L e 10 g/L, respetivamente). Estas soluções foram colocadas 

em frascos de vidro e sujeitas ao autoclave Uniclave 99 [A.J. Costa (Irmãos), Agualva-Cacém, 

https://www.google.com/search?rlz=1C1JZAP_enPT874PT874&sxsrf=AOaemvJGTU7sK2ckG3rQ16PqC6GSERNGpQ:1640461488452&q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbVUs5Ot9POL0hPzMqsSSzLz81A4Vmn5pXkpqSmLWDldEotyi0sSU0p2sDICAMl_bopNAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj3naWi2__0AhXDA2MBHSo5Ba0QmxMoAXoECBsQAw
https://www.google.com/search?rlz=1C1JZAP_enPT874PT874&sxsrf=AOaemvJGTU7sK2ckG3rQ16PqC6GSERNGpQ:1640461488452&q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbVUs5Ot9POL0hPzMqsSSzLz81A4Vmn5pXkpqSmLWDldEotyi0sSU0p2sDICAMl_bopNAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj3naWi2__0AhXDA2MBHSo5Ba0QmxMoAXoECBsQAw
https://www.google.com/search?rlz=1C1JZAP_enPT874PT874&sxsrf=AOaemvL-NFwL1F1fKv1--XExd_t_hM2VtQ:1640461703900&q=Charlotte+(Carolina+do+Norte)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEyvMDNT4gAx04qTLLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYZZ0zEoty8ktKUhU0nBOL8nMy8xIVUvIV_PKBCjR3sDICAEGVR0lmAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiXnYOJ3P_0AhWU8OAKHVwpDNwQmxMoAXoECBsQAw
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Portugal] a 121 ºC por 15 min. Após o arrefecimento a 4 ºC realizou-se a filtração com gaze e papel 

de filtro Whatman nº 1 e, de seguida, estas foram congeladas a -20 ºC e liofilizadas.  

Para o cálculo do rendimento dos extratos usou-se a Equação (1). 

η =  
Massa seca obtida

Massa inicial
 x 100 

 

Para a obtenção das frações purificadas dos extratos realizou-se uma Extração em Fase Só-

lida (SPE). Foram preparadas soluções dos extratos de Aramé, Nori e Fucus em água Milli-Q              

(30 mg/mL, 15 mg/mL e 11,77 mg/mL, respetivamente). As colunas Sep-Pak C18 Plus Short Cartri-

dge (360 mg por coluna, tamanho da partícula 55-105 µm) (Waters, Milford, EUA) foram inicialmente 

lavadas com metanol e de seguida com água. Posteriormente adicionou-se 1 mL de extrato à coluna 

e recolheu-se uma fração inicial de 3 mL de água e de seguida uma fração com 5 mL de metanol. 

Repetiu-se o processo utilizando as mesmas colunas até usar todo o volume de extrato. De seguida, 

as frações purificadas metanol (M) e água (A) foram secas utilizando ar comprimido à temperatura 

ambiente, congeladas a -20 ºC e, por fim, liofilizadas. Para o cálculo do rendimento das frações 

purificadas utilizou-se, mais uma vez, a Equação (1). 

3.3. Caracterização dos Extratos e Amostras por HPLC-DAD 

A análise dos extratos das frações purificadas das algas e nanopartículas (NPs) em estudo 

foi efetuada por HPLC-DAD Elite LaChrom® VWR HITACHI (Tóquio, Japão) equipado com Pump      

L-2130, Autosampler L-2200, Column Oven L-2300 e Diode Array Detector L-2455 (VWR, EUA) e 

com a coluna LiChroCART® RP-18, 100 Å, 250 x 4 mm, 5 μm (Merck), usando um gradiente de 

acetonitrilo (ACN) e água (0,05 % TFA, v/v) (Tabela 1) e um fluxo de 0,8 mL/min. Em cada corrida 

foi injetado 25 μL de solução de amostra preparada em água Milli-Q, a deteção foi feita entre os 200 

e os 600 nm. Cada corrida teve a duração de 55 min.  

Os cromatogramas obtidos para os extratos e frações purificadas das algas foi para o máximo 

de intensidade de absorvência entre os 250-600 nm e foram representados até aos 35 min, intervalo 

onde foram observados picos. Os cromatogramas obtidos para os extratos das algas referentes ao 

comprimento de onda de 266 nm, para a deteção do floroglucinol, foram representados até aos           

25 min, utilizando a Figura Anexo 1 na seleção do comprimento de onda. 

Os cromatogramas referentes à determinação da eficiência de encapsulação (EE) das NPs 

foram representados entre os 13-17 min considerando a intensidade máxima de entre 250-600 nm. 

No ensaio de permeação na barreira gastrointestinal, a quantificação dos compostos bioativos pre-

sentes nas amostras foi efetuada entre os 7-8 min, considerando a intensidade máxima de absor-

vência entre 250-600 nm. 

 

(1) 
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Tabela 1 - Método utilizado na obtenção dos cromatogramas dos extratos e frações purificadas das algas e das NPs em 

estudo. 

Tempo (min) % ACN % Água com 0,05% de TFA 

0 0 100 

30 30 70 

40 80 20 

45 80 20 

50 30 70 

52 0 100 

55 0 100 

 

Para a análise por HPLC-DAD das amostras obtidas no ensaio de permeação do colesterol 

na barreira gastrointestinal usou-se uma coluna LiChroCART® RP-8, 100 Å, 250 x 4 mm, 5 μm 

(Merck) com uma fase móvel constituída por um sistema binário de ACN e metanol, em modo iso-

crático (50:50, 0-15 min) e um fluxo de 1 mL/min. Em cada corrida foi injetado 75 μL de amostra, a 

deteção foi feita entre os 200 e os 400 nm e a corrida teve a duração de 15 min. A quantificação do 

colesterol foi efetuada entre os 5-6 min e considerou-se a altura máxima da intensidade de absor-

vência para o comprimento de onda de 210 nm. 

3.4. Quantificação dos Fenóis Totais 

O método Folin-Ciocalteu caracteriza-se por ser um método simples e sensível utilizado na 

determinação do conteúdo fenólico em produtos naturais mas não é específico [189,190]. Neste mé-

todo, os polifenóis disponíveis em extratos de plantas reagem com um complexo redox específico, o 

reagente Folin-Ciocalteu, constituído por uma mistura de heteropoliácidos, nos quais o molibdénio e 

o tungsténio estão no estado de oxidação 6+ [189]. O mecanismo básico consiste numa reação de 

oxidação/redução, em que o grupo fenólico é oxidado e o ião metálico, molibdénio, reduzido (Mo6+ a 

Mo5+) [190]. A reação forma um cromóforo azul que pode ser quantificado por espetrofotometria de 

luz visível [189]. A intensidade da cor azul é proporcional à quantidade de compostos fenólicos rea-

tivos presentes na amostra (Figura 19) [191]. A reação em geral fornece dados precisos, mas não 

específicos, no que respeita à possível presença de compostos fenólicos na amostra, pois vários 

grupos de compostos fenólicos têm a capacidade de alterar a cor do reagente de Folin-Ciocalteu de 

amarelo para azul [189]. 
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Figura 19 - Mecanismo reacional da redução do reagente Folin-Ciocalteu através da oxidação de compostos fenólicos 

presentes na amostra em estudo, extraído e adaptado de Ford et al. [192]. 

 

Para a quantificação dos fenóis totais dos extratos e frações de Aramé, Nori e Fucus realizou-

-se o método de Folin-Ciocalteu descrito por Oktay et al. [193]; a reta de calibração foi determinada 

usando um padrão de floroglucinol com concentração de 0 a 100 μg/mL, seguindo o protocolo des-

crito anteriormente por Parys et al. [194]. Para a realização da reta de calibração usaram-se 30 μL 

da solução padrão (0-5 mg/mL) para cada uma das concentrações, à qual foi adicionada 1350 μL de 

água destilada e 30 μL do reagente Folin-Ciocalteu. Esta solução foi agitada no vortex Heidolph© 

REAX 2000 (Schwabach, Alemanha) por 3 min. Finalmente, passados 3 min, adicionaram-se 90 μL 

de uma solução de Na2CO3 a 2 % (m/v). Posteriormente incubou-se esta mistura durante 1 hora sob 

agitação orbital Stuart® Rotator SB2 (Ashford, Reino Unido) a 4 °C. Por fim, a absorvância desta 

mistura foi avaliada a 760 nm com o auxílio do espetrofotómetro Shimadzu® UV-160A (Quioto, Ja-

pão). Para os ensaios foram usados 90 μL da amostra. Para a quantificação de fenóis totais nos 

extratos e frações, os ensaios foram realizados com 90 μL de soluções destes preparadas em água 

Milli-Q na vez da solução padrão e 1290 μL de água destilada. 

Recorreu-se à Equação (2) obtida a partir da reta de calibração do floroglucinol (Figura Anexo 

2). Sendo que Abs 760 nm representa a absorvância a 760 nm e CFloroglucinol é a concentração de floro-

glucinol por mL de solução. A quantidade de fenóis totais nos extratos e frações foi calculada em 

equivalentes de floroglucinol (PGE) por mg de massa seca (mg PGE/mg).  

 

 Abs 760nm  =  6,125 C Floroglucinol  +  0,0207 

 

Os ensaios foram realizados em triplicado. 

3.5. Quantificação das Proteínas Totais 

O 2-D Quant Kit foi concebido para a determinação precisa da concentração de proteínas 

presentes numa dada amostra. O procedimento utiliza a combinação de um precipitante e co-preci-

pitante disponibilizado no kit para precipitar quantitativamente a proteína da amostra, deixando em 

solução os contaminantes interferentes. A proteína é precipitada por centrifugação e ressuspendida 

(2) 
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numa solução alcalina de iões cúpricos. Os iões cúpricos ligam-se à cadeia principal do polipéptido 

de qualquer proteína presente. De seguida é adicionado um agente colorimétrico que reage com os 

iões cúpricos que não se ligaram. A densidade da cor obtida encontra-se inversamente relacionada 

com a concentração de proteína na amostra e a concentração de proteína pode ser estimada com 

precisão por comparação com uma curva padrão com albumina do soro bovino (BSA). Uma vez que 

o ensaio não depende da reação com grupos laterais de proteínas, a reatividade é independente da 

composição de aminoácidos. Neste ensaio existe pouca variação de proteína para proteína [195]. 

Para a quantificação de proteínas totais dos extratos e frações de Aramé, Nori e Fucus foi 

utilizado o 2-D Quant Kit de acordo com o procedimento descrito pela GE Healthcare [195].  

Para o cálculo da concentração de proteínas presentes na solução de extratos e frações, 

usou-se a reta de calibração da absorvância a 480 nm em função da quantidade de BSA (QBSA) em 

(mg proteína/mg amostra) (Figura Anexo 3), através da Equação (3).  

 

Abs 480nm   =  −0,0067 Q BSA +  0,857 

 

Os ensaios foram realizados em triplicado. 

3.6. Quantificação dos Polissacáridos Totais 

O método do fenol-ácido sulfúrico é um método colorimétrico simples, rápido, fiável e muito 

utilizado na determinação do conteúdo de polissacáridos totais [196,197]. O mecanismo consiste 

numa reação dos sacáridos com o fenol sob condições ácidas fortes, resultando num complexo co-

lorido, que pode ser medido a 490 nm (Figura 20) [196].  A reação não é específica, pois diferentes 

grupos de sacáridos podem dar origem a um mesmo produto laranja, e as respostas são ligeiramente 

diferentes para diferentes unidades de sacáridos, uma vez que os complexos de açúcar-fenol absor-

vem a luz, a 490 nm, de uma forma diferente [196]. 

 

Figura 20 - Esquema reacional do método ácido-fenol sulfúrico na determinação dos polissacáridos totais presentes na 

amostra em estudo, extraído e adaptado de Viel et al. [198]. 

Para a quantificação de polissacáridos totais dos extratos e frações de Aramé, Nori e Fucus 

foi utilizado o método do fenol-ácido sulfúrico referido anteriormente mas em microplaca, previamente 

(3) 
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descrito por Masuko et al. [199]. Para a construção da reta de calibração foi utilizado o intervalo de 

concentrações de 0 e 10 µg/ µL da solução padrão de ácido poligalacturónico a 1 % (m/v) em tampão 

citrato 0,05 M e pH 4,5 (Farmacopeia Portuguesa 9). Prepararam-se soluções de extrato e frações 

em água Milli-Q. 

Para os ensaios foram preparadas misturas contendo 50 µL da solução padrão ou amostra a 

analisar, 150 µL de ácido sulfúrico concentrado e, por fim, 30 µL de uma solução aquosa de fenol a 

5 % (m/v). Incubou-se esta mistura num banho termostatizado Lauda® Ecoline Staredition RE140 

(Lauda-Königshofen, Alemanha) a 90 ºC durante 5 min. Após arrefecimento, procedeu-se à leitura 

da absorvância a 490 nm num leitor de microplacas TECAN® Sunrise (Männedorf, Suíça). O ensaio 

em branco foi realizado com água Milli-Q.  

Para o cálculo da concentração de polissacáridos totais presentes nos extratos e frações em 

(mg de equivalentes de ácido poligalacturónico (PE)/mg massa seca), usou-se a reta de calibração 

da absorvância a 490 nm em função da concentração de ácido poligalacturónico (CÁcido Poligalacturónico) 

(Figura Anexo 4), através da Equação (4).  

 

Abs 490nm  =  9514,9 C Ácido Poligalacturónico  +  600,66 

 

Os ensaios foram realizados em triplicado. 

3.7. Ensaio de Segurança in vitro 

De modo a avaliar a segurança dos extratos, das frações das algas e das nanopartículas 

(NPs) em estudo, foi analisado o seu potencial citotóxico em linhas celulares humanas. O ensaio 

colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) é um método bem ca-

racterizado, simples, fácil de realizar e comummente aplicado para a determinação da viabilidade 

celular e citotoxicidade [200,201]. O ensaio é baseado na redução do MTT (cor amarela) a formazan 

(cor púrpura), que é facilmente dissolvido em solventes orgânicos (Figura 21).  

As células viáveis e o crescimento rápido apresentam elevadas taxas de redução do MTT, 

enquanto que as células mortas ou inativas não o fazem. O ensaio baseia-se na quantificação do 

formazan a 540 nm que é diretamente associado à atividade enzimática e indiretamente associado 

ao número de células viáveis. A elevada intensidade da cor púrpura sugere uma maior viabilidade 

celular, enquanto que a menor intensidade desta significa que existe um número reduzido de células 

e, portanto, a citotoxicidade da amostra em análise [200]. 

(4) 
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Figura 21 - Reação de redução do MTT a formazan, extraído e adaptado de Grela et al. [202]. 

 

Para este ensaio foram utilizadas duas linhas celulares humanas: a linha celular HepG2 do 

carcinoma hepatocelular (ECACC 85011430) e a linha celular Caco-2 do adenocarcinoma colorretal 

(ECACC 86010202). As células cresceram em frascos T75 com meio DMEM e RPMI, respetiva-

mente, suplementado com 10 % e 20% de soro de bovino fetal (FBS), respetivamente e com 5 mL 

de antimicótico e 5 mL de L-glutamina, numa estufa Sanyo® O2/ CO2 Incubator (Hampton, EUA) a 

37 °C, com atmosfera de 5 % de CO2. O meio foi trocado a cada 48/72 horas, até se atingir uma 

confluência de, aproximadamente, 80 %. Atingida a confluência, retirou-se o meio e lavaram-se as 

células com PBS (Farmacopeia Portuguesa 9). Seguidamente adicionaram-se 1-2 mL de tripsina 

(10x) e incubou-se na estufa, durante 5-10 min, de modo a ressuspender as células. Com o auxílio 

de uma micropipeta multicanal adicionou-se 100 μL de uma suspensão de células contendo                    

5 x 104 células/mL a todos os 96 poços da microplaca e incubou-se na estufa até se atingir a              

confluência. Posteriormente, o meio foi removido e colocaram-se 100 μL das soluções das amostras 

a testar com diferentes concentrações (0,5 e 1 mg/mL) dissolvidos em meio RPMI (para as células 

Caco-2) e DMEM (para as células HepG2). Foram preparados ensaios controlo apenas com meio de 

cultura. A microplaca foi incubada durante 24 horas e posteriormente, retirou-se novamente o meio, 

procedeu-se à lavagem com PBS e adicionou-se uma solução de MTT (0,5 mg/mL) dissolvido em 

meio de cultura. De seguida, a microplaca foi incubada durante 4 horas. Para finalizar este processo 

retirou-se o reagente MTT e adicionou-se 200 μL de metanol a cada um dos poços, como forma a 

dissolver os cristais de formazan formados. A absorvância foi lida a 595 nm, com referência a            

630 nm, num leitor de microplacas TECAN® Sunrise (Männedorf, Suíça). A percentagem de viabili-

dade celular para as amostras analisadas foi determinada através da Equação (5).  

Viabilidade Celular (%) =  (
Abs Amostra

Abs Controlo
)  x 100  

 

Onde Abs Amostra é a absorvância das amostras testadas e Abs Controlo é a absorvância do con-

trolo.  

Os ensaios foram realizados em triplicado. 

 

 

(5) 
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3.8. Atividade Antioxidante 

O método do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) é um método rápido, simples e bastante utili-

zado para a determinação da atividade antioxidante associada a um determinado composto ou mis-

tura de compostos [203]. O DPPH é um radical livre, pois apresenta um átomo de azoto com um 

eletrão desemparelhado que é capaz de se deslocalizar através de toda a molécula, para se tornar 

uma molécula diamagnética estável, dando origem à cor púrpura intensa das soluções de DPPH 

[203,204]. 

A reação consiste na redução do átomo de azoto do DPPH, ao receber um átomo de hidro-

génio ou eletrão de um composto antioxidante presente na amostra a analisar, formando a hidrazina 

correspondente (espécie não radicalar amarela), provocando a diminuição da absorção a 517 nm 

(Figura 22). Esta diminuição da absorção é diretamente proporcional à quantidade de compostos 

antioxidantes presentes e/ou ao potencial antioxidante dos compostos presentes na amostra [204]. 

Este método pode ser utilizado em amostras sólidas ou líquidas e não é específico para um compo-

nente antioxidante em particular, mas aplica-se à capacidade antioxidante global de uma amostra.  

 

 

 

 

 

Figura 22 - Mecanismo reacional do radical livre DPPH com um redutor antioxidante (AH) presente na amostra em es-

tudo, extraído e adaptado de Teixeira et al. [205,206]. 

 Para a determinação da atividade antioxidante dos extratos e frações de Aramé, Nori e Fucus 

foi utilizado o método referido anteriormente seguindo o protocolo descrito em Falé et al. [207]. Numa 

primeira fase preparou-se uma solução de 0,002 % (m/v) de DPPH em metanol e verificou-se que 

para um comprimento de onda de 517 nm esta solução apresentava um valor entre 0,7-0,8 UA, 

ajustando-se para tal com DPPH ou metanol. O metanol foi utilizado como o branco. Para o ensaio 

a 1 mL de solução de DPPH foram adicionados 25 µL de uma solução de amostra a analisar e 

preparou-se um controlo negativo, constituído por 1 mL de solução de DPPH e 25 µL de água desti-

lada. Prepararam-se soluções de extrato, frações e NPs em água Milli-Q. 

Posteriormente, as misturas foram incubadas ao abrigo de luz durante 30 min à temperatura 

ambiente. A absorvância foi lida a 517 nm no espetrofotómetro Shimadzu® UV-160A (Quioto, Japão). 

A percentagem de atividade antioxidante (AA) das amostras foi determinada através da Equação (6). 
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AA (%) =
Abs 517 nm Controlo  −  Abs 517 nm Amostra

Abs 517nm Controlo
 x 100 

 

Onde Abs 517 nm Controlo é a absorvância a 517 nm do controlo e Abs 517 nm Amostra é a absorvância 

a 517 nm das amostras.  

Após a determinação das atividades antioxidantes, foi calculado o EC50 para o extrato de 

Aramé, que corresponde à concentração de solução que apresenta uma atividade antioxidante de 

50 %.  

Os ensaios foram realizados em triplicado. 

3.9. Inibição da AChE 

Uma das técnicas mais utilizadas para avaliar a atividade da acetilcolinesterase (AChE) é a 

reação de Ellman devido à sua sensibilidade e simplicidade [208]. Neste método, a acetiltiocolina é 

utilizada como substrato, a enzima AChE hidrolisa-a em acetato e tiocolina e este último composto é 

complexado com o reagente de Ellman [DTNB, 5,5'-ditio-bis(2-ácido nitrobenzóico)] para formar um 

dissulfureto misto e o ácido 5-tio-2-nitrobenzóico (TNB) de cor amarela (Figura 23). Esta mudança 

de cor, devido ao TNB, pode ser monitorizada por métodos espetrofotométricos a 405 nm [208,209]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Mecanismo reacional do ensaio de Ellman para a determinação da atividade da AChE, extraído e adaptado de 

Worek et al. [210]. 

 

Como forma de estudar a inibição da enzima AChE usou-se o método descrito por Falé et al. 

[207]. Numa primeira fase determinou-se a atividade 100 % da enzima AChE referente ao controlo 

sem inibição, garantindo que a atividade inicial da enzima era, aproximadamente, de 0,1 UA/min. 

Para tal, adicionou-se 325 μL de tampão Tris 50 mM a pH 8, 100 μL de água e 25 μL de AChE           

(0,1 U/mL), agitou-se e incubou-se à temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente, adicionaram-

(6) 
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-se 75 μL da solução de iodeto de acetilcolina (AChI) (0,33 mg/mL em água) e 475 μL da solução de 

DTNB (1,2 mg/mL em tampão Tris 50 mM a pH 8 com 0,05 M NaCl e 0,02 M MgCl26H2O). Agitou-   

-se a mistura e leu-se a absorvância a 405 nm durante 3 min no espetrofotómetro Shimadzu®           

UV-160A (Quioto, Japão). Contra um ensaio em branco sem enzima. Prepararam-se as soluções de 

extrato, frações e NPs em água Milli-Q. 

De seguida, realizou-se a avaliação da percentagem de inibição da AChE realizando o mesmo 

processo na presença da solução em estudo. Adicionaram-se 325 μL de tampão Tris 50 mM a pH 8, 

100 μL da solução de amostra a testar e 25 μL de AChE, agitou-se e incubou-se à temperatura 

ambiente por 15 min. Posteriormente, adicionaram-se 75 μL da solução de AChI e 475 μL da solução 

de DTNB. Agitou-se e leu-se a absorvância a 405 nm durante 3 min no espetrofotómetro Shimadzu® 

UV-160A (Quioto, Japão) contra um ensaio em branco sem enzima.  

 A percentagem de inibição da AChE foi determinada através da Equação (7). 

Inibição AChE (%) = 100 −  
V r  Amostra

V r Atividade 100 %
 x 100 

Onde Vr Amostra é a velocidade da reação para a amostra em estudo e Vr Atividade 100 % é a veloci-

dade da reação para a atividade de 100 % da enzima AChE. 

Os ensaios foram realizados em triplicado. 

3.10. Inibição da HMGR 

 A 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGR) catalisa a reação de redução da HMG-CoA 

em coenzima A e mevalonato (Figura 24). Este ensaio é baseado numa medição espetrofotométrica 

da diminuição da absorção, que representa a oxidação do NADPH pela subunidade catalítica da 

enzima HMGR na presença do substrato HMG-CoA [211]. 

 

 

 

 

Figura 24 - Reação catalisada pela HMG-CoA redutase, extraído e adaptado de Son et al. [212]. 

 

Para a determinação da atividade da HMGR foi utilizado um kit comercial (Sigma-Aldrich; 

Barcelona, Espanha) [211]. Numa primeira fase, determinou-se a velocidade da reação da enzima 

HMGR, que corresponde a 100% de atividade. Para tal adicionaram-se 865 μL de tampão 1x dispo-

nibilizado no kit, 50 μL de água, 20 μL de NADPH (17 mg/mL de NADPH em tampão), 60 μL de     

(7) 
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HMG-CoA e 5 μL de HMGR e agitou-se. Posteriormente, a absorvância foi lida a 340 nm durante      

5 min com o espetrofotómetro Shimadzu® UV-160A (Quioto, Japão) usando como controlo uma mis-

tura igual sem enzima. De seguida, realizou-se o mesmo procedimento para o inibidor presente no 

kit, a pravastatina. Prepararam-se soluções de extrato, frações e NPs em água Milli-Q. Para avaliar 

o potencial de inibição da HMGR pelos extratos e NPs preparadas, os ensaios enzimáticos realiza-

ram-se do mesmo modo na presença de 50 μL de uma solução aquosa do extrato a analisar. 

A percentagem de inibição da HMGR foi determinada através da Equação (8). 

 

Inibição HMGR (%) = 100 −  
V r Amostra 

V r Atividade 100 %  
 x 100 

 

Onde Vr Amostra é a velocidade da reação para a amostra em estudo e Vr Atividade 100 % é a veloci-

dade da reação para a atividade de 100 % da enzima HMGR. 

Os ensaios foram realizados em triplicado. 

3.11. Ensaios de Permeação na Barreira Gastrointestinal 

Quando cultivada durante 23 dias, a linha celular Caco-2 do adenocarcinoma colorretal dife-

rencia-se num estado funcional e morfologicamente semelhante aos enterócitos humanos. Em cul-

turas tridimensionais, a monocamada celular cultivada em inserts forma uma barreira que simula o 

epitélio intestinal. Aqui, o lado apical mimetiza o lúmen intestinal e o lado basolateral representa a 

corrente sanguínea (Figura 25) [213]. 

Recorrendo a este modelo celular pode monitorizar-se a absorção gastrointestinal de subs-

tância(s) de interesse, como o colesterol e outros compostos. Neste caso é simulada a sua ingestão, 

por inclusão da(s) substância(s), de início a partir do lado apical (simulando o lúmen intestinal) de 

células Caco-2 diferenciadas (simulando enterócitos) e depois verificando-se a sua permeação para 

o lado basolateral (simulando a saída para a corrente sanguínea). A deteção da(s) substância(s) 

permite determinar a percentagem de permeação da(s) mesma(s) durante o tempo da experiência 

[213]. 

(8) 
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Figura 25 - Representação esquemática do modelo do intestino in vitro com as células da linha celular Caco-2, extraído e 

adaptado de Maares et al. [213]. 

Como forma de estudar a permeação do colesterol e dos compostos dos extratos realizou-se 

um ensaio de permeação utilizando inserts e a linha celular Caco-2. O protocolo decorreu com base 

no trabalho anteriormente desenvolvido por Arantes et al. [37]. Muito sumariamente, as células cres-

ceram em frascos T75 e foram recolhidas numa suspensão de meio RPMI de acordo com o descrito 

em 3.7. para os ensaios de segurança in vitro. 

 Na preparação do modelo da barreira intestinal, colocaram-se 2 mL de meio RPMI nos poços 

de uma microplaca de 12 poços, adicionaram-se inserts Falcon® (membrana PET e 0,40 μm poro) a 

cada um dos poços e cultivaram-se 0,5 mL da suspensão celular de Caco-2 (104 células/mL) dentro 

do insert. As células foram incubadas como descrito a 37 ºC, com atmosfera de 5 % de CO2. O meio 

foi renovado a cada 48/72 horas, até perfazer 23 dias.  

Após os 23 dias, as células foram lavadas com Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) e a 

resistência foi lida com o Millicell® ERS-2 V-Ohm Meter (Darmstadt, Alemanha) e uma vez que a 

resistência foi superior a 250 Ω x cm2 considerou-se que a barreira gastrointestinal estava formada 

[214]. 

De modo a avaliar a permeação dos compostos presentes nos extratos e NPs com extrato 

encapsulado (NPs Aramé) na barreira gastrointestinal e a permeação do colesterol na presença dos 

extratos e NPs foram realizados diferentes ensaios colocando do lado apical das células Caco-2 

diferenciadas soluções do extrato de Aramé, Nori, Fucus e NPs vazias 0,3 mg/mL em HBSS e NPs 

Aramé 0,33 mg/mL em HBSS, na ausência e na presença de 5,2 mM de colesterol. No lado basola-

teral foi colocada solução de HBSS e as células foram incubadas a 37 °C, com atmosfera de 5 % de 

CO2, durante 6 horas. Finalizado este período de incubação, recolheu-se a solução apical e basola-

teral de cada poço estas foram centrifugadas a 13400 rpm durante 5 min e analisadas por HPLC-      

-DAD, seguindo o método descrito anteriormente (ponto 3.3.). Foram efetuados adicionalmente en-

saios controlo em que as células foram incubadas somente com 5,2 mM de colesterol 

https://www.google.com/search?rlz=1C1JZAP_enPT874PT874&sxsrf=AOaemvJGTU7sK2ckG3rQ16PqC6GSERNGpQ:1640461488452&q=Darmstadt&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEorzzFT4gAxU4qMDbVUs5Ot9POL0hPzMqsSSzLz81A4Vmn5pXkpqSmLWDldEotyi0sSU0p2sDICAMl_bopNAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj3naWi2__0AhXDA2MBHSo5Ba0QmxMoAXoECBsQAw
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(correspondendo a 100 % de permeação) e outros em que foram incubadas com 5,2 mM de coles-

terol e 0,1 mM do fármaco ezetimiba na presença e ausência de 0,3 mg/mL dos extratos e NPs vazias 

e 0,33 mg/mL de NPs Aramé. 

A percentagem de colesterol foi calculada pela altura do pico do colesterol, assumindo que o 

colesterol no basolateral às 6 horas correspondeu aos 100 % de permeação. A partir deste valor, 

determinou-se a percentagem para os amostras em estudo com colesterol associado no basolateral 

às 6 horas. 

A percentagem de compostos bioativos foi calculada pela altura do pico dos extratos e NPs, 

assumindo que os extratos e NPs no basolateral às 6 horas corresponderam a 100% de permeação. 

Os ensaios foram realizados em triplicado. 

3.12. Preparação das NPs de BSA Contendo Extrato de Aramé 

Para a preparação das NPs de BSA vazias (NPs vazias) teve-se como base o artigo de         

Rebelo et al. [215] com algumas modificações. Numa primeira fase, dissolveram-se 100 mg de BSA 

em 4 mL de H2O Milli-Q e ajustou-se o pH de 7-10 (Metrohm© 744 pH Meter, Barendrecht, Holanda) 

com uma solução de 0,1 mM de NaOH (pH final de 8,5). De seguida, esta solução foi adicionada, 

gota a gota, a 16 mL de etanol absoluto, sob agitação magnética a 500 rpm (2 mag magnetic e motion 

MIXdrive 15, Munique, Alemanha). Posteriormente, adicionou-se glucose (1,175 μL glucose/mg BSA) 

à solução anterior sob agitação magnética (500 rpm) e manteve-se esta reação durante 30 min. As 

NPs foram armazenadas a -4 ºC para posterior caracterização. Para as NPs com extrato adicionou-

-se o extrato de Aramé em diferentes concentrações à solução de BSA (NPs Aramé). As NPs vazias 

e NPs Aramé foram preparadas em triplicado. 

Posteriormente, realizou-se a caracterização física das NPs obtidas em termos de tamanho 

médio das partículas e índice de polidispersão por dispersão dinâmica de luz (DLS) (Zetasizer Nano 

S; Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido) e potencial zeta através da técnica de mobilidade 

eletroforética (Zetasizer Nano Z, Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). Para tal, utilizou-se   

25 µL da amostra de NPs e ressuspendeu-se com 1 mL de PBS à temperatura ambiente. 

As NPs preparadas foram ainda caracterizadas em termos de citotoxicidade, atividade antio-

xidante, inibição da AChE, inibição da HMGR, permeação de compostos bioativos e permeação do 

colesterol na barreira gastrointestinal de acordo com o procedimento já descrito. 

3.13. Determinação da Eficiência de Encapsulação 

Como forma de determinar a eficiência de encapsulação (EE) para os três lotes de NPs 

Aramé, realizou-se a sua centrifugação a 3500 rpm por 5 min e o sobrenadante foi analisado por 

HPLC-DAD (método no ponto 3.3.) em que se escolheu o pico de maior intensidade de absorvência 

entre os 13 e 17 min. A percentagem de EE foi determinada através da Equação (9) [215]. 
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EE (%)  =
Quantidade de Aramé inicial − Quantidade de Aramé no sobrenadante

Quantidade de Aramé inicial
 x 100 

 

3.14. Liofilização das NPs e Rendimento de Produção 

Numa primeira fase, as NPs foram secas recorrendo a ar comprimido e foram posteriormente 

congeladas a -2 ºC para subsequente liofilização (Heto® PowerDry LL3000, Milford, EUA) durante 

24 horas a -60 ºC. Finalizado o processo de liofilização, as NPs foram sujeitas a um processo de 

pesagem, para determinar o rendimento de produção das NPs (%) através da Equação (10). 

 

Rendimento de produção (%) =
Quantidade de NPs liofilizadas

Quantidade de componentes adicionados inicialmente
 x EE 

 

3.15. Caracterização Morfológica das NPs de BSA 

A microscopia eletrónica de varrimento é uma técnica que analisa a amostra a ser examinada 

através de um feixe de eletrões gerado num ambiente de vácuo e lentes eletromagnéticas na mesma 

condição para criar uma imagem de alta resolução. Este método permite monitorizar o tamanho, 

distribuição do tamanho (dispersão das partículas), topografia e morfologia das amostras [216]. 

As NPs foram preparadas como descrito no ponto 3.13. Posteriormente, as NPs vazias foram 

centrifugadas a 17000 x g por 20 min e as NPs Aramé foram centrifugadas a 10000 x g por 15 min. 

As suspensões de NPs foram fixadas numa mistura de 3 % de paraformaldeído e 3 % de glutaral-

deído em PBS a pH 8,5, durante 30 min. Depois de centrifugadas a 10000 x g, os pellets foram 

lavados três vezes no tampão da mistura fixadora e 10 μL das alíquotas das suspensões foram dis-

persas em lamelas redondas, previamente revestidas com poli-L-lisina e fixadas a uma lâmina porta-

-objetos do microscópio de varrimento. Em seguida, as amostras foram expostas a vapores de tetró-

xido de ósmio durante 15 min, desidratadas numa série crescente de etanol e secas com hexametil-

disilazano. Após revestidas com uma fina camada de ouro, as amostras foram observadas num mi-

croscópio de varrimento JEOL 5200LV (JEOL Ltd., Tóquio, Japão) a 20 kV e as imagens foram ad-

quiridas digitalmente. 

3.16. Ensaios de Eficácia e Segurança in vivo 

Os ensaios in vivo foram realizados após aprovação dos órgãos competentes da Faculdade 

de Farmácia da Universidade de Lisboa (FFUL) com 32 ratos Wistar machos (Charles River, Barce-

lona, Espanha). Os animais adaptaram-se às condições de laboratório durante 7 dias antes do início 

dos ensaios e foram mantidos a 22 ± 1 ºC com um ciclo controlado de 12 horas luz/escuro.  

Numa primeira fase, o ensaio in vivo foi realizado com o extrato livre, com 12 animais e ad-

ministração através da água de bebida (7 dias por semana, por 5 semanas). Cada rato bebeu cerca 

(9) 

(10) 
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de 50 mL de água por dia, para um peso médio por rato de 390 g. Os ratos foram divididos em 4 

grupos: grupo 1, controlo negativo onde foi administrada apenas água (n=2); grupo 2, controlo posi-

tivo onde foi administrada ezetimiba pura (0,1 mg/mL) (n=3); grupo 3, teste 1 com o extrato de Aramé 

em estudo (0,1 mg/mL) (n=4); e grupo 4, teste 2 com uma mistura de ezetimiba pura e extrato de 

Aramé (0,1 mg/mL) (n=3).  

O peso dos animais, glicémia (tiras Element NEO, OSANG Healthcare, Coreia do Sul) e con-

sumo de ração foram verificados semanalmente. A taxa de mortalidade foi igualmente avaliada. Além 

disso, a urina foi também avaliada semanalmente com o objetivo de monitorizar a função renal e 

perceber se poderiam existir possíveis problemas renais associados (Tiras Combur, URITEST 10V, 

URIT Medical Electronic, Guilin, China). Como forma de aferir o colesterol inicial, recolheu-se uma 

amostra de sangue de um dos ratos de controlo negativo por punção cardíaca, centrifugou-se, ob-

teve-se o soro e congelou-se para análise posterior. No último dia do ensaio procedeu-se ao sacrifício 

dos ratos recorrendo ao isoflurano (1000 mg/g) e recolheu-se uma amostra de sangue. O sangue 

recolhido foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 min (BECKMAN GPR Centrifuge, Indianápolis, 

EUA), obteve-se o soro e determinou-se, a partir deste, o colesterol final e ureia. A determinação da 

ureia é de considerável importância, pois é um parâmetro utilizado na monitorização da atividade 

metabólica do organismo, em especial no que respeita ao normal funcionamento dos rins. Final-

mente, o índice tecidular foi também determinado através da pesagem do fígado, rim e baço, recor-

rendo à Equação (11): 

Índice tecidular =  √
Peso do órgão

Peso do animal
 x 100 

 

Avaliado o efeito do extrato livre, procedeu-se à avaliação do efeito das NPs com extrato 

Aramé em 20 ratos Wistar machos, administração oral diária (5 dias por semana, por 4 semanas), 

por gavagem. Para tal dividiram-se os ratos em 4 grupos: grupo 1, controlo negativo onde foi admi-

nistrada apenas água (n=5); grupo 2, teste 1 com o extrato de Aramé em estudo (1 mg/mL) (n=5); 

grupo 3, teste 2 com uma mistura de ezetimiba pura e extrato de Aramé (1 mg/mL) (n=5); e grupo 4, 

teste 3 com NPs extrato (11,1 mg/mL) (n=5). A concentração de NPs administradas foi baseada na 

eficiência de encapsulação (EE) obtida. 

No último dia do ensaio, além dos ensaios anteriores, os órgãos excisados foram submetidos 

a uma avaliação histológica.  As partes excisadas foram fixadas em formalina 10 %, embebidas em 

parafina e cortadas em secções de 5 µm, para a posterior coloração com hematoxilina-eosina (colo-

ração H&E). As secções foram examinadas sob microscópio (Olympus BX51, Olympus Corporation, 

Tóquio, Japão) e as imagens foram obtidas utilizando uma câmara a cores (Olympus U-TV1X-2) e 

analisadas com o software Olympus analySIS® (Olympus Corporation, Tóquio, Japão).  

(11) 
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Parte do sangue recolhido foi utilizado na análise do colesterol e ureia final e a outra parte na 

análise da metabolómica e, para tal, o sangue foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 min (BECK-

MAN GPR Centrifuge, Indianápolis, EUA) e o soro foi conservado a -20 ºC. 

 

3.17. Análise Metabolómica do Soro dos Ratos por LC-QTOF-MS 

QTOF-MS é uma técnica analítica que combina os benefícios de dois analisadores de massa 

diferentes, a fragmentação de compostos com elevada eficiência através da tecnologia Quadrupole 

(Q) com a rápida velocidade de análise e a elevada capacidade de resolução de massa Time-Of-       

-Flight (TOF). QTOF-MS é uma técnica amplamente aceite em vários campos de investigação bioló-

gica e farmacêutica, incluindo na identificação de metabolitos, análise de péptidos, descoberta de 

fármacos e na toxicologia. O acoplamento de QTOF-MS com a cromatografia líquida (LC) permite a 

simplificação da preparação de amostras e a deteção de uma gama mais ampla de substâncias 

químicas [217]. 

Para a análise metabolómica do soro dos ratos, começou por se realizar a preparação prévia 

das amostras de soro provenientes do ensaio de eficácia e segurança in vivo. Para tal, estas foram 

descongeladas em gelo, foram adicionadas a metanol (1:3) e, de seguida, homogeneizou-se a mis-

tura no vortex Heidolph© REAX 2000 (Schwabach, Alemanha) durante 30 segundos. Centrifugou-se 

a 13000 x g por 15 min a 4 ºC (Eppendorf® 5415 D, Hampton, EUA). Recolheu-se o sobrenadante, 

evaporou-se até à secura com recurso a ar comprimido à temperatura ambiente e guardou-se a             

-80 ºC. No dia da análise por UHPLC, as amostras foram ressuspensas com uma solução de metanol 

e água ultra pura (1:1) e centrifugadas a 8000 x g por 5 min a 4 ºC. 

As análises cromatográficas foram realizadas num UHPLC Elute autosampler (Bruker, Bre-

men, Alemanha) utilizando uma coluna Intensity Solo 2 C18 RP (100 mm x 2,1 mm, 1,8 μm, Bruker, 

Bremen, Alemanha), em que foi injetado um volume de 5 μL de amostra (auto injetor) no sistema. O 

fluxo foi fixado em 0,250 mL/min e a coluna foi mantida a 35 °C. Cada amostra foi injetada 3 vezes, 

no mínimo (Tabela 2).  
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Tabela 2 - Método utilizado na avaliação por LC-MS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para a espetrometria de massa, foi utilizado um QTOF Impact II (Bruker, Bremen, Alemanha) 

e os dados foram adquiridos através do software de Análise de Dados 4.4. O método consistiu em 

varrimentos de MS/MS, no modo de ionização positiva. Os sinais foram registados no intervalo m/z 

50-1500. A tensão capilar foi definida para 4000 V. O gás seco foi mantido a 6 L/min, a 200 °C. A 

energia da célula de colisão foi ajustada para 10 eV e 20 μL. A solução de calibração interna consistiu 

em 250 mL de água, 250 mL de isopropanol, 750 μL de ácido acético, 250 μL de ácido fórmico e      

0,5 mL de solução de NaOH 1N. 

3.18. Análise de Dados 

Os resultados obtidos em todos os ensaios encontram-se representados pela média ± desvio 

padrão, excetuando os resultados obtidos nos ensaios in vivo que estão representados pela média 

± desvio padrão relativo em relação à média (SEM). Também se realizou uma análise estatística de 

todos os resultados, recorrendo-se para tal à ferramenta de análise ANOVA presente no programa 

Microsoft Excel (Microsoft Office 365, Washington, D.C., EUA). No que respeita à análise estatística 

e identificação de compostos por LC-QTOF-MS foi utilizado o software Metaboscape 4.0 (Bruker, 

Massachusetts, EUA).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo (min) % Água + 0,1 % Ácido Fórmico % ACN + 0,1 % Ácido Fórmico 

0,0 95 5 

1,5 95 5 

13,5 25 75 

18,5 0 100 

21,5 0 100 

23,5 95 5 

30,0 95 5 
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4. Resultados e Discussão 

4.1. Obtenção dos Extratos de Algas 

A partir da biomassa das algas comerciais e coletadas no Rio Tejo prepararam-se os respe-

tivos extratos aquosos de Aramé, Nori e Fucus, de acordo com o procedimento descrito em 3.2. Após 

serem secos foram calculados os rendimentos indicados na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Determinação do rendimento para os extratos secos recuperados após extração aquosa a partir da biomassa 

de algas. 

Alga Extrato seco (mg) Biomassa (mg) Rendimento (% m/m) 

Aramé 220 333 66 

Nori 100 200 50 

Fucus 380 1000 38 

 

Os extratos obtidos foram posteriormente fracionados em colunas de extração em fase sólida 

(SPE). Na Tabela 4 e Tabela 5 estão representados os rendimentos obtidos para as frações purifi-

cadas metanol (M) e água (A), respetivamente, tendo como base o procedimento descrito anterior-

mente no ponto 3.2. 

 

Tabela 4 - Determinação do rendimento após a purificação por SPE das frações purificadas metanol. 

Fração Purificada Fração recuperada (mg) Extrato aplicado (mg) Rendimento (% m/m) 

Aramé M 32 240 13 

Nori M 20 120 17 

Fucus M 17 94 18 

 

Tabela 5 - Determinação do rendimento após a purificação por SPE das frações purificadas água. 

 

A partir da Tabela 3, foi possível observar que se obteve um maior rendimento para o extrato 

de Aramé, seguido do extrato de Nori e um menor para o extrato de Fucus. Quando comparando 

com as frações purificadas metanol por SPE (Tabela 4) percebeu-se que aconteceu o inverso, 

Fração Purificada  Fração recuperada (mg) Extrato aplicado (mg) Rendimento (% m/m) 

Aramé A 171 240 71 

Nori A 51 120 43 

Fucus A 77 94 82 
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existindo para a fração purificada metanol um maior rendimento associado ao extrato de Fucus, se-

guido do extrato de Nori e do extrato de Aramé.  

Os rendimentos relativamente baixos obtidos nos extratos aquosos (Tabela 3) poderão ser 

devidos à biomassa das algas tornarem a solução muito espessa/densa tornando difícil a etapa de 

filtração, sendo o caso mais evidente o do extrato de Fucus. No caso das frações purificadas (Tabela 

4 e Tabela 5), pode-se concluir que o SPE teve influência na separação dos compostos nos três 

extratos e que o rendimento obtido foi no geral muito baixo nas frações purificadas M em comparação 

com as frações purificadas A. Tal pode dever-se à diversidade de compostos presentes nos extratos 

aquosos, alguns destes compostos sendo mais polares são eluídos na etapa da fase aquosa e os 

menos polares são recuperados na fração purificada metanol.  

4.2. Caracterização dos Extratos e Frações Purificadas 

4.2.1. Caracterização dos Extratos por HPLC-DAD 

Para a comparação dos extratos obtidos nas diferentes fases para as diferentes algas foi 

efetuada uma análise por HPLC-DAD de acordo com o procedimento descrito anteriormente no ponto 

3.3.  
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(B) Nori metanol 5 mg/mL e (C) Nori água 5 mg/mL. 

 



Preparação e Caracterização de Decocções de Algas Marinhas Comestíveis Encapsuladas em Nano-
partículas para a Redução do Risco de Doenças Cardiovasculares 

  

Sofia Isabel Brites Pinto 42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se pode constatar nos cromatogramas das Figura 26, Figura 27 e Figura 28 foi possível 

verificar que a maioria dos compostos presentes nos extratos aquosos (A) estão mais presentes nas 

frações purificadas água (C) do que nas frações purificadas metanol (B). Tal pode significar que os 

extratos apresentam mais compostos polares que apolares, sendo por isso na purificação por SPE 

eluídos com a água. Também se pode verificar que os compostos das frações purificadas metanol 

(B) apresentaram compostos cujos picos apresentam maior intensidade que a generalidade obtida 

nas frações purificadas água (C), tendo-se conseguido com o metanol aumentar a concentração dos 

compostos apolares presentes nos extratos. 

Na Figura 29 estão representados os cromatogramas a 266 nm dos extratos das três algas 

em estudo como forma de comparar com o cromatograma do floroglucinol (Figura Anexo 1). 
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Figura 28 - Cromatogramas totais (250-600 nm) representativos do extrato de (A) Fucus 1 mg/mL e frações purificadas  

(B) Fucus metanol 5 mg/mL e (C) Fucus água 5 mg/mL. 
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Os florotaninos são compostos polifenólicos, frequentemente descritos nas algas castanhas, 

constituídos por unidades polimerizadas de floroglucinol [109]. Ao comparar o composto fenólico flo-

roglucinol, com os extratos de algas em estudo, verificou-se que o floroglucinol apresentava um pico 

para os 9 min, aproximadamente, e os extratos de Aramé, Nori e Fucus também apresentaram um 

pico para este mesmo tempo de retenção (Figura 29). De modo que, foi possível concluir que os 

extratos apresentam floroglucinóis na sua composição ou derivados deste, ou seja, apresentam com-

postos fenólicos associados. O extrato de Aramé apresentou uma concentração de floroglucinóis de 

0,003 mg/mg extrato seco, o extrato de Nori de 0,015 mg/mg extrato seco e o extrato de Fucus de 

0,011 mg/mg extrato seco.  

De acordo com a bibliografia, as algas castanhas Aramé e Fucus são reportadas como apre-

sentando maior concentração de floroglucinóis [117]. No entanto, o método de extração e o local de 

origem da biomassa de alga pode alterar a sua composição [46] e, deste modo, foi a partir da alga 

vermelha Nori que se conseguiu obter um extrato com maior quantidade de floroglucinol. 

Figura 29 - Cromatogramas representativos dos extratos de (A) Aramé, (B) Nori e (C) Fucus, para uma concen-

tração de 1 mg/mL e do (D) Floroglucinol (5 mg/mL), para um comprimento de onda de 266 nm. 
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4.2.2. Quantificação dos Fenóis Totais 

Para a quantificação do conteúdo em fenóis totais nos diferentes extratos aquosos (Aramé, 

Nori e Fucus) obtidos e as respetivas frações purificadas por SPE em metanol e água (M e A) recor-

reu-se ao método de Folin-Ciocalteu, tendo como base o procedimento descrito no ponto 3.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se pode observar na Figura 30, a fração purificada de Aramé M apresentou uma maior 

quantidade de fenóis totais por mg de extrato e a fração purificada de Nori A a menor quantidade de 

fenóis totais. No caso do fracionamento obtiveram-se mais fenóis na fração purificada metanol que 

na fração água, para os extratos de Aramé e Nori, pois, no geral, os compostos fenólicos são apolares 

e, também de acordo com o obtido na análise por HPLC-DAD, os compostos maioritariamente pre-

sentes nestes cromatogramas devem ser deste tipo. No caso do extrato de Fucus tal não aconteceu, 

devido possivelmente à natureza mais polar dos compostos fenólicos presentes neste extrato. Esta 

fração foi também a que apresentou maior rendimento das frações purificadas A obtidas (Tabela 5), 

como referido anteriormente. 

Quando comparando os resultados obtidos para os extratos aquosos com alguns dados dis-

poníveis na bibliografia, observou-se um valor mais baixo para o extrato de Aramé de                           

0,0361 ± 0,0005 mg de equivalentes de floroglucinol (PGE)/mg de extrato recolhido na ilha Ulleung 

na Coreia do Sul  [218] quando comparando com o valor obtido, pois apesar de o método de 

Figura 30 - Quantidade de fenóis totais determinada para os extratos de Aramé (10 mg/mL), Nori (10 mg/mL), Fucus 

(11,77 mg/mL) e frações purificadas metanol e água (10 mg/mL), com o respetivo desvio padrão. Letras diferentes indi-

cam uma variação significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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quantificação ter sido o mesmo, esta diferença pode dever-se à origem do extrato, visto que algas 

iguais com uma diferente origem apresentam uma composição também ela diferente [46]. Para o 

extrato de Nori observou-se um valor mais elevado de 0,0057 ± 0,0001 mg PGE/mg de extrato [219] 

quando comparando com o obtido. Tal pode dever-se mais uma vez à diferente origem do extrato 

recolhido no litoral da Galiza em Espanha e de se ter efetuado um método de extração diferente, em 

que, no estudo presente na bibliografia, adicionou-se ao extrato seco uma mistura de metanol/água 

e HCl e, posteriormente, uma mistura de acetona/água. Como tal, o método de fracionamento utili-

zado não permitiu recuperar mais fenóis. Para o Fucus observou-se um valor muito semelhante de 

0,0171 ± 0,0021 mg PGE/mg de extrato [46] quando comparando ao obtido, pois para além de o 

método utilizado ter sido semelhante, as algas foram ambas recolhidas no rio Tejo. Em todos os 

acasos, neste trabalho optou-se por uma extração aquosa por ser menos prejudicial ambientalmente 

e poder simular formas de ingestão das referidas algas, em sopas ou bebidas, o que permite também 

analisar os efeitos associados ao consumo das referidas algas.    

4.2.3. Quantificação das Proteínas Totais 

Na quantificação de proteínas totais nos extratos e frações purificadas recorreu-se ao                

2-D Quant Kit, tendo como base o procedimento descrito anteriormente no ponto 3.5. O extrato       

aquoso de Fucus foi o único a apresentar um pequeno conteúdo em proteínas (0,0074 ± 0,0004 mg 

de proteína/mg de extrato). Os restantes apresentaram uma quantidade abaixo do limite de deteção 

do método. Tendo em conta os resultados, os extratos obtidos não são ricos em proteínas. Apesar 

da biomassa das algas marinhas ser considerada uma fonte rica em proteínas que pode conter até         

47 % com base no peso seco, os resultados demonstraram que apenas uma pequena parte dessas 

proteínas é obtida após extração por aquecimento da biomassa. Estes resultados podem ser expli-

cados pelo facto de ser um desafio extrair proteínas da biomassa bruta das algas marinhas, pois a 

sua parede celular e a sua matriz mucilaginosa é um complexo resistente [220]. 

4.2.4. Quantificação dos Polissacáridos Totais 

Para a quantificação de polissacáridos totais nos extratos preparados e frações obtidas após 

a purificação por SPE recorreu-se ao método do fenol-ácido sulfúrico, tendo como base o procedi-

mento descrito anteriormente no ponto 3.6.  
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Na Figura 31, observa-se que a fração purificada de Nori M apresentou por mg de massa 

seca uma maior quantidade de polissacáridos totais (5,38 ± 0,75 mg de equivalentes de ácido poli-

galacturónico (PE)/mg massa seca) e a fração purificada de Fucus M apresentou a menor quantidade 

de polissacáridos (0,054 ± 0,009 mg de PE/mg massa seca). A partir dos resultados foi possível 

concluir que as frações purificadas de Aramé M e Nori M demonstraram ter uma maior quantidade 

de polissacáridos totais por mg de extrato, quando comparando com os respetivos extratos aquosos. 

No entanto, verificou-se uma redução na recuperação dos mesmos quando observando as frações 

purificadas A. No que respeita à obtenção das frações purificadas de Fucus, o SPE não demonstrou 

ser muito eficiente no que respeita à obtenção de polissacáridos. 

Quando comparando os resultados obtidos para os extratos aquosos com alguns dados dis-

poníveis na bibliografia, o extrato de Laminaria digitata, do subgrupo Laminariales tal como o extrato 

de Aramé, contém cerca de 48 % de polissacáridos na sua constituição, o extrato de Nori pode conter 

cerca de 50-76 % de polissacáridos totais e o extrato de Fucus contém cerca de 62 % [221]. Os 

valores da literatura coincidem com os obtidos, em que o extrato de Nori apresenta o maior valor de 

polissacáridos totais, reportados na bibliografia como sendo porfiranos [75], seguido do extrato de 

Fucus e Aramé. 

 

 

Figura 31 - Quantificação de polissacáridos totais determinada para os extratos de Aramé (2,5 mg/mL), Nori (2,5 mg/mL) 

e Fucus (5,89 mg/mL), frações purificadas Aramé metanol (5 mg/mL), Nori metanol (2,5 mg/mL) e Fucus metanol            

(10 mg/mL) e frações purificadas água (5 mg/mL), com o respetivo desvio padrão. Letras diferentes indicam uma variação 

significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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4.3. Atividades Biológicas dos Extratos e Frações Purificadas 

4.3.1. Ensaio de Segurança in vitro 

Para determinar a segurança dos extratos e frações purificadas em estudo foi avaliada a ci-

totoxicidade em linhas celulares HepG2 e Caco-2 recorrendo-se para tal ao método do MTT, tendo 

como base o procedimento descrito anteriormente no ponto 3.7.  

De acordo com o critério de Biok, as quatro categorias de citotoxicidade no que diz respeito 

aos extratos são: muito ativos (IC50 ≤ 20 μg/mL), moderadamente ativos (IC50 > 20-100 μg/mL), pouco 

ativos (IC50 - 100-1000 μg/mL) e inativos (IC50 > 1000 μg/mL) [222]. Neste caso, para a concentração 

de 1 mg/mL, os extratos e frações em estudo demonstraram uma viabilidade celular acima dos            

50 %. Como tal, não demonstraram atividade citotóxica e, portanto, são considerados seguros para 

consumo. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Para as células HepG2 (Figura 32), foi possível concluir que o extrato de Nori apresenta uma 

menor viabilidade celular (aproximadamente 75 %), não sendo ainda assim considerado citotóxico. 

O extrato de Aramé de maior concentração, a fração purificada de Aramé M de ambas as concentra-

ções e a fração purificada de Aramé A de maior concentração (Figura Anexo 5), demonstraram ter 

uma viabilidade celular acima dos 100 %, como tal não demonstraram apresentar morte celular e, 

pelo contrário, as células cresceram mais na sua presença, quando comparando com as células de 

controlo. Tal pode ser explicado por compostos presentes no extrato que promovem o crescimento 

celular. 

 

Figura 32 - Viabilidade celular das HepG2 quando em contato com os extratos de Aramé, Nori e Fucus e frações purifica-

das Aramé e Nori, para a concentração de 1 mg/mL, com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação 

significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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No que respeita às células Caco-2 (Figura 33) foi possível observar que o extrato de Fucus 

demonstrou ter uma menor viabilidade celular (aproximadamente 60 %), não sendo ainda assim con-

siderado citotóxico. Verificou-se que o extrato de Aramé de maior concentração, fração purificada de 

Aramé M de menor concentração e frações purificadas de Aramé A e Nori A de ambas as concen-

trações (Figura Anexo 6), demonstraram ter uma viabilidade celular acima dos 100 %, como tal não 

são citotóxicas. 

Neste ensaio de viabilidade celular não se estudou qual o resultado do contato das frações 

purificadas de Fucus com as células Caco-2 e HepG2, pois ao se avaliar os restantes ensaios           

efetuados com as frações purificadas deste extrato percebeu-se que não se teve, no geral, resultados 

que o justificasse. Ao contrário dos extratos de Aramé e Nori, que tiveram melhores resultados as-

sociados, quando comparando com o extrato de Fucus e, por vezes, quando comparando com os 

respetivos extratos aquosos. 

Os resultados obtidos estão de acordo com o esperado, uma vez que estas algas são habi-

tualmente usadas na alimentação e, por isso, são consideradas seguras para consumo, o que se 

verificou com estes resultados. 

4.3.2. Atividade Antioxidante 

Para a determinação da atividade antioxidante dos extratos preparados e frações obtidas 

após a purificação por SPE recorreu-se ao método do DPPH, tendo como base o procedimento des-

crito anteriormente no ponto 3.8.  

Figura 33 - Viabilidade celular das Caco-2 quando em contato com o extrato de Aramé, Nori e Fucus e frações purificadas 

Aramé e Nori, para a concentração de 1 mg/mL, com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação significa-

tiva entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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A partir dos resultados obtidos (Figura 34) pode-se inferir que os extratos de Aramé e Fucus 

apresentaram uma maior atividade antioxidante para uma mesma concentração, quando compa-

rando com o extrato de Nori. Sendo que, tanto para o extrato de Aramé como para o de Fucus se 

obteve uma maior atividade antioxidante para o extrato aquoso, quando comparando com as frações 

purificadas M e A. No caso do extrato de Nori, obteve-se uma baixa atividade antioxidante, seme-

lhante no que respeita ao extrato aquoso e frações purificadas. Como tal, a purificação por SPE não 

resultou no enriquecimento de qualquer das frações obtidas.  

Foi assim possível associar a alguns dos compostos fenólicos presentes a atividade antioxi-

dante, visto que o extrato de Aramé apresentou a maior atividade antioxidante assim como a maior 

quantidade de fenóis totais, como referido, seguido do extrato de Fucus e do extrato de Nori, tal como 

habitualmente indicado na bibliografia [223]. 

Também foi calculado o EC50 para o extrato de Aramé, que corresponde à concentração do 

composto que apresenta uma atividade antioxidante de 50%, sendo que se obteve o valor de             

0,22 mg/mL (Figura Anexo 7). 

Quando comparando os resultados obtidos dos extratos aquosos com a bibliografia observa-

-se para o extrato de Aramé uma maior atividade antioxidante de 73,20 ± 1,82 % para uma concen-

tração de 0,025 mg/mL e um menor EC50 de 0,002 mg/mL [224], quando comparando com os valores 

obtidos. As diferenças de valores podem dever-se à diferente origem das algas. Para a Nori os valo-

res de atividade antioxidante referenciados são baixos, assim como os obtidos, de 18,71 % para uma 

Figura 34 - Atividade antioxidante determinada para os extratos de Aramé (0,25 mg/mL), Nori (0,25 mg/mL), Fucus 

(0,29 mg/mL) e frações purificadas metanol e água (0,25 mg/mL), com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam 

uma variação significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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concentração de 1 mg/mL [225], apesar das origens diferentes. Para o Fucus o valor referenciado foi 

maior de 23 % para uma concentração de 0,1 mg/mL [46], tal pode ser devido às diferentes condições 

de extração, tal como a temperatura empregue. 

Nos ensaios seguintes apenas se usaram os extratos aquosos, pois não se verificou um ga-

nho quando se utilizaram as frações purificadas. 

4.3.3. Inibição da AChE 

As CVDs encontram-se associadas a um risco acrescido no desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas [143,144]. A inibição da AChE é um dos tratamentos da AD e de perturbações 

gastrointestinais graves [146,226]. Como tal, esta é selecionada como alvo de abordagens terapêu-

ticas visando a sua inibição [146]. Para estudar a atividade da AChE e perceber qual dos extratos em 

estudo apresenta um maior potencial na sua inibição, recorreu-se à reação de Ellman, tendo como 

base o procedimento descrito anteriormente no ponto 3.9. Diferentes compostos naturais, incluindo 

compostos fenólicos, têm demonstrado ser potentes inibidores da enzima AChE [227]. Como forma 

de perceber se a inibição da enzima AChE pelos extratos podia dever-se à presença de compostos 

fenólicos, mais especificamente de floroglucinol, realizou-se o ensaio com este. A concentração da 

amostra de floroglucinol utilizada foi de 0,1 mg/mL, pois este encontra-se presente nos extratos de 

algas numa quantidade inferior a 1 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Figura 35 foi possível observar que a % de inibição da enzima AChE para o extrato de 

Aramé foi cerca de metade da obtida para o extrato de Nori, quando avaliando na mesma 

Figura 35 - Inibição da AChE para os extratos de Aramé (3 mg/mL), Nori (1,5 mg/mL) e Fucus (1,177 mg/mL) e amostra 

de floroglucinol (0,1 mg/mL), com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores 

das diferentes amostras (p<0,05). 
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concentração. Como tal, o extrato de Nori apresentou o maior potencial de inibição da enzima AChE. 

O floroglucinol utilizado numa concentração de 0,1 mg/mL apresentou uma baixa capacidade em 

inibir a enzima AChE, sendo que a quantidade de floroglucinol presente no extrato de Nori foi de 

aproximadamente de 1 %, ou seja, 0,015 mg/mL. De modo que, a capacidade de inibição do floro-

glucinol no extrato de Nori foi ainda muito menor. Portanto, foi possível concluir que o floroglucinol 

não é o único a contribuir para a inibição da AChE, mas possivelmente outros compostos presentes 

no extrato, nomeadamente os polissacáridos em que esta fração demonstrou ser rica [228].  

Quando comparando os resultados obtidos dos extratos com estudos anteriores observa-se 

para o extrato de Aramé uma maior inibição da AChE de 68,01 ± 1,37 % para uma concentração de 

0,025 mg/mL [224], quando comparando com os valores obtidos. Tal pode dever-se à diferente ori-

gem das algas, proveniente de Gangwon na Coreia do Sul. Para a Nori observa-se uma maior inibi-

ção da enzima AChE de 26,6 ± 2,6 % para uma concentração de 0,01 mg/mL [229], quando compa-

rando com os valores obtidos. Tal pode dever-se ao facto de as algas apresentarem uma origem 

diferente, sendo proveniente do mar do Japão. Para o Fucus, pela bibliografia sugere-se um menor 

valor de inibição de 4,20 ± 0,36 % para uma concentração de 1 mg/mL [46]. Neste caso a diferença 

pode dever-se às diferentes condições de extração, tal como a temperatura empregue, o que pode 

justificar a diferença de valores de inibição. 

Os valores obtidos para a inibição da enzima AChE indicam que as algas em estudo, quando 

consumidas numa refeição, podem acelerar o trato digestivo, evitando assim a absorção do colesterol 

exógeno [46]. Observando os resultados obtidos, foi possível concluir que estes extratos, ao serem 

capazes de inibir a enzima AChE, demonstram ser uma opção natural a ter em conta no que respeita 

à prevenção e diminuição da progressão de doenças neurodegenerativas, sendo o extrato de Nori a 

escolha mais promissora para este efeito, sendo obviamente necessários mais estudos para apro-

fundar esta atividade. 

4.3.4. Inibição da HMGR 

A biossíntese do colesterol endógeno tem como principal enzima a HMGR, sendo que quando 

em excesso encontra-se associada a um aumento dos níveis de colesterol plasmático e consequen-

temente a um aumento do risco de CVDs. Para estudar a atividade da HMGR e perceber qual dos 

extratos em estudo apresenta um maior potencial na sua inibição, recorreu-se ao kit da Sigma, tendo 

como base o procedimento descrito anteriormente no ponto 3.10. Também se utilizou o inibidor pra-

vastatina, como termo de comparação relativamente aos extratos testados.  
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Tendo em conta a Figura 36, os resultados demonstram que para uma mesma concentração 

o extrato de Aramé demonstra ter uma maior % de inibição da enzima HMGR, seguido do extrato de 

Nori e Fucus. O extrato de Aramé, à concentração utilizada, apresenta % de inibição semelhante ao 

do fármaco testado. Como tal, o extrato de Aramé demonstra ser uma possível alternativa natural à 

pravastatina no que respeita à prevenção e diminuição do risco de CVDs. 

Quando comparando os resultados obtidos dos extratos aquosos com a bibliografia observa-

-se para o extrato de Fucus uma menor inibição da HMGR de 1,07 ± 0,65 % para uma concentração 

de 0,01 mg/mL [46], quando comparando com os valores obtidos. Neste caso, a diferença de valores 

de inibição pode dever-se às diferentes condições no método de extração. Para os extratos de Aramé 

e Nori não foram encontrados dados na bibliografia, como tal, tendo em conta a pesquisa bibliográfica 

efetuada, depreende-se que este ensaio é inovador no que respeita às duas algas em estudo. 

Observando os resultados obtidos, foi possível concluir que o extrato de Aramé apresenta o 

maior potencial de inibição da HMGR. Como tal, esta poderá atuar ao nível do fígado com efeitos 

benéficos sobre a redução da biossíntese do colesterol e, portanto, apresenta potencial antihiperco-

lesterolémico.  

4.3.5. Ensaios de Permeação na Barreira Gastrointestinal 

A hipercolesterolemia é caracterizada pelo elevado nível de colesterol plasmático e a sua 

redução encontra-se associada à diminuição do risco CVDs. A procura por terapias alternativas aos 
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Figura 36 - Inibição da HMGR para a amostra de pravastatina e diferentes extratos em estudo, para uma concentração de 

extrato de Aramé, Nori e Fucus de 0,25 mg/mL, com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação significa-

tiva entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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fármacos atuais na redução do risco de CVDs é a justificativa para a testagem de produtos naturais 

[30]. 

A linha celular Caco-2 é usada como modelo da barreira gastrointestinal, pois diferencia-se 

num estado funcional e morfologicamente parecido com os enterócitos humanos [213]. De modo a 

avaliar se os extratos das algas apresentavam potencial antihipercolesterolémico realizou-se um en-

saio de permeação utilizando inserts e a linha celular Caco-2 diferenciada, tendo como base o pro-

cedimento descrito anteriormente no ponto 3.11. Nestes ensaios foi ainda avaliada a percentagem 

de permeação dos extratos na barreira gastrointestinal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se pode observar na Figura 37, ao se comparar a ezetimiba com os extratos por si só, 

foi possível afirmar que a ezetimiba foi mais eficiente na redução da permeação do colesterol relati-

vamente aos extratos, o que era esperado, pois já foi comprovada a sua capacidade e eficácia como 

fármaco na redução do colesterol [37,42]. Os extratos de Nori, Aramé e Fucus demonstram ter efici-

ência semelhante na redução da permeação do colesterol. 

No que respeita à utilização simultânea de qualquer um dos extratos com o fármaco ezeti-

miba, obteve-se um aumento na permeação do colesterol relativamente à utilização isolada dos ex-

tratos. No entanto, os valores obtidos para o extrato de Aramé com ezetimiba e Fucus com ezetimiba 

são semelhantes aos obtidos com ezetimiba isoladamente, o que significa que o consumo destes 

extratos não interfere com a ação do fármaco. Em oposição ocorreu uma diminuição da eficácia na 

redução da permeação do colesterol da ezetimiba, na presença do extrato Nori, relativamente à 

Figura 37 - Redução da permeação do colesterol para a ezetimiba e diferentes extratos em estudo, tendo a solução de 

colesterol no basolateral como o 100% da permeação, com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação 

significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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utilização da ezetimiba isoladamente. Tal pode ser explicado pelo facto de que alguns alimentos 

interferem com a ação dos fármacos [230]. 

Quando comparando o extrato de Nori e o extrato de Nori com ezetimiba foi possível observar 

que estes não apresentaram uma diferença significativa entre si no que respeita à redução na per-

meação do colesterol, e que o seu efeito foi inferior ao exibido pela monoterapia com ezetimiba. Pode 

sugerir-se que os compostos presentes neste extrato promovem a redução da ação da ezetimiba 

porque se podem ligar à ezetimiba reduzindo o seu efeito na inibição da NPC1L1, a proteína respon-

sável pela entrada de colesterol nos enterócitos. 

Quando comparando os resultados obtidos dos extratos com a bibliografia observou-se para 

o extrato de Fucus uma maior redução da permeação de colesterol de 45,3 ± 4,4 % [46], para uma 

concentração de 0,25 mg/mL, quando comparando com os valores obtidos. Neste caso a diferença 

pode dever-se às diferentes condições de extração. Para os extratos de Aramé e Nori não foram 

encontrados estudos referentes a ensaios de permeação do colesterol in vitro, sugerindo que este 

ensaio é inovador no que respeita às duas algas em estudo. 

Foi possível assim concluir que os extratos não são tão eficientes quanto a ezetimiba na re-

dução da permeação do colesterol. No entanto quanto utilizados na forma livre têm algum efeito 

nesta redução, o que é uma vantagem face aos efeitos secundários, como tal estes seriam uma boa 

alternativa para a redução da utilização da ezetimiba [30]. 

Posteriormente, foi avaliada a permeação dos compostos presentes nos extratos, com o obje-

tivo de se poder verificar se, caso se dê o caso do consumo destes extratos na presença de coleste-

rol, estes conseguem permear a barreira gastrointestinal e se consequentemente podem ter efeitos 

noutros órgãos ou tecidos do organismo. 
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Como se pode observar a partir dos resultados obtidos na Figura 38, foi possível concluir que 

os compostos bioativos presentes nos três extratos em estudo apresentaram capacidade de atraves-

sar a barreira gastrointestinal quando na presença de colesterol e colesterol com ezetimiba. No en-

tanto, de uma forma geral, a permeação de compostos demonstrou ser reduzida (entre 15 a 30 %). 

Sendo que resultados de permeação semelhantes foram encontrados num estudo realizado com 

decocções de Vernonia condensata [37]. 

Adicionalmente verificou-se que na presença de colesterol se obteve uma maior permeação 

dos compostos presentes nos extratos de Aramé e Fucus, do que dos compostos presentes no ex-

trato de Nori. Enquanto que, na presença de colesterol e ezetimiba, os compostos do extrato de 

Aramé demonstram ter uma maior facilidade de permeação, quando comparando com os compostos 

presentes nos extratos de Nori e Fucus.  

Quando comparando a permeação dos compostos dos extratos com a permeação dos com-

postos dos extratos com ezetimiba, na presença de colesterol, foi possível concluir que se tem uma 

diminuição da permeação na presença de ezetimiba, sendo a exceção o extrato de Aramé, que apre-

sentou um valor bastante semelhante em ambos os casos. Poder-se-á propor que a ezetimiba, ao 

promover esta redução da permeação dos compostos presentes nos extratos Fucus e Nori pode 

estar diretamente associada com o facto de os extratos poderem ter os mesmos transportadores que 

o colesterol, como a proteína NPC1L1, em que a ezetimiba está a cumprir a sua função de inibidor, 

ligando-se à proteína NPC1L1, dificultando a ligação dos extratos a esta, reduzindo assim a 

Figura 38 - Permeação dos compostos bioativos dos extratos em estudo, tendo a solução do basolateral da respetiva alga 

como o 100% de permeação, com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores 

das diferentes amostras (p<0,05). 

 

a
ac

abc

b

a

c

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Aramé +
Colesterol

Aramé +
Ezetimiba +
Colesterol

Nori +
Colesterol

Nori +
Ezetimiba +
Colesterol

Fucus +
Colesterol

Fucus +
Ezetimiba +
Colesterol

P
er

m
ea

çã
o

 C
o

m
p

o
st

o
s 

B
io

at
iv

o
s 

(%
)



Preparação e Caracterização de Decocções de Algas Marinhas Comestíveis Encapsuladas em Nano-
partículas para a Redução do Risco de Doenças Cardiovasculares 

  

Sofia Isabel Brites Pinto 56 

 

capacidade de permeação dos extratos pela barreira gastrointestinal [46] ou pode ainda dever-se ao 

facto de a ezetimiba poder inibir outras proteínas transportadoras destes compostos [37]. Os com-

postos da Aramé podem ter outro processo, para além deste, visto não aparentarem ter a sua per-

meação afetada. 

Pode concluir-se que os compostos bioativos presentes nas algas em estudo têm dificuldade 

em permear a membrana gastrointestinal, sendo que tal pode ser devido a apresentarem uma maior 

dimensão e que apenas os compostos mais pequenos consigam penetrar na membrana celular e 

ser ativos no interior da célula.  

Tabela 6 – Resumo dos principais valores obtidos para os ensaios efetuados, com o respetivo desvio padrão. Letras dife-

rentes num mesmo ensaio indicam uma variação significativa entre valores das diferentes amostras. 

 Aramé Nori Fucus Pravastatina Ezetimiba 

Fenóis Totais 0,061 ± 0,005 a 0,0015 ± 0,0003 b 0,016 ± 0,005 c  NA NA 

Polissacáridos Totais 0,221 ± 0,001 a  0,583 ± 0,004 b 0,43 ± 0,04 c NA NA 

Atividade Antioxidante 65 ± 3 a  2,0 ± 0,4 b  20,8 ± 0,1 c  NA NA 

Inibição AChE 40 ± 3 a * 33 ± 2 b ** 14 ± 1 c *** NA NA 

Inibição HMGR 79 ± 7 a  41 ± 3 b  24 ± 4 c  95 ± 1 a  NA 

Redução Permeação Colesterol 32 ± 2 a  34 ± 3 a  27 ± 2 a  NA 46 ± 2 b  

Permeação Compostos Bioativos 28 ± 1 a 21 ± 3 a 30 ± 1 a NA NA 

 
* 3 mg/mL; ** 1,5 mg/mL; *** 1,117 mg/mL; NA: Não Aplicável 

A encapsulação dos extratos em estudo em NPs parece ser uma estratégia eficiente para 

melhorar a biodisponibilidade dos compostos presentes nestes extratos, em particular o extrato de 

Aramé que apresentou os melhores resultados em praticamente todas as atividades analisadas, em 

particular na redução da permeação do colesterol e na inibição da HMGR, mas cuja permeação na 

barreira intestinal fica abaixo de 30 % (Tabela 6). Por conseguinte, esta alga foi encapsulada em NPs 

com o objetivo de facilitar a sua administração, melhorar a permeação e as propriedades associadas. 

A opção foi pela encapsulação em NPs de BSA, visto ser uma proteína muito usada na encapsulação 

de compostos bioativos devido à sua abundância, baixo custo, fácil purificação, não imunogenici-

dade, não toxicidade, propriedades de ligação versáteis, metabolizada in vivo para produzir produtos 

de degradação inócuos, tendo uma elevada aceitação na indústria farmacêutica [231] e homologia 

estrutural à albumina de soro humano [232]. 
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4.4. Síntese e Caracterização das NPs de BSA 

4.4.1. Caracterização das NPs de BSA  

Foram obtidas NPs de BSA com extrato de Aramé encapsulado (NPs Aramé) para três lotes, 

em que apenas se variou a massa de Aramé adicionada. Obteve-se também NPs de BSA vazias 

(NPs vazias) sem extrato encapsulado, que serviram como controlo. Estas NPs foram caracterizadas 

de acordo com o seu tamanho, índice de polidispersão e potencial zeta, os resultados obtidos en-

contram-se presentes na Tabela 7. No que respeita à administração oral, é importante a obtenção 

de NPs com um tamanho relativamente pequeno, pois permitem a redução da imunogenicidade in 

vivo [171], conseguem penetrar mais facilmente nas barreiras biológicas [233] e a absorção intrace-

lular é mais eficiente [167]. Além disso, é importante que tenham um índice de polidispersão mais 

próximo do valor 0 pois significa que a amostra é perfeitamente uniforme relativamente à distribuição 

[234]. Finalmente, um potencial zeta neutro favorece uma maior absorção das NPs pelo tecido gas-

trointestinal, em particular no caso dos ratos, no que respeita à administração oral por gavagem [235]. 

 Tabela 7 - Valores médios de tamanho, índice de polidispersão e potencial zeta das NPs vazias e NPs Aramé, com o 

respetivo desvio padrão. 

 

A partir da Tabela 7 foi possível concluir que, quando comparando os 3 lotes de NPs Aramé, 

a menor massa de Aramé utilizada, lote 1, correspondeu ao maior tamanho de NPs obtidas e, por 

outro lado, ao menor índice de polidispersão. Sendo que, para este mesmo lote, obteve-se um maior 

tamanho de NPs, um maior índice de polidispersão e um semelhante potencial zeta, quando compa-

rando com as NPs vazias. O maior tamanho das NPs Aramé pode dever-se ao facto de estas apre-

sentarem um maior índice de polidispersão e, como tal, uma maior agregação de partículas. As par-

tículas agregadas podem ser contabilizadas como uma só partícula, o que erradamente pode tradu-

zir-se num maior tamanho associado. Apesar de as NPs Aramé do lote 1 apresentarem um maior 

índice de polidispersão que as NPs vazias, ambas podem ser consideradas amostras monodisper-

sas, visto que o índice de polidispersão demonstra ser inferior a 0,7 [236]. Quando utilizando a BSA 

a pH 8,5 obtém-se um potencial zeta menor que 0. No entanto, NPs que apresentem um valor de 

potencial zeta entre cerca de -10 e +10 mV são consideradas como sendo neutras [237], permitindo 

 V NPs BSA (µL) Tamanho (nm) Índice Polidispersão Potencial Zeta (mV) 

NPs Vazias 25 104 ± 8 0,285 ± 0,028 -12,3 ± 2,1 

Lote 1 (10 mg Aramé) 25 226 ± 21 0,471 ± 0,101 -13,0 ± 1,2 

Lote 2 (25 mg Aramé) 25 71 ± 4 0,631 ± 0,181 -11,6 ± 1,2 

Lote 3 (50 mg Aramé) 25 85 ± 7 0,713 ± 0,080 -15,8 ± 4,4 
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que as NPs tenham um tempo de circulação no sangue mais prolongado, sem serem detetadas pelas 

células imunitárias [238]. 

As NPs vazias e NPs Aramé foram posteriormente analisadas por microscopia eletrónica de 

varrimento, tendo como base o procedimento descrito anteriormente no ponto 3.15. 

 

Através da observação das imagens das NPs de BSA obtidas por microscopia eletrónica de 

varrimento (Figura 39) foi possível concluir que as NPs vazias e NPs Aramé apesentaram uma forma 

esférica com uma superfície lisa. No entanto, as NPs vazias demonstraram ter uma distribuição mais 

uniforme e um tamanho ligeiramente menor, quando comparando com as NPs Aramé, tal encontra-

-se em concordância com os resultados de DLS presentes na Tabela 7.  

A eficiência de encapsulação (EE) é a percentagem de fármaco que é aprisionada com su-

cesso na micela ou nanopartícula [239]. Esta foi determinada para os 3 lotes de NPs Aramé e depre-

endeu-se que as NPs com 10 mg de Aramé encapsulada apresentaram a maior EE e que o extrato 

de Aramé foi encapsulado com sucesso nas NPs de BSA com um valor 96 %, ou seja, quanto menor 

a massa de extrato utilizado maior a EE. Como tal, selecionou-se o lote 1 de NPs de BSA com             

10 mg de extrato de Aramé encapsulado como o mais promissor (Tabela 7).  

As formulações preparadas foram adicionalmente liofilizadas e, como forma de verificar que 

as NPs mantinham as suas características após liofilização, determinou-se o tamanho, índice de 

polidispersão e potencial zeta das mesmas.  

Tabela 8 - Valores médios de tamanho, índice de polidispersão e potencial zeta das NPs vazias e NPs Aramé após a sua 

liofilização, com o respetivo desvio padrão. 

 V NPs BSA (µL) Tamanho (nm) Índice Polidispersão Potencial Zeta (mV) 

NPs Vazias 25 73 ± 30 0,270 ± 0,043 -4,9 ± 0,6 

NPs Aramé 25 92 ± 33 0,347 ± 0,152 -8,0 ± 1,3 

Figura 39 - Microscopia Eletrónica de Varrimento das (A) NPs vazias (1 µm) e (B) NPs Aramé (1 µm). 

A B 
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Observa-se a partir da Tabela 8 que, após a liofilização, as NPs demonstram ter um menor 

tamanho associado, bem como um menor índice de polidispersão. Tal pode significar que a liofiliza-

ção promoveu uma menor agregação das partículas e, consequentemente, um menor tamanho mé-

dio associado, o que segundo o que foi referido anteriormente é algo favorável. Em relação ao ren-

dimento de produção das NPs Aramé este foi de 70 %. Como tal, reuniram-se todas as condições 

para nos ensaios de avaliação das propriedades biológicas serem utilizadas as NPs liofilizadas.  

4.5. Atividades Biológicas das NPs de BSA 

Determinou-se a bioatividade das NPs vazias e NPs Aramé, como forma de perceber se as 

suas propriedades seriam alteradas relativamente às atividades determinadas para o extrato de 

Aramé reportadas anteriormente.  

4.5.1. Atividade Antioxidante das NPs de BSA 

Para determinar a atividade antioxidante das NPs de BSA em estudo recorreu-se ao método 

do DPPH, tendo como base o procedimento descrito anteriormente no ponto 3.8. As NPs vazias, não 

apresentaram atividade antioxidante, para uma concentração de 0,25 mg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se pode observar na Figura 40, para a mesma concentração, o extrato de Aramé apre-

sentou maior atividade antioxidante (65 ± 3 %) que as NPs Aramé (8 ± 1 %). Esta diminuição de 

atividade antioxidante após encapsulamento pode dever-se ao facto de os compostos presentes no 

extrato responsáveis pela atividade antioxidante fiquem pouco expostos à superfície das NPs [240] 

ou até devido a interações com a proteína BSA das NPs [241], tornando-se pouco disponíveis para 

a redução do radical DPPH durante o tempo do ensaio. Tal não significa que seja uma desvantagem, 

pois irá permitir que as NPs protejam os compostos com atividade antioxidante no seu interior, sejam 

Figura 40 - Atividade antioxidante do extrato de Aramé e das NPs Aramé, para uma concentração de 0,25 mg/mL, com o 

respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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ingeridas e digeridas e, enquanto a proteína BSA é degradada, os compostos com atividade antioxi-

dante não o são, acabando por ser mais facilmente absorvidos no local alvo pretendido [242]. 

4.5.2. Inibição da AChE pelas NPs de BSA 

Para estudar a atividade da acetilcolinesterase e a sua posterior inibição recorreu-se à reação 

de Ellman, tendo como base o procedimento descrito anteriormente no ponto 3.9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir dos resultados da Figura 41 foi possível concluir que as NPs vazias têm a capacidade 

de inibir a enzima AChE, tal pode ser atribuído aos péptidos presentes na albumina [243]. As NPs 

Aramé apresentaram uma maior inibição da enzima AChE quando comparando com o extrato de 

Aramé livre e com as NPs vazias. A literatura sugere que a encapsulação em NPs aumenta a eficácia 

sobre o composto livre, adicionalmente, caso as NPs permeiem bem a barreira intestinal poderão 

atuar ao nível do cérebro com maior eficiência e melhorar a motilidade gastrointestinal na toma [244]. 

Como tal, a utilização de NPs Aramé demonstrou ser a melhor opção no que respeita à ca-

pacidade de inibição da enzima AChE e, consequentemente, na prevenção e diminuição da progres-

são de doenças neurodegenerativas. 

4.5.3. Inibição da HMGR pelas NPs de BSA 

Para estudar a atividade da HMGR e a sua posterior inibição recorreu-se ao Kit da Sigma-      

-Aldrich, tendo como base o procedimento descrito anteriormente no ponto 3.10.  
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Figura 41 - Inibição da AChE para o extrato de Aramé, NPs vazias e NPs Aramé, para uma concentração de 3 mg/mL, 

com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores das diferentes amostras 

(p<0,05). 
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A partir dos resultados presentes na Figura 42 foi possível concluir que as NPs vazias têm a 

capacidade de inibir a enzima HMGR. As NPs Aramé apresentaram um igual valor de inibição da 

enzima HMGR, quando comparando com o extrato de Aramé livre e com as NPs vazias.  

Como tal, a utilização do extrato de Aramé livre ou de NPs Aramé demonstraram ser duas 

boas opções no que respeita à capacidade de inibição da enzima HMGR e, consequentemente, na 

prevenção e diminuição do risco de CVDs. 

4.5.4. Redução na Permeação do Colesterol das NPs de BSA in vitro 

À semelhança do que se fez para o extrato de Aramé foi feita a mesma determinação para as 

formulações de NPs vazias e NPs Aramé preparadas. 
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Figura 42 - Inibição da HMGR para o extrato de Aramé, NPs vazias e NPs Aramé, para uma concentração de              

0,25 mg/mL, com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores das diferentes 

amostras (p<0,05). 
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A partir dos resultados da Figura 43 foi possível concluir que tanto as NPs vazias como as 

NPs Aramé apresentaram uma maior redução na permeação do colesterol quando comparando com 

o extrato de Aramé livre. Como tal, as NPs de BSA promoveram uma maior acessibilidade ao trans-

portador NPCL1, o que pode possivelmente significar que as NPs se ligam aos compostos presentes 

no extrato de Aramé. Tal pode ser vantajoso uma vez que fornecem a proteína que os extratos não 

possuem, servindo de complemento. As proteínas são particularmente importantes para a população 

envelhecida, que muitas vezes já apresenta deficiências na sua alimentação. 

Ao se utilizar as NPs Aramé com ezetimiba, NPs Aramé e NPs vazias com ezetimiba, verifi-

cou-se um aumento de eficiência na redução da permeação do colesterol, quando comparando com 

a utilização do fármaco ezetimiba por si só. 

Tendo em conta os resultados obtidos, a opção que demonstrou ser mais favorável na redu-

ção da permeação do colesterol, quando o objetivo é a monoterapia, foi a utilização das NPs Aramé. 

Tendo em vista a terapia combinada, a opção que demonstrou ser a mais favorável foi a utilização 

das NPs Aramé com ezetimiba. Ambas as opções demonstraram ser mais eficientes do que a mo-

noterapia com o recurso ao fármaco ezetimiba. 

 

Figura 43 - Redução da permeação do colesterol para a ezetimiba, extrato de Aramé, NPs vazias e NPs Aramé, tendo a 

solução de colesterol como o 100% da permeação, com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação signi-

ficativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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Posteriormente, foi avaliada a permeação das NPs Aramé, com o objetivo de se poder verifi-

car se, caso se dê o caso do consumo destas, estas conseguem permear a barreira gastrointestinal 

e poder comparar com a permeação do extrato livre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir dos resultados presentes na Figura 44 foi possível concluir que os compostos bioati-

vos presentes nas NPs Aramé foram capazes de atravessar a barreira gastrointestinal quando na 

presença de colesterol e ezetimiba. No entanto, a capacidade de permeação das NPs não demons-

trou ser melhorada comparativamente ao extrato livre. 

4.5.5. Ensaio de Segurança das NPs de BSA in vitro  

Para determinar a citotoxicidade das NPs de BSA em estudo recorreu-se ao método do MTT, 

tendo como base o procedimento descrito anteriormente no ponto 3.7. Os resultados mostraram que 

as NPs preparadas tal como o extrato de Aramé apresentaram uma viabilidade celular maior que 

80% nas células HepG2 e Caco-2. Como tal, para a concentração de 1 mg/mL, as NPs não demons-

traram atividade citotóxica e, portanto, são consideradas seguras para consumo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 44 - Permeação dos compostos bioativos do extrato de Aramé e das NPs Aramé, tendo a solução do basolateral 

do extrato de Aramé e NPs Aramé sem colesterol como o 100% de permeação, com o respetivo desvio. Letras diferentes 

indicam uma variação significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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A partir da Figura 45 A, referente às células Caco-2, foi possível concluir que as NPs de BSA 

apresentaram uma menor viabilidade celular (aproximadamente 80 %), não sendo ainda assim con-

sideradas citotóxicas. 

No que respeita às células HepG2, foi possível observar na Figura 45 B que as NPs de Aramé 

demonstraram ter uma viabilidade celular acima dos 100 %, como tal não demonstraram apresentar 

morte celular e, pelo contrário, as células cresceram mais na sua presença, quando comparando 

com as células de controlo.  

Pode-se assim concluir que estas formulações demonstraram ser seguras para serem usadas 

nos ensaios de eficácia e segurança in vivo, visto não apresentaram citotoxicidade associada para 

nenhuma das duas linhas celulares em estudo. 

4.5.6. Ensaios de Eficácia e Segurança do Extrato de Aramé e NPs de BSA in vivo  

Após os resultados da segurança in vitro em linhas celulares humanas, foi avaliada a segu-

rança e eficácia do extrato de Aramé livre em ratos Wistar após administração oral através da água 

de bebida e durante um período de 5 semanas, de forma única e diária. Numa primeira fase, o ensaio 

in vivo foi realizado com 12 animais divididos em 4 grupos: grupo 1, controlo negativo onde foi admi-

nistrada apenas água (n=2); grupo 2, controlo positivo onde foi administrada ezetimiba pura              

(0,1 mg/mL) (n=3); grupo 3, teste 1 com o extrato de Aramé em estudo (0,1 mg/mL) (n=4); e grupo 

4, teste 2 com uma mistura de ezetimiba pura e extrato de Aramé (0,1 mg/mL) (n=3). O peso dos 

animais, glicémia, ração consumida e parâmetros de urina foram verificados semanalmente. A taxa 

de mortalidade foi igualmente avaliada.  

Figura 45 - Viabilidade celular das (A) Caco-2 e (B) HepG2, quando colocadas em contato com NPs vazias e NPs Aramé, 

para a concentração de 1 mg/mL, com o respetivo desvio. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valo-

res das diferentes amostras (p<0,05). 
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Inicialmente observou-se que a concentração do colesterol plasmático dos ratos foi de               

40 mg/mL, valor esse concordante com os valores de referências descritos na literatura [245]. Na 

urina observou-se que todos os parâmetros analisados (Tabela Anexo 1) não sofreram alterações 

após administração do extrato livre ou da ezetimiba. No que se refere à ração consumida não houve 

diferenças na primeira, segunda e quarta semanas de ensaio. As únicas diferenças surgiram na ter-

ceira e quinta semanas, sendo mais significativas nesta última. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na terceira semana (Figura Anexo 12), os ratos pertencentes ao grupo do extrato consumiram 

uma menor quantidade de ração quando comparando com os ratos do controlo. Tal pode significar 

que o extrato provoca uma diminuição do apetite. No que respeita à Figura 46, os ratos que consu-

miram extrato com ezetimiba, demonstraram consumir uma menor quantidade de ração, quando 

comparando com o controlo. Podendo dever-se mais uma vez ao facto de o extrato provocar a dimi-

nuição do apetite, visto que as alterações de ração consumida se verificaram apenas para os grupos 

que consumiram extrato na bebida. 

Quanto ao peso, não se observou a alteração do mesmo ao longos das 5 semanas de ensaio, 

sendo a Figura 47 a representação da quinta semana de ensaio. No caso da glicémia não se verificou 

uma diferença significativa na primeira, segunda e quarta semanas de ensaio. As únicas diferenças 

surgiram na terceira e quinta semanas. 
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Figura 46 - Variação da ração consumida para cada grupo de teste. Os valores encontram-se apresentados por média 

relativa ± SEM. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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A não alteração do peso, durante as 5 semanas de ensaio, observada pela Figura 47 A, pode 

dever-se ao facto de o extrato não ser rico em proteínas [246] e pelo facto de as algas geralmente 

apresentarem um baixo teor lipídico [247]. 

Na terceira semana (Figura Anexo 13), o grupo de teste correspondente à ezetimiba apresen-

tou um menor valor de glicémia, quando comparando com o grupo de controlo. Esta diminuição é 

concordante com o que é descrito na literatura em que foi comprovada a capacidade da ezetimiba 

em baixar a glicémia [248]. No entanto, observando a Figura 47 B, no que respeita à quinta semana, 

verificou-se uma maior redução da glicémia para o grupo de ratos que consumiu o extrato. Tal pode 

dever-se a este ter sido o dia do sacrifício, pois os ratos pertencentes ao grupo do extrato aparenta-

vam encontrar-se mais calmos, quando comparando aos ratos dos restantes grupos e o stress au-

menta a glicémia [249]. 

Como forma de determinar a influência da administração de extrato, ezetimiba e mistura de 

extrato e ezetimiba nos níveis de colesterol e função renal dos ratos Wistar, determinaram-se as 

concentrações de colesterol e ureia para os diferentes grupos de ratos em estudo. 
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Figura 47 - Variação do (A) peso e (B) glicémia para cada grupo de teste na quinta semana de ensaio. Os valores 

encontram-se apresentados por média relativa ± SEM. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre 

valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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A partir da Figura 48 foi possível observar que os valores de colesterol obtidos para cada 

grupo não apresentaram uma diferença significativa entre si. Como tal, pode assumir-se que este 

ensaio não foi conclusivo, visto que alguns dos ratos não consumiram, quando disponibilizado livre-

mente, a água contendo o extrato, a ezetimiba e a mistura de ambos. O que pode ter contribuído 

para tal pode ser o facto de os ratos não terem gostado do cheiro e/ou sabor do extrato. Também se 

pode dever ao facto de se ter apenas determinado o colesterol final total, e não o HDL-C e LDL-C 

especificamente, podendo ter ocorrido um aumento do HDL-C e diminuição do LDL-C para algum 

dos grupos e o colesterol final total não demonstrar ter uma redução significativa. Uma outra razão, 

que pode ser a mais relevante, é o facto de os ratos não serem hipercolesterolémicos. Tal pode ter 

contribuído para que os resultados finais de colesterol não tenham sido muito expressivos, pois a 

diminuição de colesterol nunca poderia ter sido muito elevada. 

Quando comparando os resultados obtidos com a bibliografia não se encontraram resultados 

para o extrato de Aramé. No entanto observou-se para a alga castanha Himanthalia elongata uma 

diminuição do colesterol total (28 %) e um aumento do HDL-C (20 %) [250]. 

A partir da Figura 48 foi ainda possível concluir que os valores de ureia obtidos não demons-

traram ser significativamente diferentes. Sendo que, os valores obtidos vão de encontro aos espera-

dos no que respeita a ratos Wistar com um normal metabolismo, mais especificamente função renal 

[251]. Como tal concluiu-se que a administração do extrato, ezetimiba e a mistura de ambos não 

comprometeu a função renal dos ratos em estudo. 

Finalmente, os índices tecidulares foram determinados e os resultados encontram-se descri-

tos na Tabela 9.  

Figura 48 - Valores de colesterol e ureia obtidos para os diferentes grupos de ratos, após 5 semanas de ensaio. Os 

valores encontram-se representados como média ± SEM. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre 

valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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Tabela 9 - Índice tecidular do fígado, rim e baço para cada grupo de teste. Os valores encontram-se representados como 

média ± SEM. 

 

A partir da Tabela 9 foi possível observar que os órgãos internos dos ratos de controlo não 

apresentaram um valor de índice tecidular significativamente diferente quando comparando com os 

restantes grupos de estudo, bem como quando comparando os grupos em que se administrou ex-

trato, ezetimiba e a mistura de ambos, entre si. Como tal concluiu-se que a administração do extrato 

de Aramé livre, ezetimiba e a administração de ambos é segura no que respeita ao normal funciona-

mento dos órgãos. 

Numa segunda fase, procedeu-se à avaliação da segurança e eficácia das NPs de BSA com 

extrato de Aramé em 20 ratos Wistar machos através de administração oral diária (5 dias por semana, 

por 4 semanas), por gavagem. Para tal dividiram-se os ratos em 4 grupos: grupo 1, controlo negativo 

onde foi administrada apenas água (n=5); grupo 2, teste 1 com o extrato livre de Aramé (1 mg/mL) 

(n=5); grupo 3, teste 2 com uma mistura de ezetimiba pura e extrato livre de Aramé (1 mg/mL) (n=5); 

e grupo 4, teste 3 com NPs de BSA com extrato de Aramé (11,1 mg/mL) (n=5). 

Neste ensaio não se efetuou uma avaliação semanal dos elementos presentes na urina de 

cada rato, mas uma amostragem aleatória, no que respeita à urina dos ratos dos diferentes grupos, 

e concluiu-se que não houve uma alteração significativa dos diferentes parâmetros, quando compa-

rando com o grupo de controlo.  

Diferente do ensaio anterior, a ração adicionada para cada rato não foi contabilizada, mas 

sim a ração adicionada para cada grupo, como tal apenas foi possível perceber a variação média da 

ração consumida ao longo das semanas de ensaio para cada grupo. 

 

 

 Índice Tecidular 

Grupo Fígado Rim  Baço 

Controlo 19,04 ± 0,13 6,10 ± 0,07 4,56 ± 0,02 

Extrato 18,67 ± 0,17 5,47 ± 0,10 4,17 ± 0,09 

Ezetimiba 18,59 ± 0,10 5,37 ± 0,06 3,92 ± 0,09 

Extrato + Ezetimiba 18,86 ± 0,19 5,65 ± 0,10 3,96 ± 0,04 
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Tendo em conta a Figura 49, depreendeu-se que os ratos sujeitos à administração das NPs 

extrato demonstraram consumir uma maior quantidade de ração ao longo do ensaio, seguidos dos 

ratos que consumiram em simultâneo o extrato e ezetimiba, dos ratos do grupo de controlo e dos 

ratos que consumiram apenas extrato. Sendo que estes dois últimos grupos demonstraram ter valo-

res mais parecidos de ração consumida ao longo de todo o ensaio. 

Em relação ao peso não foram observadas diferenças referentes à segunda, terceira e quarta 

semanas de ensaio. No que respeita à glicémia apenas se verificaram diferenças na primeira e se-

gunda semana. Tal pode dever-se ao facto de ser o início do ensaio e os animais estarem mais 

stressados, obtendo-se assim valores de glicémia mais elevados [249]. 
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Figura 49 - Variação da ração consumida para cada grupo de teste. Os valores encontram-se representados pela média. 
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amostras (p<0,05). 

 

a

a

a

a

0

50

100

150

200

250

Controlo Extrato Extrato +
Ezetimiba

 NPs Extrato

G
lic

ém
ia

 (
%

)

B 



Preparação e Caracterização de Decocções de Algas Marinhas Comestíveis Encapsuladas em Nano-
partículas para a Redução do Risco de Doenças Cardiovasculares 

  

Sofia Isabel Brites Pinto 70 

 

Pela Figura Anexo 14, observou-se que os ratos que consumiram extrato, extrato com ezeti-

miba e NPs extrato, apresentaram um menor peso quando comparando com o grupo de controlo. No 

entanto, pela Figura 50 A não se observou uma variação significa de peso entre grupos de estudo. 

A partir da Figura Anexo 15 A foi possível observar que na primeira semana os valores de 

glicémia obtidos para os ratos que consumiram extrato foram significativamente diferentes aos obti-

dos para os que consumiram NPs com extrato, obtendo-se um menor valor de glicémia para este 

último. Pela Figura Anexo 15 B, obtiveram-se valores de glicémia significativamente diferentes 

quando comparando os ratos que consumiram extrato com os que consumiram extrato com ezeti-

miba, tendo-se uma redução do valor de glicémia para este último. No entanto, pela Figura 50 B não 

se observou variação de glicémia entre grupos de estudo. Estes valores de glicémia podem dever-   

-se ao facto de os ratos em estudo serem ratos normais, não hipercolesterolémicos e sem problemas 

a nível metabolómico, como tal realizam a homeostase normal e repõem os níveis de glicémia ao 

longo das semanas.  

Como forma de determinar a influência da administração de extrato, mistura de extrato e 

ezetimiba e NPs extrato nos níveis de colesterol e função renal dos ratos Wistar, determinaram-se 

as concentrações de colesterol e ureia para os diferentes grupos de ratos em estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores de colesterol obtidos para os diferentes grupos em estudo foram ligeiramente di-

ferentes aos obtidos para o grupo de controlo (Figura 51). Observou-se que o extrato livre, o extrato 

com ezetimiba e as NPs extrato demostraram ter a capacidade de reduzir o colesterol em ensaios in 

vivo. No entanto, esta diminuição do colesterol não demonstrou ser expressiva entre grupos, po-

dendo ter havido um aumento do HDL-C e diminuição do LDL-C para algum dos grupos, e o colesterol 
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Figura 51 - Valores de colesterol e ureia obtidos para os diferentes grupos de ratos, após 4 semanas de ensaio. Os valo-

res encontram-se representados como média ± SEM. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores 

das diferentes amostras (p<0,05). 
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final total ser semelhante entre estes. Uma outra razão pode ser o facto de os ratos não serem 

hipercolesterolémicos. Tal pode ter contribuído para que os resultados finais de colesterol não te-

nham sido muito expressivos, pois a diminuição de colesterol nunca poderia ter sido muito elevada. 

No entanto, estes resultados de colesterol final obtidos para o extrato, mistura de extrato e ezetimiba 

e NPs extrato, encontram-se concordantes com os resultados já obtidos in vitro para o ensaio de 

redução de permeação de colesterol utilizando a linha celular Caco-2 (ponto 4.5.4.). 

Quando comparando os resultados obtidos com a bibliografia não se encontraram estudos 

em que se tenha determinado a concentração de colesterol final após administração de NPs de BSA 

com extrato de Aramé encapsulado em ensaios in vivo, nem da encapsulação de outras algas ou 

produtos naturais e como tal os resultados obtidos apresentam inovação. 

A partir da Figura 51 foi ainda possível concluir que os valores de ureia obtidos não demons-

traram ser diferentes entre grupos. Sendo que, os valores obtidos vão de encontro aos esperados no 

que respeita a ratos Wistar com um normal metabolismo, mais especificamente função renal [251]. 

Como tal concluiu-se que a administração do extrato, mistura de extrato e ezetimiba e NPs extrato 

não comprometeu a função renal dos ratos em estudo. 

Para avaliar e comparar a toxicidade das metodologias testadas determinou-se o índice teci-

dular dos órgãos recolhidos, os resultados encontram-se descritos Tabela 10. 

Tabela 10 - Índice tecidular do fígado, rim e baço para cada grupo de teste. Os valores encontram-se representados 

como média ± SEM. 

 Índice tecidular 

Grupo Fígado Rim Baço 

Controlo 17,53 ± 0,29 5,70 ± 0,08 4,27 ± 0,08 

Extrato 16,65 ± 0,23 5,53 ± 0,04 4,01 ± 0,13 

Extrato + Ezetimiba 16,47 ± 0,37 5,61 ± 0,10 4,01 ± 0,04 

NPs Extrato 16,92 ± 0,37 5,42 ± 0,11 4,36 ± 0,15 

 

Foi possível observar que os órgãos internos dos ratos de controlo não apresentaram uma 

diferença significativa de índice tecidular quando comparando com os restantes grupos de estudo, 

bem como quando comparando os grupos em que se administrou extrato, extrato e ezetimiba e NPs 

extrato, entre si. 
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Por fim, realizou-se a avaliação histológica dos órgãos excisados. 

 

A partir da Figura 52, foi possível concluir que apenas o fígado do rato do grupo de controlo 

(1 animal em 5), apresentou um ligeiro infiltrado linfoplasmocitário periportal, não se verificando alte-

rações significativas para os restantes grupos.  

Como tal foi possível afirmar que a administração de extrato, extrato com ezetimiba e NPs 

extrato não demonstrou alterar a histológica do fígado dos grupos em estudo. 

 

 

 

 

Figura 52 - Representação histológica do (A) fígado do grupo de controlo, (B) fígado do grupo em que se administrou 

extrato de Aramé, (C) fígado do grupo em que se administrou ezetimiba e extrato de Aramé e (D) fígado do grupo em que 

se administrou NPs de BSA com extrato de Aramé. 
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Pela Figura 53 foi possível concluir que apenas o rim do rato do grupo em que se administrou 

extrato com ezetimiba (1 animal em 5), apresentou um ligeiro infiltrado linfoplasmocitário intersticial, 

o que pode indiciar um processo inflamatório pouco relevante que não se verificou nos restantes 

grupos. 

Como tal foi possível concluir que a administração de extrato, extrato com ezetimiba e NPs 

extrato, numa elevada concentração, não demonstrou alterar a histológica do rim dos grupos em 

estudo de uma forma significativa. 

 

 

 

 

 

Figura 53 - Representação histológica do (A) rim do grupo de controlo, (B) rim do grupo em que se administrou extrato de 

Aramé, (C) rim do grupo em que se administrou ezetimiba e extrato de Aramé e (D) rim do grupo em que se administrou 

NPs de BSA com extrato de Aramé. 
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Quando observando a Figura 54 foi possível concluir que não se verificou uma alteração 

significativa do baço em nenhum dos grupos de estudo. Como tal concluiu-se que a administração 

de extrato, extrato com ezetimiba e NPs extrato, numa elevada concentração, não demonstrou alterar 

a morfologia do baço dos grupos em estudo. 

A partir da determinação do índice tecidular e análise histológica dos órgãos recolhidos, foi 

possível concluir que a administração de extrato de Aramé, extrato de Aramé com ezetimiba e NPs 

com extrato de Aramé demonstrou ser segura no que respeita ao normal funcionamento dos órgãos 

e organismo dos ratos em estudo. No entanto, estas mesmas amostras podem afetar o metabolismo 

celular a outros níveis, como tal estas alterações foram avaliadas por uma análise metabolómica do 

soro dos ratos por LC-QTOF-MS. 

4.5.7. Análise do Soro dos Ratos por LC-QTOF-MS 

Os resultados obtidos das análises bioquímicas e histológicas nos estudos in vivo efetuados 

foram adicionalmente explorados recorrendo a uma análise das alterações nos metabolitos do soro 

dos ratos dos diferentes grupos por LC-QTOF-MS e tendo como base o procedimento descrito no 

ponto 3.17. Os metabolitos presentes no soro dos ratos foram isolados e sujeitos a separação cro-

matográfica por LC e a sua razão massa/carga (m/z) determinada por espetrometria de massa. Re-

correndo às bases de dados disponíveis no software Metaboscape foi ainda possível efetuar uma 

identificação preliminar de alguns dos metabolitos mais representativos.  

Figura 54 - Representação histológica do (A) baço do grupo de controlo, (B) baço do grupo em que se administrou ex-

trato de Aramé, (C) baço do grupo em que se administrou ezetimiba e extrato de Aramé e (D) baço do grupo em que se 

administrou NPs de BSA com extrato de Aramé. 
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Os metabolitos presentes no soro dos ratos controlo foram comparados com os metabolitos 

detetados no soro dos diferentes grupos de ratos tratados, ou seja, sujeitos à toma de solução de 

extrato de Aramé (Extrato), solução de NPs com extrato de Aramé (NPs Extrato), solução de Ezeti-

miba (Ezetimiba) e solução de extrato de Aramé com ezetimiba (Extrato + Ezetimiba). A análise 

estatística diferencial dos metabolitos entre os grupos de ratos analisados foi efetuada com recurso 

ao software Metaboscape.   

A partir de métodos de redução de dimensionalidade, como a regressão por projeção em 

estruturas latentes (PLS-Projection on latent structures) e a análise de componentes principais (PCA- 

-Principal Component Analysis) é possível identificar semelhanças e diferenças entre as amostras a 

partir do conjunto e das intensidades dos metabolitos existentes nas amostras [252]. No caso da 

análise por PLS, sendo uma análise estatística supervisionada, onde se associa os metabolitos ao 

grupo dos ratos onde foram detetados, é possível atribuir uma importância aos metabolitos                 

(Figura 55 A a Figura 58 A no eixo do y) consoante a variação que estes apresentam entre os grupos 

comparados, tratado e controlo. Neste sentido, os que apresentam maior importância são os que se 

encontram num grupo e não no outro ou os que quando detetados apresentam diferenças de inten-

sidades entre grupos [253]. 

A partir das análises por PCA (Figura 55 a Figura 58 C) da totalidade dos metabolitos presen-

tes nos soros dos ratos tratados em comparação com os dos ratos controlo, é possível verificar que 

as amostras de soro analisadas diferem entre si, mas tendem a agrupar dentro do mesmo grupo de 

ratos, encontrando-se mais semelhantes entre grupos. Pelos resultados obtidos, em todas as com-

parações efetuadas (Figura 55 C a Figura 58 C) verificou-se a semelhança entre as amostras anali-

sadas dos soros dos ratos no mesmo grupo, que agrupam entre si sendo mais distantes relativa-

mente aos soros dos ratos controlo que também agrupam entre si. Isto indica que os ratos sujeitos à 

toma do Extrato, NPs Extrato, Ezetimiba e Extrato + Ezetimiba apresentam diferenças nos metaboli-

tos do soro relativamente aos ratos controlo.   

A análise estatística que permite avaliar se a diferença nos metabolitos detetados é significa-

tiva entre os grupos comparados é feita por recurso à representação gráfica em Volcano                        

(Figura 55 B a Figura 58 B). A representação gráfica em Volcano relaciona a abundância relativa dos 

metabolitos presentes entre dois grupos (fold change), no eixo do x, e a significância estatística dessa 

variação, no eixo do y (-log10 p-value). Neste tipo de figura os metabolitos presentes no soro foram 

identificados como pontos com o seu valor m/z. Os metabolitos que têm um fold change relativamente 

baixo, ou seja, não são significativamente diferentes entre os dois grupos em análise, aparecem perto 

do centro e abaixo da linha limite (metabolitos do soro de cor preta). Os metabolitos que têm p-values 

significativamente baixos encontram-se na parte superior direita ou esquerda (metabolitos do soro 

de cor laranja) indicando estarem diferencialmente mais abundantes no grupo da direita relativa-

mente ao grupo da esquerda e vice versa [254].  

 



Preparação e Caracterização de Decocções de Algas Marinhas Comestíveis Encapsuladas em Nano-
partículas para a Redução do Risco de Doenças Cardiovasculares 

  

Sofia Isabel Brites Pinto 76 

 

A Figura 55 representa a análise dos metabolitos detetados no soro dos ratos controlo 

relativamente aos metabolitos detetados no soro dos ratos sujeitos à toma do extrato. 

 

 

 

A partir da Figura 55 B foi possível dizer que a amostra do controlo apresentou uma maior 

quantidade de metabolitos que não se encontraram na amostra de extrato que o contrário. Como tal, 

foi possível concluir que ao se administrar extrato, o soro dos ratos perdeu um maior número de 

metabolitos do que aqueles que foram formados.  

Os compostos identificados presentes na Figura 55 D, são apenas alguns dos possíveis me-

tabolitos que se podem encontrar no soro dos ratos sujeitos à toma do extrato, nomeadamente maior 

quantidade de espermidina, uma poliamina já identificada na alga Aramé [255], que tem a capacidade 

de reduzir o colesterol total, LDL-C e aumentar o HDL-C [256] e o fosfato de esfingosina, um ami-

noálcool associado a um grupo fosfato, constituinte dos esfingolípidos, que se encontra associado a 

um aumento do HDL-C [257,258]. O aumento da presença destes metabolitos pode justificar a 

Figura 55 - Representação gráfica: (A) PLS, (B) Volcano, (C) PCA e (D) Compostos identificados, para o soro do rato do 

controlo e soro do rato em que foi administrado extrato. 
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redução do colesterol observada tanto no ensaio de permeação na barreira gastrointestinal como no 

ensaio in vivo em que se administrou durante 4 semanas o extrato. 

No caso dos ratos sujeitos à toma de extrato reduziram no soro, relativamente ao controlo, os 

aminoácidos L-triptofano, L-isoleucina e L-fenilalanina que são aminoácidos essenciais [259] e outros 

aminoácidos não essenciais como a L-tirosina e L-prolina, podendo levar a uma redução na síntese 

de proteínas, hormonas ou neurotransmissores peptídicos em ratos sujeitos à toma do extrato [260].   

A Figura 56 representa a análise dos metabolitos detetados no soro dos ratos controlo 

relativamente aos metabolitos detetados no soro dos ratos sujeitos à toma de NPs extrato. 

 

A partir da Figura 56 B foi possível dizer que a amostra do controlo apresentou um grande 

número de metabolitos que não se encontraram no soro dos ratos sujeitos à toma de NPs extrato. 

Figura 56 - Representação gráfica: (A) PLS, (B) Volcano, (C) PCA e (D) Compostos identificados, para o soro do 

rato do controlo e soro do rato em que foi administrado NPs extrato. 
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Como tal, foi possível concluir que ao se administrar NPs extrato, o soro dos ratos alterou um grande 

número de metabolitos.  

Os compostos identificados na Figura 56 D são apenas alguns dos possíveis metabolitos que 

se podem encontrar no soro dos ratos sujeitos à toma de NPs extrato. Verificou-se nos ratos sujeitos 

à toma das NPs extrato, um aumento de vários lípidos do soro relativamente aos ratos controlo, 

nomeadamente uma maior quantidade de ácido mirístico, um lípido associado a uma diminuição do 

HDL-C [261], ácido palmítico, um lípido associado ao aumento do LDL-C [262], N-aciletanolamina, 

um lípido que se encontra associado à redução do risco de CVDs [263], palmitoil-glicerofosfocolina, 

um lisofosfolípido associado a uma diminuição do colesterol total e LDL-C e aumento do HDL-C [264] 

e retinal, um diterpeno associado a fatores de risco cardiovascular [265], quando insuficiente [266]. 

O aumento da presença de N-aciletanolamina, palmitoil-glicerofosfocolina e retinal pode justificar a 

redução do colesterol observada tanto no ensaio de permeação na barreira gastrointestinal como no 

ensaio in vivo em que se administrou durante 4 semanas as NPs de extrato. 

Em oposição, verificou-se no soro dos ratos sujeitos à toma de NPs extrato, relativamente 

aos ratos de controlo, uma diminuição de estearoilcarnitina, uma acilcarnitina associada à inibição 

da lecitina:colesterol aciltransferase (LCAT), enzima responsável pela homeostase do colesterol livre 

entre tecidos periféricos e partículas HDL [267] e L-isoleucina, um metabolito já encontrado no ex-

trato, que decresceu tanto na toma de extrato como NPs extrato. A diminuição destes metabolitos 

pode promover a homeostase do colesterol e reduzir a síntese de proteínas, hormonas ou neuro-

transmissores peptídicos em ratos sujeitos à toma de NPs extrato [260,267]. 

A Figura 57 representa a análise dos metabolitos detetados no soro dos ratos controlo 

relativamente aos metabolitos detetados no soro dos ratos sujeitos à toma de ezetimiba. 
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A partir da Figura 57 B depreendeu-se que a amostra do controlo apresentou uma maior 

quantidade de metabolitos que não se encontraram na amostra de ezetimiba que o contrário. Como 

tal, é possível concluir que ao se administrar ezetimiba o soro dos ratos perdeu um maior número de 

metabolitos do que aqueles que foram formados.  

Os compostos identificados presentes na Figura 57 D são apenas alguns dos possíveis me-

tabolitos que se podem encontrar no soro dos ratos sujeitos à toma de ezetimiba, nomeadamente 

maior quantidade de ácido mirístico, metabolito já encontrado nas NPs extrato, que aumentou tanto 

na toma de NPs extrato como de ezetimiba, a esfingosina, um aminoálcool constituinte dos esfingo-

lípidos associado a uma diminuição do colesterol total [268] e o 1-O-(2-metoxi-hexadecil)-glicerol, um 

alquilglicerol, associado a uma diminuição do colesterol total [269]. O aumento da presença de es-

fingosina e 1-O-(2-metoxi-hexadecil)-glicerol pode justificar a eficácia da ezetimiba na redução do 

colesterol, também observada no ensaio de permeação na barreira gastrointestinal. 

Figura 57 - Representação gráfica: (A) PLS, (B) Volcano, (C) PCA e (D) Compostos identificados, para o soro do 

rato do controlo e soro do rato em que foi administrado ezetimiba. 
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Em oposição diminuiu na toma da ezetimiba, relativamente aos ratos controlo, a L-arginina, 

um aminoácido não essencial associado a uma diminuição do colesterol total e ligeiro aumento do 

HDL-C [270] e a N-aciletanolamina e o retinal, metabolitos já encontrados nas NPs extrato, no en-

tanto aumentaram na toma de NPs extrato. A diminuição da L-arginina pode promover a redução da 

síntese de proteínas, hormonas ou neurotransmissores peptídicos em ratos sujeitos à toma de ezeti-

miba [260]. 

Neste caso o efeito pode não ser tão pronunciado, pois a administração de ezetimiba in vivo 

durante 5 semanas foi efetuada de forma livre na água de bebida e não por gavagem como na ad-

ministração de extrato, NPs extrato e extrato + ezetimiba. 

A Figura 58 representa a análise dos metabolitos detetados no soro dos ratos controlo 

relativamente aos metabolitos detetados no soro dos ratos sujeitos à toma de extrato + ezetimiba. 

 

 

 

Figura 58 - Representação gráfica: (A) PLS, (B) Volcano, (C) PCA e (D) Compostos identificados, para o soro do 

rato do controlo e soro do rato em que foi administrado extrato + ezetimiba. 
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A partir da Figura 58 B inferiu-se que a amostra do controlo apresentou um grande número 

de metabolitos que não se encontraram na amostra de extrato e ezetimiba e a amostra de extrato e 

ezetimiba apresenta muitos metabolitos que não se encontraram no controlo.  

Os compostos identificados presentes na Figura 58 D são apenas alguns dos possíveis me-

tabolitos que se podem encontrar no soro dos ratos sujeitos à toma de extrato + ezetimiba, nomea-

damente maior quantidade de palmitoil-glicerofosfocolina, um lisofosfolípido, associado a uma dimi-

nuição do colesterol total e LDL-C e ao aumento do HDL-C [264]; hexanoilcarnitina, uma acilcarnitina, 

metabolito que também aumentou na toma das NPs extrato; o retinal, metabolito que decresceu na 

toma das NPs extrato e a L-Isoleucina, um metabolito já encontrado tanto no extrato como nas NPs 

extrato e que decresceu em ambos. O aumento da presença de palmitoil-glicerofosfocolina e retinal 

pode justificar a redução do colesterol observada tanto no ensaio de permeação na barreira gastro-   

intestinal como no ensaio in vivo em que se administrou durante 4 semanas o extrato + ezetimiba. 

Em oposição diminuiu na toma de extrato + ezetimiba, relativamente aos ratos controlo, a 

betaína, um aminoácido associado a um ligeiro aumento do colesterol total, mas sem efeito no       

LDL-C e HDL-C [271] e o L-triptofano, L-fenilalanina, L-prolina e L-tirosina, metabolitos já encontra-

dos no extrato, que decresceram tanto na toma de extrato como extrato + ezetimiba. A diminuição 

de L-triptofano, L-fenilalanina, L-prolina e L-tirosina pode levar a uma redução na síntese de proteí-

nas, hormonas ou neurotransmissores peptídicos em ratos sujeitos à toma do extrato + ezetimiba 

[260]. 

A maioria dos compostos identificados no soro encontram-se relacionados com o metabo-

lismo dos aminoácidos e dos lípidos. No que respeita à análise da metabolómica, a administração do 

extrato, NPs extrato e extrato + ezetimiba revelaram alterações metabólicas no soro dos ratos relati-

vamente aos ratos de controlo, nomeadamente em termos da redução da síntese de proteínas, hor-

monas ou neurotransmissores peptídicos. Por outro lado, a administração do extrato, NPs extrato e                      

extrato + ezetimiba promoveu o aumento de metabolitos relacionados com a diminuição do colesterol 

total, LDL-C e aumento do HDL-C, particularmente lípidos, o que revela o efeito sobre a redução do 

colesterol, também observada nos ensaios de permeação do colesterol na barreira gastrointestinal e 

in vivo após administração por 4 semanas.  

Quando comparando com a literatura, existem poucos estudos de ratos sujeitos à toma de 

produtos naturais [272], e não foram encontrados estudos para o consumo de algas e NPs associa-

das.   
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5. Conclusões e Perspetivas Futuras 

Dos extratos e fração analisadas, todos demonstraram ter um conteúdo muito baixo de pro-

teínas e não foram considerados citotóxicos. Relativamente à sua caracterização geral e potenciais 

atividades biológicas, a fração purificada de Nori metanol demonstrou ter a maior quantidade de 

polissacáridos totais (5,38 ± 0,75 mg de PE/mL de extrato) e a maior quantidade de florotaninos. O 

extrato da alga Nori apresentou a maior inibição da enzima AChE (23,2 ± 0,4 %), que é um alvo na 

terapêutica da doença de Alzheimer. A fração purificada de Aramé metanol demonstrou ter a maior 

quantidade de fenóis totais (0,1521 ± 0,0035 mg de PGE/mL de extrato) e, no que respeita ao ensaio 

da redução da permeação do colesterol, o extrato da Aramé na presença de ezetimiba (42 ± 3 %) 

foi, à semelhança do extrato da alga Fucus com ezetimiba (43,5 ± 0,5 %), o que demonstrou melhor 

resultado. O extrato de Aramé apresentou ainda a maior atividade antioxidante (65 ± 3 %) e a maior 

capacidade de inibir a enzima HMGR (79 ± 7 %) associada ao tratamento da hipercolesterolemia.  

De acordo, com o objetivo do trabalho, dos extratos estudados, o mais promissor, relativa-

mente ao potencial de redução de doenças cardiovasculares, foi o extrato de Aramé com o objetivo 

de melhorar as suas propriedades e poder facilitar a sua administração e absorção. Como tal, este 

foi o extrato selecionado para a encapsulação em NPs. 

As NPs de BSA com o extrato de Aramé encapsulado (NPs Aramé) apresentaram um tama-

nho menor que 300 nm, índice de polidispersão abaixo de 0,6 e carga superficial negativa. Através 

da observação das imagens das NPs de BSA por microscopia eletrónica de varrimento inferiu-se que 

tanto as NPs de BSA vazias (NPs vazias) como as NPs Aramé apresentaram uma forma esférica. 

No entanto, as NPs vazias demonstraram ter uma distribuição mais uniforme e um tamanho ligeira-

mente menor, quando comparando com as NPs Aramé. Nos ensaios de avaliação do seu potencial 

biológico, as NPs Aramé demonstraram menor atividade antioxidante (8 ± 1 %) e maior inibição da 

enzima AChE (66 ± 7 %) relativamente ao extrato livre.  

No caso da aplicação na redução da hipercolesterolemia, as NPs Aramé demonstraram maior 

capacidade de redução na permeação do colesterol quando associadas à ezetimiba (62 ± 1 %) e da 

enzima HMGR (87 ± 4 %) relativamente ao extrato livre. Nos ensaios in vivo obteve-se um menor 

valor de colesterol final para os ratos Wistar que consumiram o extrato de Aramé (64 ± 2 mg/dL), 

Aramé com ezetimiba (68 ± 2 mg/dL) e NPs Aramé (72 ± 2 mg/dL), quando comparados com os ratos 

controlo (83 ± 3 mg/dL). Tanto o extrato de Aramé como as NPs Aramé demostraram ser seguras 

uma vez que não se verificaram alterações histológicas a nível dos órgãos dos ratos sujeitos às 

tomas. 

No que respeita à análise da metabolómica, a administração do extrato de Aramé, NPs Aramé 

e Aramé + ezetimiba revelaram alterações metabólicas no soro dos ratos relativamente aos ratos de 

controlo, nomeadamente em termos de metabolitos associados à diminuição do colesterol total,     

LDL-C e aumento do HDL-C, particularmente lípidos, o que revela o efeito do extrato de Aramé e 

NPs Aramé sobre a redução do colesterol, também observada nos ensaios de permeação do 
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colesterol na barreira gastrointestinal e in vivo após administração por 4 semanas do extrato de 

Aramé, NPs Aramé e Aramé + ezetimiba. Alguns dos efeitos não demonstraram ser tão pronunciados 

dada a reduzida absorção intestinal que o extrato e as NPs apresentam. 

Num estudo futuro, seria interessante a identificação dos compostos presentes nos extratos 

das algas em estudo por espetrometria de massa, como forma de se aprofundar o conhecimento 

sobre estas. Seria interessante testar outras NPs que não de BSA e analisar se a digestão das NPs 

com enzimas digestivas poderá aumentar a eficácia das NPs Aramé sobre o composto livre, uma vez 

que estas podem digerir a BSA, sendo posteriormente uma fonte de nutrientes e compostos bioati-

vos. Poderá ser interessante a realização de um ensaio in vivo com ratos hipercolesterolémicos em 

que se avalie especificamente tanto o colesterol total como o HDL-C e LDL-C. Além disso, seria 

importante aumentar o número de animais por grupo e prolongar a duração do ensaio. Também 

poderá ser interessante a utilização de animais obesos ou geneticamente modificados. É também 

importante realizar uma análise mais detalhada no que respeita à metabolómica do soro dos ratos, 

como forma de se poder identificar um maior número de compostos que mostraram ser significativa-

mente diferentes entre a amostra de controlo e as amostras em estudo e inferir que consequências 

podem advir da perda e formação destes compostos. 

Apesar disso, neste trabalho foi claramente verificado que o extrato de alga Aramé demons-

trou potencial contra a hipercolesterolemia, sendo este efeito mais evidente após encapsulação. Para 

além do estudo efetuado ter sido inovador e um novo contributo para o conhecimento, os resultados 

obtidos foram excelentes e podem certamente atrair interesse para a utilização das NPs de BSA com 

extrato de Aramé encapsulado como um potencial nanoproduto num futuro muito próximo no que 

respeita ao desenvolvimento de terapêuticas de redução do risco de CVDs. 
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7. Anexos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Anexo 1 - Espetro UV-vis do floroglucinol, utilizado na seleção do comprimento de onda de análise. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Anexo 2 - Reta de calibração usada na determinação da concentração de fenóis totais presentes nos extratos de 

Aramé, Nori e Fucus, a 760 nm. 
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Figura Anexo 3 - Reta de calibração usada na determinação da quantidade de proteínas presentes nos extratos de 

Aramé, Nori e Fucus, em que existe a variação da absorvância a 480 nm corrigida com a quantidade de BSA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Anexo 4 - Reta de calibração usada na determinação da concentração de polissacáridos totais presentes nos ex-

tratos de Aramé, Nori e Fucus, a 490 nm. 

 

 

 

Abs 480nm  = -0,0067 QBSA + 0,857
R² = 0,983

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

0 10 20 30 40 50

A
b

so
rv

ân
ci

a 
48

0n
m

Quantidade de BSA (µg)

Abs 490nm  = 9514,9 CÁcido Poligalacturónico + 600,66
R² = 0,9936

0

5000

10000

15000

20000

25000

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

A
b

so
rv

ân
ci

a 
49

0n
m

Concentração Ácido Poligalacturónico (mg/mL)



Preparação e Caracterização de Decocções de Algas Marinhas Comestíveis Encapsuladas em Nano-
partículas para a Redução do Risco de Doenças Cardiovasculares 

  

Sofia Isabel Brites Pinto 110 

 

 

Figura Anexo 5 - Valores médios de viabilidade celular das HepG2 quando em contato com os extratos de Aramé, Nori e 

Fucus e frações purificadas Aramé e Nori, para as concentrações de 0,5 e 1 mg/mL, com o respetivo desvio padrão. Le-

tras diferentes indicam uma variação significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 

 

Figura Anexo 6 - Valores médios de viabilidade celular das Caco-2 quando em contato com o extrato de Aramé, Nori e 

Fucus e frações purificadas Aramé e Nori, para as concentrações de 0,5 e 1 mg/mL, com o respetivo desvio padrão. Le-

tras diferentes indicam uma variação significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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Figura Anexo 7 - Reta de calibração usada na determinação da concentração de extrato de Aramé que apresenta uma 

atividade antioxidante de 50% (EC50), em que existe a variação da atividade antioxidante com a concentração de Aramé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura Anexo 8 - Cromatograma usado na determinação da EE das NPs de BSA com 10 mg de extrato de Aramé encap-

sulado. 
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Figura Anexo 9 - Cromatograma usado na determinação da EE das NPs de BSA com 25 mg de extrato de Aramé encap-

sulado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Anexo 10 - Cromatograma usado na determinação da EE das NPs de BSA com 50 mg de extrato de Aramé en-

capsulado. 
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Figura Anexo 11 - Viabilidade celular das (A) Caco-2 e (B) HepG2, quando colocadas em contato com NPs vazias e NPs 

de Aramé, para as concentrações de 0,5 e 1 mg/mL, com o respetivo desvio padrão. Letras diferentes indicam uma varia-

ção significativa entre valores das diferentes amostras (p<0,05). 
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Tabela Anexo 1 - Determinação dos principais elementos presentes na urina de cada grupo nas 5 semanas de teste, 

N=negativo. 

Grupo Semana pH Proteína Glucose Densidade Corpos Cetónicos Urobilinogénio 

Controlo 

0 6,0 +15 N 1,018 ± 5 ++ 

1 7,0 +22,5 N 1,020 ± 5 + 

2 5,0 +7,5 + 1,020 ± 5 + 

3 6,0 +15 N 1,018 ± 10 + 

4 6,3 +30 N 1,020 ± 5 ++ 

5 5,0 N N -------------- ----------------- -------------- 

Extrato 

0 6,3 +20 N 1,020 ± 10 ++ 

1 6,5 +20 N 1,020 ± 8 + 

2 6,5 +20 N 1,020 ± 8 + 

3 6,5 +15 N 1,020 ± 5 N 

4 6,5 +15 N 1,020 ± 2,5 + 

5 8,00 +30 N -------------- ----------------- -------------- 

Ezetimiba 

0 6,5 +15 N 1,018 ± 5 ++ 

1 6 +20 N 1,018 ± 5 ++ 

2 6 +20 N 1,018 ± 5 ++ 

3 5,3 +22,5 N N ± 7,5 N 

4 6,2 +20 N 1,020 ± 3,3 ++ 

5 7 +15 N -------------- ----------------- -------------- 

Extrato  
+  

Ezetimiba 

0 6,7 +15 N 1,015 ± 3 + 

1 6,3 +10 N 1,017 ± 3 ++ 

2 6,3 +10 N 1,017 ± 3 ++ 

3 6,8 +7,5 N N ± 5 + 

4 6 +15 N 1,020 N N 

5 7,5 N N -------------- ----------------- -------------- 
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Figura Anexo 12 - Variação da ração consumida para cada grupo de teste referente ao primeiro ensaio in vivo. Os valores 

encontram-se apresentados por média relativa ± SEM. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores 

das diferentes amostras (p<0,05). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Anexo 13 - Variação da glicémia para cada grupo de teste referente ao primeiro ensaio in vivo. Os valores encon-

tram-se apresentados por média relativa ± SEM. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores das 

diferentes amostras (p<0,05). 
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Figura Anexo 14 - Variação do peso para cada grupo de teste referente ao segundo ensaio in vivo. Os valores encon-

tram-se apresentados por média relativa ± SEM. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores das 

diferentes amostras (p<0,05). 

 

 

 

 

  

Figura Anexo 15 - Variação da glicémia para cada grupo de teste referente ao segundo ensaio in vivo. Os valores encon-

tram-se apresentados por média relativa ± SEM. Letras diferentes indicam uma variação significativa entre valores das 

diferentes amostras (p<0,05). 
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