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1. Introducao

Alternativa abrangente para a exploracdo de macroalgas na area da Galiza e Portugal
(ALGALUP) é um projeto transfronteirico que apoia o Crescimento Inteligente através
da cooperacdo transfronteirica para promover a inovacdo no setor das macroalgas. O
projeto ALGALUP pretende desenvolver uma abordagem integrada de promocdo da
investigacao e inovacdo no sector da exploracdo de macroalgas na Galiza e em Portugal,
fomentando a interligacdo entre centros tecnoldgicos e instituicdes de ensino superior
especializadas no sector de forma a melhorar 0 conhecimento sobre as espécies de
interesse e a adaptabilidade das mesmas. Os processos de producdo as condi¢des
especificas da area. Além disso, 0 projeto procura promover novas iniciativas para o uso
da biomassa e avaliar a aplicacdo de derivados e compostos bioativos extraidos de algas
em setores de interesse estratégico, tais como a area da biomedicina e da cosmética.

O objetivo final do projeto é:

1) aumentar o conhecimento dos usuérios finais, pesquisadores e investidores sobre as
oportunidades geradas pelo setor de exploracdo de macroalgas;

2) implementar um sistema de exploracao sustentavel dos bancos naturais de macroalgas
e promover pesquisas nas diferentes etapas de cultivo das espécies de interesse;

3) Desenvolver novas alternativas de utilizacdo de compostos, extratos e bioativos
contidos nas macroalgas;

4) Estimular a transferéncia dos resultados obtidos para o tecido industrial dos setores de
interesse.

Na atividade A3.2.4. foram sintetizados biomateriais e nanosistemas, aos quais foram

caracterizadas as propriedades fisico-quimicas e biologicas.




0 1HHILCTIITY -

Espana - Portugal

UNIAO EUROPEIA
Fondo Europeo de Desarrollo Regional
Fundo Europeu de Desenvolvimento Regional

- Green future -

Durante a realizacéo das atividades propostas no ambito do projeto, foram selecionadas
espécies de Osmundea sp e Codium sp, cujas amostras foram colhidas na costa da Galiza
e Portugal, em diferentes pontos e estacdes do ano, e foram caracterizadas a nivel fisico-
quimico e bioldgico.

2. Extracao dos polissacaridos a partir das algas

Ap0s a rececao das amostras de Codium sp. e Osmundea sp., foi otimizada a metodologia
para extracao de polissacaridos.

Assim, a extracdo dos polissacaridos realizou-se recorrendo a autoclave e minimizando o
uso de solventes organicos, em que pela acdo combinada de temperatura e pressao se
induziu a rutura da integridade celular. Assim, apos o processo de autoclave (variando de
1 a ciclos), procede-se a precipitacdo do polissacarideo com etanol. No final deste
processo obtiveram-se as amostras de polissacaridos que foram posteriormente
caracterizados. Todo o processo adotado para a extracdao dos polissacaridos encontra-se
ilustrado na Figura 1.

X

[s]
O

H -

Autoclave (120 °C, Centrifugation ‘ Precipitation ‘ ( s |
30 min, 3 cycles) _ withethanol | - TR

Figura 1. Representacdo ilustrativa do processo de extra¢do dos polissacaridos a partir as
amostras de algas secas de Codium sp. e Osmundea sp
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3. Analise das propriedades fisico-quimicas e biologicas dos
polissacaridos: estudo comparativo entre Galiza e Portugal e

estacdes do ano

Ap0s a extracdo dos polissacaridos, as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas foram
caracterizadas considerando um estudo comparativo entre as duas espécies, o local e a
altura do ano em que ocorreu a recolha. Além disso, este trabalho sobre variacoes
sazonais do polissacarideo, teor de sulfato, composicdo de monossacarideo e
propriedades bioldgicas fornece orientacdo pratica para determinar quais as condigdes
“ideais” para a utilizacao destas algas no campo biomédico em funcdo das propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas.

CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS
3.1.1. ANALISE DEFTIR

Em geral, métodos espectroscopicos, como FTIR sdo geralmente usados como uma
analise preliminar das propriedades moleculares de um polissacarido. Desta forma, o
espectro FTIR de polissacaridos de Osmundea sp. e Codium sp (Figura 2) foi adquirido e
comparado com standards comerciais, e confirmando a presenca de grupos sulfato.

D 00
oé C» C/ %4 C,O

Carragenan / \ J A
Osmundea \———j r~

Codium

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm'l)

Figura 2. Espectro de FTIR dos polissacaridos extraidos de Codium sp. e Osmundea sp.

3.1.2. ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE UV
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A espectroscopia UV-visivel foi usada para analisar os grupos croméforos de atomos
caracterizados por transicGes eletronicas de forte absor¢cdo (Trabelsi, M’sakni, Ouada,
Bacha, & Roudesli, 2009). O espectro de absor¢do UV-visivel (mostrado na Figura 3)
mostrou que todas as amostras apresentaram uma absor¢cdo maxima na faixa de 260 a 280
nm. Esses resultados indicam que o PS pode ser composto por diferentes compostos
(proteinas, acidos nucleicos) que contém varios grupos de absor¢do de UV (Guo et al.,
2020; Trabelsi et al., 2009) e que o local de recolha e a estacdo do ano constituem fatores
que condicionam as propriedades fisico-quimicas e, consequentemente, as propriedades
bioldgicas dos polissacaridos.
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Figura 3. Espectro de UV dos polissacaridos extraidos a partir de amostras de Codium and
Osmundea recolhidas em diferentes estacGes do ano (inverno, primavera e verdo) na costa de
Portugal (A) e Galiza (B). O espetro de k-carragenano foi adquirido para fins de comparacéo.

A carga superficial dos polissacaridos foi determinada através da analise DLS que permite
suportar uma predicdo das possiveis interagdes com compostos e estruturas bioldgicas
(Figura 4). Os resultados confirmam o carater aniénico com valores de potencial zeta
descritos como sendo importantes para evitar a agregacdo durante a circulacdo sanguinea.
Por outro lado, os grupos carregados negativamente na superficie do polissacarido
poderdo ser importantes na producdo de géis por gelificacdo ionica e na presenca de
catides.
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Figura 4. Determinacéo da carga superficial dos polissacaridos extraidos a partir de amostras
de Codium sp and Osmundea sp recolhidas em diferentes estacdes do ano (inverno, primavera e
verdo) na costa de Portugal (A) e Galiza (B). O k-carragenano foi usado como padrao.

As algas marinhas sdo a fonte mais importante de polissacaridos sulfatados de origem néo
animal, e a estrutura quimica desses polimeros é variavel de acordo com as espécies de
algas. A concentracao de grupos sulfato foi determinada através do método de turbidez
de cloreto de bario-gelatina. A precipitacdo de ibes sulfato € induzida por este metodo, e
a turbidez resultante foi medida a 420 nm. O polissacarideo extraido de Osmundea sp.
proveniente da costa de Portugal (Figura 5A) apresenta maior concentracdo de grupos
sulfato, registando-se ainda um aumento no verdo, e de forma semelhante 0 mesmo foi
observado nas amostras da costa da Galiza (Figura 5B). A presenca de grupos sulfato nos
polissacéridos confirma os resultados anteriores e as suas propriedades bioldgicas. E
amplamente relatado que as algas sulfatadas possuem atividades bioldgicas tais como:
antioxidante, anti-inflamatoria e anticoagulante. Contudo, a relacéo entre a estrutura e a
bioatividade ainda ndo esta esclarecida. Para além disso, em estudos anteriores também
se verificou o efeito da estacdo do ano no teor de polissacéridos e em que 0s meses de
verdo parecem ser mais produtivos (Rioux et al., 2009).

10
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Figura 5. Quantificagdo da concentracdo de grupos sulfato dos polissacaridos extraidos a partir
de amostras de Codium sp and Osmundea sp recolhidas em diferentes estacdes do ano (inverno,
primavera e verdo) na costa de Portugal (A) e Galiza (B). O espetro de k-carragenano foi adquirido
para fins de comparacéo.

3.1.5. PESO MOLECULAR

A distribuicdo do peso molecular das diferentes amostras de Osmundea da Galiza (GZ) e
Portugal (PT), foi avaliada por cromatografia de permeacdo em gel de alta eficiéncia. As
Figuras 6 e 7 mostram o cromatograma das amostras quando eluidas com agua. E evidente
a distribuicdo bimodal dos polimeros nas amostras. Foi observada uma fragéo
correspondente a um peso molecular de polissacaridos significativamente superior a 150
kDa, e outra fragdo com peso molecular de aproximadamente 80 kDa. N&o foram
observadas diferencas significativas entre espécies e local de recolha (Galiza e Portugal).
Contudo, esta analise foi repetida e a comparacao entre as diferentes estacfes do ano esta
também a ser avaliada.
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Figura 6. Cromatografia de permeagdo em gel de Osmundea_GZ e Osmundea_PT, usando agua
como eluente.
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Figura 7. Cromatografia de permeacdo em gel de Codium_GZ e Codium_PT, usando a agua
como eluente.

3.1.6. COMPOSICAO DE ACUCARES

Um dos pontos-chave na avaliagdo da composicdo dos monossacarideos € a hidrdlise
efetiva do polissacarideo em monossacarideos, antes da identificacéo e quantificacdo dos
monossacarideos. No presente trabalho utilizou-se acido sulfurico a 4% (m/m) com taxas
de recuperacdo entre 50 e 95%. A recuperacdo de baixo teor de aglUcar obtida para
algumas amostras ndo significa necessariamente que as condi¢des de hidrolise utilizadas
ndo foram adequadas e, ao invés, pode sugerir a presenca de uma quantidade significativa

12
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de polimeros ndo acucarados, como proteinas. A Tabela 1 apresenta os resultados para as
diferentes amostras.

No presente trabalho foi utilizado acido sulfurico a 4% (m/m), obtendo-se uma
recuperacao de acucar entre 50 e 95%. Estes valores podem ser atribuidos a presenca de
quantidades significativas de compostos ndo agucarados. Com base nos monossacarideos
usados como padrdes, existem compostos ndo identificados no cromatograma. Apesar
disso, fica claro que as algas PS possuem quantidades significativas de xilose, glicose,
manose e arabinose, além da galactose, que é o0 mondémero dominante. Além disso, 0s
nossos resultados revelaram que o teor de glicose foi maior no inverno nas amostras
recolhidas em Portugal, bem como para xilose, manose, galactose e arabinose no verao.

Relativamente ao PS da Osmundea sp., o teor de monossacarideos variou ao longo do ano
e do local de recolha, em que a glicose foi maior na primavera nas amostras da costa da
Galiza, e xilose, manose, galactose e arabinose no verdo, correspondendo ao pico da
vegetacdo. Os resultados destacam a relevancia de tal caracterizacdo uma vez que ambos
os PS das macroalgas apresentaram uma diversidade de aglcares em percentagens
variaveis dependendo da época e local de recolha.

Tabela 1. Composicdo de agucares dos polissacaridos de Osmundea e Codium extraidos da costa
de Portugal e Galiza.

Osmundea Codium
Spring Summer Winter Spring Summer Winter

GZ PT GZ PT GZ PT GZ PT GZ PT GZ PT
Celob 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lactose 0 49 0 0 0 0 4.0 3.6 3.9 0 0 6.2
NI 106 | 101 | 107 | 7.8 124 | 9.8 6.7 5.8 2.4 0 5.0 7.9
Glucose 8.4 5.8 4.9 2.4 5.6 2.3 28.1 | 377 | 296 |313 |29.1 |417
XMG 50.1 | 532 |51.0 |66.7 |508 |551 |46.1 |425 |47.1 |529 |316 |344
Xylose 9.5 NI 10.2 | 6.7 9.7 9.9 5.1 34 5.2 3.7 3.2 5.8
Manose 15 NI 1.0 0.7 1.0 1.1 115 | 268 | 141 |05 6.0 10.7
Galactose | 39.1 | NI 39.8 | 594 | 401 |441 |295 |123 |27.8 |486 |224 |17.2
Arabinose | 6.5 8.0 9.4 6.5 6.8 6.7 103 | 5.8 6.8 11.8 | 124 |85
NI 0 1.4 0 0 0 0 0 0 2.3 0 4.7 0
Formic 4 6.8 4.1 35 4.7 7.1 2.9 3.0 4.8 0 155 |0
acid
NI 104 |0 103 | 3.9 100 | 102 |0 0 0 0 0 0
NI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HMF 10 9.8 9.6 9.2 9.7 8.8 2.0 1.7 3.1 4.0 1.7 13

13
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A atividade antioxidante do polissacarideo extraido de diferentes espécies de algas
recuperadas na costa da Galiza e Portugal em diferentes épocas do ano foi avaliada e
comparada. A atividade antioxidante dos polissacéaridos das macroalgas podem ter um
efeito positivo na salde humana, uma vez que possuem propriedades protetoras contra
danos induzidos por especies reativas de oxigenio (ROS). Em particular, quando nos
referimos as aplicacBes na area da engenharia de tecidos a atividade antioxidante é
crucial, pois evita uma resposta inflamatéria exuberante e prolongada. Desta forma, o0s
compostos biologicos antioxidantes contribuirdo para a progressdo do processo de
cicatrizacdo de feridas e consequentemente evitardo a evolugdo de um processo de
inflamacdo cronico. Assim, diferentes concentrac6es de polissacéaridos de Osmundea sp.
e Codium sp. foram testadas quanto a sua capacidade de limitar a producdo de ROS
através do ensaio DPPH, e usando o acido ascorbico como controlo. Da analise dos
resultados (Figuras 8 e 9) é possivel confirmar que as amostras do verdo apresentaram
maior atividade antioxidante para ambas as espécies. Além disso, regista-se um aumento
da atividade de eliminacdo de ROS proporcional a concentracdo de polissacarideo em
todas as amostras testadas. Estes resultados corroboram os resultados obtidos para os
grupos sulfato, visto que os polissacaridos extraidos de amostras correspondentes ao
verdo também apresentaram maior concentracdo de grupos sulfato. Considerando os
resultados obtidos, os polissacéridos extraidos de algas colhidas no verdo sdo mais
sulfatados e apresentam maior atividade antioxidante, e duas concentracoes diferentes (5
mg/mL e 2 mg/mL) foram selecionadas para a avaliagdo in vitro das propriedades
bioldgicas.

14
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Figura 9. Determinacdo da atividade antioxidante, através do ensaio de DPPH, dos
polissacaridos extraidos de Codium sp. recolhido na costa de Portugal e Galiza em diferentes
estacOes do ano (inverno, primavera e verao).

Os polissacéridos de macroalgas tém sido apontados como uma excelente opcéo para
diferentes aplicacbes biomédicas uma vez que esses compostos naturais possuem
propriedades bioldgicas atrativas, como ja referido anteriormente. Assim, neste trabalho,
a sua citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio de MTT. Para tal, foram selecionadas
as amostras correspondentes ao verdo (considerando os resultados obtidos em ensaios
anteriores) e testadas duas concentracfes (5mg/mL e 2 mg/mL). O polissacarideo extraido
de Osmundea sp. apresenta maiores valores de percentagem de viabilidade celular em
ambas as concentracfes (Figura 10). A concentracdo de 5mg/mL de polissacarideo de
Codium sp. proveniente da costa da Galiza revela-se citotdxico. Em contraste, amostras
de Codium sp. com origem na costa de Portugal a mesma concentracdo produzem uma
diminuicdo nos valores de viabilidade celular apds 48h de incubacdo. Por outro lado, o
polissacarideo derivado de Osmundea sp. apresentou boa viabilidade celular, com os
melhores resultados obtidos para a concentracdo de 2 mg/mL. Tais resultados evidenciam
o0 potencial promissor destes polissacaridos para aplicacdes biomédicas, nomeadamente
na engenharia de tecidos. Além disso o potencial biomedico dos recursos naturais
marinhos na producgédo de matrizes que promovam 0 processo de cicatrizacédo, evita o uso
de materiais sintéticos, toxicos e ndo degradaveis.

16
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Figura 10. Caracterizagdo da viabilidade celular dos fibroblastos em contato com o0s
polissacaridos extraidos de Codium sp. e Osmundea sp. recolhidos na costa da Galiza e de
Portugal no veréo.

3.2.3. MIGRACAO CELULAR

Considerando os resultados obtidos no ensaio de MTT, a concentragdo de 2 mg/mL foi
selecionada para avaliar sua capacidade de induzir a migracdo celular de fibroblastos.
Para tal, foi realizado o scratch in vitro assay, onde foram adquiridas as imagens
microscopicas ao longo do tempo e calculada a area da ferida (Figura 11) durante 24 horas
de incubacdo. Todas as amostras estimularam a capacidade migratoria dos fibroblastos,
sendo mais evidente para Osmundea sp. proveniente da costa de Portugal. Tais resultados
estdo em concordancia com os resultados anteriores, e em que esta amostra foi a que
exibiu maior percentagem de manose, grupos sulfato, atividade antioxidante e
percentagem de viabilidade celular. Assim, é possivel concluir que as caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas do polissacarideo predizem os seus efeitos bioldgicos e que
sustentam a migracdo celular. Estes resultados comprovam assim o seu potencial de
promocdo do processo de cicatrizagcdo de feridas, promovendo a migracdo, adeséo e
proliferacdo de fibroblastos. Tal evento é crucial durante o tratamento das lesfes cutaneas,

uma vez que os fibroblastos sdo responsaveis pela producdo de compostos da matriz
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extracelular e segregam fatores de crescimento envolvidos no restabelecimento do tecido
lesado.

Area (%)

0 5 0 15 20 25 30

Time (hours)
® Osmundea_PT * Codium_PT < Control
& Osmundea_GZ * Codium_GL

Figura 11. Efeito dos polissacéaridos das algas na migrac&o celular. Migracao dos fibroblastos na
presenca de 2mg/mL de polissacéridos derivados de Osmundea sp. e Codium sp. da costa de
Portugal e Galiza, e sé em contacto com meio de cultura (controlo).

4. Producéo de nanoparticulas pelo polissacarideo de Osmundea sp.

O estudo das propriedades fisico-quimicas do polissacarideo de Osmundea sp suportou o
uso na producdo de nanoparticulas (NP) poliméricas utilizando a técnica de flash
nanoprecipitation. Através deste método, a interacdo eletrostatica entre o polissacarido
negativamente carregado e grupos carregados positivamente de quitosano é promovida
por uma rapida mistura entre compostos (milisegundos). Além disso, o anti-inflamatorio
diclofenac (DLF) em concentracdes de 1 mg/mL e 3mg/mL foi incorporado nas NP com
0 objetivo de desenvolver um sistema de entrega de farmacos para o tratamento de
doencas inflamatorias da pele. Assim, as NP produzidas foram definidas como CS_PS,
enquanto que as NP que incorporaram DLF com as diferentes concentragdes foram
identificadas como CS_PS DLF1 e CS_PS _DLF3, respectivamente.

18
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CARACTERIZACAO DAS PROPRIEDADES MORFOLOGICAS DAS
NANOPARTICULAS

A anélise por DLS revelou que as NP apresentaram um didmetro médio entre 80 a 98 nm
(Figura 12), e com um aumento do seu tamanho com a incorporacdo do DLF,
comprovando a sua capacidade de encapsulacéo, e de forma semelhante ao observado por
outros autores para outros farmacos. Os tamanhos obtidos para as NP produzidas por
nanocomplexacdo entre o polissacarideo de Osmundea e quitosano apresentam um
tamanho enquadrado no espectro de 100-500 nm, considerado como adequado para
transportadores a serem utilizados em aplicagfes de entrega de medicamentos e na
engenharia de tecidos.

Além disso, os valores obtidos para o potencial zeta revelaram que todas as NP produzidas
possuiam uma carga negativa e indicando uma prevaléncia de grupos carregados
negativamente, sugerindo a presenca de polissacarideo de Osmundea sp. na superficie da
particula. A adi¢do de DLF ndo afetou a estabilidade das NP em suspenséo considerando
gue mantem a sua carga <—30mV e >+30 mV.
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Figura 12. Avaliacéo das propriedades morfoldgicas das nanoparticulas de CS_PS: determinagao
dos valores de diametro das nanoparticulas (A), indice de polidispersividade (B) e potencial zeta

(©).

4.2. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS

A estabilidade das nanoparticulas foi também avaliada pela monitoriza¢do do tamanho ao
longo de 28 dias, em que as solucdes foram armazenadas a 4°C e temperatura ambiente
(25°C) (Figura 13). Ao longo desse periodo o tamanho das NP manteve-se constante
quando conservadas a4°C. Estes resultados evidenciam a estabilidade das NP produzidas
e sugerem elevada estabilidade na circulacdo sanguinea ap6s a administracdo sistémica,
podendo dever-se as fortes interacGes eletrostaticas entre os polissacaridos.
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Figura 13. Determinacao do tamanho das nanoparticulas apds 7, 14, 21 e 28 dias de
armazenamento a 4°C (A) e 25°C (B).

Os resultados obtidos demostram que a técnica de nanocomplexa¢do demonstrou a sua
excelente eficiéncia para produzir nanoparticulas baseadas em polissacaridos de
Osmundea sp. com tamanho e estabilidade adequados para serem usadas em aplicacdes
de entrega de medicamentos e/ou medicina regenerativa.

A eficiéncia de encapsulacdo obtida para a incorporagédo de DLF nas NP foi de 84%,
indicando que o DLF pode ser encapsulado em nanosistemas usando a técnica de
nanocomplexacgédo. Posteriormente, a libertagdo in vitro de DLF das NP PS_CS foi
investigada num ambiente fisioldgico simulado de pele saudavel e de feridas (PBS, pH
5.5 e pH 8). Como mostrado na Figura 6, o perfil de libertacdo do DLF exibe burst inicial
(=45% do DLF ¢ libertado nas primeiras 20 h de incubag&o), seguindo por uma libertagédo
mais sustentada durante pelo menos 140h. Este perfil de libertacdo pode estar relacionado
com a alta proporcdo superficie/volume das NP que favorecem a difusdo de DLF. A
libertagdo acumulada de DLF das NP foi de 71% e 86% a pH5 e pH8, respectivamente.
Tais diferencgas podem ser explicadas pela protonacdo do quitosano em diferentes valores
de pH. Esta bem descrito que o CS é desprotonado a pH>7, tornando a NP mais instavel
e suscetivel a desintegracdo, resultando na libertagdo de DLF. Assim, o perfil de

f—
Y
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libertacdo de DLF é compativel com a condicdo inflamatéria (pH 8) e o pico da fase
inflamatoria no processo de cicatrizagao (1-3 d).

100-

*pHS
+pHS

Cumulative % of diclofenac release

0 I v 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Time (hours)

Figura 14. Caracterizacdo do perfil de libertacdo do diclofenac a partir das nanoparticulas a pH
5 (pH da pele nativa) e a pH 8 (pele lesada).

AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DAS NANOPARTICULAS

A biocompatibilidade das NP foi avaliada utilizando NHDF e queratindctios (KEC) como
modelos celulares. Estas células estdo ativamente envolvidas em diferentes processos que
ocorrem durante o processo de cicatrizacdo da ferida, como a producdo de compostos da
matriz extracelular e a manutencdo da camada protetora da epiderme. Os NHDF séao
células essenciais para a reparacdo tecidual sendo das primeiras células a aparecer nas
lesBes. Por sua vez, os KEC desempenham um papel significativo na resposta imune da
pele, libertando citocinas pré-inflamatdrias, quimiocinas, fatores de crescimento,
proteases e metaloproteinases da matriz [31-33]. No ensaio MTT verificou-se que
concentragdes de NP inferiores a 1 mg/mL ndo induziram efeito citotoxico nas células
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NHDF (Figura 15) e KEC (Figura 16). No entanto, é relevante perceber que 0 aumento
da concentracdo de DLF induz um decréscimo da viabilidade celular, o que confirma a
toxicidade intrinseca do DLF [34, 35]. Por outro lado, os KEC parecem ser mais
suscetiveis a acdo das NP. Tal diferenca observada entre NHDF e KEC pode estar
relacionada com a taxa de proliferacdo celular dos KEC, uma vez que tém maior
capacidade proliferativa do que NHDF, e secrecdo autocrina de fatores de crescimento
tais como o fator de crescimento epidérmico, que sdo essenciais para as funcdes

epidérmicas.

No geral, os resultados obtidos demonstraram o excelente desempenho biolédgico das NP
produzidas com polissacarideo de Osmundea e quitosano em concentragdes inferiores a
1 mg/mL, que podem ser utilizadas como sistema de entrega de medicamentos no

tratamento de distarbios inflamatérios da pele.
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Figura 15. Representacdo ilustrativa da metodologia associada ao ensaio de MTT para
caracterizar o perfil citotoxico das nanoparticulas de PS_CS (B) a diferentes concentracdes (2
mg/mL- 0.05 mg/mL) em contacto com fibroblastos humanos durante 24h, 48h e 72h.
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Figura 16. Representacdo ilustrativa da metodologia associada ao ensaio de MTT para
caracterizar o perfil citotoxico das nanoparticulas de PS_CS (B) a diferentes concentracdes (2
mg/mL- 0.05 mg/mL) em contacto com queratindcitos humanos durante 24h, 48h e 72h.

5.  Producédo de nanoparticulas metélicas mediadas pela biomassa de

Codium sp.

Apdbs o método de extracdo dos polissacaridos e biomassa residual foi reutilizada a fim
de mediar a sintese “green” de nanoparticulas metalicas. Neste caso, selecionou-se 0 180
prata o qual foi reduzido através dos compostos bioativos que existem na biomassa das
algas (tal como ilustrado na Figura 17). Este tipo de nanoparticulas apresenta um elevado
interesse para as aplicacBes biomédicas, uma vez que as NP apresentam atividade
antibacteriana a qual € essencial no tratamento de infecdes. Alem disso, o uso de métodos
alternativos considerados mais sustentaveis e amigos do ambiente constitui uma
abordagem igualmente interessante no sentido de minimizar a toxicidade associada aos
agentes redutores quimicos normalmente usados na sintese quimica de nanoparticulas de
prata, bem como evitar o uso de estabilizadores. A presenca de compostos bioativos na
biomassa das algas contribui para potenciar as propriedades bioldgicas das nanoparticulas
bem como para melhorar a sua estabilizacéo.
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Figura 17. Representacdo ilustrativa da metodologia usada para a producdo de nanoparticulas
metalicas.

5.1. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

O processo de sintese das nanoparticulas de prata foi monitorizado através da
espectroscopia de UV, com o surgimento do pico caracteristico das nanoparticulas na
zona entre os 400-500 nm, como mostrado na Figura 18. Pode verificar-se que este pico
se torna mais evidente a partir das 3h, indicando que a partir deste ponto, ja existem
nanoparticulas de prata, ou seja, o ido nitrato de prata ja foi reduzido pela agcdo dos

compostos bioativos das algas.
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Figura 18. Espetro UV da solucdo de nanoparticulas de prata a diferentes tempos de reacéo.
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Apds a otimizacdo do processo de producdo das nanoparticulas de prata, o seu tamanho
e carga superficial foram determinadas atraves da anélise DLS. Como se pode observar
na Figura 19, as nanoparticulas apresentaram um valor de didmetro aproximadamente de
50 nm, o qual se manteve constante durante pelos menos 14 dias apds a sua producéo.
Tais evidéncias foram também observadas para os valores de carga superficial, as quais
se mantiveram com carga negativa, com valores muito proximos de -20 mV.
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Figura 19. Determinacgdo do tamanho e carga superficial das nanoparticulas de prata ao longo de
varios tempos.

As propriedades bioldgicas das nanoparticulas de prata produzidas através de amostras
de biomassa do Codium sp. foram avaliadas através do ensaio de MTT (Figura 20).
Verificou-se que quando em contacto com fibroblastos humanos, estas nanoparticulas néo
induzem nenhum efeito citotdxico em concentracdes menores que 2.5 mg/mL.
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Figura 20. Determinacéo da viabilidade celular das nanoparticulas de prata através do ensaio de
MTT.

Uma vez que as nanoparticulas de prata sdo amplamente reconhecidas pela comunidade
cientifica devido a sua excelente atividade antimicrobiana, a concentracdo minima
inibitéria e a concentracdo minima letal das nanoparticulas de prata produzidas por este
método green, foi determinada em contacto com 3 estirpes bacterianas (P. aeruginosa, E.

coli e S. aureus).

Os resultados obtidos revelaram que as nanoparticulas de prata sdo mais eficazes contra
a E.coli, enquanto que maiores concentracdes de nanoparticulas foram necessarias para

comprometer o crescimento bacteriano da S. aureus.

Tabela 2. Determinacdo dos valores MIC das nanoparticulas de prata para diferentes estirpes
bacterianas.

MIC (mg/mL) MLC (mg/mL)

AgNP AgNP
Pseudomonas aeruginosa 0.06 0.125
Escherichia coli 0.03 0.03
Staphylococcus aureus 0.125 0.25
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6. Producdo de esponjas com o polissacarideo de Codium sp.
incorporadas com as nanoparticulas de prata
CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS ESPONJAS

Com o intuito de desenvolver um sistema 3D que possa incorporar as nanoparticulas de
prata anteriormente produzidas e caracterizadas, esponjas foram produzidas usando o
polissacarideo extraido a partir de Codium sp. As esponjas foram obtidas pelo método de
liofilizac&o e as nanoparticulas de prata foram incorporadas através da imerséo direta da
esponja na solucdo de nanoparticulas durante cerca de 16-18h (o qual se encontra
ilustrado na Figura 21). ApGs 0 passo de imersdo, as esponjas foram novamente

liofilizadas e depois usadas nos diferentes ensaios.

1. Production of sponges

» e

b
; Gelatin
Codium sp.- PN{ I —

Freeze-drying cycles

Es] Ewd

2. Incorporation of AgNPs into sponges

=89 1.

=] Eed

Freeze-drying cycles

Sponges_bAgNPs

Direct immersion

Figura 21. Representacdo ilustrativa da producdo de esponjas incorporadas com nanoparticulas
de prata.

Um dos ensaios realizados foi a determinacdo da porosidade total das esponjas a fim e
avaliar a capacidade das esponjas em promover a absor¢édo de nutrientes, migracéo celular
necessarias para o processo de cicatriza¢ao de feridas. Neste trabalho verificou-se que as
a incorporacdo das nanoparticulas de prata no interior das esponjas promoveu um

decréscimo na porosidade das esponjas para valores proximos de 40% (Figura 22). Estes
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valores sugerem que as nanoparticulas de prata “ocuparam’ os espacos vazios da estrutura
porosa da esponja. Por outro lado, este resultado também indica que a incorporacao das
nanoparticulas de prata foi conseguida pelo método de imerséo direta.

Total porosity (%)

Ratio gelatin:PS V7

Figura 22. Determinagdo da porosidade total das esponjas sem e com nanoparticulas de prata
incorporadas.

Por outro lado, a capacidade de absorc¢do de exsudado por parte das esponjas foi também
avaliado através do ensaio de swelling (Figura 23). Neste caso, o perfil de swelling obtido
revelou que as esponjas apresentam uma elevada capacidade de absorcéo, o que serd

favorével para absorcéo do excesso de exsudado em feridas cutaneas, como é o caso das
queimaduras.
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Figura 23. Caracterizacdo do perfil de swelling das esponjas sem e com nanoparticulas de prata
incorporadas.

O perfil de degradacdo das esponjas foi também estudado através da sua incubacdo numa
solucdo de PBS durante 5 dias (Figura 24). Os resultados revelaram que as esponjas
perderam cerca de 80% do seu peso depois de 5 dias, sendo este valor mais acentuado na
formulacdo 1:1. Este perfil de biodegradacdo pode ter ocorrido devido a degradacao
guimica ou enzimatica, a qual deve ser correspondente a taxa de formacao de novo tecido

de forma a evitar qualquer interferéncia com o processo de remodelagdo tecidular.
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Figura 244. Caracterizacdo do perfil de degradacdo das esponjas sem e com nanoparticulas de

prata incorporadas.

AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DAS ESPONJAS

Por sua vez, a viabilidade das esponjas foi também avaliada em contacto com fibroblastos

humanos através do ensaio de MTT. Verificou-se que as esponjas com e sem

nanoparticulas incorporadas ndo afetam a atividade metabdlica das células durante pelo

incubacéo.

menos 48h de
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Figura 255. Determinacdo da biocompatibilidade das esponjas sem e com nanoparticulas de
prata incorporadas.

A atividade antibacteriana das esponjas com e sem as nanoparticulas de prata foi
determinada contra S.aureus. A atividade das AgNPs foi evidenciada quando as esponjas
com AgNPs apresentam uma zona de inibi¢do ao seu redor (Figura 26 A), enquanto que
nas esponjas sem AgNPs incorporadas foi observado que houve crescimento bacteriano
(Figure 26B).

Por outro lado, as esponjas incorporadas com AgNPs mostraram uma atividade
antibacteriana contra a S. aureus com uma reducdo > 4 log das contagens de células
viaveis apds 6 h de exposicdo. Em contrapartida, ao utilizar a esponja sem AgNPs n&o foi
observada reducéo (Figura 26 C).

Desta forma, as AgNPs produzidas por esta nova abordagem “green” revelaram-se mais
estaveis, biocompativeis e exibem efeitos antibacterianos contra 0s microrganismos
testados. Além disso, 0s métodos “green” permitem a obtencdo de nanoparticulas
metalicas sem o uso de solventes organicos, que sdo toxicos para a salde humana e para
0 meio ambiente.

|
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Figura 266. Atividade antibacteriana das esponjas em contacto com a S.aureus, quando
incorporados com AgNPs (A), e sem AgNPs (B). Numero de células vidveis de S.aureus no grupo
controlo (e) , e esponjas com (A) e sem AgNPs (m) incorporadas a diferentes tempos de
incubacéo (0, 6 e 14 horas).

7. Conclusoes

O presente relatorio resumiu as principais atividades desenvolvidas no &mbito do projeto
ALGALUP, a cargo da equipa de investigacdo do Instituto Politécnico da Guarda. O
estudo aprofundado das propriedades bioldgicas dos recursos naturais de origem marinha
é uma area de investigacdo em crescente expansdo. Com este projeto foi possivel verificar
que os compostos bioativos derivados das macroalgas possuem diversas propriedades de

elevado interesse para as aplicagdes biomédicas.

E ainda importante salientar que alguns dos resultados aqui apresentados ja estdo
publicados (https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2022.01.180) e outros encontram-se
submetidos em revistas internacionais pelo que constituem conteddo sensivel de

divulgacao até a sua publicagdo junto da comunidade cientifica.
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