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Resumo

A pesquisa de Produtos Naturais com propriedades farmacolégicas tem vindo a crescer,
destacando-se a descoberta de moléculas vindas de organismos marinhos, que devido a sua
consideravel biodiversidade se reflecte em metabolitos secunddrios com estruturas Unicas e com
varias funcionalidades. Este trabalho surge no seguimento de uma investiga¢do feita com algas do
mar dos Acores, cujas actividades bioldgicas se mostraram promissoras. Nesta tese intitulada
“Avaliacdo do potencial farmacoldgico de metabolitos secundarios de Cystoseira abies-marina”, faz-
se um estudo fitoquimico e determinam-se algumas actividades bioldgicas de compostos isolados.

No capitulo | apresentam-se os objectivos e faz-se uma descri¢cdo das caracteristicas da alga
em estudo, bem como um pequeno resumo da literatura referente aos compostos isolados de algas
do género Cystoseira. A elucidagao estrutural dos cinco compostos isolados (o acido benzdico, um
composto natural ja conhecido, o cystoazores A, o cystoazores B, o cystoazorona A e o cystoazorona
B, meroditerpenos isolados pela primeira vez), e as actividades destes compostos (antitumoral,
antioxidante, anticolinesterdsica e anti-inflamatdria) sdo apresentadas e discutidas no Capitulo Il. Os
resultados mostram que os compostos cystoazores A, cystoazores B e cystoazorona A apresentam
actividade antitumoral, mas com baixa selectividade entre a linhagem tumoral Hela e a linhagem
ndo tumoral Vero usada como referéncia. Na actividade antioxidante, nenhum dos compostos
testados apresentaram ICso <500 pg/mL.. Os compostos mais activos como anticolinesterasicos
foram o cystoazores A e B, apesar de ndo terem atingido 50% de inibicdo do enzima a concentracao
maxima testada (125 pg/mL). Quanto a actividade anti-inflamatdria in vitro, o acido benzdico e a
cystoazorona B foram os Unicos que inibiram ambas as formas da cicloxigenase (COX1 e COX2),
comportando-se no entanto como pro-inflamatérios em relagdo a lipoxigenase 15-LOX. No capitulo
Il sdo apresentados os detalhes dos procedimentos experimentais utilizados neste trabalho de

investigacgao.

Palavras-chave: Cystoseira abies-marina, antitumoral, antioxidantes, anti-inflamatdrios,

anticolinesterasicos, meroditerpenos, metabolitos secundarios.



Abstract

The search for Natural Products with pharmacological properties has been increasing,
particularly the discovery of molecules isolated from marine organism, whose considerable
biodiversity is reflected in secondary metabolites with unique structures and functions. This work is
carried out in the sequence of a preliminary investigation on the marine algae of the Azores, which
detected promising biological activities. In this thesis, entitled “Evaluation of the pharmacological
potential of secondary metabolites from Cystoseira abies-marina”, a phytochemical study is carried
out and several biological activities of isolated compounds are determined.

Chapter | presents the objectives and characterizes the under study, and also a summary of
the literature concerning compounds isolated from the Cystoseira genus. The structural elucidation
of five isolated compounds (benzoic acid, a known natural compound, cystoazores A, cystoazores B,
cystoazorone A and cystoazorone B, meroditerpenes isolated for the first time) and the activity of
these compounds (antitumour, antioxidant, anticholinesterasic and anti-inflammatory) are presented
and discussed in Chapter II. The results show that cystoazores A, cystoazores B and cystoazorone A
are actively cytotoxic, but with low selectivity between Hela tumour cell line and Vero non tumour
cell line, used as reference. Concerning antioxidant activity, none of the compounds tested presented
IC50<500 pg/mL. Cystoazores A and B had the strongest anticholinesterasic activity, although 50%
inhibition of enzyme activity was not attained at the highest concentration tested (125 pg/mL).
Regarding in vitro anti-inflammatory activity, benzoic acid and cystoazorone B were the only two that
inhibited both isoforms of cyclooxygenase (COX1 and COX2), although they behaved as pro-
inflammatory towards lipoxygenase 15-LOX. Chapter Il presents details of experimental procedures

used in this research.

Keywords: Cystoseira abies-marina, antitumour, antioxidant, anti-inflammatory, anticholinesterasic,

meroditerpenes, secondary metabolites.
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Avaliacdo do potencial farmacoldgico de metabolitos secundarios de Cystoseira abies-marina

1. Introdugao

1.1 Objectivos

Neste trabalho propde-se o estudo de novos compostos bioactivos com potencial
farmacoldégico em espécies de macroalgas marinhas dos Acgores. O estudo recai sobre a
macroalga Cystoseira abies-marina que ja se tinha mostrado promissora em alguns ensaios
bioldgicos preliminares. Como tal, este estudo teve como base os seguintes objectivos: (i)
contribuir para a valorizacdo do mar dos Acores, no que respeita a sua biodiversidade; (ii)
aumentar o conhecimento sobre a composi¢ao quimica de Cystoseira abies-marina do mar
dos Acores; (iii) isolar compostos naturais com potencial aplicacdo farmacoldgica,
nomeadamente, metabolitos secundarios com estruturas novas; (iv) purificar e caracterizar
estruturalmente esses compostos isolados e (v) determinacdo de algumas actividades desses

mesmos compostos isolados.

1.2 Descri¢ao da espécie e habitat

As macroalgas sdo organismos fotossintéticos que vivem no meio marinho, podendo
estar presentes quer em agua doce, quer em agua salgada. Esta designacdo de macroalgas
da-se as algas multicelulares com orgdos diferenciados. Estas podem ser classificadas em
Rhodophyta (algas vermelhas), Chlorophyta (algas verdes) e Phaeophyta (algas castanhas). A
familia Cystoseiraceae pertence a Phaeophyta (Ordem Fucales, Classe Phaeophyceae) e
inclui os géneros Acrocarpia, Acystis, Bifurcariopsis, Carpoglossum, Caulocystis, Coccphora,
Cystophora, Cystoseira, Halidrys, Hormophysa, Lundsburgia, Scaberia e Stolonophora (Amico,
1995). Dentro do género Cystoseira estdo compreendidas cerca de 294 espécies, entre as

quais encontra-se a alga em estudo, Cystoseira abies-marina (figura 1) que foi identificada
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pela primeira vez em 1820 por Agardh (http://www.algaebase.org; pesquisado a 10
Fevereiro de 2012).

Cystoseira abies-marina encontra-se na Europa, em Africa e nas llhas do Atlantico.
Nos Acores, esta espécie é comum em todo o arquipélago, no limite inferior da zona das
marés, em pog¢as e na zona submersa superior. Com cerca de 1-2 mm de espessura os talos
desta alga podem atingir 50 cm de comprimento mas normalmente nao excedem os 15 a 20

cm (Neto et al., 2006).

Figura 1. Cystoseira abies-marina (http://www.algaebase.org; pesquisado a 10 Fevereiro de 2012).

O arquipélago dos Acgores esta localizado entre as coordenadas 37°-40° N e 25°-31° W
(figura 2) e inclui nove ilhas de origem vulcanica e varios ilhéus, organizados em trés grupos
distintos: Ocidental, Central e Oriental. Devido a sua localizagdo, distante dos continentes
Americano e Europeu, o clima é fortemente influenciado pelo oceano, fonte permanente de

humidade (Mata, 2001).


http://www.algaebase.org/
http://www.algaebase.org/
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Figura 2. Localizacdo do arquipélago dos Acores.

A zona das marés no arquipélago muda de aspecto nos periodos de praia e baixa-
mar, ficando uma por¢ao de costa a descoberto, duas vezes por dia. Para os organismos
marinhos a zona das marés é um ambiente bastante irregular. As algas e animais que I3
habitam estdo sujeitos a exposicdo ao ar, variacdes extremas de temperatura, alteracdes
bruscas de salinidade e sofrem a forte ac¢do das ondas e correntes. Em zonas protegidas das
grandes tempestades marinhas, as algas podem chegar a ser exuberantes, o que nos Acores
sé ocorre nos portos, estando todo a zona costeira muito exposta a ondulacgdo.

Consequentemente, as costas sdo dominadas por algas de pequeno porte (Neto et al., 2006).

1.3 Aplicagdes das algas

O uso de algas na alimentacdo humana é conhecido desde o século IV, no Japdo e
desde o século VI na China (McHugh, 2003). Nos Agores, as algas também sdo utilizadas na
alimentacdo. Por exemplo, a alga castanha Fucus spiralis (figura 3a), de nome comum

“tremoco do mar”, é considerada um petisco; a alga vermelha Porphyra sp. (figura 3b) de
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nome comum “erva patinha” é consumida frita e usada na confec¢do de sopas, omeletes ou
tortas; as algas vermelhas Laurencia viridis (figura 3c) e Osmundea pinnatifida (figura 3d),
sendo esta Ultima conhecida como “erva malagueta”, sdao conservadas em vinagre e
consumidas ao longo de todo o ano em algumas ilhas (Neto et al.,, 2006). Apesar de, em
algumas ilhas do arquipélago dos Acores, o consumo de algas ser considerado uma pratica
comum, ndo existe actualmente legislagdo em Portugal em relagdo ao uso destas como

produto alimentar (Patarra et al., 2011).

Figura 3. a) Fucus spiralis; b) Porphyra sp.; c) Laurencia viridis; d) Osmundea pinnatifida; e)
Pterocladiella capildcea; f) Gelidium microdon (http://www.algaebase.org; pesquisado a 10 Fevereiro

de 2012).

Nos ultimos 50 anos houve um aumento da procura de algas e os stocks naturais
deixaram de conseguir correspondes a esta exigéncia. A investigacdo sobre o ciclo de vida
destes organismos permitiu o desenvolvimento de industrias de cultivo, que actualmente,

produzem cerca de 90% do exigido pelo mercado. Actualmente, o Japao, a China e a Coreia


http://www.algaebase.org/
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do Sul, s3o os maiores consumidores de algas. Nos Agores, as algas vermelhas Pterocladiella
capilacea (figura 3e) e Gelidium microdon (figura 3f) sdo recolhidas manualmente ou por
mergulho, posteriormente secas ao ar e preparadas para exportacdo (Neto et al., 2006).

O agar, os alginatos e os carraginatos, agentes espessantes e gelificantes extraidos de
macroalgas marinhas, sdo a base do uso industrial de algas, embora os primeiros extractos
s6 tenham sido comercializados a partir do ano de 1930 (McHugh, 2003).

As macroalgas marinhas exibem propriedades nutricionais importantes que
justificam a sua aplicacdo na alimenta¢dao humana.

Os principais constituintes das macroalgas marinhas segundo estudos realizados por
varios investigadores (Burtin, 2003; Patarra et al., 2011; Mohamed et al., 2012; Barreto et
al., 2012), sdo os polissacdridos e fibras dietéticas, minerais, proteinas e aminoacidos, lipidos
e acidos gordos e micronutrientes, como as vitaminas, polifendis e carotendides.

- Polissacdridos e fibras dietéticas: as algas possuem grande quantidade de polissacaridos
tipo alginatos e carraginatos, especialmente presentes nas paredes celulares. As algas
castanhas contém polissacdridos de armazenamento, como a laminarina. A maior parte
destes polissacaridos ndo sdo digeridos pela flora intestinal bacteriana dos humanos e assim
podem ser considerados como fibras dietéticas (Burtin, 2003; Patarra et al., 2011).

- Minerais: a fracgao mineral de algumas algas corresponde a 36 % do seu peso total. As
algas castanhas sdao conhecidas como uma fonte rica em iodo, sendo a Laminaria a que
apresenta maior teor (Burtin, 2003; Mohamed et al., 2012).

- Proteinas e aminodcidos: o teor de proteinas das algas difere consoante a espécie. O
conteudo de proteinas em algas castanhas é geralmente baixo, ao contrdrio das algas verdes

e vermelhas que apresentam valores mais elevados. O acido aspartico e glutamico constitui
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a maior frac¢do de aminoacidos para a maior parte das algas marinhas (Burtin 2003;
Mohamed et al., 2012; Patarra et al., 2011).

- Lipidos: os lipidos representam apenas entre 1-5 % do peso seco das algas, mas oferecem
uma composicao em acidos gordos polinsaturados muito interessantes (acidos gordos w-3 e
w-6) (Patarra et al., 2012). As algas castanhas sdo ricas em carotendides, especialmente em
fucoxantina, B-caroteno e violaxantina; as algas vermelhas em B-caroteno, a-caroteno e seus
derivados dihidroxilados (Zeaxantina e luteina). A composicdo em carotendides das algas
verdes é semelhante ao das plantas superiores: B-caroteno, luteina, violaxantina,
anteraxantina, zeaxantina e neoxantina (Burtin, 2003; Patarra et al., 2012; Mohamed et al.,
2012).

- Micronutrientes: as algas sao fonte de vitaminas do grupo B e vitamina C principalmente as
algas verdes e castanhas, sendo os valores mais baixos em algas vermelhas. No entanto, o
teor de vitamina E é mais elevado em algas castanhas, relativamente as algas verdes e
vermelhas. Os niveis de polifendis mais elevados sdo encontrados nas algas castanhas, onde
os florotaninos podem variar entre 5 e 15 % do peso seco de alga (Burtin, 2003; Mohamed et
al., 2012; Barreto et al., 2012).

Em conclusdo, as algas comestiveis sdo ricas em antioxidantes bioactivos, fibras
dietéticas, proteinas, minerais, vitaminas, metabolitos secundarios e dacidos gordos
polinsaturados (Plaza et al., 2008). Anteriormente, as algas eram apenas usadas como
agentes gelificantes e de espessamento nas industrias alimentares e industrias
farmacéuticas. Mais recentemente, as algas vermelhas, verdes e castanhas tém mostrado o
seu potencial terapéutico, como por exemplo, antiobesidade (Sekmokiene et al., 2007),
antidiabético, anti-hipertensivos (Thomas and Kim, 2011), antioxidante (Ruperez et al., 2002;

Sekmokiené et al., 2007), antiinflamatdria, antiproliferativo (Sekmokiene et al., 2007;
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Mhadhebi et al., 2011), antiviral, antifingico e antimicrobial (Ozdemir et al., 2006). Segundo
Mohamed et al.,, (2012), os compostos activos incluem sulfatos, carotendides, minerais,
peptideos e sulfolipidos com beneficios em doengas metabdlicas degenerativas.

Nos ultimos anos, o nimero de estudos sobre a composicdo quimica, as propriedades
terapéuticas e aplicacdes tecnolégicas envolvendo macroalgas aumentou exponencialmente
(Sekmokiene et al., 2007). Este facto implicou que as algas se tornassem num foco de

interesse cientifico e comercial provocando um aumento do seu uso.

1.4 Estudos fitoquimicos/farmacologicos ja realizados no género Cystoseira

No ano de 1972 apenas se conheciam 210 compostos isolados e caracterizados de
organismos marinhos. No entanto, entre o periodo de 1973 e 1994, mais de 6000 estruturas
tinham sido identificadas, das quais 2072 diziam respeito a algas. Neste mesmo periodo sé
ao género Cystoseira correspondiam cerca de 100 compostos (Amico, 1995).

No que diz respeito a Cystoseira abies-marina, os primeiros estudos fitoquimicos
foram realizados por Moreno et al. (1998) e levaram ao isolamento de dois
norsesquiterpenoides que foram a cystomexicona A (1) e cystomexicona B (2), e de um novo
composto de mais baixa massa molecular derivado hidroquindnico da butanona (3). No
mesmo estudo referem terem sido isolados, em 1995, da mesma espécie os seguintes
compostos:  1’-metoxiamentadiona (4), 1’,14-dimetoxiamentol (5) e (62) 1'-
metoxiamentadiona (6) (referéncia original em Amico, 1995). No mesmo ano, estudos
realizados por Fernandez et al. (1998), permitiram isolar os seguintes compostos da
Cystoseira abies-marina: derivado galactosidio do diacilglicerol contendo os acidos Cys; e/ou
Ciwsa (7), fucosterol (8) e fosfolipidos e triglicéridos dos 4acidos araquiddnicos e

eicosapentendico (estruturas dos acidos representadas abaixo (9 e 10)).
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Do ponto de vista do potencial farmacolégico da Cystoseira abies-marina, Barreto et
al. (2012) avaliou a actividade antitumoral, antioxidante e o teor de fendis totais de fracgdes
e extractos de algumas algas, entre elas, a Cystoseira abies-marina, tendo-se revelado uma
alga com grande potencial farmacoldgico.

A falta de maior conhecimento sobre metabolitos secundarios biosintetizados e
potencial bioldgico desta alga, obrigou a uma pesquisa dentro do género Cystoseira.
Pretende-se conhecer o tipo de compostos mais caracterizados deste género e que, muitas
vezes, sao marcadores quimiotaxondmicos.

Estudos realizados por Fattorusso et al. (1976) contribuiram para o isolamento a partir do
extracto de diclorometano da Cystoseira crinita, de dois compostos conhecidos como

oxocrinol (11) e crinitol (12).

OH

% % OH
OH

Mais tarde, Banaigs et al. (1982) isolaram do extracto de metanol da Cystoseira elegans um

novo derivado hidroquindnico de diterpeno (13).

OCH,

Um ano mais tarde, os mesmos autores isolaram trés novos diterpenos do extracto de

metanol de Cystoseira elegans: composto (14), composto (15) (sendo este uma mistura de

11
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dois epimeros) e composto (16). Para estes trés compostos foi testada a actividade
antimicrobiana, sendo que, o composto (14) mostrou actividade contra Pseudomonas
aeruginosa, nao mostrando actividade sobre Escherichia coli, Staphilococcus aureus e

Klebsiella pneumoniae. Os compostos 15 e 16 ndo exibiram qualquer actividade (Banaigs et

al. 1983).

OCH,

OCH,

H,CO

Amico et al. (1984a) isolaram um novo composto a partir de Cystoseira algeriensis
conhecido como cystalgerone (17). Também isolaram do extracto de cloroférmio da mesma

espécie cinco novos derivados de tetraprenil-toluquinol (18 — 22) (Amico et al., 1984b).

OH
OR 0 OMe 0
OMe 18 OMe 0]
R=H
17 R=Me 19 OH

12



Avaliacdo do potencial farmacoldgico de metabolitos secundarios de Cystoseira abies-marina

OH
OMe (0]

OH
OMe 0

OH
OMe

OMe 20 21

OH
OH 0]

OH
22

OMe

Estes foram os dois primeiros trabalhos publicados pela equipa de Amico et al.. Com
0s muitos trabalhos que se lhe seguiram, este grupo de investigadores revelou-se um grupo
de topo, sendo ainda hoje o grupo com maior nimero de publicacdes sobre fitoquimica do
género Cystoseira.

Ainda no mesmo ano, a mesma equipa de investigadores, ao estudar um extracto de
cloroférmio da alga Cystoseira balearica isolaram um novo composto com nome comum
cystoketal (23) e um composto cuja estrutura ja era conhecida o cystoketal cromona (24)

(Amico et al., 1984c).

MeO

OMe 23

Outros quatro novos compostos (dois derivados de tetraprenil-toluquinol, (25) e (27),
e dois derivados de tetraprenil-toluquinona, (26) e (28)) foram isolados de um extracto de

cloroférmio da alga Cystoseira jabukae (Amico et al., 1985a).

13
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27

Posteriormente, ainda no mesmo ano, também pela mesma equipa de
investigadores, dois novos tetraprenil-toluquindis (29 e 30) foram isolados também a partir
de um extracto de cloroférmio mas, desta vez da Cystoseira sauvageuana (Amico et al.,

1985b).

Francisco et al. (1985a), estudaram o extracto de cloroférmio/metanol (1:1) da alga
Cystoseira mediterranea e isolaram um novo composto o qual foi atribuido o nome comum

mediterraneol A (31) e que, segundo os autores, possui capacidade inibitéria da divisao

14
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celular. A partir do extracto de éter também da alga Cystoseira mediterranea os mesmo
autores isolaram o cystoseirol A (32) (Francisco et al., 1985a). Para além de ter sido isolado
nesta espécie, este composto também ja tinha sido identificado em Cystoseira stricta e em

Cystoseira tamariscifolia (Francisco et al., 1985b).

Amico et al. (1987a) isolaram outros derivados de tetraprenil-toluquinol com
estruturas novas, a partir do extracto de diclorometano da Cystoseira stricta. Sao eles o 2(E)-

bifurcarenona (33), amentaepoxido (34) e amentadiona (35).

15
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No mesmo ano estes autores estudaram o extracto de diclorometano de Cystoseira
stricta de onde conseguiram isolar trés novos tetraprenil-toluquindis (isocystoketal (36),
isostrictaketal (37) e isobalearona (38)). Referem ainda outros quatro compostos da mesma

familia, mas sem indicarem uma estrutura inequivoca (Amico et al., 1987b).

Dois diterpenos aciclicos isomeros foram isolados a partir do extracto de

diclorometano da alga Cystoseira balearica. Sdo eles o eleganonal (39) e o iso-eleganonal

(40) (Amico et al., 1987c).

39
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A partir do extracto de diclorometano da Cystoseira spinosa var. squarrosa foram
isolados seis novos tetraprenil-toluquindis. Sdo eles o 5-oxo-isocystofuranoquinol (41), o 5-
oxo-cystofuranoquinol (42), o 5-hidroxi-cystofuranoquinol (43) e os compostos (44 — 46),
cujas estruturas estdo apresentadas a seguir mas, para os quais ndo foi atribuido qualquer
nome comum (Amico et al., 1988a). Cada um destes compostos foi testado para analise da
actividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas (Staphilococcus aureus,
Streptomyces faecalis, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis) e gram-negativas (Aeromonas
hydrophyla, Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Escherichia coli). O composto 43 registou
actividade contra todas as bactérias patogénicas utilizadas com excepcao de S. faecalis; o
composto 45 mostrou uma actividade moderada contra S. aureus, A. Hydrophyla e M. luteus
enquanto o composto 41 exibe actividade moderada contra S. aureus. Os restantes

compostos ndo mostraram possuir qualquer actividade antimicrobiana.

17
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46

OH

Também em 1988, o estudo fitoquimico do extracto de cloroférmio de Cystoseira
elegans feito pelos mesmos autores, levou a identificacdo de dois novos tetraprenil-
toluquindis (47 e 48), sendo que este Ultimo ndo é mais que um isémero do composto 19

isolado da Cystoseira algeriensis (Amico et al., 1988b).

18
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OH 47 OMe 48

Estudos realizados em Cystoseira zosteroides pelo mesmo grupo de investigadores

contribuiram para o isolamento de cinco novos tetraprenil-toluquindis a partir de um
extracto de diclorometano: zosterdiol A (49), zosterdiol B (50), zosteronol (51), zosterondiol

A (52) e zosterondiol B (53), cujas estruturas estdo apresentadas a seguir (Amico et al.,

1988c).

19
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OMe OH

OMe

OMe

Fadli et al. (1991a) isolaram de Cystoseira mediterranea o mediterraneol E (54), um
composto obtido do extracto de cloroférmio/metanol (1:1). Os mesmos autores, no mesmo

ano isolaram da mesma espécie de alga o mediterraneona (55) (Fadli et al., 1991b).

Os compostos (56 e 57) (usneoidona E e usneoidona Z, respectivamente) foram
isolados do extracto de cloroférmio da Cystoseira usneoides (Urones et al., 1992a). Estes
dois compostos foram testados quanto a sua actividade antitumoral e antiviral. No que
respeita a actividade antitumoral, os compostos 56 e 57 apresentaram uma elevada
actividade contra as linhagens celulares P-388, A-549, Hela e B-16, bem como elevada
citotoxicidade. Estes compostos mostraram ter elevada actividade contra CV-1 (células de
rim de macaco africano) infectado com HSV-1 (virus herpes simplex-1), mas ndo contra BHK
(células de rim de hamster bebé) infectado com VSV (virus vesicular estomacal).

Poucos meses depois, os mesmos autores isolaram outros dois compostos (usneoidol

E (58) e usneoidol Z (59)) da mesma alga (Urones et al., 1992b), mas desta vez partindo de
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um extracto de cloroférmio/metanol (1:1). Para estes dois compostos também foi avaliada a
sua actividade antitumoral e antiviral, no qual se verificou que ambos os compostos eram

activos.

Em 1993, Norte et al. isolaram um meroditerpeno de nome comum Claraenone (60) a
partir do extracto de acetona de Cystoseira sp. (os autores ndo identificam a espécie). Este
composto foi submetido a testes antitumorais contra a linhagem P-388, e mostrou ser

activo.
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Do extracto de cloroférmio/metanol (9:1) de Cystoseira balearica (nome alterado
posteriormente para Cystoseira brachycarpa (). Agardh) var. balearica (Suav.) Giaccone)
foram isolados os compostos eleganolona (61) e elegandiol (62). Ambos os compostos
exibiram actividade vasodilatadora, actividade relaxante da musculatura da aorta e da
traqueia do rato, e inibiram a actividade estimulante da isoprenalina em preparacdes
cardiacas de cobaias. Este conjunto de actividades sugere o potencial destes compostos

como agentes hipertensores (Della Pieta et al., 1993).

OH

61

OH

62

Posteriormente avaliou-se a actividade relaxante destes dois compostos tendo-se verificado
gue ambos inibem a actividade de contraccdo estimulada pela acetilcolina e histamina na

musculatura do ileum (Della Pieta et al., 1995).
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Os compostos 63, 64 e 65, trés novos derivados de tetratoluquinol foram isolados da

Cystoseira critina colhida na costa Francesa (Praud et al., 1995).

OH OAc

OR 63 R=Me

Da Cystoseira amentacea var. stricta também colhida na costa francesa foram
isolados dois novos meroditerpenos (compostos 66 e 67), cujas estruturas sao as que se

seguem (Valls et al., 1996).

Os compostos cystoketal (23) e cystoketal cromona (24) ja anteriormente
identificados foram também isolados da Cystoseira amentacea var. stricta (Amico et al.
1984c) identificados nesta espécie (Valls et al., 1996; Mesguiche et al., 1997).

Mesguiche et al. (1997) isolou da mesma espécie, Cystoseira amentacea var. stricta,
colhida na costa Mediterranica os novos compostos 4’-metoxi-(2E)-bifurcarenona (68) e o
seu derivado de nome comum metoxibifurcarenona (69). Os compostos 68 e 69 revelaram

ter actividade citotoxica inibindo o desenvolvimento de ovos fertilizados de ourico-do-mar
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(Paracentrotus lividus). A partir da mesma espécie mas colhida na costa da ilha Galite
(Tunisia) os mesmos autores isolaram o 2,12-diepineobalearona (70), um composto com
uma estrutura até a altura desconhecida. Este trabalho revelou que a mesma espécie em

ambientes distintos podera ter perfil fitoquimico diferente (Mesguiche et al., 1997).

MeO

68

O conteudo em esterdis e volateis da Cystoseira barbata e Cystoseira crinita foi
estudada por Milkova et al. (1997) tendo-se concluido que na Cystoseira barbata a mistura
de esterdis é constituida quase exclusivamente por fucosterol (8) enquanto a Cystoseira
crinita além de fucosterol possui quantidades significativas de 24-etil-coleste-5,22-dien-33-ol
(71). Em relagdo ao conteudo volatil na Cystoseira barbata, em maioria estdo os
hidrocarbonetos halogenados, enquanto em Cystoseira crinita predominam os

monoterpendides.

24



Avaliacdo do potencial farmacoldgico de metabolitos secundarios de Cystoseira abies-marina

Bennamara et al. (1999) isolaram a partir de um extracto de cloroférmio/etanol (5:5)
de Cystoseira tamariscifolia o composto (69) ja identificado anteriormente por Mesguiche et
al. (1997) na Cystoseira amentacea var. stricta. Este composto 69 foi testado contra trés
fungos patogénicos do tomate (Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum sp. mycopersici e
Verticillium alboatrum), exibindo actividade, sendo que os valores mais elevados foram
contra Botrytis cinerea. Também foi testada a actividade antibacteriana contra
Agrobacterium tumefaciens e Escherichia coli, sendo activo contra as duas espécies.

A Cystoseira crinita foi novamente investigada do ponto de vista fitoquimico em 2003
(Fisch et al. 2003) tendo-se isolado mais seis novos derivados de tetraprenil-toluquinol (72 -
77), dois novos triprenil-toluquindis (78 e 79) e dois derivados de tetraprenil-toluquinona (80
e 81). Para além destes novos compostos, também se isolaram quatro compostos (41, 42, 45
e 46) ja anteriormente identificados na Cystoseira spinosa var. squarrosa (Amico et al.
1988a). Os compostos (72-78) foram avaliados quanto a sua actividade antibiética (contra as
bactérias Bacillus megaterium e Escherichia coli, os fungos Microbotrium violaceum,
Eurotium repens e Mycotypha microspora) tendo-se revelado inactivos a concentracdo
testada. Também foi avaliado o efeito citotdxico dos compostos 72, 73, 42, 41, 45, contra as
linhagens celulares HMO02, HepG2 e MCF-7 em que todos estes compostos apresentaram

uma actividade moderada. Ja no que diz respeito ao poder antioxidante, estes compostos
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mostraram ter grande actividade quando comparados com o BHT e a- tocoferol usados

como controlo positivo (Fisch et al., 2003).

OH
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Navarro et al. (2004) isolaram a partir do extracto de acetona de uma alga Cystoseira
sp. (espécie nao referida pelo autor) colhida perto das Ilhas das Candrias, um composto
maioritario, o amentol (82), e cinco novos meroditerpenos, o diacetato de amentol cromona
(83), o 1,4-metoxi-amentol cromana (84), o diacetato de cystoseirona (85), o triacetato de

preamentol (86) e triacetato de 14-epi-amentol (87).

R,0

83 R1:R2:AC
84 R]_:H; RZZCHg
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A composicao em esterdis da Cystoseira adriatica foi estudada por Kapetanovic et al.
(2005), concluindo que esta fraccdo possui uma composicdo diversificada. Neste trabalho
foram identificados oito esterdis distintos. Sdo eles o colesterol (88), o (24R)-estigmast-5-en-
3B-ol (89) (maioritarios); o estigmast-5,22-dien-3B-ol (90), o 22-desidrocolesterol (91), o
ergosta-5(22)-dien-3B-ol (92), o ergosta-5-en-3B-ol (93), o estigmast-5,28-dien-3,24-diol
(94) e o fucosterol (8). O teor de fucosterol revelou-se surpreendentemente baixo
comparado com o obtido em outras espécies do mesmo género, onde normalmente o

fucosterol é o esterol mais abundante.

88

HO
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Mokrini et al. (2008) estudaram o extracto de metanol/cloroférmio/agua (4:3:1) de
Cystoseira baccata, colhida ao longo da costa de Marrocos, tendo isolado sete novos
meroditerpenoides, os compostos (95, 96, 97, 98) e os seus derivados, os compostos (99,
100, 101). A actividade anti-incrustante (antifouling) e antibacteriana dos compostos 95-99 e
101 foram avaliadas, bem como a sua toxicidade. Ndo foi observada actividade nem contra
as bactérias marinhas (Pseudoalteromonas elyakovii, Vibrio aestuarianus e Polaribacter
irgensii) nem contra as terrestres testadas (Salmonella typhimurium, Escherichia coli e
Bacillus sbtilis). Das trés microalgas estudadas (Exanthemachrysis gayraliae, Cylindrotheca
closterium e Pleurochrysis roscoffensis), apenas o crescimento de E. gayraliae foi inibido pelo
composto 99. Os resultados para os testes das actividades antimacroalgal e anti-

invertebrados foram promissores para os compostos 98, 99 e 101. Relativamente a
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toxicidade, nenhum dos compostos mostrou significativa toxicidade para as larvas de ourigo-
do-mar (Echinus esculentus) ou ostras (Crassostrea gigas) (LCsq > 100 pg/mL) (Mokrini et al.,

2008).

H5CO

Recentemente foi avaliada a actividade antioxidante e antitumoral (contra as
linhagens celulares tumorais Daudi, Jurkat e K562) dos extractos de diclorometano/metanol
(1:1) de dez espécies de Phaeophyta provenientes da costa Britanica, entre as quais se
inlcuia Cystoseira tamariscifolia. No que diz respeito ao poder antioxidante, esta alga
castanha mostrou ser uma das mais activas (ECsp= 0,49 mg/mL), e também a que apresentou

uma maior percentagem de fendis totais (Zubia et al., 2009). Relativamente aos estudos
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antitumorais, o extracto de Cystoseira tamariscifolia revelou ser dos mais activos contra as
trés linhagens celulares testadas (Zubia et al., 2009).

Hamdy et al. (2009), ao estudar um extracto de etanol de Cystoseira myrica, isolaram
um esterol, cuja estrutura foi elucidada pela primeira vez, 3-keto-22-epi-28-nor-
cathasterone (102) e outro cuja estrutura ja era conhecida, de nome cholest-4-ene-3,6-dione
(103). Estes dois compostos foram sujeitos a testes antitumorais contra as linhagens
celulares tumorais HEPG-2 e HCT116, verificando-se que ambos os compostos (102 e 103)

eram significativamente citotdxico para as duas linhagens celulares.

Na fraccdo lipidica do extracto de etanol da Cystoseira hakodatensis foi determinado
o perfil de acidos gordos (constituido maioritariamente por acido palmitico e com um teor
significativo de 4acidos gordos w-3), o teor em fucoxantina e o teor de fendis totais. Os
autores estudaram a metaboliza¢do desta fraccdo no figado de rato kk-A” (um tipo de rato
geneticamente obeso), pretendendo avaliar a influéncia desta fracgao lipidica no nivel de
oxidagdo dos lipidos no figado (Widjaja-Adhi Airanthi et al., 2011).

A pesquisa bibliografica apresentada mostra que:

a) Pouco se conhece da composicao e metabolitos secundarios da Cystoseira abies-

marina e do seu potencial farmacoldgico;
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b) Os derivados de tetraprenil-toluquindis e tetraprenil-toluquinonas sao a familia
de compostos mais abundantes em espécie do género Cystoseira. No entanto,
também os meroditerpenos e merosesquiterpenos de biossintese mista estao
presentes em grande numero.

c) Das 294 espécies pertencentes ao género Cystoseira, apenas cerca de 20 foram
estudadas do ponto de vista fitoquimico/farmacolégico sendo que alguns deles
tém estudos muito preliminares. Assim conclui-se que existe ainda muita

investigacao a fazer com espécies deste género.
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2. Apresentacgao e discussao dos resultados
2.1 Caracterizagao estrutural dos compostos isolados de Cystoseira abies-

marina

Os compostos descritos neste capitulo foram isolados a partir dos extractos de
diclorometano e metanol de Cystoseira abies-marina por métodos cromatograficos
preparativos. A estrutura quimica dos compostos isolados foi determinada recorrendo
principalmente a estudos de ressonancia magnética nuclear (RMN) de '"H e ¢, mono e
bidimensional, e espectrometria de massa (EM). A seguir serdo apresentadas as evidéncias
espectroscdpicas mais relevantes, observadas nos espectros analisados e que permitira

elucidar inequivocamente a estrutura quimica dos compostos.

2.1.1 Composto A: acido benzdico

No espectro de RMN de 'H do composto A (figura 4), observam-se trés grupos de sinais
(ressonancias a 6 7,47; 7,61 e 8,12 ppm), em forma de m, tt e dd, cujo integral corresponde
respectivamente a 2, 1 e 2 protdes e cujo desvio quimico sugere tratar-se de protdes
aromaticos.

No espectro de RMN B¢ do composto A (figura 5) observa-se a presenca de dois sinais com
ressonancia a 6 128,5 e 130,2 ppm, correspondentes, cada uma, a ressonancia de dois
carbonos equivalentes (a intensidade destes sinais é o dobro da de outros correspondentes
a carbonos do mesmo tipo);

O mesmo espectro apresenta ainda um sinal a 6 133,7 ppm, cuja intensidade é metade da
dos sinais indicados no ponto anterior e que por isso corresponde a ressonancia de um

carbono apenas;
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Figura 4. Ampliac3o do espectro de RMN *H do composto A.
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Figura 5. a) Espectro de RMN **C do composto A.
b) Ampliacdo do espectro na zona dos 120-140 ppm.

A andlise do espectro de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo com deteccdo inversa
(HSQC) (figura 6) mostra haver correlacdo entre os sinais de RMN de 'H referidos

inicialmente (6 7,47; 7,61 e 8,12 ppm) e os de 3¢ a 6 128,5, 130,2 e 133,7 ppm. Isto
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confirma que os carbonos cujas ressonancias ddao origem aos sinais a 6 128,5, 130,2 e 133,7
ppm sdo carbonos protonados, ou seja, estdo directamente ligados aos protdes cujas

ressonancias correspondem aos sinaisa 6 7,47; 7,61 e 8,12 ppm;

Ju\ — w‘LLJmW

B Il

Figura 6. a) Espectro de RMN de HSQC do composto A.

Os desvios quimicos dos 3 sinais no espectro de RMN B¢ (6 128,5, 130,2 e 133,7 ppm) sdo
caracteristicos da ressonancia de carbono protonado pertencentes a um anel aromatico;
Ainda no espectro de RMN 2C, a § 129,3 ppm observa-se um sinal correspondente &
ressonancia de um carbono quaternario (significa ndo ligado a &tomos de hidrogénio) e que,
tendo em conta o valor do desvio quimico, significa que também nao esta ligado a nenhum
atomo de oxigénio. A ligacdo de um dtomo de carbono a um atomo electronegativo como o
oxigénio provoca no espectro de RMN o deslocamento do respectivo sinal de ressonancia
para valores de desvio quimico maiores (tipicamente 140-180 ppm).

Osinala 6 171,5 ppm no espectro de RMN de B3¢ é indicativo da presenca no composto A de
um carbono quaterndrio fortemente influenciado pela ligacdo a atomos electronegativos

como acontece num carbono de um grupo carboxilico.
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A conjugacdo destes aspectos estruturais sugerem que o composto A possui 6 carbonos
aromaticos, 5 dos quais protonados, um quaternario ndo oxigenado, e um carbono
carboxilico ou seja que estamos perante um anel aromdtico mono substituido, sendo o
substituinte um grupo carboxilico.

Esta estrutura é confirmada pelas conectividades observadas no espectro de correlacao
heteronuclear a longa distancia, HMBC, (J= 7 Hz) e que permitiram fazer a atribuicdo dos
sinais dos espectros aos atomos da estrutura do composto, cuja informacdo é apresentada
na tabela 1 e na figura 7.

Tabela 1. Conectividade observada no espectro de HMBC para o composto A.

Protdo & 'H (ppm) & °C (ppm)
H-3, H-5 7,47 129,3 (C)
m 128,5 (CH; CH)
H-4 7,61 130,2 (CH; CH)

tt, J=1,5; 7,5 Hz,
H-2, H-6 8,12 171,5 (COOH)
dd, J=1,5; 8,3 HZ, 133,7 (C-H)
130,2 (CH; CH)

Figura 7. Conectividades *H/*3C a longa distancia observadas no espectro de HMBC do composto A.

38



Avaliacdo do potencial farmacoldgico de metabolitos secundarios de Cystoseira abies-marina

No espectro de massa do composto A é visivel o pico correspondente ao ido
molecular com um atomo de sédio [M+Na]® a uma razdo massa carga (m/z) de 145, que
permite concluir que este composto tem uma massa molecular de 122 correspondente a
formula C;HgO,, tratando-se portanto do acido benzdico cuja estrutura quimica estd

representada abaixo.

HO (o)

2.1.2 Composto B: cystoazores A

A andlise muito preliminar dos espectros de RMN de 'H e sobretudo de C (figura 8) do
composto B mostra claramente que se trata de um composto com uma estrutura muito mais
complexa que o composto A. De facto, o espectro de RMN 13C mostra a existéncia de pelo
menos 21 atomos de carbono quimicamente ndo equivalentes ou seja estruturalmente
muito diversificados (carbonos alifaticos, aromaticos, quaternarios, vinilicos, grupos metino,
metileno, metilo, ligados ou ndo a atomos electronegativos).

A andlise do espectro de RMN de 'H do composto B permite retirar as seguintes ilacdes
guanto a sua estrutura quimica:

A presenca de dois grupos metoxilos (-OCHs) ndo equivalentes ligados a um anel aromatico
(sinais a 6 3,75 e 3,68 ppm em forma de singuleto, cujo integral corresponde a trés protdes
cada, correspondentes a ressonancia dos protdes dos grupos metoxilo);

Possui apenas 2 protdes aromaticos e equivalentes cuja ressonancia da origem a um sinala &

6,57 ppm, em forma de singuleto, e cujo integral corresponde a dois protdes.
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Isto leva a concluir que o composto B possui um anel aromatico tetrasubstituido sendo dois

desses substituintes os grupos metoxilo referidos anteriormente.
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Figura 8. Espectro de RMN de "*C do composto B.

A analise do espectro de HSQC permite confirmar que cada um dos 2 protdes aromaticos (&

6,57 ppm) estd ligado a um carbono aromatico cuja ressonancia origina sinais a 6 112,7 e

113,7 ppm.

O composto B também possui na sua estrutura quatro grupos metilo (CH3) ligados a

carbonos quaterndrios uma vez que a ressonancia dos respectivos protdes origina 4 sinais a

61,75; 2,13; 2,12 e 2,28 ppm, em forma de singuleto, com integral proporcional a 3 protdes

cada;

A analise do espectro de HMBC permite concluir que um dos grupos metilo estd ligado ao

anel aromatico uma vez que os protdes do grupo metilo estdo a distancia de 3 liga¢des do

carbono aromatico protonado cuja ressonancia surge a 6 113,7 ppm.
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A existéncia de dois grupos cetona na estrutura do composto B é deduzida da andlise do
espectro de RMN de B3¢ devido a presenca dos sinais a 6 199,2 e 208,2 ppm, caracteristicos
da ressonancia de carbonos carbonilicos.

A existéncia de duas duplas ligacdes na estrutura do composto B (para além das existentes
no anel aromdtico) é deduzida a partir das seguintes evidéncias espectroscopicas: a)
presenca dos sinais no espectro de RMN de 'H a 6545 e 6,10 ppm, desvio quimico
caracteristico da ressonancia de protdes vinilicos e cujo integral corresponde a 1 protdo
cada; b) estes sinais surgem na forma de dupleto (J= 1,1 Hz) e duplo tripleto (J=1,2 e 7,2 Hz)
correspondendo a acoplamentos a longa distancia (entre protSes ndo adjacentes) e com
protdes ndo vinilicos, indicativo da presenga de duplas ligagdes com um Unico protdo vinilico
cada. Constantes de 8-10 Hz ou 14-17 Hz sdo caracteristicos de duplas ligacdes com 2
protées vinilicos cada, em configuracdo cis ou trans respectivamente; c) o espectro de HSQC
mostra que estes sinais (6 5,45 e 6,10 ppm) tém correlagdo com os sinais de Bcas127,7€
122,7 ppm ou seja com desvios quimicos caracteristicos de carbonos protonados vinilicos;

A presenca de varios grupos CH, alifaticos (grupo metileno) é deduzida da presenca de sinais
no espectro de 'H a desvios guimicos entre 6 1-3,5 ppm, com integral correspondente a 2
protGes cada e que o espectro de HSQC mostra terem correlagao, a 1 ligacdo, com os sinais
de C entre 16-55 ppm.

Pelo exposto conclui-se que o composto B possui na sua estrutura um anel aromatico
tetrasubstituido em que os substituintes sdo 2 grupos metoxilo, 1 grupo metilo, e uma
cadeia carbonada longa; Esta cadeia carbonada é composta por grupos metilo (CH3),
metileno (CH,), vinilico (HC=C) e grupos carbonilo (C=0).

A posicao relativa de cada um dos grupos estruturais apresentados na estrutura do

composto B foi determinada através da analise exaustiva do espectro de COSY, que mostra
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os acoplamentos entre protdes adjacentes, e pelas conectividades exibidas no espectro

HMBC (figura 9).

H H H H HH

>
AN,
SN

OCH; H CH; 0 CH; X H 0

Figura 9. Conectividades 'H/"*C a longa distancia observadas no espectro de HMBC do composto B.

A presenca de ligacGes duplas levanta a questdo da determinacao da sua configuracao.

Uma vez que s3do ligacbes duplas com um unico protdo vinilico cada, ndo é possivel deduzir a
configuracdo da ligacdo dupla a partir da constante de acoplamento exibida pelo protdo
vinilico em cada dupla ligacao.

Assim, sé é possivel determinar a configuracdo das duplas ligacoes recorrendo a andlise do
espectro de RMN de NOESY que mostra as proximidades espaciais dos varios atomos de

hidrogénio na molécula de composto B.

NOE NOE

Figura 10. Efeitos de NOE observados no espectro de NOESY do composto B.

Os efeitos NOE observados no espectro de RMN de NOESY e que s3o relevantes para a

determinagao da configuragdo das ligacdes duplas estdo indicadas na figura abaixo (figura
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10). Conclui-se assim que as duas liga¢cdes duplas tém configuracao E uma vez que é aquela
em que os grupos de maior prioridade estdo para lados opostos da ligacdo dupla.

Conjugando todos estes dados com os dados de espectrometria de massa cujo espectro
mostra um pico a m/z 395,correspondente ao ido [M+Na]® podemos concluir que este
composto tem massa molecular 372 correspondente a férmula Cy3H3;04 O conjunto dos
dados estruturais apresentados até aqui, permite concluir que a estrutura do composto B é a
apresentada abaixo e cujo nome IUPAC é (6E,10E)-12-(2,5-dimetoxi-3-metilfenil)-6,10-
dimetildodeca-6,10-dieno-2,8-diona. Apds pesquisa exaustiva verificou-se que esta é a 12
vez que um composto com esta estrutura foi isolado e caracterizado. Trata-se assim, de um
composto novo ao qual foi atribuido o nome comum cystoazores A. No entanto, um
composto muito semelhante a este, ja foi isolado da Cystoseira abies-marina, cystomexicona
B (2), cuja unica diferenca estrutural é possuir apenas um grupo metoxilo (Moreno et al.,

1998).

Embora o nome do composto B segundo a nomenclatura IUPAC ndo o reflicta, em termos de
biossintese este € um composto de biossintese mista, derivado de sesquiterpeno que perdeu
um carbono (dai dizer-se ser um norsesquiterpeno) e que tem um anel aromatico como

substituinte.
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2.1.3 Composto C: cystoazores B

Os espectros de RMN de H e Bc do composto C sdo muito idénticos aos do composto B,
evidenciando uma estrutura semelhante. Assim, identificam-se os sinais correspondentes a
ressonancia dos protdes e carbonos pertencentes a um anel aromatico tetrasubstituido
(tendo como substituintes dois grupos metoxilo, um grupo metilo e uma cadeia carbonada
de catorze carbonos), dois grupos carbonilo, trés grupos metilo, dois sistemas vinilicos e
cinco grupos metileno.

A analise dos espectros de massa mostra um pico a m/z 395, correspondente ao ido [M+Na]*
permitindo concluir que este composto tem massa molecular 372 correspondente a férmula
Cy3H3,04. Confirma-se assim que o composto B e C apresentam a mesma formula molecular,
ou seja, trata-se de dois compostos isdmeros.

As diferencas nos espectros de RMN de 'H e '3C restringem-se a: a) desaparecimento dos
sinais correspondentes a ressonancia do grupo metilo ligado ao carbono 6 da cadeia
principal (6-CHs) e do sinal correspondente a ressonancia do grupo metileno na posicdo 5 da
cadeia principal; b) ao aparecimento de um dupleto a 6 1,87 ppm (J= 1,2 Hz) cujo espectro
de HSQC mostra ter correlagdao com o sinal de RMN B3ca 625,22 ppm correspondente a um
grupo metilo; e ao aparecimento de um tripleto a 6 2,56 ppm (J= 7,9 Hz) correspondente a
ressonancia dos protdes de um grupo metileno e cujo espectro de HSQC mostra ter
correlagio com sinal de RMN C a & 32,8 ppm.

As evidéncias referidas atrds mostram que a diferenca entre os compostos se reflecte
apenas nos desvios quimicos de um grupo metilo e um grupo metileno, ambos substituintes
de um sistema vinilico, ou seja que essa diferenca estd no arranjo espacial dos referidos

substituintes.
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A analise das conectividades exibidas no espectro de HMBC (figura 11) permitiu o
assinalamento inequivoco dos carbonos e protdes do composto C, confirmando que os

compostos sao muito semelhantes.

OCH,

Figura 11. Conectividades 'H/">C a longa distancia observadas no espectro de HMBC do composto C.

A andlise do espectro de RMN de NOESY evidenciou os efeitos NOE indicados na figura 12.
Esta figura mostra claramente que no composto C, o sistema vinilico Cs=C;, exibe uma
configuracdo Z, em oposicao a configuracao E que ficou estabelecida para o sistema vinilico

Cs=C7 no composto B.

Figura 12. Efeitos de NOE observados mo espectro de NOESY do composto C.
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Conjugando todos estes dados fica identificado o composto C com o nome IUPAC (6Z,10E)-
12-(2,5-dimetoxi-3-metilfenil)-6,10-dimetildodeca-6,10-dieno-2,8-diona.  Apds pesquisa
exaustiva verificou-se que esta é a 12 vez que um composto com esta estrutura foi isolado e

caracterizado. Trata-se assim, de um composto novo ao qual foi atribuido o nome comum

cystoazores B e cuja estrutura estd representada abaixo.

OMe

2.1.4 Composto D: cystoazorona A

Relativamente ao composto D, a andlise espectroscopica mostra a presenca de muitos
elementos estruturais idénticos aos exibidos pelos compostos B e C. A analise dos espectros
de RMN de *H e 3C, confirma gue o composto D possui um anel aromatico tetrasubstituido,
dois sistemas vinilicos, um grupo metilo ligado a cada um dos sistemas vinilicos e um grupo
carbonilo, em tudo idénticos aos ja descritos para os compostos B e C.

No entanto, a andlise dos espectros de massa mostram que o composto D possui uma massa
molecular de 472 ([M+Na]® a m/z495) compativel com a férmula molecular CoH4405
revelando que o composto D possui mais 5 carbonos e 2 oxigénios que os compostos B e C.

Ou seja, o composto D ndo é um composto isémero dos anteriores.
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A conjugacao dos dados anteriores permitem concluir estarmos na presenga de um
composto que possui uma cadeia carbonada de 20 carbonos, em vez de 15 existentes nos
compostos B e C, evidenciando que o composto D é um derivado de diterpeno e ndo de um
sesquiterpeno.

As diferengas estruturais entre o composto D e os anteriores sdo identificadas pelas
seguintes evidéncias espectroscopicas:

O espectro de RMN B¢ do composto D mostra que na sua estrutura apenas esta presente
um grupo carbonilo (um sé sinal na zona do espectro caracteristico da ressonancia de
carbonos carbonilicos a & 199,5 ppm) em vez de 2 grupos carbonilo identificados nas
estruturas dos compostos B e C;

O espectro de RMN de 'H exibe sinal a § 3,31 ppm em forma de duplo dupleto (J= 1,8 e 8,6
Hz), que mostra ter, no espectro de HSQC, correlagio com o sinal de RMN *C a & 78,0 ppm.
O espectro de RMN B¢ possui ainda um sinal 6 73,0 ppm que ndo exibe correlagdo com
gualquer sinal de ressondncia de protdo. Estes dois dados conjugam-se no sentido de o
composto D possuir dois carbonos alifaticos ligados a atomos electronegativos como o
oxigénio, sendo um deles um carbono protonado e o outro um carbono quaternario;

Os espectros de RMN de 'H e *C, conjugados com a informacio do espectro de HSQC
indicam a presenca de um protdo pertencente a um sistema insaturado (64 5,13 ppm, m; &¢
123,7 ppm), e um grupo metilo (64 1,61 ppm, d, J=0,8 Hz; 6. 15,9 ppm) ligado a esse sistema
insaturado (informacdo obtida por analise do espectro de HMBC) que ndo existiam nos
compostos B e C;

A andlise conjunta dos espectros de RMN de 'H e °C e HSQC revelam a existéncia de varios
grupos metileno e dois grupos metilicos alifaticos para além dos identificados como

idénticos aos existentes nos compostos B e C.
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O ndmero de sinais de RMN de 'H e a sua multiplicidade, aliada & consequente sobreposicio
dos mesmos, implicaram uma grande complexidade do espectro e dificultaram bastante o
assinalamento inequivoco de todos os carbonos e protdes da estrutura.

Apesar disso, a localizacdo relativa da grande maioria das unidades estruturais identificadas
como pertencentes a estrutura do composto D, foi possivel através da analise exaustiva do
espectro de RMN 2D de HMBC, cujas conectividades observadas estao indicadas na figura

13.

Ojl3 ’.) CHy H H /c
< Z L

OCH,

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

A caracterizacdo inequivoca da estrutura so ficou concluida através da andlise conjunta dos
dados indicados na figura anterior (Fig.13) e a andlise do espectro de RMN 2D de COSY

(mostra os acoplamentos *H-'H adjacentes) indicados na figura 14.

Figura 14. Acoplamentos homonucleares observados no espectro de COSY para parte da estrutura D.

S6 foi possivel estabelecer a configuracao de cada um dos trés sistemas vinilicos por analise

do espectro de RMN de NOESY. O efeito de NOE observado evidéncia que todos os sistemas
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vinilicos C,=Cs; C¢=C; e C1p=C;; do composto D exibem uma configuracdo E como mostra a
figura 15 abaixo apresentada.

A configuracdo relativa dos grupos hidroxilo foi também estabelecida por analise do
espectro de NOESY, tendo-se concluido que o centro quiral C-14 tem uma configuracdo

relativa S.

NOE NOE

=
=
=

HO

H a w " H H
~_ A Y~ _ > 7 »__"
NOE NOE NOE NOE NOE NOE

Figura 15. Efeitos NOE observados no espectro de NOESY do composto D.

Todos estes dados permitem identificar o composto D com o nome IUPAC (14S*,2E,6E,10E)-
14,15-dihidroxi-1-(2,5-dimetoxi-3-metilfenil)-3,7,11,15-tetrametilhexadeca-2,6,10-trien-5-

ona, cuja estrutura esta abaixo representada. Apds aturada pesquisa bibliogréfica, verifica-se
que esta é a primeira vez que este composto é isolado, ou seja, trata-se de um composto

novo ao qual se atribuiu 0 nome comum cystoazorona A.

OMe
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2.1.5 Composto E: cystoazorona B

No que respeita a andlise espectroscépica do composto E, este evidencia inimeras
semelhangas com o composto D. Uma analise dos espectros de RMN de He Bc permite
confirmar essas semelhancas: a presenca de um anel aromatico tetrasubstituido, os trés
sistemas vinilicos, um grupo metilico ligado a cada um dos sistemas vinilicos, um grupo
carbonilo e dois metilos terminais). A andlise dos espectros de massa mostram que o
composto E possui uma massa molecular de 488 (pico a m/z 511 correspondente ao ido
[M+Na]") compativel com a férmula molecular C,9H4.0¢ revelando que o composto E possui
mais um oxigénio que o composto D. Uma vez que o nimero de hidrogénios é idéntico nos
dois compostos conclui-se que o composto E possui mais um grupo hidroxilo que o
composto D. Assim sendo, o composto E, a semelhanca do composto D, é um derivado de
diterpeno mas com maior grau de oxigenacao.

Através da andlise exaustiva do espectro de RMN de HMBC (conectividades observadas
indicadas na figura 16) e do espectro de RMN de COSY (acoplamentos indicados na figura 17)
foi possivel determinar a localizagdo relativa da grande maioria das unidades estruturais

identificadas como pertencentes a estrutura do composto E.
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Figura 16. Conectividades 'H/"*C a longa distancia observadas no espectro de HMBC do composto E.
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H OH HO H

Figura 17. Acoplamentos homonucleares observados no espectro de COSY para parte da estrutura E.

A configuracdo dos trés sistemas vinilicos C,=C3; C¢=C; e C10=Cy; no composto E, foi
estabelecida por comparacdo dos desvios quimicos e multiplicidades dos sinais
correspondentes a ressonancia dos protdes vinilicos e adjacentes nos espectros dos
compostos D e E, tendo-se concluido que todos os sistemas vinilicos tém uma configuracao
E.

A configuracao relativa dos centros quirais ndo foi estabelecida por falta do espectro de
RMN de NOESY.

Todos estes dados conjugados permitem identificar o composto E com o nome IUPAC
(2E,6E,10E)-12,14,15-trihidroxi-1-(2,5-dimetoxi-3-metilfenyl)-3,7,11,15-tetrametilhexadeca-
2,6,10-trien-5-ona, cuja estrutura esta apresentada abaixo.

Apds pesquisa adequada, verifica-se que este composto foi isolado pela primeira vez, ou

seja, trata-se de um composto novo ao qual se atribuiu 0 nome comum cystoazorona B.
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2.2 Resultados das actividades biologicas dos compostos isolados de

Cystoseira abies-marina

2.2.1 Actividade antitumoral

O efeito inibitdrio de crescimento e a citotoxicidade dos compostos isolados foram
determinados expondo as linhagens celulares Hela (linhagem tumoral) e Vero (linhagem nao
tumoral), em fase lag e log de crescimento celular, a concentra¢des diferentes, até um
maximo de 40 pg/mL. O resultado de ambas as actividades foi expressa em termos de ECsg
(concentracdo de composto que provoca 50% de mortalidade celular). Os resultados obtidos
sdo apresentados na tabela 2.

Como se pode verificar na tabela 2, no teste para inibicdo de crescimento (fase lag), o
composto que mostrou ser mais activo foi o cystoazorona A (composto D) com um ECsp=
10,2 £ 0,19 pg/mL para a linhagem celular HelLa e um ECsp= 16,7 £ 0,08 ug/mL para as células
Vero. Apesar do ECsg de ambas as linhagens serem relativamente baixos, verifica-se uma
diferenca de sensibilidade entre as duas linhagens, com um IS (indice de selectividade,
definido como ECsgyero/ECsoneta) = 1,64, indicando assim um efeito mais pronunciado sobre a
linhagem tumoral. Se analisarmos o efeito do mesmo composto quando adicionado as
células em fase log, ou seja, a sua citotoxicidade para as células em crescimento
exponencial, os valores de ECsq para as células Hela e Vero sdo de 2,8 + 1,16 e 6,9 + 0,52
ug/mL, respectivamente, ou seja, ndo so o indice de selectividade é maior (1S=2.46), mas as
células apresentam uma maior sensibilidade a presenca do composto. O cystoazores A
(composto B) é o segundo composto mais activo e no teste de inibicdo apresenta um ECso=

25,0+ 1,28 pg/mL para as células Hela e ECso= 28,0+ 1,74 pg/mL para as células Vero. No
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teste de citotoxicidade o cystoazores A mostrou ser mais activo que no teste anterior com
um ECso mais baixo (17,3 * 1,64 pg/mL e 16,5 + 5,30 pg/mL para as células Hela e Vero,
respectivamente). Verificou-se uma menor actividade no cystoazores B (composto C) sendo
que o seu ECsy para a citotoxicidade foi de 20,1 + 1,67 ug/mL para as Hela e 22,1 + 1,84
pug/mL para as Vero. O 4acido benzdico e o cystoazorona B (compostos A e E
respectivamente) foram os que apresentaram menos actividade ultrapassando o limite
estabelecido como concentragdo maxima testada (ECso>40 pug/mL) em ambos os testes nas

duas linhagens.

Tabela 2. Actividade inibidora de crescimento celular e citotoxicidade dos compostos isolados

de Cystoseira abies-marina contra as linhagens celulares Hela e Vero.

Inibi¢do ECso (ug/mL)? Citotoxicidade ECso (pg/mL)"
Compostos

Hela Vero Hela Vero
Acido Benzéico >40 >40 >40 >40
Cystoazores A 25+ 1,28 28+ 1,74 17,3+1,64 16,5 +£5,30
Cystoazores B 32,0+8,40 >40 20,1 +1,67 22,1+1,84
Cystoazorona A 10,2 £+ 0,19 16,7 £ 0,08 2,8+1,16 6,9 +0,52
Cystoazorona B >40 >40 >40 >40

®*Taxol foi usado como controlo positivo no teste de inibi¢cdo (ECso = 0,12 + 0,073 contra
Hela e 0,18 + 0,036 contra Vero).
*Taxol foi usado como controlo positivo no teste de citotoxicidade (ECs, = 0,06 + 0,005

contra Hela e 0,03 + 0,014 contra Vero).

Globalmente, pode-se verificar que os compostos cystoazores A, cystoazores B e
cystoazorona A apresentaram maior actividade para as células tumorais Hela quando
comparadas com a linhagem n3do tumoral de referéncia, sendo o maior indice de
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selectividade IS encontrado em cystoazorona A. Apesar de este ndo ser um valor muito
elevado, saliente-se que é comparavel ao de alguns dos agentes quimioterapicos
actualmente utilizados, como por exemplo o Taxol, com 1S=1.5 (Tabela 2), ou o Tamoxifen,
com um 1S=1.29 (Badisa et al., 2009). O anel aromatico ndo parece ser determinante para a
actividade, uma vez que existe nos quatro meroditerpenos, quer sejam mais quer menos
activos. Comparando o cystoazorona A com o cystoazorona B, é possivel que a introdug¢do do
grupo OH na posicdo 12 seja um factor determinante para a perda de actividade, embora
sejam necessarios mais estudos para estabelecer relacdes estrutura / actividade.

Por outro lado, deve-se realcar a maior sensibilidade apresentada pelas células em
fase log de crescimento quando comparadas com as células em fase lag, evidenciada pela
diferenca dos valores de ECsg de inibicdo de crescimento e citotoxicidade, respectivamente.
Sendo a inibicdo de crescimento (fase lag) determinada por exposicdao das células ao
composto na fase inicial de crescimento, estara a testar-se principalmente o efeito a nivel da
adesdo celular ao substrato, nomeadamente no que diz respeito a expressdo de moléculas
de adesdo como as E-cadherins (Bahrawi & Pignatelli, 1998). No que diz respeito as células
em fase log, esta-se a testar o efeito a nivel de diversos mecanismos relacionados com a
divisdo celular, que também s3do detectdveis nos ensaios anteriores, mas sdo mais evidentes
0s agentes que provocam a apoptose das células, como é o caso da Actinomicina D ( Bock et

al., 2002).

2.2.2 Actividade antioxidante

O método do DPPH permite avaliar a capacidade que um composto tem na captacao
de radicais livres e espécies reactivos de oxigénio. Deste modo, podemos dizer que todos os

compostos testados possuem alguma actividade, sendo que uns mais activos que outros. A
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concentragdo maxima testada foi igual para todos os compostos e padrées (500 pg/mL), no
entanto, ndo foi possivel calcular o ECsp, uma vez que nenhum dos compostos atingiu 50%
de poder antioxidante. Como tal, os resultados estdo expressos em percentagem de poder
antioxidante a maxima concentracdo testada. Como se pode verificar na figura 18, o
cystoazorona A e cystoazorona B (compostos D e E respectivamente) foram os que
apresentaram uma actividade mais elevada com 28,5 e 30,1 %, respectivamente. Abaixo dos
10% de actividade surgem os restantes trés compostos, o cystoazores A, o cystoazores B e o
acido benzdico (compostos A, B e C, respectivamente). Comparando os valores de % de
poder antioxidante dos compostos testados relativamente aos padroes trolox e quercetina
(cuja actividade esta entre os 70 e 80 %), conclui-se que os compostos ndo parecem ser
promissores como antioxidantes. No entanto, quando comparados com o padrdao BHT
(composto frequentemente utilizado como antioxidante na industria alimentar), a
perspectiva muda e verifica-se que os valores obtidos para a cystoazorona A e cystoazorona
B podem ser considerados elevados, uma vez que os seus valores sdo mais do dobro
relativamente ao BHT. Assim, os resultados sugerem que, pelo menos como antioxidantes

industriais (em oposicdo a antioxidantes em sistemas in vivo), os compostos cystoazorona A

e cystoazorona B parecem ser Uteis.
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Figura 18. Actividade antioxidante dos compostos isolados de Cystoseira abies-marina expressa em
percentagem. Como controlo para esta actividade foram utilizados os padrdes (Trolox, Quercetina e
BHT). A concentracdo utilizada neste ensaio, quer para os compostos quer para os padrdes, foi de

500 pg/mL.

2.2.3 Actividade anticolinesterasica

Neste ensaio, foram utilizadas duas concentragdes (125 ug/mL e 62,5 ug/mL), o a-
pineno foi utilizado como padrdo para a inibi¢ado da enzima acetilcolinesterase. Nao foi
possivel determinar o ICsq (concentragdao que provoca 50 % de inibi¢cao), pois nenhum dos
compostos testados conseguiu atingir 50 % de actividade inibitdria para as concentracées
testadas, portanto, os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo a estas duas
concentragdes. Como se pode verificar na figura 16, os compostos que apresentam maior
actividade de inibicdo sdo o cystoazores A (composto B) e o cystoazores B (compostos C),
com 37,2 e 38,1 %, respectivamente, na concentracdo mais elevada. Tendo em conta que o
valor do a-pineno nesta mesma concentracdo é de 49,5 %, pode dizer-se que estes dois
compostos sao promissores como inibidores da acetilcolinesterase. Com actividade
moderada apresentam-se os restantes compostos testados, o cystoazorona A (26%), o

cystoazorona B (20,1 %) e o acido benzdico (18,4 %) (compostos D, E e A, respectivamente)
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na concentragdo mais elevada. Ainda na figura 19, podemos também verificar que a

percentagem de inibicdo é dependente da concentracao.

Acido Benzoico

Cystoazores A

Cystoazores B
Cystoazorona A L162,5 pg/mL
125 pg/mL
Cystoazorona B

a-pineno

T T T T T

0 10 20 30 40 50 60
% Inibicdo de AChE

Figura 19. Efeito antilcolinesterasico dos compostos isolados de Cystoseira abies-marina expressa em

percentagem. O a-pineno foi utilizado como controlo para esta actividade.

2.2.4 Actividade anti-inflamatoria

2.2.4.1 COX-1 e COX-2

Os anti-inflamatérios ndo esteréides tém como mecanismo a inibicdo da actividade
das cicloxigenases, impedindo assim a sintese de eicosanoides pela via metabdlica da
cascata do acido araquiddnico, o que faz parte do processo inflamatério. A cicloxigenase tem
duas isoformas, uma constitutiva, a COX-1 e outra induzida pelo processo inflamatério, a
COX-2. Sao preferiveis os medicamentos que actuem como inbidores selectivos da COX-2,
uma vez que a COX-1 é responsavel por funcdes fisioldgicas importantes (Botting, 2006). Dos
resultados obtidos (figura 20), pode-se verificar que, no que respeita a inibicdo da COX-1, o
acido benzdico, o cystoazorona A e o cystoazorona B (compostos A, D e E, respectivamente)

foram os compostos que apresentaram ser inibitérios deste enzima, o que se podera
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traduzir em efeitos secundarios negativos, ao inibir a formacdo de prostaglandinas de
importancia fisioldgica. Em oposicdo a estes estdo os compostos cystoazores A e cystoazores
B (compostos B e C) que estimularam a actividade deste enzima. No que diz respeito a COX-2
o acido benzdico, o cystoazores B e o cystoazorona B (compostos A, C e E, repectivamente)
foram os compostos que mostraram elevada inibicdo, seguindo-se o cystoazores A
(composto B) com uma inibicdo moderada deste enzima e por uUltimo, o cystoazorona A
(composto D) foi o Unico composto que mostrou ter um comportamento diferente, ou seja,
com uma actividade bastante elevada, mas como prdé-inflamatério. Os compostos que
parecem ter caracteristicas mais positivas como anti-inflamatérios sdo o cystoazores A e
cystoazores B, uma vez que se comportam como inibidores selectivos da COX-2, tendo
conhecimento de que estas substancias apresentam um menor risco de toxicidade intestinal

guando comparados com os AINEs tradicionais (Charlier & Michaux, 2003).

Acido Benzdico E

Cystoazores a

Cystoazores B
H COX1

cystoazorona A H COX2

Cystoazorona B

-300,0 -200,0 -100,0 0,0 100,0

% Inibicdo

Figura 20. Actividade anti-inflamatéria por inibicdo da cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) dos
compostos isolados de Cystoseira abies-marina com concentracdo de 100 pg/mL, expressa em

percentagem.
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2.2.4.2 LOX

Os inibidores da lipoxigenase 15-LOX podem ter um papel importante na terapéutica
de alguns processos patolédgicos que envolvem inflamagao, como a aterosclerose (Walther et
al., 1999) Dos resultados obtidos pelo ensaio da 15-LOX, (figura 21) pode-se verificar que
apenas o cystoazorona A (composto D) possui alguma actividade contra este enzima (cerca
de 35,5 % de actividade numa concentracdo de 50 ug/mL), embora o cystoazores A
(composto B) também tenha exibido alguma actividade mas com uma percentagem muito
mais baixa (3,6 %, numa concentragdo de 100 pg/mL). A figura 21 permite verificar que a
diferentes concentracdes, o comportamento dos compostos testados diferem, sendo que,
podem funcionar como anti-inflamatérios (nos dois casos referidos acima), e como pré-

inflamatorios (os restantes casos).

Acido Benzdico

Cystoazores A

Cystoazores B

Cystoazorona A ki 100 pg/mL

Cystoazorona B H 50 pg/mL

Quercetina

150

% Inibicdo

Figura 21. Actividade anti-inflamatdria por inibicdo da lipoxigenase dos compostos isolados de
Cystoseira abies-marina, expressa em percentagem. Nesta actividade foi utilizado como solucdo

padrao a quercetina.
Estes compostos ndo parecem, assim, ser candidatos a uma terapia de inibicdo dupla COX-

2/15-LOX, que lhes conferiria potencialidades no tratamento de diversas doengas cronicas

com um componente inflamatoério, como o cancro e a aterosclerose.
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2.3 Discussao dos resultados das actividades bioldgicas

As algas castanhas tém mostrado uma enorme capacidade de produzir metabolitos
secunddrios muito diferentes no que diz respeito a sua estrutura quimica e a sua
funcionalidade.

Em estudos anteriores da espécie Cystoseira abies-marina, um extracto de
diclorometano demonstrou actividade de inibicdo do crescimento contra a linhagem celular
Hela (Barreto et al. 2012). Outros estudos revelaram que extractos de acetato de etilo e de
cloroférmio de Cystoseira crinita (Mhadhebi et al., 2011a) e Cystoseira sedoides (Mhadhebi
et al.,, 2011b) apresentavam um poder antiproliferativo elevado. Ha também algumas
referéncias a compostos com propriedades antitumorais isolados de algas deste género.
Segundo Norte et al., (1993) o meroditerpeno claraenona, isolado de Cystoseira sp.,
demostrou ter actividade antitumoral contra a linhagem celular tumoral P-388. Os
compostos cystoazorona A e cystoazorona B (compostos D e E) isolados no presente
trabalho pertencem a mesma familia, sendo que o cystoazorona A foi o que se mostrou mais
activo na inibicdo e citotoxicidade contra as células tumorais Hela, apresentando, no
entanto, uma menor selectividade entre as linhagens Hela e Vero do que a referida por
Barreto et al. (2012) para o extracto de diclorometano de Cystoseira abies-marina. Outras
familias de compostos do género Cystoseira também exibiram actividade antitumoral, como
por exemplo: o mediterraneol extraido de Cystoseira mediterranea que possui uma
capacidade inibitéria da divisdo celular (Francisco et al. 1985a); os meroditerpenos:
usneoidona E, usneoidona Z, usneoidol E e usneoidol Z de Cystoseira usneoides, sendo que
os dois primeiros foram testados contra as linhagens celulares P-388, A-549, Hela e B-16, e
os restantes dois testados contra a linhagem P-388, mostrando-se activos (Urones et al.,

1992a; Urones et al., 1992b); e ainda cinco compostos derivados de tetraprenil-toluquinol
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que apresentaram uma actividade moderada no seu efeito citotdxico contra as linhagens
celulares tumorais HM02, HepG2 e MCF-7 (Fischet al., 2003). As algas do género Cystoseira
parecem assim ter potencial na pesquisa de substancias com actividade antitumoral,
estando ainda em curso a continuacao da caracterizagdo fitoquimica de Cystoseira abies-
marina, que podera resultar na identificagao de outros compostos com elevada actividade.
As algas marinhas podem ser uma importante fonte de sustancias naturais
antioxidantes (Rocha et al., 2007). Mhadhebi et al. (2011a), relata no seu estudo, compostos
que foram identificados como antioxidantes, como por exemplo enzimas protectoras
(Nakano et al., 1995), o acido ascdrbico (Morgan et al.,, 1980), antioxidantes lipofilicos
(Takamatsu et al. 2003), os florotaninos (Jimenez-Escriget al., 2001) e as catequinas (Yoshie
et al., 2000). Segundo Rocha et al. (2007), meroditerpenos isolados de algas do mar
Mediterraneo do género Cystoseira sdao analogos aos tocoferdis e, portanto, com potencial
para uma boa actividade antioxidante. Como tal, fizeram uma avaliacdo das propriedades
dessas substancias como quelantes de ‘0, através de varios testes, nos quais se mostraram
activos (Foti et al., 1994). Ruberto et al. (2001), descreve no seu estudo que extractos
lipidicos de oito espécies do género Cystoseira, no que diz respeito ao seu poder
antioxidante, apresentam um potencial diferenciado entre as espécies de acordo com o
conteddo em tetraprenilquindis, sendo que quanto mais rica é a espécie em
tetraprenilquindis, maior o seu poder antioxidante. Extractos de acetato de etilo e de
cloroférmio de Cystoseira crinita e de Cystoseira sedoides possuem uma elevada actividade
antioxidante no método DPPH (Mhadhebi et al, 2011a; Mhadhebi et al., 2011b). Assim
como, Fisch et al. (2003), verificou o poder antioxidante dos 5 compostos derivados de
tetraprenil-toluquindis ja referidos anteriormente com actividade antitumoral, concluindo

que todos eles possuiam elevada actividade antioxidante (quando comparados com BHT e a-
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tocoferol). No estudo de Zubia et al. (2009), um extracto da Cystoseira tamariscifolia foi
classificado como sendo um potencial antioxidante, com valores semelhantes ao a-tocoferol
(composto usado como referéncia). Como ja foi referido, os compostos cystoazores A e
cystoazores B (compostos B e C) foram aqueles que apresentaram uma actividade
antioxidante mais elevada de entre os testados neste trabalho. Comparando com o estudo
preliminar a este, em que a actividade antioxidante de Cystoseira abies-marina era superior
qguer na fraccdo de hexano do extracto metandlico quer no extracto de diclorometano
(Barreto et al., 2012), (ECso= 137,2 % 8,26 e 329.5 + 18.61 pug/mL, respectivamente), pode-se
concluir que muito provavelmente os compostos responsaveis por essa actividade podem
ser os que foram isolados neste estudo, uma vez que estes compostos estdo distribuidos nos
varios extractos fraccionados vindo da colec¢do de Outono e Inverno.

Apenas alguns trabalhos tém sido relatados sobre as actividades da
acetilcolinesterase, no que respeita a sua inibicdo usando algas. Recentemente, Ghannadi et
al. (2013), estudou 11 algas, nas quais duas delas pertenciam a familia Cystoseira,
(Cystoseira indica e a Cystoseira merica), que mostraram uma actividade moderada na
inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Sabe-se que as principais classes de compostos
descritos como possuindo actividade acetilcolinesterdsica sdo os alcaldides, glicosideos e
terpenos (Ghannadi et al., 2013). No entanto, o facto de algas deste género serem
activamente evitadas pelos predadores (Granado e Caballero, 2001), aponta para a
probabilidade de existirem compostos com esta caracteristica, uma vez que um dos
mecanismos de defesa anti-predagao consiste em sintetizar compostos que paralisam os
predadores por inibicdo deste enzima.

A inibicdo da producao de prostaglandinas pela via da COX permite uma diminuicao

da resposta inflamatéria em doengas crénicas como cancro, asma, artrite reumatdide e nas
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doengas auto-imunes (Harizi et al., 2008; Masresha et al., 2012). Ja a inibicdo da producgao
de hidroperdxidos pela via da 15-LOX promove uma reducdo da acumulacdo celular de
lipidos e das citocinas pro-inflamatdrias na aterosclerose (Walther et al., 1999). Portanto, a
inibicdo da biossintese destes mediadores inflamatdrios pelo bloqueio das enzimas COX e
LOX podera representar uma importante alternativa no tratamento de muitos estados
patoldgicos que tém por base uma resposta inflamatdria. A inibicdo preferencial da COX-2
sobre a COX-1 aliada a inibicdo da 15-LOX é de interesse actual no desenvolvimento de
novos agentes anti-inflamatdrios (Charlier & Michaux, 2003; Reddy et al., 2008). Embora os
estudos referentes ao género Cystoseira sobre o seu poder anti-inflamatério sejam muito
poucos, Mahdhebi et al., (2011a) relata na sua investigagdo que extractos de acetato de
etilo, cloroférmio e metanol de Cystoseira crinita revelaram ser muito promissores, assim
como as fraccdes de cloroférmio e acetato de etilo da Cystoseira sedoides, que também
mostraram ser uma potencial fonte de compostos naturais com actividade anti-inflamatdria

(Mhadhebi et al., 2011b).
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2.4 Conclusodes e perspectivas futuras

O estudo fitoquimico da macroalga Cystoseira abies-marina (que ainda esta muito no
inicio) permitiu isolar e caracterizar completamente 5 compostos (o acido benzéico, 2
derivados aciclicos de norsesquiterpenos com um substituinte tipo toluquinol e 2 derivados
de diterpenos aciclicos também com substituinte tipo toluquinol). O mais extraordinario &,
em 5 compostos isolados, 4 deles serem compostos naturais com estruturas quimicas nunca
antes identificadas, confirmando o enorme potencial desta alga.

Dos cinco compostos isolados desta alga, verifica-se que o composto cystoazorona A
é um composto bastante activo no que respeita a actividade antitumoral. J4 na actividade
antioxidante os compostos que se realgaram com maior poder antioxidante foram o
cystoazorona A e o cystoazorona B. No que respeita ao poder inibitério do enzima
acetilcolinesterase, o cystoazores A e cystoazores B foram compostos os mais activos.
Quanto aos anti-inflamatdrios concluimos que a dose aplicada pode variar o efeito, isto é, ou
0s compostos se comportam como anti-inflamatérios ou como pré-inflamatérios. No geral,
como anti-inflamatério apresentaram maior actividade o acido benzéco, o cystoazorona A e
o cystoazorona B.

Este foi apenas um estudo ainda muito preliminar, no que diz respeito a quantidade
de compostos naturais que esta alga marinha consegue sintetizar.

Em conclusdo, podera dizer-se que a macroalga Cystoseira abies-marina tem
potencial como fonte de novos compostos naturais bioactivos com aplicacdes
farmacoldgicas diversificadas.

Futuramente, pretende-se continuar a pesquisa de mais compostos, quer dentro
desta espécie quer noutras que sejam abundantes nos Acores, como Fucus spiralis, bem

como alargar o screeening das actividades como por exemplo, testar oscompostos com mais
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actividade antitumoral e através da técnica de microscopia de fluorescéncia, utilizando
corantes vitais (Hoechest, Dapi, BCECF, anexina V, lodeto de propidio) perceber de que
forma este compostos afectam as células (necrose ou apoptose) bem como através de testes
de via das caspases, verificar de que forma ou por que via este composto podera provocar
morte celular nas células.

Tdo importante como determinar a forma de accdo destes compostos, € também
importante a realizacdo de mais estudos para se poder estabelecer uma relagdo estrutura /
actividade do composto.

Também se pretende, realizar testes antimicrobianos, com bactérias gram positivas e
gram negativas, a fim de encontrar algum composto que seja capaz de inibir o crescimento
bacteriano ou capaz de actuar como antibiético (ou seja, capacidade que o composto pode
ter em interagir com estes microorganismos matando-os ou inibindo o seu metabolismo

e/ou mecanismo de reproducao).
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3. Parte experimental

3.1 Condig¢Oes experimentais usados no isolamento dos compostos A-E

3.1.1 Solventes utilizados

Os solventes (diclorometano e metanol) utilizados na obtencdo dos extractos eram
analiticamente puros. Os solventes utilizados no fraccionamento dos extractos, quer por
particdo liquido/liquido quer por cromatografia, eram bidestilados (n-hexano,
diclorometano, cloroférmio, acetona e metanol) sendo que os restantes foram solventes
puros. O solvente usado no registo dos espectros de RMN foi o cloroférmio deuterado

(CDCl3) com 0,03% de TMS.

3.1.2 Tipos de silica usados nas cromatografias

Os sistemas de eluentes usados nos fraccionamentos por cromatografia preparativa, foram
optimizados usando cromatografia em camada fina analitica, em folhas plastificadas
revestidas de silica gel com indicador 60 GF,s4 da Merck.

Nas purificacdes por cromatografia de camada fina preparativa foram utilizadas placas de
vidro, (20x20 cm), previamente revestidas com uma camada de silica gel 60 GF,s54 da Fluka,
com espessura de 500 um e activadas a 110 °C durante 12 horas. A localiza¢gdo das manchas
correspondentes a presenca de compostos nas placas foi conseguida por observacao das
mesmas a luz ultravioleta a 254 e/ou 365 nm.

Os fraccionamentos por cromatografia preparativa em coluna foram efectuados usando

como fase estacionaria silica gel 60, 230-400 Mesh da Acne Synthetic Chemicals.
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3.1.3 Equipamento usado

a) Espectro de RMN
Os espectros de RMN de 1D (*H e de 3C) e 2D (COSY, HSQC, HMBC, NOESY) foram obtidos
num aparelho Bruker Avance 300 operando a uma frequéncia de ressonancia de protdo de
300,13 MHz e 75,47 MHz para °C). Os desvios quimicos s3o expressos em & (ppm)
relativamente ao tetrametilsilano (TMS) usado como padrdo interno. As constantes de
acoplamento (J) foram expressas em Hz.
O espectro de massa foi obtido num espectrometro de massa Q-TOF2, por electrospary em

modo positivo (ESI (+)),operando com o cone a 30 V.

3.1.4 Anadlise da Amostra

a) Recolha da amostra
A Cystoseira abies-marina foi colhida em dois periodos, no Outono de 2010 (entre Outubro e
Novembro de 2010), e na Primavera de 2011 (entre Marco e Maio de 2011) nos Mosteiros,
Ilha de S. Miguel.
Os vouchers foram identificados pela Doutora Ana Neto da Universidade dos Acores e
depositados no Herbdrio Ruy Telles Palhinha, com a referéncia SMG-10-54 para a colheita de

Outono e SMG-11-34 para a colheita da Primavera.

b) Obtencdo dos extractos
O material vegetal recolhido foi limpo, lavado com 4&gua destilada, caracterizado
morfologicamente e devidamente acondicionado a -80°C. O material vegetal fresco (massas

de material usados indicados na tabela 2), recolhido em Outono 2010 e Primavera 2011 foi
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separadamente submetido a extrac¢Ges sequenciais (2 ciclos de durante 12 h, com
renovacdo de solvente no 22 ciclo), primeiro com metanol e depois com diclorometano, a
temperatura ambiente com agitacdo, usando uma razdo alga fresca/solvente de 1:4 (g/mL).
Cada extracto foi evaporado a secura a pressao reduzida a uma temperatura de 40°C, tendo-

se obtido as massas de extracto apresentadas na tabela 2.

Tabela. 2: Rendimentos das extracgGes relativos a alga Cystoseira abies-marina nas colheitas de Outono e

Primavera.
Outono 2010 MeOH 2915,8 125,81
Cystoseira DCM 4,75
abies-marina Primavera 2011 MeOH 4330,0 197,38
DCM 5,21

Os extractos de metanol de Cystoseira abies-marina de cada uma das colheitas, foram
separadamente fraccionados por particdo liquido/liquido, cromatografia em coluna (cc) e
cromatografia em camada fina preparativa (tlc) conforme esquemas abaixo.

No que diz respeito ao extracto de diclorometano antes do fraccionamento cromatografico,
o extracto foi submetido a um procedimento para remocdo de clorofilas descrito na
literatura (Kijjoa et al., 2002). O extracto foi dissolvido em etanol (750 mL), sendo
posteriormente adicionada a solug¢do aquosa acetato de chumbo (28 mg) e acido acético
glacial (8 mL). Toda esta solugdo permaneceu no escuro durante 48h. A solugdo foi filtrada e
concentrada a pressao reduzida, para remover o etanol presente. Apds a eliminag¢do do

etanol, extraiu-se com cloroféormio (4x300 mL), passou-se o extracto por sulfato de sddio
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anidro e foi posteriormente evaporado até a secura para posterior fraccionamento
cromatografico segundo o esquema abaixo.

Por uma questdo de espaco os solventes usados sdo indicados de forma abreviada. Assim, A
significa acetona; DCM- diclorometano; AE- acetato de etilo; H- hexano; M- metanol; C-

cloroférmio.
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3.1.5 Dados espectroscopicos dos compostos isolados de Cystoseira abies-

marina

Composto A: Acido benzéico

RMN de *H: 7,47 (2H, m, H-3, H-5); 7,61, (1H, tt, J= 1,5; 7,5 Hz,H-4); 8,12 (2H, dd, J= 1,5; 8,3
Hz, H-2, H-6).

RMN de *3C: 128,5 (C-3,C-5); 129,3 (C-1); 130,2 (C-2,C-6); 133,7 (C-4); 171,5 (COOH).

EM (TOF MS ESI+): m/z: 145 [M+Na]"

Composto B: Cystoazores A

RMN de 'H: 1,75 (3H, s largo, 10-CHs); 1,76 (2H, m, H-4); 2,12 (2H, m, H-5); 2,12 (3H, s largo,
6-CH3); 2,13 (3H, s, H-1); 2,28 (3H, s, 3’-CHs); 2,41 (2H, t, J= 7,3 Hz, H-3); 3,11 (2H, s, H-9);
3,40 (2H, d, J= 7,2 Hz, H-12); 3,68 (3H, s, 2’-OCHs); 3,75 (3H, s, 5’-OCHs); 5,45 (1H, dt, J=1,2;
7,2 Hz, H-11); 6,10 (1H, d, J= 1,1 Hz, H-7); 6,57 (2H, s, H-4’, H-6).

RMN de *3C: 16,4 (3’-CHs); 16,5 (10-CHs); 19,1 (6-CHs); 21,2 (C-4); 28,5 (C-12); 30,0 (C-1);
40,2 (C-5); 42,6 (C-3); 55,4 (C-9, 5’-OCHs); 60,5 (2-OCH,); 112,7 (C-6’); 113,7 (C-4); 122,7 (C-
7); 127,7 (C-11); 130,7 (C-10); 131,8 (C-3’); 134,7 (C-1’); 150,3 (C-2’); 155,5 (C-5’); 158,1 (C-6);
199,2 (C-8); 208,2 (C-2).

EM (TOF MS ESI+): m/z: 395 [M+Na]"
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Composto C: Cystoazores B

RMN de 'H: 1,73 (3H, s largo, 10-CHs); 1,73 (2H, m, H-4); 2,56 (2H, m, H-5);1,87 (3H, d, J= 1,2
Hz, 6-CHs); 2,13 (3H, s, H-1); 2,28 (3H, s, 3'-CHs); 2,48 (2H, t, J= 7,4 Hz, H-3); 3,09 (2H, s, H-9);
3,40 (2H, d largo, J= 7,2 Hz, H-12); 3,68 (3H, s, 2’-OCH3); 3,75 (3H, s, 5’-OCH3); 5,43 (1H, dt, J=
1.2; 7,2 Hz, H-11); 6,13 (1H, d, J= 1,2 Hz, H-7); 6,57 (2H, s, H-4’, H-6").

RMN de C: 16,4 (3’-CHs); 16,5 (10-CH5); 22,0 (C-4); 28,5 (C-12); 29,9 (C-1); 32,8 (C-5); 43,2
(C-3); 55,4 (C-9, 5’-OCH3); 60,4 (2’-OCHs); 112,7 (C-6’); 113,7 (C-4’); 123,3 (C-7); 127,8 (C-11);
130,7 (C-10); 131,8 (C-3); 134,6 (C-1'); 150,3 (C-2’); 155,5 (C-5'); 159,2 (C-6); 198,8 (C-8);
208,9 (C-2).

EM (TOF MS ESI+): m/z: 395 [M+Na]"

Composto D: cystoazorona A

RMN de *H: 1,15 (3H, s, H-16); 1,20 (3H, s, 15-CHs); 1,39 (2H, m, H-13); 1,61 (3H, d, J= 0,8 Hz,
11-CHs); 2,06 (1H, m, H-12); 2,12 (3H, d, J= 1,1 Hz, H-7); 2,15 (2H, s, H-8); 2,16 (2H, m, H-9);
2,22 (1H, m, H-12); 1,75 (3H, d, J= 1,3 Hz, 3-CHs); 2,28 (3H, s, 3’-CHs); 3,11 (2H, s, H-4); 3,31
(1H, dd, J= 1,8 e 8,6 Hz, H-14); 3,41 (2H, d largo, J= 7,2 Hz, H-1); 3,68 (3H, s, 2’-OCHs); 3,74
(3H, s, 5’-OCHs); 5,13 (1H, m, H-10); 5,43 (1H, dt, J= 7,2 e 1,3 Hz, H-2); 6,11 (1H, s largo, H-6);
6,57 (2H, s, H-4, H-6).

RMN de *3C: 15,9 (11-CHs); 16,4 (3’-CHs); 16,5 (3-CHs); 19,3 (7-CHs); 23,1 (C-16); 25,9 (C-9);
26,4 (15-CHs); 28,5 (C-1); 29,6 (C-13); 36,7 (C-12); 41,1 (C-8); 55,4 (5’-OCHs, C-4); 60,5 (2’
OCHs); 73,0 (C-15); 78,0 (C-14); 112,7 (C-6'); 113,7 (C-4’); 122,5 (C-6); 123,7 (C-10); 127,7 (C-
2); 130,8 (C-3); 131,8 (C-3’); 134,7 (C-1’); 135,8 (C-11); 150,3 (C-2’); 155,5 (C-5'); 158,9 (C-7);

199,5 (C-5);
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EM (TOF MS ESI+): m/z: 495 [M+Na]"

Composto E: cystoazorona B

RMN de 'H: 1,16 (3H, s, H-16%); 1,19 (3H, s, 15-CHs*); 1,67 (2H, m, H-13); 1,59 (3H, s, 11-
CHs); 1,74 (3H, s, 3-CHs); 2,11 (3H, d, J= 1,1 Hz, 7-CHs); 2,20 (2H, s, H-8); 2,20 (2H, m, H-9);
2,28 (3H, s, 3'-CHs); 3,12 (2H, s, H-4); 3,40 (2H, d, J= 7,6 Hz, H-1); 3,62 (1H, m, H-14); 3,68
(3H, s, 2’-OCHs); 3,74 (3H, s, 5’-OCHs); 4,30 (1H, t, J= 4,9 Hz, H-12); 5,43 (1H, t, J= 7,6 Hz, H-
2); 5,44 (1H, m, H-10); 6,12 (1H, s, H-6); 6,57 (2H, s, H-4’, H-6').* Estes assinalamentos
podem estar trocados.

RMN de “3C: 12,9 (11-CHs); 16,4 (3'-CHs); 16,5 (3-CHs); 19,3 (7-CHs); 23,3 (16-CHs*); 25,5 (C-
9); 26,4 (15-CH3*); 28,5 (C-1); 35,2 (C-13); 40,7 (C-8); 55,3 (C-4); 55,4 (5’-OCHs); 60,5 (2’-
OCHs); 72,7 (C-15); 74,2 (C-12); 75,0 (C-14); 112,7 (C-6’); 113,7 (C-4’); 122,8 (C-6); 123,5 (C-
10); 127,7 (C-2); 131,8 (C-3 e C-3'); 134,7 (C-1'); 137,7 (C-11); 150,3 (C-2’); 155,5 (C-5’); 158,5
(C-7); 199,7 (C-5). ).* Estes assinalamentos podem estar trocados

EM (TOF MS ESI+): m/z: 511 [M+Na]*
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3.2 Determinagao das actividades biolégicas dos compostos A-E
3.2.1 Actividade antitumoral

3.2.1.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas duas linhagens celulares, uma tumoral e outra ndo tumoral que
serviu de controlo. A linhagem tumoral Hela foi imortalizada a partir de células humanas de
cancro do colo do utero (ECACC, European Collection of cell Cultures). A linhagem nao
tumoral Vero foi estabelecida em 1962 a partir de células isoladas de rim de macaco verde

africano, da espécie Cercopithecus aethiops (Linnaeus, 1758), por Yasumura (ECACC).

3.2.1.2 Cultura de células

Ambas as linhagens foram cultivadas em monocamada, com meio DMEM
(Dulbecco'sModifiedEagle'sMedium), suplementado com estreptomicina (750
U/mL)/penicilina (1000 U/mL), L-glutamina (2 mM) e &cido p-hidroxibenzéico (2x10* mg/mL).
As células foram mantidas em meio com soro fetal de bovino (FBS) numa incubadora

(SANYO CO; Incubator) a 37 °C, 5 % de CO, e 80 % de humidade relativa (Mouijir et al. 2012).

3.2.1.3 Ensaios antitumorais

Os ensaios foram realizados em microplacas ELISA de 96 pocos. Realizaram-se dois tipos de
ensaio, (i) de inibicdo de crescimento (fase lag) e (ii) de citotoxicidade (fase log). No primeiro
tipo de ensaio as células sdo adicionadas as microplacas junto com os compostos a testar, de
modo a que estas estejam sujeitas a accdo dos compostos durante a fase inicial de adesdo
ao substrato. No segundo, os compostos sdo adicionados as microplacas apds 24h de

crescimento das células, encontrando-se estas ja na fase de crescimento exponencial. O
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meio utilizado foi DMEM com 2 % de FBS, tendo sido os compostos diluidos nesse mesmo
meio, nas concentracdes apropriadas, ficando em contacto com as células durante 48h

(Mouijir et al. 2012).

3.2.1.4 Revelacao dos resultados

Para a revelacdo dos resultados foi utilizado o MTT (3-(brometo de 4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil tetrazolium). Este método avalia a actividade metabdlica das células quantificando a
reducdo metabdlica do MTT por desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH,
resultando na producdo de cristais de formazano, intensamente coloridos de roxo, no
interior das células. Estes cristais podem ser observados ao microscépio ou dissolvidos em
solventes orgéanicos, como por exemplo o DMSO, permitindo a sua quantificacdo através da
espectrofotometria. E de referir, no entanto, que esta reducdo apenas toma lugar quando as
enzimas redutases mitocondriais estdo activas (figura 22), pelo que é proporcional a

guantidade de células vivas (Mouijir et al., 2012).
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Figura 22. MTT (3-(brometo de 4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium).
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3.2.1.5 Determinagao de EC5,

O ECsp (nug/ml) corresponde a concentragdo de produto que é necessaria para causar 50 %
de inibicdo de crescimento das células, utilizando-se como referéncia as células controlo em
cada microplaca. O valor de ECsy foi calculado por interpolacdo da curva de inibicdo de

crescimento em fungao da concentracao de composto.

3.2.2 Actividade antioxidante

Na determinagcdo da actividade antioxidante foi usado um método espectrofotométrico,
modificado a partir de Blois (1958). Este método tem como fundamento avaliar a actividade
de reducdo do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de colorag¢do purpura, que
absorve a 517 nm. Por ac¢do de um antioxidante (AH), o DPPH é reduzido formando difenil-
picrilhicrazina, de coloracdo amarela, quantificando-se a actividade antioxidante pelo
decréscimo da absorvancia.

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos, colocando-se os compostos, em
diluicbes seriadas, em presenca de uma solucdo de DPPH 0,04mg/mL em metanol,
utilizando-se como controlo pogos da microplaca sem a presenga de compostos. Ao fim de
30 minutos ao abrigo da luz, leu-se a absorvancia a 517 nm e calculou-se percentagem de
actividade antioxidante (AA %) usando a seguinte férmula:

AA % =1 —(Ac—As)/Ac x100

em que Ac é a absorvancia do controlo e As é a absorvancia da amostra. Esta percentagem
de actividade antioxidante corresponde a quantidade de DPPH neutralizada pelo
antioxidante. Sempre que possivel expressou-se a actividade em ECsy correspondente a

quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentragao do radical a 50 %
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(ECsp). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera o seu ECsg € maior a
sua actividade antioxidante. Como referéncia foram utilizados Trolox, BHT e Quercetina

(Barreto et al. 2012).

3.2.3 Actividade anticolinesterasica

A actividade enzimatica de AChE foi avaliada pelo método colorimétrico de Ellman (1961)
modificado por Arruda et al. (2012). Este método baseia-se na medida da velocidade da
producao da tiocolina através da hidroélise do analogo do substrato de AChE, a acetilcolina. A
tiocolina reage com o chamado reagente de Elman (DTNB ou Acido 5,5 -ditiobis-2-
nitrobenzoico), formando uma mistura de dissulfetos e um anido amarelo (nitrobenzoato)
com intensa absorg¢dao a 415 nm. O esquema que se segue apresenta as reacgdes que estao
na base do método:

Acetilcolina —— Acetato + Tiocolina

Tiocolina + DTNB —> Anido Amarelo

Neste caso foi quantificada a inibicdo da acetilcolinesterase de Electrophorus electricus
(Sigma C2888) em presenga dos compostos a testar, em microplacas de 96 pogos, de acordo
com o descrito em Barreto et al. (2012). A concentracdo de DMSO no meio de ensaio foi
sempre inferior a 0.25%, para minimizar a interferéncia deste solvente com a reacgdo

enzimatica.
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3.2.4 Actividade anti-inflamatoria

3.2.4.1 COX

A inibicdo das cicloxigenases, COX-1 e COX-2, foi determinada com o kit COX Inhibitor
Screening Assay da Cayman Chemical Co., n? 560131, de acordo com o protocolo do
fabricante. Neste ensaio o substrato (acido araquiddnico) liga-se a enzima COX-1 ou COX-2
gue posteriormente se vai transformar em PGH, e por ac¢do do cloreto de chumbo vai ser
transformada em PGF,,. Portanto, se o composto testado tiver a capacidade de se ligar a
COX-1 ou COX-2 em vez do substrato, este ndo se vai formar. E a quantidade de
prostaglandinas que vai ser medida, sendo que existe uma relacdo directamente
proporcional, quanto maior a quantidade de prostaglandinas, menor absorvancia, logo,
menor actividade. A quantificacdo foi feita a uma absorvancia de 415 nm (num leitor de
microplacas Biorad modelo 680). O ensaio foi realizado em duplicado para todas as amostras
e o efeito inibidor foi calculado como se segue:

% inibicio COX-1/COX-2 = ([PGs]A — [PGs]B)/ [PGs]A x 100
Em que [PGs]A corresponde a concentracdo de prostaglandinas nos tubos controlo (100% de
actividade da enzima COX-1) e [PGs]B correspondente a concentracdo de prostaglandinas

nos tubos da amostra.

3.2.4.2 LOX

Para determinacdo desta actividade foi utilizado o Kit Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay
(LISA) da Cayman Chemical Co., n? 760700, e o protocolo foi realizado de acordo com o
manual do fabricante. Este avalia a inibicdo da enzima lipoxigenase através da quantificacdo

de hidroperodxidos produzidos pela 15-LOX a partir de um substrato (que pode ser o acido
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araquidonico ou o acido linoleico), sendo que quanto menor a quantidade de hidroperdxido
produzido, maior serd a capacidade de um composto inibir a enzima lipoxigenase.

O nivel de hidroperdxidos produzidos pela 15-LOX a partir do acido araquidénico foi
guantificado a uma absorvancia de 490 nm (num leitor de microplacas Biorad modelo 680).
O valor de absorvancia do branco foi subtraido ao valor da absorvancia dos pogos com 100%
de actividade da enzima e dos poc¢os com inibidores. O ensaio foi realizado em duplicado
para todas as amostras e o efeito inibidor foi calculado como se segue:

% inibicdo 15-LOX = (A — B)/A x 100
Em que A é a absorvancia a 490 nm da actividade controlo da enzima LOX (100%) e B

corresponde a absorvancia a 490 nm da amostra.
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