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RESUMO

CARACTERIZAGAO QUIMICA E AVALIAGAO DO POTENCIAL
ANTIOXIDANTE E BIOLOGICO DO MOLUSCO BIVALVE Neoteredo
reynei
Os organismos marinhos representam uma fonte alternativa e promissora as
pesquisas de novos farmacos. Os teredinideos (turu) sdo moluscos bivalves,
largamente distribuidos sobre o globo terrestre, ocorrendo tanto em ambientes
estuarinos como oceanicos. Na regido norte do Brasil o turu € utilizado na
medicina tradicional para o tratamento de anemia, tuberculose e céancer.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo quimica e
avaliar a atividade antioxidante e microbiologica do extrato metanoico de N.
reynei e suas particbes em ensaios in vitro. O extrato metanoico do turu foi
obtido ap6s a identificacdo da espécie, seguida de posterior liofilizacao,
maceracao e concentracdo da amostra. Apés a concentracdo o extrato foi
submetido aos testes de caracterizacdo quimica e atividade biologica. A
caracterizacdo quimica se deu por meio do uso de técnicas como:
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Ressonéancia Magnética
Nuclear (RMN). A avaliacdo da atividade microbiol6gica foi feita por analise
da acdo antibacteriana, por meio da microdiluicdo seriada para obtencao de
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM), além da andlise dos parametros oxidativos para avaliacdo da atividade
antioxidante com os radicais DPPH* (sequestro de radicais) e metodo TEAC
(radical ABTS*) do extrato e fragdes N. reynei. Os resultados indicam a
presenca de terpenos / esteroides, compostos fendlicos, alcaloides e potencial
antioxidante. Ademais, a pesquisa mostrou que o extrato, nas concentracdes
utilizadas, néo possui agéo inibitoria contra a S. aureus, E. Coli, E. faecalis e
P. aeruginosa. Assim, este estudo contribuiu para aumentar o conhecimento
sobre as caracteristicas quimicas e atividade bioldgica do extrato do turu,
ainda tdo pouco explorado, bem como demonstrar seu potencial como fonte

de metabdlitos secundarios de possiveis interesses farmacologicos.

Palavras-chave: Neoteredo reynei; Turu; Caracteriza¢do quimica.



ABSTRACT

CHEMICAL CHARACTERIZATION AND ANTIOXIDANT ACTION OF
MOLLUSK EXTRACT AND FRACTIONS Neoteredo reynei

Marine organisms represent an alternative and promising source for research
into new drugs. Teredinids (turu) are bivalve molluscs, widely distributed over
the globe, occurring in both estuarine and oceanic environments. In the
northern region of Brazil, turu is used in traditional medicine for the treatment
of anemia, tuberculosis and cancer. Thus, the objective of this work was to
carry out the chemical characterization and evaluate the antioxidant and
microbiological activity of the methane extract of N. reynei and its partitions in
in vitro assays. Turu methane extract was obtained after species identification,
followed by lyophilization, maceration and sample concentration. After
concentration, the extract was subjected to chemical characterization and
biological activity tests. The chemical characterization was carried out through
the use of techniques such as: High Performance Thin Layer Chromatography
(HPTLC), High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Nuclear
Magnetic Resonance (NMR). The evaluation of microbiological activity was
carried out by analyzing the antibacterial action, through serial microdilution to
obtain Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (CBM), in addition to the analysis of oxidative parameters to
evaluate the antioxidant activity with DPPH" radicals (radical scavenging) and
TEAC method (ABTS™ radical) of the N. reynei extract and fractions. The
results indicate the presence of terpenes / steroids, phenolic compounds,
alkaloids and antioxidant potential. Furthermore, the research showed that the
extract, at the concentrations used, does not have an inhibitory action against
S. aureus, E. Coli, E. faecalis and P. aeruginosa. Thus, this study contributed
to increase knowledge about the chemical characteristics and biological
activity of turu extract, which is still so little explored, as well as to demonstrate
its potential as a source of secondary metabolites of possible pharmacological

interests.

Keywords: Neoteredo reynei; Turu; Chemical characterization.
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1 INTRODUCAO

A quimica dos produtos naturais (PNs) desperta o interesse do homem
desde os primérdios da humanidade, visto que existem relatos sobre os
beneficios da utilizacdo de extratos de plantas e animais ha milénios, para os
mais diversos fins, tais como: remédios, cosméticos, corantes, pesticidas,
venenos e outros (JIMENEZ et al, 2020; GRABLEY et al., 1998). Acredita-se,
no entanto, que a primeira forma de uso tenha sido por meio da ingestéo de
ervas e folhas na busca por alivio de dores e cura de doencgas, fato que se
estendeu por diversas civilizacbes. Como exemplo, os chineses que
desenvolveram preparos de remédios a partir de ervas medicinais para tratar
varios tipos de doencas, os egipcios que faziam uso de plantas na
mumificacdo de corpos, 0S romanos que usavam venenos encontrados na
natureza para execucao de prisioneiros e varias civilizacbes indigenas
americanas que faziam uso de corantes naturais para fins estéticos, religiosos
e de protecdo ao longo da Histéria (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

A principio, existem relatos esporadicos, de pelo menos dois milénios
atras, de agentes farmacologicamente ativos de organismos marinhos (OMs)
sendo isolados e identificados. No entanto, a exploracéo de produtos naturais
marinhos (PNMs) de modo sistematico, pela comunidade cientifica, como
fonte de compostos bioativos, ocorreu apenas no século XX. Assim, do inicio
da década de 1960 ao inicio da década de 1970, grupos académicos nos
Estados Unidos e Organiza¢des vinculadas as empresas farmacéuticas, como
o Instituto Roche de Farmacologia Marinha na Australia, relataram suas
descobertas em uma variedade de formatos, sendo considerada a melhor
fonte de informacgdes sobre estes e estudos anteriores a revisdo de 1976 de
Ruggieri (RUGGIERI, 1976; NEWMAN; CRAGG, 2016). Segundo Blunt e
colaboradores (2018) no periodo de 1957 a 2016, foram descritos cerca de
28.609 novos compostos, e embora cerca de 25% destas substancias estejam
relacionadas a estudos de bioatividade, muitas ja apresentaram potenciais

biologicos relevantes.
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Os compostos marinhos isolados de animais invertebrados, algas,
fungos e bactérias, demonstraram ter diversas atividades biologicas, tais
como: antioxidante, lantineoplasica, antibacteriana, anticoagulante,
antifingica, antimalérica, antituberculose, antiviral, anti-inflamatoria,
cicatrizante, dentre outras (NAZEER, NAQASH, 2011; PACHAIYAPPAN et al.,
2014; CARROLL et al., 2020; NWEZE et al. 2020; SHIN, 2020; SOUZA et al.,
2020; STIEN et al., 2020; BLUNT et al., 2018). Nesse contexto, ttm-se como
exemplo de atividade de invertebrados marinhos com potencial biolégico
relevante, as propriedades antioxidantes, analgésicas, anti-inflamatérias e
antineoplasicas, respectivamente, de alguns compostos, como a Briostatina I,
isolada do briozoario Bugula neritina, Halicondrina B, primeiramente isolada
de Halicondria okadai e Dolastatina, isolada do molusco Dolabella auricularia
e cianobactérias que estdo sendo avaliadas em testes clinicos. Onde,
atualmente, 8 PNMs ja foram aprovados para uso clinico (5 como
medicamentos antitumorais) e 38 estdo sendo testados em ensaios clinicos
pela FDA! (Food and Drug Adminisration — EUA). (JIMENEZ, 2020; LIANG;
LUO; LUESCH, 2019; RANGEL; FALKENBERG, 2015)

A costa brasileira possui uma fauna marinha extremamente vasta e
esses produtos constituem um subcampo bem estabelecido de PNMs, que
vém ganhando cada vez mais atencdo nas Ultimas décadas. Esta
biodiversidade pode gerar beneficios econémicos, uma vez que pode ser
fonte de matéria-prima para diversos setores da industria, como farmacéutica,
alimenticia, cosmética e quimica (JIMENEZ, 2020; RUMENGAN,2021). A
vista do exposto, dentre a diversidade de OMs da regido amazonica, o teredo
ou turu, como é conhecido popularmente, se destaca por apresentar relatos
gue o associam a atividades antituberculose, antineoplasica, fortificante e
propriedades afrodisiacas (MULLER E LANA, 2004).

O turu pertence ao filo Mollusca, classe Bivalvia, ordem Myoida, familia
Teredinidae, género Neoteredo. Sobre esse animal, verifica-se que a literatura
cientifica € rica em informagfes a respeito da importancia ecoldgica do turu
como acelerador na reciclagem de matéria organica, fragmentando e

digerindo macrodetritos de madeira em ecossistemas marinhos

! Agéncia Federal do Departamento de Satide e Servigos Humanos dos Estados Unidos.
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(FIGUEIREDO, 1994), dos quais existem varios estudos voltados para a
taxonomia e distribuicdo geografica do turu, no entanto possuem poucos
trabalhos relacionados a pesquisa de seus constituintes quimicos e sua
atividade bioldgica, sendo que esses foram realizados em grande maioria,
apenas com a bactéria endosimbionte do turu isolada, Teredinibacter
turnerae, que apresenta atividade antimicrobiana (HAN et al., 2013).
Portanto, considerando a abundancia desse molusco na regiao
Amazonica, as caracteristicas promissoras dos OMs, o aumento da qualidade
de vida das comunidades que fazem uso do turu para fins medicinais e a
escassez de estudos sobre suas propriedades com fins terapéuticos, o
objetivo do estudo foi realizar a caracterizacdo quimica e a avaliagcdo da
atividade bioldgica do extrato de turu, Neoteredo reynei (N. reynei), visto que
o potencial farmacolégico do turu, pode agregar valor a espécie, que sirva
como alternativa para medicina tradicional e traga beneficios para sociedade

além de contribuir para o conhecimento quimico do género.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar caracterizacdo quimica e avaliar a atividade antioxidante e
microbiolégica do extrato metandlico de N. reynei e suas particbes em ensaios

in vitro.

2.2 Especifico

o Realizar prospeccéo quimica, por CCDAE, CLAE e RMN, do extrato de
N. reynei;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato e fracoes de N. reynei in
vitro frente bactérias gram-positivas e gram-negativas pelo método de
microdiluicdo seriada para determinacdo da CIM e semeio em placa para
determinacao da CBM;

e Analisar a capacidade antioxidante por bioautografia e avaliar a atividade
antioxidante com os radicais DPPH* (sequestro de radicais) e método TEAC
(RADICAL ABTS+e¢) do extrato e fragcdes N. reynei.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Produtos naturais

Produtos naturais sdo compostos produzidos por organismos Vivos,
gue sao divididos em duas classes: metabolismos primério e secundario (Fig.
1). Os produtos do metabolismo priméario sdo considerados essenciais para a
vida, comum a todos o0s seres vivos, sendo estes: carboidratos, aminoacidos,
nucleotideos, &acidos graxos, esteroides e lipidios. JA os produtos do
metabolismo secundéario ndo sdo considerados essenciais, porém podem
garantir vantagens para a sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie em seu
ecossistema, entre eles estdo: terpenoides, flavonoides, alcaloides,
cumarinas, taninos, saponinas e acidos fendlicos, que sdo considerados
principios ativos (SINGH, 2015).

Metabolismo Metabolismo
.. Biossintese .
Primario Secundario
macromoléculas micromoléculas
(carboidratos, lipideos e proteinas) (diversidade e complexidade estrutural)
grande produg¢ao producao em pequena escala
distribuicao universal distribuicao restrita

. . (especificidade)
funcoes essenciais

funcoes adaptativas
« Fornecer energia (ATP) e

poder redutor (NADPH); atividades bioldgicas
» Biossintese de

substancias.

Figura 1 - Mecanismo simplificado dos metabolismos primario e secundario.
Fonte: Autora.

Os seres humanos confiam nos recursos naturais para sua

sobrevivéncia desde os primordios, tanto para atender suas necessidades
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basicas (obtencdo de alimentos, abrigos e roupas), quanto para fins
medicinais. Sendo esse ultimo ponto exemplificado pela utilizacao de plantas
terrestres, no todo ou em partes, na medicina tradicional de varias culturas, as
guais formaram a base de um sistema sofisticado, com o0s primeiros registros
datados de cerca de 2600 aC., documentando o uso de aproximadamente
1000 substancias derivadas de plantas na Mesopotamia (CRAGG; NEWMAN,
2013; VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006). J4 no Brasil, as
plantas medicinais eram incorporadas nas praticas tradicionais dos indigenas,
antes mesmo do periodo de colonizagdo no século XVI, demonstrando sua
importancia terapéutica (DA ROCHA et al., 2015).

Através da investigacdo cientifica de produtos naturais foram
descobertas as substancias quimicas, cujas algumas propriedades benéficas
proporcionaram a base da industria farmacéutica (RAMAWAT, 2008;
ATANASOQV et al. 2015). No entanto, o isolamentos das primeiras substancias
puras do Reino vegetal ocorreram apenas no século XIX , quando se isolaram
os alcaloides, como exemplo, a propria morfina (analgésico e narcotico) em
1805, a quinina, (antimaléarico) e estricnina (pesticida), em 1820, (VALLE,

1978; PINTO et al., 2002) como derivados de plantas terrestres, conforme Fig.

HO™™

(1} motfina

Figura 2 — Primeiras substancias puras isoladas: (1) morfina, (2) quinina e (3) estricnina.
Fonte: Autora.

Com o passar do tempo e 0s avangos tecnoldgicos, grandes conquistas
foram alcancadas na area de pesquisa com produtos naturais, principalmente
com a descoberta do **C para estudos de biossintese (até entédo era estudada
por meio das vias biogenéticas apenas como natureza especulativa), com a
introducdo de métodos espectroscopicos (para analise estrutural) e técnicas

cromatograficas (que permitem fracionar, purificar, isolar e identificar
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compostos mais complexos em quantidades menores de massa e menos
tempo), alterando gradualmente os objetivos e a filosofia dos trabalhos de
isolamento e de determinacao estrutural de PNs (PINTO et al., 2002).

Nesse sentido, pesquisas no mundo marinho proporcionaram novas
estruturas quimicas com potente eficacia, mas cujos mecanismos de acao e
alvos moleculares permanecem desconhecidos na maioria dos casos. No
entanto, mesmo inseridos neste cenério, 0s organismos marinhos forneceram
componentes com atividade antioxidante importantes como exemplo:
terpenoides, taninos, flavonoides, alcaloides e saponinas; que mostraram
efeitos positivos na prevencao de diversas doencgas. E podemos citar alguns
medicamentos de OMs que ja foram aprovados para uso clinico, como:
citarabina (Cytosar-U®), vidarabina (Vira-A®; US descontinuado),
trabectedina (Yondelis®), ziconotida (Prialt®), mesilato de eribulina (Halaven
®), plitidepsina (Aplidin®), brentuximabe vedotina (Adcetris®) e ésteres
etilicos de acido 6mega-3 (Lovaza®) (CABEZA et al., 2021; JIMENEZ et al.
2020)

Segundo pesquisas realizadas entre 1981 a 2019, nos ultimos quase
39 anos foram inseridas no mercado 1881 novas entidades quimicas (NEQ)
gue apresentaram as mais variadas atividades biolégicas: antifungica,
antibacteriana, antiviral, anticancerigena, cicatrizantes entre outras, onde
37,7% desses novos farmacos sdo PNs ou tiveram origem de PNs,
representado nos graficos da Fig. 3 (p.20). Essas estatisticas demonstram o
grande potencial e importancia dos PNs para a descoberta e desenvolvimento
de novos medicamentos, mostrado na Figura 3 (a e b) (NEWMAN; CRAGG,
2020).

A identificacdo de NEQs seguras e eficazes para um determinado alvo
terapéutico constitui o principal foco das industrias farmacéuticas. Na qual os
requisitos basicos para uma NEQ de uso oral incluem boa disponibilidade,
poténcia intrinseca, auséncia de toxicidade e vantagens significativas quando
comparado a terapia usual, para o tratamento da doencga alvo. E o potencial
de agcdo completo de um NEQ sO é conhecido até que seja testado nas
diferentes etapas de ensaios clinicos. No entanto, a taxa de insucesso deste
processo € alta, devido perda de eficacia clinica, propriedades

farmacocinéticas inadequadas, toxicidade, reag¢fes adversas, razoes
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comerciais, limitacdes farmacotécnicas entre outros fatores (NEWMAN;
CRAGG et al., 2016). Contudo, os dados s6 comprovam a importancia e
contribuicdo da pesquisa de PNs como fonte para o desenvolvimento de
novos farmacos, pois, apesar do longo processo enfrentado para se inserir

uma NEQ no mercado, muitas se originaram de PNs.

A
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Legenda: B - bioldgico; N — produto natural; NB — produto natural botanico; ND — derivado
de produto natural; S — droga sintética; S* - com grupo farmacoférico; NM — imitacdo de
produto natural; V — vacina
Figura 3 — (A) Todos os novos medicamentos aprovados 01JAN31 a 30SET19; n = 188; (B)
Todos os novos medicamentos aprovados por fonte / ano; n = 1881.

Fonte: NEWMAN E GRAGG, 2020.
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3.1.1 PRODUTOS NATURAIS MARINHOS (PNMs)

Os oceanos cobrem 70% da superficie da Terra, compreendendo 90%
da biosfera global em volume (SNELGROVE, 2016). Abrigando milhdes de
Organismos Marinhos (OMs) que produzem substancias utilizadas na
comunicacdo, defesa, inibicdo do desenvolvimento de competidores,
reproducdo, ou como subproduto do seu metabolismo. Os quais podem
apresentar atividades biolégicas diversas, sendo Uteis no desenvolvimento de
novas terapias contra varios tipos de doencas. As atividades biologicas mais
comumente encontradas entre o0os OMs sao: antibacteriana,
imunomoduladora, antifangica, propriedades anti-inflamatérias, anticancer,
antimicrobiana, neuroprotetora, analgésica e antimalarica. (MALVE, 2016).
Por conseguinte, devido a grande variedade de espécies marinhas, o oceano
é considerado um reservatério exclusivo de PNs bioativos, com caracteristicas
estruturais Unicas, que geralmente ndo sdo encontradas em plantas terrestres
(HUSSIEN; MOHAMED, 2015).

A primeira pessoa que decidiu investigar o ambiente marinho como
fonte de medicamentos é desconhecida. Porém, a exploracdo dos PNMs
como fonte de compostos bioativos pela comunidade cientifica surgiu com a
necessidade de se combater novas linhagens resistentes de microrganismos
e produzir farmacos eficazes contra novas doencas (SNELGROVE, 2016).
Historicamente, se considera que a quimica de PNMs teve inicio com o
isolamento dos nucleosideos espongotimidina e  espongouridina
(Spongothymidine e Sphongouridine) (Figura 4) a partir da esponja
Cryptotethya crypta, que a partir do estudo de analogos sintéticos desses
nucleosideos deu origem aos farmacos citarabina (Cytosine Arabinoside -
Ara-C) (Figura 4), um anticancerigeno, e vidarabina (Adenine Arabinoside -
Ara-A) (Figura 4), um antiviral, descritos por Bergmann, no século XX, sendo
0s primeiros compostos derivados de OMs a atingir o mercado para uso clinico
(BERGMANN, 1949; BERGMANN et al., 1957).

O Ara-C é produzido sinteticamente e distribuido como Cytosar-U®,
utilizado para o tratamento de leucemia aguda n&o-linfocitica, leucemia

crbnica mielocitica e leucemia da meninge. O Ara-A € obtido
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biotecnologicamente, através da cultura de bactéria terrestre Streptomyces
antibioticus e distribuido como Vira-A® e € indicado para o tratamento de
viroses por Herpes simplex e Herpes zoster. Esses compostos deram origem
a uma nova geracao de agentes antivirais, dos quais 0s mais notaveis sdo, o
aciclovir (Acyclovir) (Figura 4) e a azidotimidina (Azidothymidine - AZT) (Fig.
4), que foi o primeiro medicamento utilizado no tratamento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida — AIDS, como potentes agentes antivirais
(BUTLER, 2008; NEWMAN; CRAGG, 2007; NEWMAN; CRAGG; SNADER,
2003; ZHANG; DEMAIN, 2007).

Spongouridine

Cytosine Arabinoside
Ara-C

o)
N
N N
ﬁl )
HN" N N\\o

O \\\

HO N3 OH

AZT Acyclovir

Adenine Arabinoside
Ara-A

Figura 4 — Estruturas dos nucleosideos Spongothymidine e Spongouridine isolados e seus
andlogos sintéticos.
Fonte: Autora.

Segundo Blunt et al., (2018) no periodo de 1957 a 2016, foram descritos
cerca de 28.609 novos compostos de OMs, e apena nos ultimos 5 anos foram
relatados mais de 5.000, sendo que o total no ultimo ano desse periodo foram
de 1.277 novos compostos. Demostrando um aumento significativo do nimero

de PNMs com atividades biologicas caracterizados nos ultimos anos. A vista
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do exposto, se acredita que a propor¢ao de medicamentos de origem marinha

tende a aumentar num futuro préximo.

3.2 Invertebrados marinhos e o filo Mollusca

Até o momento, invertebrados marinhos (Porifera, Echinodermata,
Cnidarian, Mollusca, Arthropoda) forneceram uma diversidade de PNs,
incluindo terpenos, alcaloides, hidrocarbonetos alifaticos, esteroides,
carboidratos, aminoacidos e peptideos (CABEZA et al. 2021; BLUNT et al.,
2018). Esses compostos de origem marinha tém uma abundancia de
propriedades terapéuticas, incluindo anticoagulante, antimicrobiano,
cicatrizante, imunomoduladora, antioxidante, anticancer, anti-inflamatorio,
anti-hipertensivo e outras propriedades medicinais (JIMENEZ et al. 2020;
AHMAD, 2018). Entre os OMs, o filo Mollusca € de particular interesse como
fonte de novos potenciais medicamentos, pois apresentam uma diversa fonte
de compostos que ainda sé&o pouco exploradas.

Os moluscos representam 7% dos animais existentes no planeta Terra,
se tornando o segundo maior filo animal com cerca de 100 a 200 mil espécies,
das quais mais de 52 mil foram descritas e nhomeadas (BENKENDORFF,
2010, BOUCHET; DUARTE, 2006). O filo Mollusca também inclui 8 classes
diferentes: Gastropoda, Bivalvia, Scaphopoda, Cephalopoda, Polyplacophora,
Monoplacophora, Caudofoveata e Solenogastres (BENKENDORFF, 2010,
PONDER, LINDBERG, 2008). Nesse contexto, associada a essa vasta
diversidade biolégica, ha uma profusdo quimica, pois 0s moluscos usam
metabdlitos secundarios para se comunicar e se defender contra predadores
e invasores patogénicos. Para tanto, esses animais precisam de sua
imunidade adquirida, dependem essencialmente de sua imunidade inata e dos
compostos bioativos para se proteger contra patégenos microbianos e curar
feridas no ambiente marinho rico em micrébios (BENKENDORFF, 2010;
DANG et al., 2019).

O filo Mollusca tém sido um foco significativo na busca de metabolitos

secundarios biologicamente ativos, com mais de 1.145 PNs isolados dessas
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espécies nas Ultimas trés décadas (BENKENDORFF, 2010). Dois PNs
derivados de moluscos foram clinicamente testados e aprovados pela Food
and Drugs Administration (FDA); ziconotida de cascas de um caracol de cone
para o tratamento de dor intensa e Brentuximab vedotin para tratamento de
linfoma e doenca de Hodgkin (JIMENEZ et al. 2020; MAYER et al., 2010).

Existem pelo menos 18 outros compostos originalmente encontrados
em moluscos e cianobactérias associadas que estdo em ensaios clinicos
(RASHMI et al. 2020; PRABHU; PATRAVALE, 2017). No entanto, 52% dos
PNs de moluscos que foram isolados até o momento nunca foram testados
para qualquer atividade biolégica (WANG et al.,, 2020; BENKENDORFF,
2014). Além disso, <1% das espécies moluscas conhecidas foram estudadas
por seus metabdlitos secundarios, embora um grande nimero de espécies
tenha sido usado como fonte de medicamentos tradicionais, o que forneceu o
estimulo para pesquisas adicionais do potencial terapéutico de PNs derivados
deste filo (AHMAD et al., 2018).

3.2.1 TURU: BREVE HISTORICO

Os turus pertencem ao filo Mollusca, classe Bivalvia, ordem Myoida,
subordem Pholadina, superfamilia Pholadoidea, familia Teredinidae, Género
Neoteredo, espécie Neoteredo reynei (SCHOCH et al.,2020), organizados

para melhor visualizagdo, no quadro 1:

Quadro 1 — Classificacdo taxonémica do turu.

Filo Mollusca

Classe Bivalvia

Ordem Myoida
Subordem Pholadina
Superfamilia Pholadoidea
Familia Teredinidae
Género Neoteredo
Espécie Neoteredo reynei

Fonte: Adaptado de Miller e Lana, 2004.
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Hoagland e Turner (1981) consideram os bivalves perfuradores de
madeira como um grupo altamente especializado em utilizar a madeira como
abrigo e alimento no ambiente marinho. O desenvolvimento adaptativo dos
turus deve ter ocorrido apds o surgimento das plantas lenhosas terrestres, que
serviriam de substrato, inicialmente na forma de troncos carregados pelos rios
e posteriormente com o aparecimento de plantas tolerantes a agua salobra.
Com o desenvolvimento dos ambientes de manguezais, os perfuradores de
madeira teriam encontrado uma fonte permanente e abundante de substrato
(LOPES; NARCHI 1997).

Estudos de fbsseis e andlises filogenéticas da superfamilia
Pholadoidea indicam que a familia Teredinidae teria evoluido de um ancestral
da familia Pholadidae, j4 adaptado a furar madeira, mas utilizando-a apenas
como abrigo. Posteriormente algumas espécies teriam se especializado na
utilizacdo da madeira como alimento (HOAGLAND; TURNER, 1981). Os
registros fésseis mais antigos e confiaveis de palhetas de Teredinidae datam
do Paleoceno (TURNER, 1966).

Mais recentemente foi revisado amplamente a taxonomia do grupo
discutida por Turner (1966), que surgiu com um novo sistema de classificacao
para os Teredinidae, no entanto, apesar deste enorme esfor¢co de ordenacéo
taxonémica, a maioria das espécies validadas por Turner (1966) permanece
sem uma adequada descricdo das palhetas, descricdo importante para
classificacdo das espécies (MULLER; LANA, 2004). Onde podemos ver a

representacao estrutural de um turu a seguir na Fig. 5 p. A-25 e B-26:
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Figura 5 — (A) Representacéo do Teredo sp.: 1 — Capuz; 2 — Valva; 3 — Manto; 4 — Palheta; 5
— Sifao exalante; 6— Sifao inalante. (B) Palhetas de dois géneros de Teredo sp.: Género
Bankia e Teredo.

Fonte: Adaptado de Miiller e Lana, 2004.

Apesar da dificuldade para a organizacdo taxondmica, 0 turu se
distribui amplamente sobre o globo terrestre, ocorrendo tanto em ambientes
estuarinos como oceanicos. Sao preferencialmente perfuradores de madeira
de agua rasas, ocorrendo em abundancia na regido entre marés até a
profundidade de 150 metros e excepcionalmente em profundidade de até
8.000 metros (TURNER; YAKOVLOV, 1983). Foram calculadas em 22 as
espécies de turu na costa brasileira, sendo que na costa do Para ha potencial
para ocorrer 19 dessas espécies, as quais foram analisadas quanto a sua
distribuicdo geografica por Rios (1994).

Assim como as esponjas e outros animais marinhos, os turus abrigam
um grupo de bactérias endossimbiontes, sendo a principal delas a
Teredinibacter turnerae, que se encontram em bacteriécitos, chamados de
glandulas de Deshayes, uma regido das branquias. A qual, demonstrou
atraveés de estudos, a capacidade dessa bactéria gram-negativa de digerir a
celulose (produzindo enzimas proteoliticas, xilanoliticas e celuloliticas) e de
fixar o nitrogénio, apontando para uma relacédo de simbiose (WATERBURY et
al., 1983).

A Teredinibacter turnerae dispde aproximadamente de 7% do seu
genoma para sintese de metabolitos secundarios policetidicos e peptidicos
nao ribossdmicos, representando uma taxa extremamente expressiva e maior
do que a encontrada em bactérias Streptomyces sp., conhecidas como

grandes produtoras de antibioticos (HAN et al., 2013). Além disso, mostrou-
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se que T. turnerae é filogeneticamente relacionada ao simbionte de
briozoarios Candidatus Endobugula sertula produtor de Briostatina (LIM;
HAYGOOD, 2004). A bactéria T. turnerae apresenta atividade antibiotica
sobre os organismos procariontes, podendo, tais organismos procariontes
serem bactérias Gram positivas ou Gram negativas. Testes in vitro realizados
comprovam que a atividade proliferativa do extrato bruto de bactérias T.
turnerae apresenta um amplo espectro de acéo, inibindo o crescimento de
bactérias pertencentes aos géneros Bacillus, Sthaphylococus, Sphigomonas,
Sthenotrophomonas, mas néo limitadas a estes géneros. (ELSHAHAWI et al.,
2012; HAN et al., 2013; TRINDADE-SILVA et al., 2009).

3.3 Antioxidante e métodos de avaliacao

Os antioxidantes sdo substancias capazes de atrasar ou inibir a
oxidacao de um substrato oxidavel. Com a finalidade de proteger as células
sadias do organismo contra a acao oxidante dos radicais livres. Eles sdo
essenciais na reducdo da atividade desses radicais nos organismos,
mantendo o bom funcionamento das fun¢des celulares (NEHA et al., 2019),
para tanto, sdo introduzidos na dieta principalmente por frutas e vegetais,
como o acido ascorbico encontrado em frutas citricas e B-caroteno em
cenoura, abdbora e batata-doce (RASHEED; AZEEZ, 2019).

Os radicais livres sdo moléculas, 4tomos ou ions com um ou mais

elétrons desemparelhados, altamente instaveis e reativos encontrados
especialmente na forma de anions de superdxidos (O2™"), hidroperdxidos

(HO:") e perdxidos de hidrogénio (H20;") nos organismos vivos (CAROCHO;
FERREIRA, 2013). Esses radicais sdao continuamente produzidos pelo
metabolismo humano e atacam principalmente amidos, gorduras, proteinas e
acidos nucleicos (NEHA et al.,2019), podendo ocasionar mutacdes no DNA,
influenciar a atividade enzimatica, peroxidacao lipidica da parede celular e
diversas doencas que podem ser letais (BIRANGANE et al., 2011).

Diversos antioxidantes naturais como flavonoides, vitaminas, acidos

fendlicos, carotenoides e sintéticos como hidroxitolueno butilado (BTH) s&o de
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grande interesse para a industria alimenticia tendo em vista 0 uso na
conservacao de alimentos, cor e sabor e na industria farmacéutica e cosmética
pelo efeito protetor nos sistemas bioldgicos que permitem o uso na prevencao
e tratamento de Alzheimer, cancer, desaceleracdo do envelhecimento,
diabetes, hepatite, inflamacdes em geral e doencas cardiovasculares (NEHA
et al., 2019). Entre estes, 0s naturaissdo uma alternativa promissora aos
sintéticos pelo baixo custo, além de serem compativeis coma dieta e ndo
apresentarem efeitos nocivos no corpo humano (SINDHI et al., 2013).

Atualmente, no mercado, os antioxidantes sdo conhecidos por sua
relativa toxicidade, podendo ser prejudicial a saude do homem (MISHARINA
et al.,, 2009; AMORATI et al, 2013; VITALE et al., 2020). Dessa forma, a
industria farmacéutica, alimenticia e cosmética tem intensificado as buscas
por antioxidantes de origem natural menos nocivo a saude humana, que
possam trazer beneficios para a melhoria da qualidade da vida, protegendo o
organismo de danos causados pelos radicais livres, prevenindo ou adiando o
inicio de varias doencas (MISHARINA et al., 2009; AMORATI et al., 2013;
VITALE et al., 2020).

Existem varias metodologias de analise qualitativa e quantitativa da
atividade deantioxidantes isolados ou em extratos de plantas e animais, como
espectrofotométrica, eletroquimicas e cromatogréaficas, cada uma diferindo em
relacdo ao mecanismo de geracdo desses radicais e/oureacdo com as
moléculas alvo, assim como a deteccéo/quantificacdo dos produtos da reacao
(PISOSCHI; NEGULESCU, 2011). Em geral, as técnicas espectrofotométricas
sdo amplamenteutilizadas para avaliacédo da atividade antioxidante por serem
mais simples, rapidas e baratas, sendo mais comuns 0s ensaios in vitro de
inibicdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil(DPPH®) e 2,2'-azino-bis-(3-acido
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS*™) (BECKER et al.,2019).

Os radicais DPPH' e ABTS* sao radicais organicos sintéticos de
coloracédo roxa e azul-esverdeado, respectivamente, que sao reduzidos pela
presenca de substancias antioxidantes promovendo a descoloracéo (Fig. 6, p.
29), assim a atividade pode ser mensurada a partir dodecréscimo da absorcao
em um determinado comprimento de onda (BECKER et al., 2019). Ambosos
ensaios sao bem aceitos para avaliacdo da atividade antioxidante, no entanto,

eles sao limitados por usarem radicais nao fisiolégicos e, dentre as duas
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metodologias, 0 ensaio do ABTS* se apresenta mais amplo por englobar uma
grande variedade de moléculas antioxidantes hidrofilicas e lipofilicas do que o
ensaio com do DPPH' (FLOEGEL et al., 2011).

Outro método que também pode ser empregado para avaliacdo da
atividade antioxidante, principalmente em extratos e fracoes, € a bioautografia
com DPPH". Neste método, a amostra passa inicialmente pela separacédo dos
componentes da mistura por cromatografia em camada delgada e, entéo, €
realizada a adi¢éo dos radicais DPPH' na cromatoplaca desenvolvida, seja por
contato, imerséo ou pulverizacdo de uma solucdo contendo os radicais livres.
Dessa forma, as bandas que reduzirem o radical DPPH" apresentarédo
coloragéo amarela indicando atividade (CHOMA; JESIONEK, 2015).

O,N O,N
i
N—N- NO, | + AOX ——> N—N NO, + AOX
Radical DPPH DPPH
(Roxo intenso) (Amarelo)
_ S SO; _ S SO3
0,8 s, N=< @” 058 s, N= :O/ )
- . + — -
\CE@}:N N AOX U N N tAOX
N HsCy N HsCy
(-‘EHS Csz
Cation Radical ABTS ABTS
(Verde/Azul) (Incolor)

Figura 6 — Reagdes de neutralizagédo do ensaio do DPPH- (A) e ABTS+- (B).
Fonte: Adaptado de Becker et al. (2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e processamento do material organico (MO)

Foram coletados 814 gramas (g) de turu, em troncos de Rhizophora
mangle (Fig. 7), em estado inicial de decomposi¢édo, em area de mangue no
municipio de S&o Caetano de Odivelas, Para, Brasil (0°40'48.5"S
48°00'27.6"W). Os moluscos foram lavados com agua do rio no momento da
coleta, armazenados em frascos autoclavados e guardados em caixa térmica
com gelo para ser transportada ao Laboratério de Cromatografia Liquida
(LABCROL-UFPA), onde as amostras foram congeladas em freezer a
temperatura de -25 graus Celsos (°C) e secas em liofilizador. Posteriormente,
os organismos foram cominuidos e homogeneizados com auxilio de almofariz,
pistilo e peneira até a obtencao de granulos uniformes, do qual foram obtidos
221g de MO (ver APENDICE A).

Figura 7 — Turu coletado em tronco de Rhizophora mangle.
Fonte: Autora.
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4.2 ldentificacdo da espécie

As amostras foram identificadas como da espécie N. Reynei a partir
do livro de Muller e Lana: “Manual de identificacdo de moluscos bivalves da
familia dos teredinideos encontrados no litoral brasileiro”, por meio de chaves
de identificacdo e depositados no Instituto Socioambiental dos Recursos
Hidricos (ISARH), na Universidade Rural da Amazobnia, com auxilio do
especialista em biologia marinha Prof. Dr. Marko Herrmann. (ver APENDICE
B)

4.3 Obtencao de extrato bruto de N. reynei

A extracdo dos compostos bioativos presentes no turu foi realizada no
LABCROL e ocorreu por meio da maceracao de 221g do MO liofilizado e
cominuido. Foi utilizado acetona (AcO), a fim de desnaturar as proteinas
celulares e liberar os metabdlitos secundarios das células, e metanol (MeOH)
absoluto como solventes extratores (TEDIA® COMPANY - Fairfield, USA),
ambos com tempo de extracdo de 24 horas (h). Apés cada batelada as
solu¢des foram filtradas e os solventes renovados por mais duas vezes,
totalizando trés bateladas seguidas com cada solvente respectivamente, no
final as solugBes de acetona e metanol foram misturadas. Na extracao foi
adotada uma relacdo massa de amostra por volume de solvente de
aproximadamente 1:10 (1 g de amostra para 10 mL de solvente). A solucéo
obtida foi concentrada em evaporador rotativo — modelo R-3 (BUCHI — Flawil,
Switzerland) a temperatura de média de 40°C e pressao de 120mBar, em
seguida levada a estufa de circulacdo de ar a temperatura de 45°C, até atingir

peso constante para obtencéo do extrato bruto seco.
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4.4 Caracterizacdo quimica do extrato

Para a caracterizacdo do extrato obtido foram utilizadas diferentes
técnicas para andlise e deteccdo de compostos organicos, como
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

4.4.1 PERFIL QUIMICO E CROMATOGRAFICO POR CCDAE

O perfil quimico e cromatogréfico foi obtido por CCDAE, desenvolvido
em sistema robotizado HPTLC (CAMAG — Muttenz, Switzerland) usando os
modulos de aplicacdo (Automatic TLC Sample 4) e fotodocumentacdo (TLC
Visualizer). Foram utilizadas cuba de vidro CAMAG (Muttenz, Switzerland),
cromatoplacas de silica gel F-254 60 A, com suporte de aluminio
(SILICYCLE- Quebec, Canada) como fase estacionaria e solventes grau
HPLC (TEDIA® COMPANY - Fairfield, USA) como fase moével.

Inicialmente, foi realizado teste de solubilidade da amostra com
solventes orgéanicos puros: diclorometano (DCM), acetato de etila (AcCOEt),
acetona (AcO), etanol (EtOH), metanol (MeOH), agua (H20), e mistura de
solventes. Posteriormente, massas de 15, 30 e 45ug do extrato foram
aplicadas (Moédulo ATS 4 — CAMAG, Muttenz, Switzerland) sobre as placas
cromatograficas para avaliar a seletividade destes solventes organicos frente
ao analito. Nesta etapa, as placas foram eluidas em cubas de eluicéo
contendo 100% de solvente organico (ordem crescente de polaridade), e
entdo selecionadas as fases moveis que apresentaram melhor seletividade.

Na segunda etapa, as placas cromatograficas foram eluidas em cubas,
onde foram feitos os ajustes de forca entre os solventes selecionados. Na
terceira etapa, foi realizada a adigdo de acido e base no eluente, a fim de

avaliar a influéncia desses nos parametros de resolucdo e seletividade e
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definir os sistemas isocraticos de eluentes para metabolitos de baixa
polaridade, alta polaridade e alcaloides.

Definidos os sistemas, foram aplicadas sobre cromatoplacas (4x10 cm)
aliquotas de 100 pg/inéculo do extrato de N. reynei e 1 pg/inéculo do padrao.
As cromatoplacas foram eluidas em cuba de vidro com percurso
cromatografico de 70 mm, para avaliar a presenca de flavonoides, compostos
fendlicos, cumarinas, terpenos, esteroides e alcaloides.

As cromatoplacas eluidas foram fotodocumentadas nos comprimentos
de onda 254 e 366 nm e luz visivel antes e depois de serem derivatizadas
com solucbes de reveladores seletivos para avaliacdo das classes de
metabdlitos secundarios presentes. A identificacdo das classes foi realizada
de acordo com proposto por Wagner e Bladt (2001) e/ou por comparacédo com
a coloracdo dos padrdes frente aos reveladores. Para o tratamento das
imagens utilizou-se o software WinCats 1.4.6. Dados sobre padrdes, massa
aplicada, solucdo de reveladores, classes de metabdlitos avaliadas e forma

de identificacdo estdo apresentados no quadro 2, p. 34.

4.4.2 PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE

O perfil cromatografico da amostra por CLAE foi adaptado da
metodologia de Snyder et al., (1997). A analise foi realizada em cromatdgrafo
liquido modelo Prominence LC-20AT (Shimadzu -Tokyo, Jap&o) com detector
de arranjo de diodo (DAD) e coluna Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm, 5um)
(PHENOMENEX — Torrance, USA). O extrato foi previamente submetido ao
clean up em cartucho de extracdo em fase solida (SPE) Strata C18-E
(PHENOMENEX - Torrance, EUA) com H20:ACN (2:8). A partir da amostra
tratada, foi preparada uma solugdo de 1000 ppm e analisado em gradiente
amplo de H20 e ACN com fluxo de 1 mL/min e modificador organico variando
linearmente de 5 a 100%, em 60 minutos (min). Para o tratamento de dados
foi utilizado o software LC/solution 1.20.
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Quadro 2 — Dados sobre padrdes, massa aplicada, solu¢do de reveladores, classes de
metabdlitos avaliadas e forma de identificacao.

Classes Padréo M(f;a Revelador Visualizagéo Coloracéo
Terpenos / Solucéo etandlica de Vanilina 1%
pen B- (m/v) e acido sulfarico 10% (v/v) Visivel Violeta
Esteroides - 0,50
amirina (VAS)
Solugao metandlica de 2-
. aminoetil-difenilborinato 1% (NP) Amarelo /
Flavonoides ; - 2 366 nm Verde /
RU 025 seguido de solucao etandlica de Alaraniado
utina ' polietileno glicol 400 1% (PEG) I
Solugbes aquosas de nitrato de
bismuto 2% (m/v) e acido tartarico
Brucina 2,00 25% (m/v) (Solugéo A), iodeto de
potassio 40% (m/v) (Solugédo B) e Alaraniado-
Alcaloides acido tartarico 20% (m/v) (Solucéo Visivel )
\ marrom
C). O reagente foi preparado
misturando-se as solucdes A, B e
C nas proporc¢des de 1:1:10,
respectivamente (Dragendorff)
cumarinas Esculina 0.05 Solugéo etafnol_|ca de hidréxido de 366 nm _ /-\_zul
potassio 5% (m/v) cintilante
Solugéo aquosa de Fast Blue Salt
0, I -
Comp_ostos Rutina 0.50 0,5~/0 (m/v),(FBS) se.gu[do' de Visivel Vermelho
fendlicos solucao etandlica de hidroxido de marrom

sédio 10% (m/v)

Fonte: Autora.

4.4.3 PERFIL ESPECTROSCOPICO POR RMN DE H

O espectro de RMN de *H foi obtido em espectrometro Bruker modelo

Ascend™ (Rheinstetten, Germany), operando a 400 MHz. Foi diluido 30 mg

de extrato em 600 pL de dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6) e transferidas

para tubos de ressonancia. Para controle e tratamento de dados utilizou-se o

software TopSpin 3.6.0 e os deslocamentos foram registrados em valores

adimensionais & (ppm), tendo como referéncia interna o sinal do solvente
DMSO-d6.
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4.5 Extracdo pelo método Stas-Otto e parti¢do liquido-liquido

A extracdo pelo método Stas-Otto (acido/base), foi realizada para
pesquisa de alcaloides. O extrato metandlico (MeOH) bruto seco foi
solubilizado em solucdo de MeOH acidificado (HCI 0,1 mol/L, pH 1), e
ultrassom. Apoés a solubilizacéo, a solucéo foi submetida a particdo liquido-
liguido com hexano por trés vezes, em seguida as partes hexanicas foram
secas em evaporador rotativo dando origem a fracdo hexanica (Fr. HEX). O
residuo aquoso acido foi alcalinizado até pH 10 com hidréxido de aménio e
submetido a uma nova particdo com AcOEt por trés vezes, dando origem a
fracdo Acetato de etila (Fr.AcOEt). Novamente o residuo aquoso foi submetido
a uma particao, no entanto, com butanol por trés vezes, dando origem a fragcéo
butandlica (Fr. ButOH) e a fragdo concentrada de alcaloides totais (Fr. Aq.),
em seguida as fracGes foram secas em evaporador rotativo. A cada particao,
foi utilizado uma quantidade de solvente, duas vezes o volume da solucéo
particionada e deixadas por um periodo de 12h entre cada renovacao de
solvente.

A extracao e fracionamento foram realizados pela metodologia classica
sugerida por Stas-Otto (4cido/base) de extracdo de alcaloides totais, como

sugere a Fig. 8.
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1 Partigio com ButOH

v

Residue alcaline

v

Fragde BuOH

l Filtragdo com Na,50,

Fragio alcaloides totais (FALCT)

Figura 8 — Fluxograma do processo de extracéo de alcaloides em sistema 4cido/base (Stas-

Otto) e obtencéo das fracdes HEX, AcOEt e ButOH.
Fonte: Autora.

4.6 Avaliacao in vitro do extrato bruto e das particdes de N. Reynei

4.6.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO FRACOES DE N.

Reynei POR MICRODILUICAO

O método utilizado para realizacdo da atividade antimicrobiana por

microldiluicdo foi desenvolvido de acordo com a Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI), utilizando microplaca com 96 pocos.

Foi adicionada uma aliquota da amostra (100 yL) em cada pogo da

microplaca em conjunto com o inoculo bacteriano (100 pL) (1x10® UFC/ml).

Para controle negativo, foi utilizado o mesmo solvente do extrato e para

controle positivo, o antimicrobiano comercial cloranfenicol, contra bactérias
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gram-positivas (50 pug/mL) e a gentamicina (10 pg/mL) para bactérias gram-
negativas. Em seguida a microplaca foi incubada a 37 °C por 24h (CLSI M7-

A9, 2012). Como representado no esquema da Fig. 9 a sequir:

Diferentes | | Inéc

OOOOOOOOOOO®
OOOOOOOOOOOO
OOOOOOOOOOOO
OOOOOOOOOOOO
' J 1l 1 000000
@0®®O®O® O OO OOOOO

| Antibidti

Extrato aouoso + indculo

Figura 9 — Esquema de distribuicdo das concentracdes dos extratos na microplaca.
Fonte: NAVEGANTES, 2016.

4.6.1.1 Obtencao da concentracéo inibitoria minima (CIM)

A CIM é a menor concentracdo de um agente antimicrobiano que
impedira o crescimento visivel de um micro-organismo em testes de
sensibilidade ou de pelo menos 50 % do micro-organismo avaliado (efeito
bacteriostatico). Para a obtencao da CIM foi utilizado o parametro da mudanca
de coloracdo obtida no teste colorimétrico por meio da resazurina
(MONTEIRO et al. 2012), sendo esse um parametro que avalia a poténcia in
vitro da amostra testada (CLSI M7-A9, 2012).

A resazurina € um corante de viabilidade que possui coloracdo azul, é
utilizada como referéncia em testes de viabilidade celular, quando em contato
com as ceélulas viaveis sofre uma reducéo e é transformada em resofurina,
adquirindo entdo coloracéo rosa (Fig. 10) (CLSI M7-A9, 2012).
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Figura 10 — Mudanca na estrutura quimica da resazurina apos reagéo de redugédo ao entrar
em contato com células viaveis.
Fonte: PAMPLONA, 2018.

4.6.1.2 Obtencao da concentracéo bactericida minima (CBM)

A CBM é a menor concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de
matar 99 a 100 % dos micro-organismos testados. A CBM foi obtida ocorre a
partir da técnica de contagem das unidades formadoras de colénias (UFC).
Para a obtencédo da CBM, 10 uL de cada poco sdo semeados em placas de
petri contendo Agar Miieller Hinton em seguida incubadas por mais 24h a 37
°C para posterior leitura das UFC. Todos o0s ensaios séo realizados com o
controle positivo, o antimicrobiano comercial cloranfenicol contra bactérias
gram-positivas (50 ug/mL) e a gentamicina (10 pg/mL) para bactérias gram-
negativas, em seguida as placas sao incubadas a 37 °C por 24 h (QUADROS
et al, 2011). Como representado no esquema da Fig. 11.

Semeadura

Retirada 10 pl /

Placa
c/ASD

Figura 11 — Esquema de distribuicdo das concentracbes dos extratos na microplaca para
ensaio da CBM.
Fonte: PAMPLONA, 2018.
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4.6.2 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.2.1 Bioautografia com radical DPPH®

O teste foi realizado por CCDAE nos mesmos parametros pontuados no
topico 4.4.1. A aliquota do extrato foi aplicada sobre a cromatoplaca em modo
spray band, a concentracdo de 25ug/banda precedidas de aplicacdo do
padrdo acido ascorbico (0,5ug/banda). A cromatoplaca foi desenvolvida em
cuba no sistema isocratico de AcOEt:MeOH:AcO:H20:Hfo (50:15:20:10:5)
com percurso cromatografico de 70mm. Apos eluida, a cromatoplaca foi
pulverizada com solugéo radicalar de DPPH* 40 mM (2,2-difenil-1-picril
hidrazil) em metanol, armazenada por 60 minutos ao abrigo de luz e oxigénio,

em seguida, fotodocumentada sob a luz visivel (Fig. 12).

N
Bioautografia

- S

N > i
Imersao Pulverizaciao
IR L

W Imersio em agar B Pulverizagio de solugiio
Cromatoplaca Cromatoplaca

Imergida t‘ Pulverizada f‘

PAEEE G ==

Placa de Petri \ /

(Imagem da cromatoplaca) Cromatoplacas

Figura 12 — Esquema dos tipos de adicdo de DPPH-« por bioautografia.
Fonte: Adaptado de Choma e Jesionek (2015).
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4.6.2.2 Avaliagcdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical DPPH*

Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia descrita por
Brand-Williams et al. (1995), com algumas modificacdes. O radical livre
DPPHe. (2,2-difenil-1- picrilhidrazil) € um composto estavel que apresenta
coloragdo violdcea e que, na presenca de compostos antioxidantes, sofre
reducdo ao aceitar um elétron ou hidrogénio destes compostos o que
ocasiona diminuicdo da sua coloragdo. A diminuicdo desta coloracao é
diretamente proporcional a concentracdo de antioxidantes no meio e pode ser
mensurada espectrofotometricamente.

Em um tubo de ensaio foram transferidos 3900 pL de solu¢do de DPPH®
(6 x 10-5 mol/L) e 100 pL das amostras testadas em diferentes concentracdes
(Img, 0,5mg, 0,25mg, 0,125 e 0,0625mg), seguida de homogeneizacdo em
vortex e repouso no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos. Apods este
periodo, realizou-se a leitura da absorbéancia da coloracdo da mistura
resultante em espectrofotobmetro, no comprimento de onda de 515 nm. O
percentual de inibicdo do radical foi calculado de acordo com a equacéo

abaixo:

Inibicdo do DPPHe (%) = [(Abs.branco. — Abs.amostra) /Abs.branco] x 100

Onde:
Abs.branco: absorbancia do branco
Abs.amostra: absorbancia de cada amostra

4.6.2.3 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método do sequestro do
radical ABTS™ (TEAC)

O método de avaliacdo da atividade antioxidante foi baseado no
sequestro do radical livre ABTS™ (Re et al, 1999). Trata-se de uma técnica
colorimétrica baseada na reacédo entre o ABTS (Sigma Aldrich A1888) com
persulfato de potassio (K2S20s; Sigma-Aldrich 60490), produzindo
diretamente o radical cation ABTS™*, cromdéforo de coloracgao verde/azul (Fig.
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13). A adicdo de antioxidantes a este radical cétion pré-formado o reduz
novamente a ABTS, em escala dependente da capacidade antioxidante. Isto
pode ser mensurado por espectrofotometria pela observacdo da mudanca na

absorbancia lida a 734nm durante cinco minutos (Re et al., 1999).

ﬁmul Radical ABTS+ K i 2970yl Radical ABTS+»
+
3

Oul de Amostra 30pl de Amostra
bl Wi (1
ABTS . .
+ .
Perssulfato de potassio { ’[I: {H@ l
N ~' ~'
& <& <&
2970p! Radical ABTS++
TO T5
(12 Leitura) (22 Leitura)
RE et al. Free Rad Biol Med., v. 26, n. 9, p.1231-1237, 1999. Leitura em 734nm

Figura 13 : Esquema da técnica de inibicdo de ABTS+ pelo método TEAC.

Em um tubo de ensaio foram adicionados 2970 pyL da solucdo de
trabalho ABTS™ e 30 uL das amostras testadas em diferentes concentracdes
(Img, 0,5mg, 0,25mg, 0,125 e 0,0625mg), seguido de agitador em aparelho
vortex, vedacado do sistema em ambiente escuro por 5 minutos a temperatura
ambiente. AplOs este periodo, realizou-se a leitura da absorbancia da
coloracdo da mistura resultante em espectrofotbmetro UV-Vis (SHIMATZU
UV-160 1PC), no comprimento de onda de 734 nm (Re et al, 1999). Os

resultados foram expressos em mmol/L.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do extrato

A partir de 221 g de turu liofilizado foi possivel obter 23 g de extrato
bruto, o que corresponde a um rendimento de 10,7 %. O mesmo apresentou
aspecto oleoso, formando duas fases distintas: primeira fase oleosa escura,
segunda fase, com coloragdo marrom-alaranjada. Como mostra a Fig. 14, a

seqguir:

Figura 14 — Extrato MeOH de N. reynei.
Fonte: Autora.

5.2 Caracterizagcdo quimica do extrato

5.2.1 TESTES DE SOLUBILIDADE E SELETIVIDADE

Inicialmente foi realizado o teste de solubilidade da amostra, no qual a
mesma apresentou melhor solubilidade em MeOH:DCM:H20 (6:2:2), devido a
sua caracteristica tanto apolar, quanto polar. Posteriormente, foi realizado o
teste de seletividade que apresentou como solventes mais seletivos o AcCOEt
e a AcO, para os compostos de baixa e média polaridade, e MeOH para os

de alta polaridade.



43

5.2.2 PERFIL QUIMICO E CROMATOGRAFICO POR CCDAE

As andlises realizadas por CCDAE permitiram caracterizar o extrato
MeOH de N. reynei quanto a sua complexidade e composi¢ao quimica a partir
de trés sistemas de eluicdo utilizados: sistema fraco, CHCIlz:MeOH:CH202
(97:2:1), para compostos de baixa polaridade, sistema forte,
AcOEt:MeOH:AcO:H20:CH202 (50:15:20:10:5), para compostos de alta
polaridade e um sistema especifico para alcaloides, AcCOEt:MeOH:H20:DMA
(60:14:14:12).

Na Fig. 15A e 15B (p.44), estdo apresentadas as cromatoplacas
desenvolvidas no sistema fraco, foto documentada nos comprimentos de
ondas 254nm e 366nm, respectivamente. O extrato apresentou boa
seletividade no sistema, constatado pela formacéo de bandas definidas e
respectiva distribuicio ao longo da placa, além de mostrar baixa
complexidade dos constituintes de baixa polaridade caracterizada pela baixa
presenca de bandas de absorcdo, como a esverdeada observada no
comprimento de onda em 366nm com Rf 0,53 e das bandas de coloracdo
violetas relevandas ao pulverizar a cromatoplaca com solucéao VAS (Fig. 15C,
p.44), nos Rfs 0,40, 0,43 e 0,81 sendo esta ultima um indicativo da presenca
de substancias da classe dos terpenos/esteroides no extrato, tal como o
observado no padrao de B-amirina.

O sistema forte apresentou boa seletividade, entretanto foi observada
maior complexidade referente aos compostos mais polares, com fortes
bandas de absorcao visualizadas em 254 nm nos Rfs 0,10, 0,22, 0,42, 058 e
0,70 (Fig. 16A, p.44) e em 366 nm nos Rfs 0,09, 0,17, 0,22, 0,57 e 0,68
referente aos compostos de alta polaridade (Fig. 16B, p.44).

O sistema para alcaloides também apresentou boa seletividade,
podendo observar sua complexidade referente aos compostos polares uma
banda de absorcéo visualizada em 254 nm no Rf 0,17 (Fig. 17A, p. 45) e em
366 nm nos Rfs 0,29, 0,42 e 0,52, referente aos compostos de alta polaridade
(Fig. 17B, p.45).
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Legenda: Padrao (P); Extrato (E) e B-amirina (B-a).
Figura 15 — Cromatoplacas desenvolvidas no sistema fraco e visualizadas sob radiacdo
254nm (A), 366 nm (B), com solugéo VAS.
Fonte: Autora.

Legenda: Padrao (P); Extrato (E).
Figura 16 — Cromatoplacas desenvolvidas no sistema forte e visualizadas sob radiacdo
254nm (A) e 366 nm (B).

Fonte: Autora.

O perfil guimico dos constituintes de alta polaridade e especifico para
alcaloides foi avaliado quanto a presenca de substancias da classe dos
flavonoides, fendlicos, cumarinas, alcaloides e potencial antioxidantes, por
meio de pulverizacdo sobre a cromatoplaca com solucdes de reveladores
seletivos para cada classe a ser avaliada, como proposto por Wagner e Bladt.
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(2001). Para o sistema de alta polaridade se utilizou solugéo de FBS (Fig. 18A,
p.46), foi observado a formacdo de trés intensas bandas de coloragéao
marrom-amarelado nos Rfs 0,18, 0,25 e 0,57, caracteristica de compostos
fendlicos. Nao foi constatada no extrato a presenca de flavonoides, devido a
auséncia de bandas verdes, amarelas ou alaranjadas na cromatoplaca
guando derivatizada com NP/PEG e de cumarinas pela auséncia de banda
azul cintilante ao derivatizar a cromatoplaca com KOH 5% (Fig.18B e 18C,
p.46), respectivamente. Ja para o sistema especifico para alcaloides ao
pulverizar o Dragendorff, apareceram bandas laranjadas bem definidas nos
Rfs 0,32 e 0,41que s&o caracteristicas da presenca de alcaloides no extrato.

Legenda: Padréo (P) e Extrato (E).
Figura 17 — Cromatoplacas desenvolvidas no sistema para alcaloides e visualizadas sob
radiacdo 254nm (A) e 366 nm (B).

Fonte: Autora.

Assim, os resultados obtidos por CCDAE revelam a forte presenca de
terpenos/esteroides no extrato, além de compostos fendlicos e alcaloides,
ampliando os dados cientificos a respeito da espécie de N. reynei. Também
mostrou que 0 mesmo apresenta baixa complexidade e alto teor no que se
refere a compostos de média-alta polaridade, caracterizado pelo numero
pequeno de bandas apresentadas e pela grande intensidade das bandas

observadas nas cromatoplacas.
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Legenda: Padréo (P); Extrato (E); Rutina (Rut); Esculina (Esc) e Brucina (Bru)
Figura 18 — Cromatoplacas reveladas com solu¢do de FBS (A), NP/PEG (B), KOH (C) e
Dragendorff (D), respectivamente.
Fonte: Autora.

5.2.3 PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE

O perfil cromatografico do extrato MeOH de N reynei esta apresentado
na Fig. 19, p.47. No qual se observam os picos referentes aos componentes
do extrato que sdo visiveis nos comprimentos de onda 210, 254, 280 e 310nm
no cromatograma. Esses picos se concentram entre os tempos de retencéo 2
e 10 minutos do tempo de analise e alguns poucos picos de absorcao entre
43 e 64min, com bandas de maior intensidade concentradas entre os tempos
de retencédo de 4 e 6min. A vista do exposto, se verifica que o extrato
apresenta carater mais hidrofilico j& que a maior parte das bandas se
encontram em menos de 10min do tempo de analise, onde o teor de agua na

fase movel € majoritario.
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Figura 19 — Perfil cromatogréfico (A e B).
Fonte: Autor.

5.2.3 PERFIL ESPECTROSCOPICO POR RMN DE H
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O espectro de RMN de *H do extrato MeOH do turu esta apresentado na
Fig. 20. E possivel observar que o extrato apresenta sinais de 'H distribuidos
ao longo do espectro na faixa de 0,8 a 8,4 ppm, mostrando a diversidade dos

tipos de hidrogénios presentes no mesmo.

I T T T T T 1
85 80 75 70 65 ppm

A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Figura 20 — Espectro RMN 1H do extrato MeOH de N. reynei.
Fonte: Autor.

As percentagens de abundancia dos sinais de 'H de diferentes grupos
funcionais obtidas por analise quantitativa através da integracao da area de
determinados intervalos de deslocamento quimico caracteristicos de tipos de
hidrogénios (SILVERSTEIN et al., 2019) estédo apresentadas na Tabela 1. O
sinal do solvente DMSO-d6 em 2,5 ppm né&o foi considerado na integragcéo. A
regido de 0,5 a 1,5 ppm, correspondente a hidrogénios metilicos (-CHs),
metilénicos (-CH2) e metinicos (-CH), foi a que apresentou maior abundéancia
relativa com 63,80% da area do espectro, apontando, isso pode dar devido a
presenca de classes como terpenos, esteroides e acidos graxos no extrato.

J4 a regido de 1,5 a 3,0 ppm, caracteristica de hidrogénios alifaticos de
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carbonos vicinais a carbonos sp?, oxidados ou nitrogenados, apresentou
18,89% da area do espectro e a regido de 3,0 a 4,5 ppm, correspondente a
hidrogénios de carbonos ligados a heteroatomo, apresentou area de 13,39%
do espectro, representando a terceira e segunda maior abundancia,
respectivamente. Estes sinais indicam a forte presenca de heteroatomo nas
estruturas dos componentes do extrato, como oxigénio presente em agucares
alcaloides e macrolidos policetideos. A regido de 4,5 a 6,0 ppm apresentou
area de 3,69% referente a abundancia de hidrogénios ligados a carbono
olefinico como insaturacdes presentes em &cidos graxos insaturados. A
regido de 6,0 a 9,0 ppm, correspondente a hidrogénios ligados a anel
aromatico, apresentou abundancia relativa de 0,65%, que pode estar ligado a
presenca de compostos fendlicos como os peptideos ndo ribossémicos. A
regido de 9,0 a 10,0 ppm nao apresentou abundéancia relativa mensuravel. Os
sinais observados relativos a hidrogénios presentes em terpenos/esteroides,
acidos graxos, alcaloides e compostos fendlicos estdo em concordancia com

0 observado no perfil quimico por CCDAE.

Tabela 1 — Abundéncia relativa dos sinais de 1H no extrato MeOH de N. reynei

Deslocamento

-2 Préton Caracteristico Area (%)
guimico (ppm)*
05-15 -CHs; -CHz2; -CH 63,80
1,5-3,0 CH3-C-0O; CH3s-N; Ar-CHs; Ar-CHa2- 17,89
3,0-45 CH3-C=0; -CH2-O-; -CH2-N- 13,39
45-6,0 HC=C- 3,69
6,0-9,0 Ar-H; -CH=0 0,65
9,0-10,0 -COH 0,00

*Silverstein et al. (2019).

5.3 Atividade antimicrobiana

Véarios estudos com a bactéria simbionte do turu, Teredinibacter
turnerae, isolada de uma regido das branquias, mostraram sua atividade

antimicrobiana frente a bactérias Gram posSitivas ou Gram negativas. Além
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disso, testes in vitro comprovaram que o extrato bruto de bactérias T. Turnerae
apresentou um amplo espectro de acao, inibindo o crescimento de bactérias
pertencentes aos géneros Bacillus, Sthaphylococus, Sphigomonas,
Sthenotrophomonas, mas néo limitadas a estes géneros. (ELSHAHAWI et al.,
2012; HAN et al., 2013; AMARO et al., 2009)

Mediante a possivel atividade farmacoldgica do extrato de turu,
realizou-se a atividade antimicrobiana do extrato MeOH e fra¢des do turu por
microdiluicdo para obtencdo de CIM e CBM. Para avaliacdo da determinacéo
da CIM foi utilizado o critério estabelecido por Aligiannis et al. (2001), em que
um extrato é considerado forte inibidor quando seu CIM é de até 0,5 mg mL?,
inibidor moderado se seu CIM estiver acima de 0,5 mg mL-1 e abaixo de 1,0
mg mL-! e inibidor fraco se seu CIM for acima de 1,0 mg mL™.

No entanto, os dados expressos na Tabela 2, mostraram que o extrato
MeOH da N. reynei e suas fracdes ndo apresentaram agado antimicrobiana
para nenhuma das espécies de bactérias testadas (S. aureus, E. Coli, E.

faecalis e P. aeruginosa).

Tabela 2 — Dados da atividade antimicrobiana CIM e CBM.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CIM E CBM mg.mL1

CEPAS Fr. Hex Fr. AcOEt Fr. ButOH Fr. Ag. E. turu
CiM|CBM |CIM|CBM |CIM|CBM |CIM | CBM | CIM | CBM
S. aureus >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1
E. fecalis >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1
E. coli >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1
P. aeruginosa | >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1

Fonte: Autora.

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.4.1 BIOAUTOGRAFIA

A andlise qualitativa do potencial antioxidante do extrato metanoico
de N. reynei por bioautografia com o radical DPPH+ permitiu identificar a
presenca de compostos antioxidantes, caracterizada pela formacdo de
bandas amarelas sobre a cromatoplaca em Rf 0,10, Rf 018, Rf 0,25, Rf 0,62
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e Rf 0,84, referentes a neutralizacdo do radical (Fig. 21), como observado
para o padrdo &cido ascoérbico. Estas bandas estdo situadas nos mesmos
Rfs observados para os compostos fendlicos identificados durante o perfil
guimico (Fig. 18, p. 46), podendo-se atribuir tal atividade a presenca desta
classe, j& que estas sdo muito conhecidas pela capacidade de sequestrar
radicais livres (KRISHNAMOORTHY et al., 2019; ZHONG, KHAN, SHAHIDI,
2007; PACHAIYAPPAN et al., 2014).

0.9 109

Legenda: Acido ascorbico (AA)

Figura 21 — Ensaio antioxidante por bioautografia com DPPH".
Fonte: Autora.

5.4.2 ENSAIO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE COM OS

RADICAIS DPPH' (SEQUESTRO DE RADICAIS) E METODO TEAC (RADICAL
ABTS™)

Nas figuras 22 e 23 (p. 52-53) mostram a atividade antioxidante entre
o controle positivo, &cido gélico e o extrato bruto e fracdes de N. reynei em
diferentes concentracfes pelos métodos de sequestro dos radicais DPPH e
Método TEAC (radical ABTS™), respectivamente.

O ensaio DPPH* foi realizado utilizando o controle positivo o acido
galico (0,1; 0,05; 0,02; 0,01 e 0,005mg/mL), que mostrou um percentual de
inibicdo do radical DPPH* de 100% na concentracéo de 0,1mg/mL. As figuras
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22A-E mostraram que o extrato bruto e todas as fracdes apresentaram boa
atividade antioxidante em relacdo ao 4cido gélico, sendo que o extrato bruto
e hexano e acetato inibiram uma média de 57,6%, as fracées butanol, aquoso

e extrato bruto inibiram uma média de 65% do radical DPPH".
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Figura 22 — Curva padrédo do acido galico e atividade antioxidante pelo método do sequestro
de radical DPPH" para as fracfes e extrato bruto de N. reynei em diferentes concentragées.
Fonte: Autora

Em relacdo ao ensaio da capacidade antioxidante pelo método TEAC,
os dados expressos nas figuras 23A-E mostram que o extrato bruto e a fracao
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aquosa apresentam melhor capacidade antioxidante total em relacdo aos
demais extratos, visto que quanto maior a concentragéo testada do extrato,
maior foram os niveis detectados de antioxidantes totais encontradas nas
amostras. Nesse sentido, diferentes concentracdes do extrato bruto e da
fracdo aquosa apresentaram niveis de antioxidantes totais que variaram de
2,0 a 5,5 mmol/L, valores que foram superiores aos encontrados nas fracoes

Hexano, acetato e butanol.
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Figura 23 — Atividade antioxidante pelo método do sequestro de radical ABTS* das fracdes e
extrato bruto de N. reynei em diferentes concentragdes.
Fonte: autora

A busca por antioxidantes naturais de outras fontes além das plantas
esta ganhando forca e o foco tem sido colocado nos OMS, visto que alimentos
de varias fontes marinhas sdo consumidos em grande proporgdo em todo o
mundo. A exploracdo de OMS para potenciais antioxidantes ainda néo foi
amplamente estudada, no entanto o ambiente marinho oferece uma
plataforma diversificada para tais iniciativas. (ERCOLANO, DE CICCO, 2019;
MALVE, 2016)

O método DPPH-" é amplamente utilizado para testar a capacidade de
extratos ou compostos de agirem marinha como eliminadores de radicais

7z

livres ou doadores de hidrogénio. A atividade antioxidante € medida pelo



54

branqueamento da solugdo DPPH' de cor roxa e o grau de mudanca de cor
depende da concentragéo e da poténcia dos antioxidantes. Quanto maior for
a diminuicdo da absorbancia, maior sera a atividade de eliminacéo de radicais
(FLOEGEL et al., 2011).

No presente estudo, o extrato metandlico de N. reynei apresentou
percentual significativo de inibic&o radical em comparagédo com o padrao acido
galico, portanto, sugere-se que o extrato contém constituintes quimicos que
séo capazes de doar hidrogénio a um radical livre e elimina-lo e prevenir seu
dano potencial. Essa capacidade pode estar relacionada aos relatos sobre a
atividade sequestradora de radicais DPPH' de outros moluscos bivalves
(KRISHNAMOORTHY et al., 2019; PACHAIYAPPAN et al., 2014).

No método TEAC, o croméforo ABTS™ foi gerado (tratando ABTS com
persulfato de potéssio) € reduzido na presenca de constituintes antioxidantes
doadores de hidrogénio presentes nos extratos. Este processo induz uma
mudanca de cor nos radicais ABTS* e € medido espectrofotometricamente a
730 nm. A capacidade de antioxidante total por reducéo de radicais ABTS dos
extratos pode estar ligada a varios mecanismos de inibicdo do radical, tais
como a capacidade de doacgéo de elétrons por grupos fendlicos, peptideos
bioativos, alcaloides e acucares redutores das amostras para radicais livres
ABTS™, resultando em sua inibicdo (KRISHNAMOORTHY et al.,, 2019;
ZHONG, KHAN, SHAHIDI, 2007; PACHAIYAPPAN et al., 2014). Resultados
semelhantes foram representados para a atividade antioxidante in vitro de
extratos metandlicos preparados a partir de moluscos bivalves e lulas do mar:
Meretrix meretrix, Meretrix casta, Perna viridis, Crassostrea madrasensis
Loligo duvauceli, Donax cuneatus, (NAZEER, NAQASH, 2011,
PACHAIYAPPAN et al., 2014).
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6 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos nesse estudo, conclui-se que:

e O extrato bruto de N. reynei possui alta complexidade e apresenta
classes de metabdlitos secundarios de interesse farmacolédgico, como
terpenos/esteroides, alcaloides e compostos fendlicos.

e O extrato possui concentracbes de acidos graxos saturados e
insaturados, hidrogénios ligados a carbonos vicinais e a heteroatomo
como N e O, sugerindo a presenca de acucares e/ou alcaloides e
peptideos, 0 que sugere sua caracteristica energética.

e O extrato possui carater predominantemente hidrofilico dos compostos,
caracteristica que indica a presenca de classes de metabdlitos
secundarios mais polares.

e O extrato e fracdes de N. reynei nas condi¢des testadas, apresentaram
boa atividade antioxidante, mas ndo apresentaram acao antibacteriana
frente as bactérias gram-positivas e negativas.

e As descobertas do presente estudo sugerem gque o extrato do molusco
bivalve N. reynei pode ser uma fonte potencial de antioxidante natural
gue pode ter grande importancia como agente terapéutico na
prevencdo ou desaceleracdo do envelhecimento e doencas
degenerativas relacionadas ao estresse oxidativo associadas a idade,
como cancer e varias outras doencas humanas.

e A presenca de peptideos bioativos, compostos fendlicos, alcaloides,
acucares redutores e oligoelementos nos extratos pode ter contribuido

para sua atividade antioxidante.

e Este estudo contribuiu para ampliar o conhecimento sobre as
caracteristicas quimicas e bioldgicas do extrato de N. reynei.

e Além disso, conclui-se razoavelmente que o isolamento e a
caracterizacdo dos componentes antioxidantes por meio de estudos in
vivo ajudardo a compreender seu mecanismo de acdo como um melhor

antioxidante.
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APENDICE A — Turu liofilizado (1); turu cominu.l'do e homogeneizado, apds liofilizacéo (2).
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