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Abstract

The study of macroalgae is essential for the understanding of marine ecosystems, and for the
exploitation of the economic resources that they represent as a source of biomolecules with high
biological value. This study involved the extraction and chemical characterization of secondary
metabolites present in the macroalgae species Ericaria crinita, Ericaria brachycarpa and
Asparagopsis taxiformis and the evaluation of their biological properties. The characterization of
secondary metabolites allowed the identification of compounds: predominantly oxylipin in E.
brachycarpa extracts, meroterpenoids in E. crinita and brominated compounds in A. taxiformis. In
particular, the analyses allowed us to determine a high phenolic content in the extracts in the E. crinita
species. Subsequently, the extracts were used to evaluate the antimicrobial activity against some
bacterial strains of Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus and cytotoxic activity vs
mammalian eritrocytes, neuroblastoma and hepatocarcinoma cells. Regarding antibacterial activity,
the extracts of E. brachycarpa and A. taxiformis they act across a broad spectrum towards Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus strains. These extracts showed a low haemolytic activity
towards mammalian erythrocytes (< 5%) at concentrations < 40 pg/ml.

Subsequently, E. crinita and E. brachycarpa extracts were tested to evaluate the antitumor activity
against HepG2 and SH-SY5Y tumor cell lines. The results obtained demonstrated that at the tested
concentrations the E. crinita and E. brachycarpa extracts exerted anti-tumor activity towards HepG2
tumor cell line, while the anti-tumor dosage of E. brachycarpa extracts showed the important
cytotoxic activity towards tumor cell line SH-SY5.

Finally, based on the results previously obtained, the muscle relaxant activity (ex vivo) of the extracts
of the macroalgae A. taxiformis on the smooth muscles of the colon of Rattus norvegicus was
evaluated. A. taxiformis extract was able to regulate the intestinal motility of R. norvegicus showing
antispasmodic activity.

Based on the results obtained, it was decided to evaluate the effects of these extracts using the model
organism Arbacia lixula, one of those responsible for the degradation of Cystoseire in the marine
environment. Cell counts, levels of ROS, NO, GSH, total protein concentration and enzymatic
activity of esterase and alkaline phosphatase were used as biological parameters of the haemolymph
in control and treated animals. The results showed important changes in the enzymatic activities after
3 hours of in vivo treatment. The cytotoxic activity of algal extracts on the embryonic development
of A. lixula was analyzed only after studying their anti-tumor activity against the tumor cell lines
HepG2 and SH-SY5SY, testing 4 concentrations (1,4,20,40 pg/ml) at 24, 48 and 72 hours after

fertilization of sea urchins. The results obtained showed how the E. brachycarpa extract, at a
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concentration of 40 pg/ml, causes 100% mortality (apoptosis) of A. lixula embryos. In fact, the
embryos exposed to the highest concentration of E. brachycarpa (40 pug/ml) degenerate, while at
lower concentrations (1-4 pg/ml) the extract shows activity, delaying the embryonic development of
the urchins and showing significant characteristics morphological variations in the different stages of
development of the embryos.

Based on the literature and results previously obtained on A. lixula, a study was conducted on the
trophic interaction between the sea urchin Arbacia lixula and two species of macroalgae, E. crinita
and Caulerpa taxifolia var. disticophilla. It emerged that A. lixula is capable of grazing both species
of macroalgae, showing a preference for the non-native one. This result provided an important basis
for understanding the possible role of A. lixula in containing the spread of alien macroalgae.

In conclusion, the results obtained demonstrate how the compounds present in the tested macroalgae
species possess antioxidant properties that could be used for the food and livestock industry,
potentially capable of improving the level of antioxidants and allowing a greater shelf life of food
products. Furthermore, the potential applications, regarding the pharmaceutical industry, are
considerable interest, since these compounds would allow the potential development of drugs with
anti-inflammatory, anti-tumor, intestinal antispasmodic, and antibiotic therapeutic action. Finally, the
results obtained for the first time showed the presence of oxylipin in the E. brachycarpa extract and
his possible influence on the embryonic development of A. lixula, suggesting a potential defence
mechanism that could be implemented by the Cystoseira against its herbivores.

Abstract
Lo studio delle macroalghe e essenziale per la comprensione degli ecosistemi marini e per lo

sfruttamento delle risorse economiche che esse rappresentano come fonte di biomolecole ad alto
valore biologico. Questo studio ha comportato I'estrazione e la caratterizzazione chimica dei
metaboliti secondari presenti nelle specie di macroalghe Ericaria crinita, Ericaria brachycarpa e
Asparagopsis taxiformis e la valutazione delle loro proprieta biologiche. La caratterizzazione dei
metaboliti secondari ha permesso l'identificazione dei composti: prevalentemente ossilipine negli
estratti di E. brachycarpa, meroterpenoidi in E. crinita e composti bromurati in A. taxiformis. In
particolare, le analisi hanno permesso di determinare un elevato contenuto fenolico negli estratti della
specie E. crinita. Successivamente, gli estratti sono stati utilizzati per valutare 1’attivita antimicrobica
contro alcuni ceppi batterici di Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus e 1’attivita
citotossica verso eritrociti di mammifero, cellule di neuroblastoma ed epatocarcinoma. In particolare,
per quanto riguarda l'attivita antibatterica, gli estratti di E. brachycarpa e A. taxiformis agiscono ad
ampio spettro nei confronti dei ceppi di Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. Questi
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estratti hanno mostrato una bassa attivita emolitica nei confronti degli eritrociti di mammifero (< 5%)
a concentrazioni < 40 pug/ml.

Successivamente gli estratti di E. crinita ed E. brachycarpa sono stati testati per valutare 1’attivita
antitumorale nei confronti delle linee cellulari tumorali HepG2 e SH-SY5Y. I risultati ottenuti hanno
dimostrato che alle concentrazioni testate gli estratti di E. crinita ed E. brachycarpa hanno esercitato
attivita antitumorale verso la linea tumorali HepG2, mentre il dosaggio antitumorale degli estratti di
E. brachycarpa ha mostrato I’importante attivita citotossica verso 1a linea tumorale SH-SY5Y.
Infine, sulla base dei risultati precedentemente ottenuti, e stata valutata I'attivita miorilassante (ex
vivo) degli estratti della macroalga A. taxiformis sulla muscolatura liscia del colon di Rattus
norvegicus. L'estratto di A. taxiformis e stato in grado di regolare la motilita intestinale di R.
norvegicus mostrando attivita antispasmodica.

Sulla base dei risultati ottenuti si € deciso di valutare gli effetti di questi estratti utilizzando
I'organismo modello A. lixula, uno dei responsabili della degradazione delle Cistoseire in ambiente
marino. La conta cellulare, i livelli di ROS, NO, GSH, la concentrazione di proteine totali e l'attivita
enzimatica di esterasi e fosfatasi alcalina sono stati utilizzati come parametri biologici del fluido
celomatico negli animali di controllo e trattati. | risultati hanno mostrato importanti cambiamenti dei
livelli di ROS, NO, GSH e delle attivita enzimatiche dopo 3 ore di trattamento in vivo. L'attivita
citotossica degli estratti algali sullo sviluppo embrionale di A. lixula e stata analizzata solo dopo aver
studiato la loro attivita antitumorale nei confronti delle linee cellulari tumorali HepG2 e SH-SY5Y,
testando 4 concentrazioni (1,4,20,40 pg/ml) a 24, 48 e 72 ore dopo la fecondazione di ricci di mare.
I risultati ottenuti hanno mostrato come l'estratto di E. brachycarpa, alla concentrazione di 40 pug/ml,
provoca una mortalita (apoptosi) del 100% degli embrioni di A. lixula. Infatti, gli embrioni esposti
alla concentrazione piu alta di E. brachycarpa (40 pg/ml) degenerano, mentre a concentrazioni piu
basse (1-4 ug/ml) I'estratto manifesta attivita, ritardando lo sviluppo embrionale dei ricci e mostrando
variazioni significative morfologiche nelle diverse fasi di sviluppo degli embrioni.

Sulla base della letteratura e dei risultati precedentemente ottenuti su A. lixula, € stato condotto uno
studio sull'interazione trofica tra il riccio di mare Arbacia lixula e due specie di macroalghe, E. crinita
e Caulerpa taxifolia var. disticophilla. E emerso che A. lixula & in grado di pascolare entrambe le
specie di macroalghe, mostrando una preferenza per quella non autoctona. Questo risultato ha fornito
una base importante per comprendere il possibile ruolo di A. lixula nel contenere la diffusione delle
macroalghe aliene.

In conclusione, i risultati ottenuti dimostrano come i composti presenti nelle specie di macroalghe
testate possiedano proprieta antiossidanti che potrebbero essere utilizzate per I’industria alimentare e

zootecnica, potenzialmente in grado di migliorare il livello di antiossidanti e consentire una maggiore
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conservabilita dei prodotti alimentari. Inoltre, le potenziali applicazioni, per quanto riguarda
Iindustria farmaceutica, sono di notevole interesse, poiché questi composti permetterebbero il
potenziale sviluppo di farmaci con azione terapeutica antinflammatoria, antitumorale, antispasmodica
intestinale e antibiotica. Infine, i risultati ottenuti hanno mostrato per la prima volta la presenza di
ossilipine nell'estratto di E. brachycarpa e la sua possibile influenza sullo sviluppo embrionale di A.
lixula, suggerendo un potenziale meccanismo di difesa che potrebbe essere messo in atto dalla

Cystoseira contro i suoi erbivori.

1. Introduzione
1.1 Le Alghe

Le alghe sono organismi fotosintetici, procariotici ed eucariotici che svolgono un ruolo importante
come produttori primari in diversi ecosistemi di acqua dolce e marina producendo sostanza organica,
fissando la CO; e rilasciando O». I processi fotosintetici permettono alle alghe di produrre numerose
molecole attraverso il metabolismo primario e secondario. I metaboliti primari sono molecole
prodotte da tutti gli organismi e sono essenziali per la loro vita (Dewick, 2002). I metaboliti secondari
sono invece biomolecole spesso specifiche per ciascun organismo, rilasciati nell’ambiente (Sarker et
al. 2001), generalmente essenziali per lo sviluppo, che svolgono anche funzione di messaggeri
chimici o di difesa contro predatori (Hay, 1996; Dewick 2002; Pohnert e Boland, 2002; Cembella,
2003; Legrand et al., 2003). Tra le alghe appartenenti alla divisione Heterokontophyta & stato
dimostrato che composti comprendenti aldeidi polinsature (PUA), derivate da acidi grassi con unita
idrossi-, cheto-, 0sso- e idrossi-epossidiche, genericamente denominati ossilipine, esplicano attivita
embriotossica (d’Ippolito et al., 2018; Ruocco et al., 2020). Questi composti sono prodotti e rilasciati
negli ambienti acquatici in seguito alla degradazione enzimatica degli acidi grassi polinsaturi indotta
in seguito alla rottura della membrana cellulare (d’Ippolito et al., 2002; Pohnert, 2002; Watson et al.,
2001; Watson, 2003; Watson e Satchwill, 2003; Hansen et al., 2004; Wichard et al., 2005b). Infatti,
un composto derivato dalle diatomee, il 2E,4E-decadienale & stato ampiamente utilizzato come
aldeide modello che ha dimostrato di indurre alterazioni della replicazione del DNA e degli eventi
mitotici durante la segmentazione degli embrioni di riccio di mare e dello sviluppo degli embrioni
nei crostacei (Caldwell et al., 2003; Hansen et al., 2004). Questi composti sono prodotti dalle
diatomee e le macroalghe brune per svolgere la funzione di messaggeri chimici e anche di difesa

contro i pascolatori (Pohnert, 2002).
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1.2 Le Cistoseire

Tra le macroalghe brune dell’ordine Fucales la famiglia Sargassaceae comprende circa 400 specie
(Liu et al., 2012). All’interno della famiglia Sargassaceae il genere Cystoseira € esclusivamente
marino ed & distribuito nell’Atlantico orientale, nelle coste del Mediterraneo, dell’Adriatico e
nell’arcipelago della Macaronesia (Guiry, 2016; Orellana et al. 2019). Da un punto di vista
morfologico i talli delle Cistoseire sono semiperennanti costituiti da un cauloide cilindrico o piatto
con rami primari e secondari, che si attaccano al substrato roccioso mediante un disco basale (Garreta
et al. 2001). La variabilita morfologica rende spesso difficile 1’identificazione delle specie, rendendo
per tanto necessaria I’analisi molecolare. Per esempio, alcune specie come Ericaria selaginoides e
Treptacantha nodicaulis, possono presentare un’iridescenza blu, viola o verde quando osservate
sott’acqua. Nelle Fucales la riproduzione € oogama, caratterizzata da piccoli gameti maschili mobili
(5 pm) e da un gamete femminile grande e immobile (100-200 um) (Garreta et al. 2001). | gameti
maschili mobili presentano due flagelli, uno liscio rivolto verso la parte posteriore e uno munito di
peli (pleuronematico) rivolto verso la parte anteriore (Guern, 1962). Il ciclo € monogenetico diplonte,
caratterizzato da una generazione diploide (2n) in cui lo sporofito produce i gameti (n) attraverso una
divisione meiotica (Fig. 2) (Garreta et al. 2001). Questa generazione produce all’interno di
concettacoli, sullo stesso individuo o su individui diversi, gametocisti maschili e femminili (Fig. 1).
I concettacoli non sono isolati ma riuniti a formare ricettacoli. Le gametocisti maschili, a forma di
sacche ovoidali, contengono pacchetti di 64 gameti (Fig.1) (Garreta et al. 2001). Al momento della
riproduzione, i pacchetti di gameti maschili vengono rilasciati attraverso I’ostiolo del concettacolo.
Una volta in acqua, la parete che circonda il pacchetto si rompe rilasciando i 64 gameti. Il gamete
femminile, oogonio (Fig. 2) a seguito di divisioni meiotiche e mitotiche dara origine a 8 nuclei aploidi
circondati da tre pareti (Garreta et al. 2001). Di questi 8 nuclei solo uno é attivo mentre gli altri

degenerano. Una volta in acqua, le tre pareti si rompono lasciando uscire i nuclei (Garreta et al. 2001).
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Figura 1 Immagine di una sezione trasversale del concettacolo di Ericaria mediterranea. a) gametocisti maschili, 0)
gametocisti femminile e p) parafisi (cellule sterili come funzione meccanica) (Garreta et al. 2001)

I gameti maschili fecondano quindi 1’oosfera e si forma lo zigote che precipita sul substrato. Dopo
15-24 ore dalla fecondazione (Susini, 2006), lo zigote inizia la segmentazione e compaiono i primi
rizoidi che consentono allo zigote di aderire al substrato. Una volta che lo zigote aderisce bene al

substrato inizia ad accrescersi per mitosi generando un nuovo sporofito 2n (Garreta et al. 2001).

Figura 2 Schema del ciclo riproduttivo di Cystoseira. A) Individuo maturo, B) estremita del ramo con concettacoli, C)
concettacolo in sezione trasversale, D) gamete femminile, E) gameti maschili, F) zigote, G) embrione con rizoidi (Garreta

et al. 2001).
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1.2.1 Aspetti Ecologici

La maggior parte delle Cistoseire sono considerate specie che strutturano I'habitat in 3 dimensioni.
Di conseguenza, le foreste di Cystoseira ospitano grandi numeri di specie diverse (Sauvageau, 1912;
Funk, 1927; Ballesteros et al. 1998). Alcuni possono formare vere e proprie foreste e associazioni
fitosociologiche come: Cystoseiretem crinitae (Molinier 1960), Cystoseiretum strictae (Molinier
1960), Cystoseiretum sauvageauanae (Giaccone et al. 1994), Cystoseiretum barbatae (Pignatti,
1962), Cystoseiretum balearicae (Verlaque 1987; Giaccone et al. 1994), Cystoseiretum caespitosae
(Ballesteros, 1990b). In effetti, le foreste di E. brachycarpa var. balearica e E. crinita svolgono un
ruolo essenziale come rifugi nella fase giovanile di molte specie di teleostei costieri come Symphodus
spp., Labrus spp e Seranus spp. (Cheminée et al. 2013). Inoltre, i Cistoserieti, secondo i criteri della
direttiva quadro sulle acque dell’Unione Europea (Direttiva quadro 2000/60 / CE), sono indicatori di

acque costiere di alta qualita (Bermejo et al. 2013).

1.2.2 E. crinita e E. brachycarpa

Ericaria crinita (Fig. 3; a destra) & una specie endemica del Mar Mediterraneo, presente in tutto il
bacino del Mediterraneo (Ribera et al. 1992, Sales et al. 2012), segnalata anche nell’Oceano Atlantico
ed alle Isole Canarie (Pizzuto 1999). Questa specie & perennante e il tallo si presenta di colore scuro
e non iridescente, cespitosa con piu di due cauloidi che aderisco al substrato mediante un disco basale
che si accresce maggiormente in primavera (Sales et al. 2012). Gli assi eretti hanno lunghezza che
puo raggiungere i 20-30 centimetri e diametro sino a mezzo centimetro e sono di solito piu scuri delle
fronde (Garreta et al. 2001)). Alla base non hanno tofuli, ma possono presentare cicatrici provocate
dal distacco dei vecchi rami e gli apici sono prominenti e portano spine piuttosto lunghe (Garreta et
al. 2001). Si incontra su substrati rocciosi e ben illuminati, generalmente soggetti a poco o a ridotto
moto ondoso nella zona infralitorale superiore in lieve pendenza (Sales e Ballesteros 2009, 2010,
2012). E una specie che svolge un ruolo importante nelle comunita infralitorali (Boudouresque 1972,
Ballesteros 1992) ed é altamente sensibile alle pressioni umane (Sales et al. 2011). Questa specie €
sottoposta all’eccessiva attivita di pascolo da parte dei ricci di mare (Arbacia lixula e Paracentrotus
lividus) e risente della presenza di alghe invasive aliene come Lophocladia lallemandii e Caulerpa
racemosa var. cylindracea.

La specie Ericaria brachycarpa (sinonimi Cystoseira brachycarpa, Carpodesmia brachycarpa) (Fig.
3; a sinistra) ¢ endemica nel Mar Mediterraneo e distribuita ampiamente nel Mediterraneo occidentale
(Sauvageau, 1912; Ribera et al., 1992; Garreta et al. 2001). I talli di questa specie sono arborescenti
alti fino a 25 cm, di colore bruno chiaro e le ramificazioni primarie e di ordine superiore cilindriche,

sono proviste di abbondati appendici spinose nella parte terminale (Garreta et al. 2001) che si
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accrescono maggiormente in primavera (Hoffmann et al., 1992). Questa specie fotofila forma dense
popolazioni su substrati rocciosi della zona infralitorale superiore (Ballesteros, 1990a; Pizzuto, 1999)
ed ¢ sensibile all’aumento della temperatura che ne influenza lo sviluppo e la riproduzione
(Bellissimo et al., 2014). I principali consumatori di E. brachycarpa nel Mediterraneo sono i ricci di
mare, P. lividus e A. lixula, e 1l pesce sparide Sarpa salpa, responsabili della degradazione di questa

specie e di altre cistoseire (Vergés et al. 2009; Agnetta et al. 2015; Piazzi e Ceccherelli, 2019).

Figura 3 Popolamenti a E. brachycarpa (a sinistra) e di E. crinita (a destra) (Photo©: Dott. Rosario Badalamenti).

1.2.3 Le molecole bioattive delle Cistoseire

Negli ultimi anni sta crescendo la domanda di prodotti di origine naturale, in quanto piu efficaci e
con minori effetti collaterali rispetto a quelli di sintesi (Carocho et al., 2013). Per esempio, le
macroalghe contengono varie molecole bioattive, alcune delle quali hanno suscitato interesse per le
loro potenziali applicazioni medicinali, nutrizionali o industriali (Duarte et al., 2016; de Sousa et al.,
2017). Le cistoseire sono macroalghe brune che producono numerosi composti come: fucoidani,
polifenoli, pigmenti fotosintetici, alginati e terpeni (Matos et al., 2021; El-Beltagi et al., 2022; El-
Sheekh et al., 2023).

I fucoidani sono carboidrati complessi presenti in varie specie di alghe brune e sono conosciuti per le
loro importanti proprieta benefiche per la salute dell’'uomo, tra cui proprieta antinfiammatorie,
antiossidanti e immunomodulanti (Saeed et al., 2021; Apostolova et al., 2022). | polifenoli presenti
nelle cistoseire sono diversi e includono: florotannini, flavonoidi, lignani e tannini (Fernando et al.,
2016; Jimenez-Lopez et al., 2021; Subbiah, et al., 2023; Ravichandran et al., 2024).

Questi composti sono noti per le loro proprieta antiossidanti ed aiutano a proteggere le alghe da fattori
di stress ambientale come le radiazioni UV e i predatori (Jimenez-Lopez et al., 2021; Fernando et al.,
2022a; Nabil-Adam et al., 2023). | florotannini hanno anche suscitato interesse in vari campi grazie
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alle loro proprieta benefiche per la salute dell’uomo, tra cui proprieta antinfiammatorie, antitumorali
e antidiabetiche (Meng et al., 2021; Zheng et al., 2022). Inoltre, per queste molecole si conoscono le
potenziali applicazioni nel settore alimentare, farmaceutico e cosmetico (Sanjeewa et al., 2016; Javed
et al., 2021; Fernando et al., 2022b).

I flavonoidi sono caratterizzati dalla loro struttura chimica costituita da 15 atomi di carbonio disposti
in tre anelli (A, B e C) sui quali posso avere varie sostituzioni su questi anelli, portando ad un'ampia
gamma di strutture e funzioni biologiche (Kumar e Pandey, 2013). Per questa ragione, a questi
composti sono attribuite numerose proprieta biologiche quali: antimicrobiche (Pistelli e Giorgi,
2012.), antiossidanti (Shen, et al., 2019), antinflammatorie (Al-Khayri et al., 2022), neuroprotettive
(Putteeraj et al., 2018), epatoprotettive (Yadav et al., 2020) e protettive sulla pelle (Domaszewska et
al., 2021).

I lignani sono un gruppo di polifenoli con peculiarita specifiche in quanto, essendo fitoestrogeni,
possono imitare o modulare gli effetti degli estrogeni nel corpo umano (Ricci, 2012). Infatti, numerosi
studi hanno dimostrato come riescano a regolare i sintomi della menopausa (Baeza e De la Fuente,
2013), I’osteoporosi (Martiniakova et al., 2020) o riescono a contrastare lo sviluppo di alcuni tipi di
cancro ormone-dipendente come, ad esempio, il cancro al seno (Pan et al., 2015) e alla prostata (Peuhu
2013). | tannini, sebbene siano comunemente associati alle piante terrestri, in ambiente aquatico sono
presenti in diverse specie di macroalghe brune (Yegdaneh et al., 2016). Per esempio, alcuni autori
conducendo delle analisi chimiche su estratti di Cystoseira indica e Cystoseira merica, hanno
indentificato diversi tannini in queste specie di alghe brune (Yegdaneh et al., 2016).

I principali pigmenti fotosintetici presenti nelle cistoseire (alghe brune) includono: Clorofillaa e c,
Fucoxantina e B-carotene (Mikami et al., 2013; Din et al., 2022). Questi pigmenti fotosintetici insieme
cooperano nel catturare I'energia luminosa attraverso 1’assorbimento della luce solare alle diverse
lunghezze d'onda, nei diversi piani batimetrici marini, massimizzando l'efficienza della fotosintesi
nelle alghe brune (Barrett et al., 1977; Songaila et al., 2013; dos Santos et al., 2019). Inoltre, a questi
composti sono associate numerose proprieta benefiche per ’'uvomo quali: nutrizionali (Burri et al.,
1997; Grune et al., 2010; Jan et al., 2011; Zhang et al., 2015; Kang et al., 2018; Zepka et al., 2019;
Miyashita et al., 2020; Martins et al., 2023), antiossidanti (Demirel et al., 2009; Rodriguez-Bernaldo
de Quirds et al., 2010; Fung et al., 2013; Fariman et al., 2016), detossificanti (Mishra et al., 2011;
Rochaetal., 2018; Hayes et al., 2020; Wei et al., 2021), antinfiammatorie (Subramoniam et al., 2012;
Kawata et al., 2018; Liu et al., 2018; Phan et al., 2018; Carvalho et al., 2020; Bigagli et al., 2021),
rigenerative (Ahn et al., 2019; Chen et al., 2020; Guvatova et al., 2020; Dadashkhan et al., 2021,
Suwanmanee et al., 2023), anti-obesita (Coronel et al., 2019; Marcelino et al., 2020; Mumu et al.,
2022; Figueiredo et al., 2023), antitumorali (Dashwood et al., 1997; Tanaka et al., 2012; Terasaki et
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al., 2021), cardioprotettive (Agarwal et al., 2012; Sakil et al., 2018; Mohibbullah et al., 2022), per la
pelle (Joshi et al., 2018; Lourengo-Lopes et al., 2021; Kalasariya et al., 2022; Martins et al., 2023),
per la vista (Christaki et al., 2013; Zarekarizi et al., 2019; Bhatt et al., 2020).

Gli alginati sono dei polisaccaridi presenti nelle macroalghe brune (Trica et al., 2019; Benslima et
al., 2021; Aitouguinane et al., 2023), e hanno varie applicazioni industriali, compreso il loro uso come
agenti addensanti, gelificanti e stabilizzanti negli alimenti, nei prodotti farmaceutici e nei cosmetici
(Paolini et al., 2003; Qin et al., 2018; Priyan Shanura Fernando et al., 2019; Abka-Khajouei et al.,
2022).

1.2.3.1 | terpeni

| terpenoidi sono derivati delle unita preniliche a cinque atomi di carbonio, unite in un legame testa-
coda a formare catene di 10, 15, 20, 25, 30 e 40 atomi di carbonio (Ashour et al., 1995; Wagner et
al., 2003).

Queste catene ciclizzando producono diverse strutture consentendo la produzione di molecole
altamente complesse in seguito anche a riarrangiamenti scheletrici (Christianson, 2017).

Ogni gruppo di molecole ha un particolare ruolo nelle attivita delle piante e delle alghe. Alcuni
tetraterpeni, come i carotenoidi, forniscono diverse colorazioni ai vegetali mentre i triterpeni,
precursori della sintesi di fitormoni, modulano lo sviluppo delle cellule e proteggono la membrana
dei cloroplasti dove avviene la sintesi sia della clorofilla che dei carotenoidi (Tziveleka et al., 2021;
Habeebullah et al., 2023). I triterpeni producono anche gli steroli che sono fondamentali nella cellula
perché garantiscono la fluidita e la permeabilita del doppio strato fosfolipidico delle membrane
cellulari e sono importanti precursori ormonali (Barreira et al., 2015). La biosintesi dei terpenoidi
avviene tramite due vie alternative che possono coesistere: un percorso ¢ quello dell’acido
mevalonico (MVA), mentre il secondo é il cosiddetto MEP/DOXP (2-C-metil-D-eritritolo 4-
fosfato/1-deossi-D-xilulosio 5-fosfato) (Monson, 2013). Il primo percorso, il pit comune, € utilizzato
dai batteri, piante, animali e funghi, mentre il secondo avviene nei batteri, alghe e piante (Rohmer,
1999; Kant et al., 2023). Le piante usano entrambi i percorsi, anche se li localizzano in diversi
compartimenti cellulari: i cloroplasti e il citosol per le vie MEP e MV A, rispettivamente. Nel citosol
vengono prodotti sesquiterpenoidi e triterpenoidi, nei plastidi si sintetizzano mono-, di- e
tetraterpenoidi e infine, nei mitocondri ¢/o nell’apparato di Golgi, I’ubichinone (Vranova et al., 2013;
Liao et al., 2016; Kant et al., 2023). In entrambi i percorsi, si sintetizzano DMAPP (dimethylallyl
diphosphate) ed IPP (isopentenyl diphosphate) (Fig. 4) che rappresentano lo starter ed il building
block, rispettivamente, nella sintesi delle catene terpeniche ad opera delle prenil transferasi (Malico
et al., 2020; Chen et al., 2024)
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Figura 4 Schema della via metabolica del mevalonato per la biosintesi degli isoprenoidi. A partire da IPP 5 che ¢
I'equivalente biologico dell'isoprene con scheletro a cinque atomi di carbonio ramificato dell'unita isoprenica. 2,3
Preniltransferasi catalizza la condensazione di IPP 5, dimetialil difosfato 6, geranil difosfato 7, farnesile difosfato 8,
geranilgeranil difosfato 9, poliprenil difosfati 10 (Rohmer 1999).

Inoltre, esiste una classe di terpeni, che si origina per biosintesi mista, chiamata meroterpeni.
Nell'ambiente marino, questi metaboliti secondari sono isolati principalmente da: alghe brune come
Cystoseira (Fadli M. et al. 1991), microrganismi (Cueto M. et al. 2006), coralli molli (Sheu J.H. et
al. 2004) o invertebrati marini, come spugne o ascidie (Mitome H. et al. 2002; Garrido L. et al. 2002).
I meroterpeni (Fig. 5) sono costituiti principalmente da un chinone o idrochinone legato ad una

porzione terpenoide che pu0 variare da una a nove unita preniliche (Fig. 5)
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Figura 5 Alcuni esempi di meroterpeni isolati dall’alga bruna Ericaria crinita (Fisch et al. 2003).
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1.3 Macroalghe alloctone: A. taxiformis

Asparagopsis € un genere di alghe rosse della famiglia Bonnemaisoniaceae, rappresentato solo da
due specie, Asparagopsis armata e Asparagopsis taxiformis. Entrambe le specie sono originarie
dell'Australia occidentale, la prima & endemica dell’emisfero sud e la seconda € distribuita nelle zone
tropicali e subtropicali (Chualéin et al., 2004). Asparagopsis taxiformis é invasiva nella regione indo-
pacifica, inclusi Giappone e Hawaii, in tutto il Mediterraneo e lungo la costa atlantica europea ed e
considerata un’immigrata pre-lessepsiana (Andreakis et al., 2004). E stata segnalata per la prima volta
nel Mar Mediterraneo in Egitto da Delile et al., (1813). Probabilmente I’introduzione di A. taxiformis
nel mediterraneo & avvenuta tramite l'acquacoltura di ostriche (Otero et al., 2013). Questa specie
insieme ad A. armata hanno mostrato un forte comportamento invasivo e per tale motivo sono state
incluse nella lista “Worst invasive alien species threatening biodiversity in Europe” (EEA 2007) ¢
nell'elenco delle 100” Worst Invasives in the Mediterranean Sea “(Streftaris et al., 2006). Questo
genere di macroalghe ha un ciclo trigenetico eteromorfo, in cui si alternano gametofito (n),
carposporofito (2n, microscopico) e tetrasporofito (2 n) filamentoso (stadio a Falkenbergia)
(Feldmann et al., 1942; Rojas et al., 1982) (Fig. 6). Il gametofito (n) (Fig. 7) cresce nel piano
infralitorale e si presenta con un tallo eretto raggruppato in ciuffi di colore rosa (Fig. 6). Il
carposporofito (2n), &€ microscopico, cresce sul gametofito femminile (che lo ha prodotto), come
parassita (gonotrofia). Il tetrasporofito (2n) € composto da un insieme di filamenti pluriseriati
microscopici che si aggregano in una struttura simile a uno pompon attaccati ad altre alghe (Fig. 6).
Si ritiene che le fasi della vita microscopica siano piu resistenti e favoriscono la dispersione, di queste

macroalghe, a lunga distanza (Breeman et al., 1988).
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Tetrasporophyte-

Gametophyte- R | Falkenbergia

Asparagopsis

Figura 6 Ciclo biologico del genere Asparagopsis. La freccia bianca indica la struttura a forma di arpione caratteristica
di A. armata, non presente in 4. taxiformis. F! fecondazione; R! meiosi, n: livello di ploidia. (Zanolla et al., 2016).

Figura 7 Gametofito di Asparagopsis taxiformis (Photo©: Dott. Rosario Badalamenti).
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1.3.1 Le molecole bioattive estratte da A. taxiformis

Come nelle macroalghe sopra descritte, anche nel caso di A. taxiformis ci sono numerose molecole
capaci di mostrare numerose proprieta biologiche (Ponte et al., 2022). In particolare, questa specie in
letteratura ¢ conosciuta per la capacita di produrre numerosi composti alogenati (McConnell e
Fenical, 1977), tra cui i polialometani. La biosintesi dei polialometani (come CHCl3 o CH2Br) ¢
catalizzata dalle aloperossidasi (HPO) (Butler et al., 2004, Butler e Carter-Franklin, 2004; Neumann
et al., 2008; Butler e Sandy, 2009; Winter ¢ Moore, 2009; Paul e Pohnert, 2011). Questi enzimi
possono contenere ferro o vanadato come cofattori e sono classificati sulla base dell'alogenuro piu
elettronegativo che riescono ad ossidare. Per esempio, ci sono le perossidasi che sono capaci di
ossidare cloruro, bromuro e ioduro (cloroperossidasi). La classe piu dominante di aloperossidasi tra
le alghe marine sono le bromoperossidasi (BrPO), per lo piu dipendenti dal vanadio e presenti in tutti
1 tipi di alghe delle divisioni Chlorophyta (Manthey e Hager, 1981; Ohshiro et al. 1999), Rhodophyta
(Theiler et al., 1978; Sheffield et al., 1993) ed Heterokontophyta (Wever et al., 1985, de Boer et al.,
1986; Moore et al., 1996). Durante la reazione dell'aloperossidasi, I’H>O, viene utilizzata per ossidare
gli anioni alogenuro mediante un'ossidazione a due elettroni producendo il corrispondente acido
HXO. Questo intermedio reattivo X" puo quindi essere utilizzato per alogenare substrati organici
ricchi di elettroni (Fig. 8-A). Nelle alghe, la formazione di dibromometano e bromoformio avviene
attraverso il precursore acido 3-chetoottanoico (Fig. 8-B7). Dopo la sua decarbossilazione, la
bromurazione produce gli intermedi 8 e 9 (Fig. 8-B9). Questi subiscono poi reazione aloformica per
via non enzimatica, producendo i rispettivi alometani e I’acido esanoico (Fig. 8-B10) (Paul e Pohnert,
2011). (Theiler et al., 1978; Beissner et al., 1981). Il rilascio di specie di alogeni ossidati da parte
della BrPO extracellulare, e la successiva reazione con la materia organica disciolta nell'acqua di
mare, puo rappresentare un meccanismo alternativo per la formazione dei polialometani (Manley,
2002). Nelle macroalghe si osserva tipicamente la produzione di idrocarburi alogenati con catena piu
lunga. Nelle alghe rosse e brune sono stati segnalati anche alcoli, aldeidi e chetoni alogenati, cosi
come idrocarburi C3-Cs mono e polialogenati (Le Pape e Grua-Priol, 1993; Giese et al., 1999; Moore
al., 1999). L'alga rossa Asparagopsis taxiformis ¢ una risorsa prolifica per questi metaboliti,
producendo idrocarburi insaturi funzionalizzati (Fig. 8-C) (Moore,1977; Kladi et al., 2004, Burreson

et al., 1976; Woolard et al., 1976).
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Figura 8 A) Reazione dell'aloperossidasi con substrati organici; B) Biosintesi dei polialometani; C) Aloidrocarburi algali

a catena corta (Paul e Pohnert, 2011).
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Inoltre, nel genere Asparagopsis le specie A. taxiformis e A. armata sintetizzano una serie di derivati
dell’acido acetico e acrilico (Fig. 9 X; 140-144) (McConnell e Fenical, 1977), con forme Z ed E
dell'acido 3-bromo-2-eptanoico (Fig. 9 X; 145, 146), ¢ Z-E degli acidi 3-bromo-2-nonanoici (Fig. 9-
147 ¢ 148), scoperti anche nelle alghe rosse Bonnemaisonia nootkana, Bonnemaisonia hamifera ¢
Trailliella intricata (McConnell e Fenical, 1977). Tra i vari composti isolati ci sono anche gli acidi
dibromo-2-n-butilacrilico (Fig. 9-149) e 3,3-dibromo-2-n-esilacrilico (Fig.9-150) dalle specie di

alghe B. nootkana, B. hamifera e T. intricata (Burreson et al., 1976).
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Figura 9 Composti acetici, bromurati e acidi acrilici prodotti e identificati nella famiglia delle Bonnemaisonniaceae
(Dembitsky e Srebnik, 2002)

Tuttavia, ad oggi, non sono stati riportati esperimenti sulla biosintesi di questi metaboliti, ma si puo
razionalizzare che le HPO siano piuttosto aspecifiche, e coinvolte nella produzione di questi composti

ad elevata diversita strutturale (Paul e Pohnert, 2011).
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1.4 Proprieta biologiche di E. crinita, E. brachycarpa e A. taxiformis

1.4.1 Antimicrobiche

Negli ultimi anni sta diventando sempre piu difficoltoso combattere i microorganismi patogeni a
causa dell’aumento della resistenza agli antibiotici (Fleming et al., 2017). Per superare questo
problema, sono stati esplorati nuovi farmaci derivati da prodotti naturali, come ad esempio le
macroalghe marine (de Sousa et al., 2017). In ambiente marino la biodiversita delle alghe marine
contribuisce alla produzione di numerosi composti strutturalmente nuovi e biologicamente attivi
(Sandsdalen et al., 2003; Tuney et al., 2006; Erbabley e Junianto 2020). Tra le macroalghe brune la
famiglia delle Sargassaceae € conosciuta per la capacita di produrre biomolecole che esprimono
importanti attivita antimicrobiche (de Sousa et al., 2017; Moubayed et al., 2017; Li et al., 2018;
Palanisamy et al., 2019; Abu-Khudir et al., 2021). Per esempio, estratti in metanolo-acqua ottenuti
dalle specie Carpodesmia crinita (oggi Ericaria crinita) e Carpodesmia brachycarpa (oggi E.
brachycarpa) esprimono attivita inibente verso il ceppo Gram-positivo Kocuria rhizophila (Maggio
et al., 2022), invece un estratto etanolico di Cystoseira brachycarpa (0ggi E. brachycarpa) (500
pg/disco) € stato capace di creare un alone di inibizione (>20 mm) nei confronti di tutti i batteri testati,
simile a quello del controllo positivo (rifampicina 30 pug) (Wahidi et al., 2015). Altri estratti in
metanolo ottenuti da E. crinita hanno mostrato importanti attivita antimicrobiche nei confronti di
diverse specie batteriche patogene di Gram-positivi ¢ negativi (Alghazeer et al., 2013; Berber et al.,
2015; Abu-Khudir et al., 2021). Dall’estratto in metanolo-cloroformio (1:1) di E. crinita, Sono state
prodotte delle sotto frazioni, dalle quali ¢ stata determinata la minima concentrazione inibente (MIC)
verso la specie Staphylococcus aureus. Le sotto frazioni che hanno dato maggiore attivita (MIC 250
ug/ml) sono state quelle ottenute in cloroformio e n-butanolo (Kamenarska et al., 2009). Alcuni
estratti ottenuti mediante idro-distillazione (metodo Clevenger) dalla specie E. crinita hanno
permesso di ottenere degli oli essenziali che hanno mostrato un'elevata attivita contro Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. D’altro canto, gli estratti in cloroformio e diclorometano hanno avuto
elevata efficacia contro Bacillus cereus ATCC 10876 (Tayyibe Beyza YUCEL, 2022). Recentemente,
utilizzando metodi green di estrazione (estratto acquoso) di E. crinita combinato a nanoparticelle di
ossido di zinco e di ossido di magnesio, é stata riportata un'eccellente attivita antimicrobica contro
vari batteri patogeni e funghi (Elrefaey et al., 2022; Fouda et al., 2022).

Per quanto riguarda il genere Asparagopsis produce diverse sostanze biologicamente attive, con
proprieta benefiche per I'uvomo e gli animali (Moigne, 1998, Cabrita et al., 2010; Blunt et al., 2018;
Machado et al., 2016a). La specie A. taxiformis € conosciuta per la sua capacita di produrre quantita

significative di oli essenziali composti da cloro-, bromo-, metani anche contenenti iodio, etanolo,
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etano, aldeidi, chetoni, 2-acetossipropani, epossipropani, derivati del propene e dell’acroleina.
(Burreson et al., 1976; Genovese et al., 2012; Magnusson et al., 2020).

Riguardo la specie aliena A. taxiformis diversi autori hanno dimostrato che gli estratti di questa specie
hanno importanti attivita antimicrobiche verso Aderomonas salmonicida, Aspergillus fumigatus, A.
fumigates, Aspergillus terreus, Aspergillus flavus, Bacillus subtilis, Cryptococcus gattii,
Cryptococcus neoformans, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Limnea
truncatula, Mycobacterium smegmatis, Photobacterium damselae, Photobacterium piscicida,
Photobacterium aeruginosa, Saccharomyces cerevisiae, Serratia marcescens, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Vibrio alginolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio harveyi, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus e attivita antiprotozoaria sulla Leishmania (Capone et al., 1997;
Val et al., 2001; Manilal et al., 2010; Genovese et al., 2013; Parsaeimehr e Chen, 2013; Vitale et al.,
2015; Saim et al., 2021; Ktari et al., 2022) e anti-cianobatterica (Capone et al., 1997). Mentre, gli
estratti etanolici di A. taxiformis hanno effetti inibitori su Vibrio alginolyticus, Vibrio vulnificus e
Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida (Cormaci et al., 2004). Inoltre, & stato dimostrato che
alcuni composti di A. taxiformis sono capaci di modulare il Quorum sensing nei batteri esposti,
mostrando quindi anche proprieta antivegetative (Jha et al., 2013).

In tempi recenti numerosi studi stanno dimostrando come questa specie di macroalga sia capace di
ridurre le emissioni di metano in vitro e negli allevamenti di ruminanti tra il 42.7% e il 98.0%, grazie
alla capacita di questa specie, di inibire lo sviluppo dei batteri metanogeni presenti nel microbiota (Li
et al., 2018; Kinley et al., 2016; Machado et al., 2016a; Machado et al., 2016b; Li et al., 2018;
Machado et al., 2018; Roque et al., 2019b; Abbott et al., 2020; Roque et al., 2020; Min et al., 2021;
Stefenoni et al., 2021; Camer-Pesci et al., 2023).

1.4.2 Antinfiammatorie

La risposta inflammatoria a stimoli potenzialmente dannosi (lesioni, stress o infezioni) include il
rilascio di mediatori proinfiammatori come il fattore di necrosi tumorale o (TNF- o), lI'interleuchina-
1B (IL-1 B) e linterleuchina 6 (IL -6). Il TNF-o induce l'attivazione dei macrofagi e aumenta la
produzione, per esempio, di IL-1 e IL-6. IL-6 & noto come mediatore endogeno della febbre indotta
da lipopolisaccaride (LPS) mentre IL-1 8 € prodotta principalmente dai macrofagi ed e coinvolto nella
fisiopatologia dell’artrite reumatoide. I loro livelli elevati promuovono un’inflammazione prolungata
e infiltrazione di monociti, granulociti, linfociti e mastociti nel sito della lesione. Quando attivati,
queste cellule potrebbero favorire un’inflammazione eccessiva (manifestata con dolore ed edema) e
il conseguente danno tissutale (Lee et al., 2012; Jeong et al., 2017; Muralidharan et al., 2013;

Apostolova et al., 2020). Si ritiene che il consumo di alghe marine brune migliori alcuni disturbi
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infiammatori, il cancro al seno ed il livello elevato di colesterolo (Fitton, 2003). La forte associazione
tra I'aumento del consumo di questi prodotti naturali e la prevenzione delle malattie umane ¢ stata
spiegata dal contenuto di fitonutrienti (Halliwell e Gutteridge, 1997). Il genere Cystoseira € una
potenziale risorsa di nuove biomolecole per I'industria farmaceutica, infatti questo genere produce
composti come: polifenoli, polisaccaridi, pigmenti e acidi grassi, che possiedono importanti attivita
antinflammatorie (Olate-Gallegos et al., 2019; Graiff et al., 2016; Khan et al., 2007).

Studi condotti in vivo su ratti “Wistar” hanno dimostrato come gli estratti acquosi, fucoidani e alginati
ottenuta da C. crinita, saggiati alle dosi di 25.5 mg/kg, hanno prodotto una significativa diminuzione
dell’edema della zampa, dei danni alla mucosa indotti dall'agente necrotizzante HCI/EtOH e dei livelli
di, IL-6 e nel siero nei ratti (Mhadhebi et al., 2014; Hadj Ammar et al., 2015; Apostolova et al., 2022;
Kokova et al., 2023). Un altro studio ha valutato 1’attivita antinflammatoria di estratti (in CHCI3 e
AcOEY) di E. crinita, alla dose di 50 mg/kg, mostrando 1’inibizione della formazione dell'edema del
81.7 e 84.9% dopo 3 ore dal trattamento (Mhadhebi et al., 2011). Mansur, (2022) stimolando i
macrofagi umani con LPS e successivamente trattandoli con estratti in metanolo di E. crinita. (250
pug/ml), ha rilevato una inibizione significativa del rilascio di TNF-a e IL-1 B rispettivamente del 40
e 50% paragonati ai controlli positivi, di fatto riducendo I’infiammazione prodotta da LPS. Le
cicloossigenasi (COX) sono enzimi fondamentali nella biosintesi delle prostaglandine e responsabili
del processo fisiopatologico dell'infiammazione. L'enzima COX si presenta in tre isoforme, COX-1,
COX-2 e COX-3. La COX-1 si trova nei tessuti normali, dove controlla la produzione di
prostaglandine ed € necessaria per la normale funzione fisiologica. La COX-2 invece viene prodotta
durante il processo di infiammazione e carcinogenesi (Ye et al., 2005; Khan, 2007; Wang e DuBois,
2015; Pang et al, 2016). | farmaci antinflammatori non steroidei (FANS) bloccano gli enzimi COX-
1 e COX-2 in misura diversa e riducono la biosintesi delle prostaglandine (Steinmeyer, 2000;
Minghetti, 2004). 1l blocco della COX-1 causa diverse complicazioni, la piu comune delle quali e
’ulcerazione del tratto gastrointestinale (Brune e Patrignani, 2015).

Diversi studi dimostrano come composti bromurati prodotti dagli organismi marini riescono ad inibire
I’attivita delle COX-2 (Meijer et al., 2003; Ahmad, 2004; Benkendorff et al, 2015; Ahmad et al.,
2017). Estratti acquosi di A. taxiformis hanno avuto la capacita di inibire in modo significativo
I’attivita della COX-2 (Julido et al., 2021). Altri autori utilizzando come solvente di estrazione
I’etanolo, hanno valutato I’attivita antinflammatoria degli estratti ottenuti da A. taxiformis contro le
COX-2. I risultati di questo studio hanno evidenziato come I’estratto in etanolo di A. taxiformis,
sottoposto a differenti metodi di conservazione, e testato alla concentrazione di 1 mg/ml, é stato
capace di inibire le COX-2 del 40 % (Regal et al., 2020).
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1.4.3 Antiossidanti

Le specie reattive dell'ossigeno (ROS) includono I'anione superossido (0%), il perossido di idrogeno
(H20>) e i radicali idrossilici (OH), e queste molecole inducono un danno verso lipidi, proteine e
DNA (Cross et al., 1987). | danni ossidativi sono responsabili di molte malattie croniche come:
malattie coronariche, I’aterosclerosi, cancro e I’invecchiamento (Finkel et al., 2000). Per prevenire o
ridurre la gravita di queste malattie importante ¢ I’azione degli antiossidanti che possono esercitare
un effetto protettivo (Li et al., 2007). A riguardo, di recente gli antiossidanti sintetici causano
particolari preoccupazioni e scarsa affidabilita in quanto responsabili di danni epiteliale,
inflammazione gastriche e favorendo la carcinogenesi (Felter et al., 2021). Per questa ragione sta
crescendo la necessita di scoprire e utilizzare molecole prodotte dalle piante e dalle alghe in quanto
importantissime fonti naturali di composti antiossidanti (Fukumoto and Mazza, 2000; Duan et al.,
2006; Kelman et al., 2012; Roohinejad et al., 2017). Tra le macroalghe la famiglia delle Sargassaceae
e conosciuta per produrre numerosi composti antiossidanti (de Sousa et al., 2017). Fisch et al., (2003),
hanno estratto e identificato nella specie E. crinita numerosi composti meroterpenici i quali hanno
espresso attivita antiossidanti paragonabili a quelle del butilidrossitoluene (BHT sintetico). Altri
estratti (in CH2Cl) di E. crinita, in cui erano presenti composti tetrapreniltoluchinoli, che hanno
mostrato valori della relativa efficienza antiossidante (relative antioxidant efficancy, RAE) di 0.4
paragonata all’attivita antiossidante del o -tocoferolo (Ruberto et al., 2001). Analogamente
utilizzando il test antiossidante del DPPH per valutare il potere antiossidante degli estratti di E. crinita
in metanolo (a freddo) alle concentrazioni di 50 - 250 pg/ml, hanno mostrato un ICso di 125 pg/ml
(Abu-Khudir et al., 2021), mentre altri autori testando la componente polisaccaridica dei fucoidani
ottenuta da E. crinita mostrato valori di ECso pari a 0.8 mg/ml (Hadj Ammar et al., 2015 Lukova et
al., 2023). Mentre utilizzando altri estratti di E. crinita, preparati a diverse concentrazioni (1000, 500,
250, 125 e 62.5 pg/mL), hanno permesso di evidenziare proprieta antiossidanti simili a quelle
dell’acido ascorbico (Berber et al., 2015). Recentemente utilizzando metodi di estrazione “green”
(estratti acquosi) in E. crinita combinati a nanoparticelle di ossido di zinco hanno mostrato attivita
antiossidante (Elrefaey et al., 2022). Mentre valutando il potere antiossidante del solo estratto acquoso
di questa specie ha permesso di mostrare ’attivita antiossidante simile a quella del Trolox (un derivato
sintetico della vitamina E) (Mhadheb et al., 2014).

La specie A. taxiformis, € conosciuta per essere ricca di iodio a tal punto che alcuni autori
suggeriscono il suo utilizzo per migliorare la malattia del gozzo (Kaliaperuma, 2003).

Produce numerosi metaboliti alogenati, che spesso funzionano come composti di difesa, includendo
bromo e iodio derivati, che vengono prodotti e immagazzinati in apposite cellule ghiandolari

specializzate (Paul et al., 2006a). Analizzando il contenuto fenolico degli estratti di questa specie €

pag. 27



possibile apprezzare numerosi composti capaci di esprime importanti attivita antiossidanti (Chan et
al., 2015). Per esempio, altri autori usando estratti in EtOH di A. taxiformis hanno registrato valori
alti del contenuto fenolico totale e della clorofilla A. Inoltre, utilizzando i test antiossidanti del FRSA
(Free radical scavenging activity), RA (Reducing Activity) e FIC (ferrous ion chelation) rilevandone
un elevato potere antiossidante (Nunes et al., 2018). Altri autori testando estratti acquosi e metanolici
dell’ossido nitrico, con valori di 1Cso di 5.1 e 15.0 pg/ml rispettivamente, quando il valore dello
standard (acido ascorbico) di riferimento era di 1Cso 3.7 ug/ml. Inoltre, gli estratti acquosi e metanolici
hanno mostrato una forte inibizione del processo di perossidazione lipidica dell’acido linoleico ad
una concentrazione di 300 pg/ml simile al butilidrossiltoluene (BHT) (Mellouk et al., 2017). Studi
condotti in quattro frazioni degli estratti di A. taxiformis hanno dimostrato di avere come questi
estratti hanno la capacita di eliminare i radicali in modo dose-dipendente. Infatti, testando la
concentrazione di 500 pg/ml, ha avuto come effetto 1’eliminazione dei radicali registrando valori del
85% nell’estratto metanolico, 79% nel cloroformio, 47% nell’etere di petrolio e del 45% dell’acetato
di etile (Neethu et al., 2017). Analogamente, altri autori conducendo i test del DPPH e del ABTS, per
la valutazione del potere antiossidante nei diversi estratti aquosi ed etanolici di A. taxiformis, hanno
dimostrato che effettivamente 1’estratto acquoso abbiamo maggiori proprieta antiossidanti rispetto

all’estratto etanolico (Julido et al., 2021).

1.4.4 Citotossiche

Ad oggi esistono oltre 200 tipi diversi di cancro e circa il cinquanta per cento delle persone in tutto il
mondo contrarranno il cancro nel corso della loro vita (Nascimento-Gongalves et al., 2018; Nordqvist
e Chun, 2017; Hallek, 2019). Tra le cause che contribuiscono a questo fenomeno sono la continua
crescita e invecchiamento della popolazione, e si prevede che il peso globale del cancro aumentera
fino a 21.7 milioni di nuovi casi e 13 milioni di decessi entro il 2030 (Ferlay et al., 2013). Di tutti i
casi di cancro, il 90-95% sono dovuti ai fattori ambientali mentre i casi residui (5-10%) sono dovuti
a fattori genetici ereditari (Anand et al., 2008). Attualmente uno dei trattamenti pit comuni per
combattere il cancro € la chemioterapia (Coffelt e deVisser, 2015; Senthebane et al., 2017). Purtroppo,
questo trattamento causa numerosi effetti avversi nei pazienti come ad esempio I’infertilita,
I’immunosoppressione e danni agli organi (Turan et al, 2014; Nurgali et al., 2018; Kaur et al., 2022).
Per questo motivo recentemente, c’¢ sempre un utilizzo maggiore di prodotti bioattivi derivati
dall'ambiente marino capaci di mostrare efficacemente attivita di chemioprevenzione, esplicando
attivita chemioterapica naturale producendo meno effetti collaterali (Abourriche et al., 1999; Zubia

et al., 2009; Alves et al., 2018; Ercolano et al., 2019). Tra questi le macroalghe producono
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biomolecole capaci di esprimere attivita citotossiche (Mayer e Gustafson, 2006; Smit, 2004). Alcuni
autori suggeriscono di consumare le alghe come agenti chemiopreventivi contro diversi tumori (Yuan
e Walsh, 2006). La famiglia di macroalghe brune Saragassaceae € conosciuta per le numerose
proprieta antitumorali espresse dagli estratti o dalle molecole ottenute da queste macroalghe (de Sousa
et al.,, 2017). Per esempio, estratti in metanolo e cloroformio di E. crinita hanno avuto attivita
citotossica contro linee cellulari derivate dalla leucemia (HL60, THP-1) e linfomi (REC-1) mostrando
un ICso di 85.3; 103.3 e 108.9, pg/ml (Mansur, 2022). Saggiando gli estratti in metanolo (80%) di E.
crinita contro adenocarcinoma mammario umano (positivo per il recettore degli estrogeni (MCF-7)),
epatico (HepG2), ¢ stata registrata una ICso di 18 e 82.3 pg/ml rispettivamente. Investigando il
processo mediante il quale questi estratti portassero a morte le cellule tumorali ¢ stato dimostrato che
inducano la morte cellulare programmata, attraverso 1’aumento dell'espressione di mRNA e proteine
di Bax e Beclin-1 e diminuendo l'espressione di Bcl-2, inducendo I’apoptosi e I’autofagia nelle cellule
MCF-7 (Abu-Khudir et al., 2021).

Altri estratti crudi in cloroformio e acetato di etile hanno mostrato una significativa attivita
antiproliferativa sia contro carcinoma del colon (HCT15) registrando un ICso di 41-58 pg/ml, che
contro I’adenocarcinoma della mammella (MCF7) registrando un ICso di 37-65 pg/ml (Mhadhebi et
al., 2011).

Recentemente, utilizzando metodi green di estrazione (estratti acquosi) di E. crinita, ¢ stata valutata
I’attivita antiproliferativa verso linee cellulari di adenocarcinoma polmonare (A549), HCT15 e di
MCF7. I risultati hanno mostrato un importante attivita antitumorale con valori di 1Cso di 49.5 pg/ml
per A549, 26.4 ng/ml per HCT15 e di 17.9 pg/ml in MCF7 (Mhadhebi et al., 2014). Inoltre,
combinando estratti acquosi di E. crinita a nanoparticelle di ossido di magnesio (MgO-NPs) altri
autori hanno osservato che questo complesso € stato capace di esplicare attivita antitumorale contro
linee cellule di adenocarcinoma colorettale umano (Caco-2), con valore di ICsodi 113.4 pg/ml (Fouda
et al., 2022). Sembrerebbe che questa attivita antitumorale sia dovuta al complesso estratto/MgO-NP
in quanto veicolato all’interno delle cellule tumorali attraverso endocitosi o macro-pinocitosi,
attiverebbe la via apoptotica portando a morte le cellule come suggerito da altri autori (Verma et al.,
2020).

Inoltre, numerosi studi dimostrano come i composti bromurati siano importanti nell’esercitare attivita
antitumorali (Glazman-Kusnierczyk et a., 1992; Segraves e Crews, 2005; Shoemaker, 2006; Morretta
et al., 2024). Alcuni autori hanno valutato 1’attivita citotossica di estratti della specie 4. taxiformis in
uova di Artemia salina dopo 24 ore di esposizione. L’effetto tossico ¢ risultato dose dipendente ed ha
causato il 100 % dell’inibizione dello sviluppo delle uova alla concentrazione di 500 pg/ml (estratti

ottenuti mediante: etere di petrolio, metanolo e acetato di etile) mentre a concentrazione piu bassa
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(125 pg/ml), la frazione dell’estratto ottenuta con acetato di etile, ha prodotto danni alle uova di 4.
salina (Neethu et al., 2017). Altri estratti di A4. taxiformis testati contro linee tumorali di
adenocarcinoma umano A549 hanno dimostrato che alle concentrazioni di 200 pg/ml ’estratto in
CHCI3-MeOH (2:1) causa il 100% di mortalita delle cellule di A549 con valori di ICso di 98.0 pg/ml.
Mentre testando gli estratti etanolici alla concentrazione di 200 pg/ml hanno avuto una minore attivita

antitumorale causando una mortalita del 20.1 % nelle cellule A549 (Nunes et al., 2020).
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1.5 Attivita miorilassante delle macroalghe

I disturbi gastrointestinali possono portare ad una diminuzione della qualita della vita e ad un aumento
del rischio di ansia e depressione (Anheyer et al., 2017). Questi disturbi sono caratterizzati da dolore
addominale ricorrente o cronico e sindrome dell’intestino irritabile (IBS) (Holtmann et al., 2018).
Tradizionalmente rimedi naturali sono stati utilizzati (economicamente vantaggiosi) per la cura di
diverse malattie (Tang et al., 2010; Ghasemi et al., 2013).

Le piante medicinali come la camomilla (Matricaria chamomilla) sono fonti di molecole usate nella
medicina tradizionale con importanti attivita antinflammatoria e antispasmodica per curare i disturbi
intestinali e mestruali (Nathan, M., Scholten, R. 1999; Asadi-Samani et al, 2013), tuttavia,
recentemente diversi studi hanno dimostrano come estratti e molecole di macroalghe possiedano
importati attivita antispasmodiche (Cavalcante-Silva et al., 2016; Babich et al., 2022).

Ad esempio, molecole prodotte dalle specie di macroalghe brune come Sargassum polyceratiuma e
Cystoseira brachycarpa var. balearica (e.g., due diterpeni lineari, eleganolone ed elegandiolo) hanno
mostrato importanti proprieta spasmolitiche sulla contrazione dei muscoli lisci dell'ileo del porcellino
d’india (Bhakuni et al. 1992; Della Pieta et al., 1996; Correia et al., 2011).

Numerosi studi dimostrano come il floroglucinolo (1,3,5-triidrossibenzene), una molecola presente e
prodotto anche nelle macrolaghe, esercita importante attivita antispasmodiche (El Hattab et al., 2015).
Questo polifenolo porta al rilassamento muscolare inibendo i canali del calcio voltaggio-dipendenti
(Bueno et al., 1997; Lazaraki et al., 2014) e non mostra effetti collaterali anticolinergici associati alle
altre classi di antispastici (Ford et al., 2008; Ruepert et al., 2011; Lazaraki et al., 2014). Inoltre, uno
studio dimostra come il floroglucinolo riesce a ridurre la motilita del rettosigmoide dopo un pasto di
prova (Cargill et al., 1992), ed e capace di ridurre le contrazioni fasiche del colon, promosse
dall'iniezione di glicerolo nel retto, senza influenzare il tono del colon (Louvel et al., 1996). Questo
composto agisce direttamente sulla muscolatura liscia intestinale (Jafri et al., 2006). Inoltre, uno
studio dimostra che il floroglucinolo non ha effetti teratogeni sulle donne in gravidanza (Lacroix et
al., 2011). Per questa ragione questo composto trova molte applicazioni nel settore farmaceutico per
la produzione di farmaci antispasmodici, ad esempio, come generico prodotto dalla multinazionale
Mylan® o nel farmaco Spasfon prodotto dalla Lyoc ®.

Altri studi condotti su K-carragenina, ottenuta da estratti di un’alga rossa Hypnea musciformis hanno
dimostrato che essa antagonizza lo spasmo indotto dall'istamina nell’ileo del porcellino d’india (Das,
1980).

Altri composti come le caulerpine prodotte in ambiente aquatico dal genere Caulerpa, per esercitare

attivita allelopatiche verso altre specie marine (Raniello et al., 2007), promuovono I’attivazione deli
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recettori B-adrenergici nell’ileo del porcellino d’india esplicando importante attivita antispasmodica
(Cavalcante-Silva et al., 2016).

Inoltre, un prodotto gia presente nel mercato (Klamin®), contenente estratti della microalga
Aphanizomenon flos aqua e capace di ridurre I’ampiezza delle contrazioni spontanee della
muscolatura liscia circolare umana in modo dose-dipendente (Amato et al., 2021). Cio ci suggerisce
I’importanza delle macroalghe come fonte di prodotti naturali dall’alto valore biologico,
rappresentando una nuova risorsa in ambito commerciale per la formulazione di prodotti green,

performanti dall’elevata bioattivita.

1.6 Attivita immunomodulante di macroalghe negli organismi acquatici

Le macroalghe svolgono un ruolo cruciale negli ecosistemi acquatici e hanno un impatto significativo
su vari organismi all’interno di tali ecosistemi (Biris-Dorhoi et al., 2020). Tuttavia, gli organismi
acquatici risentono dei cambiamenti quali: qualita dell’acqua, disponibilita di cibo, attivita antropica
e dal cambiamento climatico. (Sanders, 1993; Hedrick, 1998; Valavanidis et al., 2006; Marcogliese,
2008; Niinemets et al., 2017; Liu et al, 2018; Kataoka et al., 2021; Kazmi et al., 2022). Quando gli
animali acquatici sperimentano questi stress posso attivare il sistema immunitario come meccanismo
di difesa (Tort,2011), rilasciando molecole proinfiammatorie come citochine e chemochine (Verburg-
Van Kemenade et al., 2009). In generale la risposta infiammatoria € una parte fondamentale della
reazione del sistema immunitario allo stress o alle lesioni, per difendersi da potenziali minacce e
finalizzata a ripristinare I'omeostasi (Chovatiya e Medzhitov, 2014).

A riguardo, diversi composti presenti nelle macroalghe, come polifenoli, polisaccaridi e acidi grassi,
possiedono proprieta antinflammatorie (Bilal et al., 2019; Safavi et al., 2019; Silva et al., 2020; Rocha
et al., 2022). Questi composti riescono a regolare 1’infiammazione indotte dallo stress, migliorando
cosi la resilienza degli organismi acquatici (Gomez-Zavaglia et al., 2019; Safavi et al., 2019; Naiel et
al., 2021; Mapelli-Brahm et al., 2023: Mishra et al, 2023; Mokolensang et al., 2023). Numerosi studi
dimostrano come gli estratti delle macroalghe possano inibire la produzione di citochine ed enzimi
proinfiammatori, modulando I’attivita delle cellule immunitarie in risposta a vari stimoli, inclusi
agenti patogeni e fattori di stress ambientali (Bischof et al., 2012; Sangha et al., 2014), riducendo
I’inflammazione negli organismi acquatici (Jaswir et al., 2011; Regoli et al., 2014; Cian et al., 2018;
Barbalace et al., 2019; Agatonovic-Kustrin et al., 2022; Rocha et al., 2022).

Per esempio, i florotannini, i fucoidani ed i polisaccaridi prodotti dalle macroalghe possiedono
importanti proprieta antiossidanti (Padua et al., 2015; Saeed et al., 2021). Questi composti grazie alle

loro proprieta riescono ad eliminare i radicali liberi dannosi, riducendo cosi lo stress ossidativo negli
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organismi acquatici (Saeed et al., 2021; Vladkova et al., 2022). | florotannini sono composti
polifenolici tipici delle alghe brune e possiedono una forte attivita antiossidante grazie alla loro
capacita di donare atomi di idrogeno o elettroni, neutralizzando cosi i radicali liberi e prevenendo il
danno ossidativo alle cellule (Freile-Pelegrin et al., 2013; Meshalkina et al., 2023). Mentre i fucoidani
sono polisaccaridi solfati e presenti nelle pareti cellulari delle alghe brune, ed esibiscono varie attivita
antiossidanti capaci di eliminare i radicali liberi, chelare gli ioni metallici coinvolti nei processi
ossidativi, e riducono lo stress ossidativo (Wang et al., 2016; Priya e Khora, 2023; Cholaraj et al.,
2024). Questi composti eliminando i radicali liberi e modulando I’attivita degli enzimi antiossidanti,
mitigando i danni associati all’inflammazione negli organismi acquatici (Saeed et al., 2021; Michalak
et al., 2022). Inoltre, diversi studi dimostrano come estratti di macroalghe promuovono la guarigione
delle ferite negli organismi acquatici (Machado et al., 2021), riducendo I’infiammazione delle ferite
e stimolando la rigenerazione dei tessuti (Prasedya et al., 2020).

Nel complesso, I’attivita antinflammatoria delle macroalghe negli organismi acquatici ¢ promettente
anche per varie applicazioni, tra cui 1’acquacoltura, la conservazione ambientale e lo sviluppo di

prodotti farmaceutici.

1.7 Bio-marker dello stress negli organismi acquatici

E noto in letteratura che le risposte a condizioni di stress negli organismi acquatici possono essere
valutate grazie all’analisi di diversi tipi di biomarker quali per esempio: i livelli di cortisolo, le Heat
Shock Proteins (HSPs) e I’attivita enzimatica di esterasi e fosfatasi alcalina (Matranga et al., 2000;
Livingstone, 2001; Valavanidis et al., 2006; Regoli et al., 2014; Sadoul et al., 2019; Vazzana et al.,
2020). In merito, numerosi studi dimostrano che organismi acquatici sono particolarmente suscettibili
allo stress ossidativo a causa della loro esposizione diretta a inquinanti ambientali, radiazioni UV e
altri fattori di stress presenti negli ecosistemi acquatici (Di Giulio et al., 1989; Livingstone, 2001;
Héder et al., 2011; Lushchak et al., 2011).

I celomociti sono cellule presenti nel celoma, la cavita corporea di molti invertebrati (Tahseen et al.,
2009; Sharlaimova et al., 2021). Svolgono vari ruoli nell'immunita, nella rimozione dei rifiuti e nella
riparazione dei tessuti (Mydlarz et al., 2006). Negli invertebrati marini, come gli echinodermi, i
celomociti sono componenti essenziali del loro sistema immunitario (Smith et al., 2018).

Un aumento delle conte cellulari totali negli animali acquatici indicano che gli organismi acquatici in
esami sono sottoposti a stress ambientali (Ellis et al., 2011; Huang et al., 2016; Kim et al., 2019; Xu
et al., 2021). Infatti, 1’esposizione a inquinanti, le fluttuazioni di temperatura possono innescare
risposte immunitarie, portando a cambiamenti del numero cellule immunitarie (Wingfield, 2013;

Makrinos e Bowden, 2016).
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Generalmente un organismo aumenta il numero di cellule immunitarie come meccanismo di difesa
contro agenti patogeni o tossine (Yui et al., 1983; Acheson e Luccio, 2004; Margolick et al., 2014;
Spiering, 2015; Dettleff et al., 2020; Wang et al., 2023). Tuttavia, la modifica del numero degli
immunociti negli organismi acquatici puo essere indotto da altri fattori ambientali quali: danni ai
tessuti o dall’inflammazione (Garcia-Bueno et al., 2008; Reuter et al., 2010; Landén et al., 2016;
Gusev et al., 2022), temperatura (Matranga et al., 2000; Murano et al., 2023), salinita (Geng et al.,
2016; Barrett et al., 2024), inquinamento (Oweson et al., 2008; Garcia-Velasco et al., 2023;), danni
fisici (Matranga et al., 2000; Caulier et al., 2020), esposizione alle tossine (Nusetti et al., 1998;
Dolmatova et al., 2003), processi riproduttivi (Currie et al., 2000; Ellis et al., 2011) e dalle variazioni
stagionali (Currie et al., 2000; Gallo et al., 2023).

Per esempio, i ricci di mare Paracentrotus lividus sottoposti a stress termico (35 C° e 4 °C) aumentano
in modo significativo il numero dei celomociti e dell’espressione di HSP 70 (Matranga et al., 2000).
Oppure esponendo lo scorfano nero Sebastes schlegelii e la specie Pagrus major a 1-2 mg/ml di
manganese per 14 giorni, causa una diminuzione significativamente del numero totale di leucociti
((Do et al., 2019), indicando che il manganese presente in eccesso nelle acque pud provocare
I’immunosoppressione degli organismi acquatici (Hernroth et al., 2020).

Per questa ragione il monitoraggio delle variazioni delle conte totali, negli organismi acquatici € uno
degli strumenti che possono fornire informazioni sullo stato di salute degli organismi acquatici
sottoposti a vari stress (Hofstra et al., 2020; Pelletier et al., 2020; Beale et al., 2022).

Altri biomarker utilizzati negli organismi acquatici sono le specie reattive dell’ossigeno (ROS). 1
ROS includono molecole come I'anione superossido (O2"), il radicale idrossile (*OH) e il perossido
di idrogeno (H202) generati come sottoprodotti naturali del metabolismo aerobico (Ozougwu, 2016).
Quando presenti in eccesso i ROS possono causare danni ai lipidi, alle proteine e al DNA causando
lo stress ossidativo (Juan et al., 2021). Il monitoraggio dei livelli di ROS negli organismi acquatici €
importante in quanto puo fornire preziose informazioni sulla loro salute e sulle condizioni ambientali
in cui vivono (Lushchak et al., 2011; Sies et al., 2022). A riguardo, esistono vari test biochimici che
permettono la misurazione dei livelli di ROS negli organismi acquatici, come ad esempio la
microscopia a fluorescenza o la citometria a flusso (Goedken et al., 2004; Le Goic et al., 2014).

In letteratura diversi autori hanno dimostrato che le cellule immunitare esposte a tossine aumentano
la produzione di ROS (Hwang et al., 2019; Moosova et al., 2019) come per esempio i celomociti
dell’echinoderma Eupentacta fraudatrix se esposti a delle tossine di Yersinia pseudotubercolosi
(Dolmatova et al., 2003). Oppure esponendo gli amebociti della stella marina Asterias rubens, con i
batteri Gram-positivi, Micrococcus luteus (10 e 25x107 cellule batteriche/ml) aumentano

significativamente la produzione e il rilascio di ROS (Coteur et al., 2002).
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Un altro biomarcatore utilizzato per la valutazione dello stato di salute degli organismi acquatici e
quello dei nitriti (Pandey et al., 2003; Ekambaram et al., 2014; Venditti et al., 2022). 1l nitrito (NO2")
e un sottoprodotto dell'ossidazione dell'ossido nitrico (NO) e viene spesso generato durante
condizioni di stress ossidativo (Lundberg et al., 2008). Lo stesso ossido nitrico puo agire come
molecola di segnalazione in vari processi fisiologici (Lamattina et al., 2003), ma in condizioni di
stress ossidativo puo reagire con i radicali superossido per formare perossinitrito (NO3") (Piacenza et
al., 2022). 1l monitoraggio del NO insieme ad altri biomarcatori e parametri fisiologici puo fornire
preziose informazioni sullo stato di salute degli ecosistemi acquatici (Kuklina et al., 2013; Monteiro
et al., 2021; Kadim et al., 2022). Per esempio, il riccio di mare Paracentrotus lividus esposto
all’inquinamento antropico ¢ alla presenza della specie Lophocladia lallemandii, una macroalga
aliena, aumenta in modo significativo il livello di NO3z™, indicando come questi fattori (inquinanti,
presenza della specie aliena) influenzino lo stato di salute di questi organismi acquatici.

Il GSH, o glutatione, e uno dei biomarcatori utilizzati per valutare lo stress ossidativo negli organismi
acquatici (Hellou et al., 2012). E un tripeptide composto da cisteina, glicina e acido glutammico e
svolge un ruolo cruciale nei meccanismi di difesa antiossidante all'interno delle cellule (Almeida et
al., 2009; Regoli et al., 2014). Una delle funzioni primarie del glutatione & neutralizzare i ROS e
proteggere le cellule dal danno ossidativo (Mari et al., 2009; Jozefczak et al., 2012). Di conseguenza,
la concentrazione di glutatione all’interno delle cellule puo servire da indicatore dei livelli di stress
ossidativo (Schulz et al., 2000; Regoli et al., 2014; Demirci-Cekic et al., 2022). Diminuzioni dei livelli
di glutatione o alterazioni nel rapporto tra glutatione ridotto (GSH) e ossidato (GSSG) possono
indicare un aumento dello stress ossidativo negli organismi acquatici (Lushchak et al., 2011; Hellou
etal., 2012; Eroglu et al., 2015; Ming et al., 2019).

Infatti, negli organismi acquatici 1’esposizione a metalli pesanti come piombo, mercurio, cadmio e
arsenico puo comportare una diminuzione dei livelli di GSH, in quanto i metalli generano ROS nelle
cellule, causando la riduzione di GSH che elimina questi radicali liberi per proteggere le cellule dai
danni (Ercal et al., 2001; Mahboob, 2013). Una diminuzione dei livelli di GSH negli organismi,
indicano un aumento del danno ossidativo e anche la compromissione delle funzioni cellulari
(Lushchak etal., 2011), che possono comportare diversi effetti avversi quali: riduzione dello sviluppo,
compromissione della capacita riproduttiva o persino la morte (Pefia-Llopis et al., 2003; Braun et al.,
2010; Zhang et al., 2016). Per questa ragione il monitoraggio dei livelli di glutatione negli organismi
acquatici puo fornire preziose informazioni sullo stato di salute dei loro ecosistemi e aiutare a valutare
I’impatto dei fattori di stress ambientale su questi organismi (Lam, 2009; Lushchak et al., 2011,
Hellou et al., 2012; Hook et al., 2014). Inoltre, comprendere il ruolo del glutatione nei meccanismi di

difesa antiossidante puo aiutare a sviluppare strategie per mitigare lo stress ossidativo e proteggere la
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biodiversita acquatica (Lushchak et al., 2011; Birnie-Gauvin et al., 2017).

Negli ambienti acquatici, gli organismi sono spesso esposti a inquinanti provenienti da fonti
industriali, agricole e urbane (Valavanidis et al., 2006; Bukola et al., 2015; Malik et al., 2020). Questi
inquinanti possono indurre risposte allo stress negli organismi acquatici, portando a cambiamenti
nelle loro attivita enzimatiche, comprese le esterasi (Basopo et al., 2014; Lomartire et al., 2021).
L’esterasi € un enzima appartenente alla classe delle idrolasi che catalizza la reazione di idrolisi del
legame estere (Levisson et al., 2009; de Souza Vandenberghe et al., 2020).

Questo enzima svolge un ruolo cruciale nel processo di disintossicazione scomponendo vari composti
tossici, tra cui pesticidi, metalli pesanti e inquinanti organici in sostanze meno dannose (Oves et al.,
2016; Kumari et al., 2021; Saravanan et al., 2021; Yaashikaa et al., 2022). E uno dei pit comuni
enzimi utilizzato come biomarcatore negli organismi acquatici in quanto bioindicatore di stress
ambientale (Galloway et al., 2002; Forget et al., 2003; Rickwood e Calloway, 2004; Barata et al.,
2004; Hannam et al., 2008; Ren et al., 2015; Parisi et al., 2017; Vazzana et al., 2020). Aumenti 0
diminuzioni dei livelli di attivita esterasica possono indicare I’esposizione a fattori di stress
ambientale, come I’inquinamento o i cambiamenti nella qualita dell’acqua (Pretti et al., 2001;
Wheelock et al., 2008; Franco et al., 2016; Gongalves et al., 2021).

Per esempio, il salmone atlantico (Salmo salar) sottoposto ad infezioni di Lepeophtheirus salmonis
aumenta in modo significativo I’attivita esterasica (Ross et al., 2000).

A riguardo, lo stato di salute degli organismi acquatici puo essere monitorato attraverso 1’utilizzo di
test biochimici e metodi molecolari che determinano l'attivita esterasica negli organismi acquatici
(Hannam et al., 2008; Domingues et al., 2010: Mauro et al., 2022).

Un altro enzima utilizzando come bioindicatore negli organismi acquatici € la fosfatasi alcalina, un
metalloenzima che catalizza I'idrolisi non specifica dei monoesteri fosfatici e svolge un ruolo cruciale
in processi come il ciclo dei nutrienti, & presente in vari organismi acquatici (McComb et al., 2013;
Sharifian et al., 2018; Buscaino et al., 2019), e spesso e utilizzato come biomarcatore per valutare i
fattori di stress e lo stato si salute degli organismi in ambiente acquatico (Zhang et al., 2004; Zhou et
al., 2008; Gongalves, et al., 2021; Mohamed et al., 2020; Vazzana et al., 2020; Singh e Padey, 2023).
Infatti, quando gli organismi sono esposti a inquinanti, cambiamenti nella qualita dell’acqua o
degrado dell’habitat (Cooper et al., 1993; Akhtar et al., 2021), i loro processi fisiologici, comprese le
attivita enzimatiche della fosfatasi alcalina, possono essere influenzati (Ugokwe et al., 2015;
Mohamed et al., 2020; Gongalves et al., 2021).

Per esempio, le carenze alimentari di nutrienti come il fosforo nel cladocero Daphnia magna provoca
I’aumento significativo dell’attivita di fosfatasi alcalina (McCarthy et al., 2010). Inoltre, e stato

dimostrato che questo enzima aumenta la sua attivita in modo significativo durante il processo
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rigenerativo di bracci nella stella di mare Asteria forbensis (Donachy, et al., 1990). Risultati simili
sono stati ottenuti sull’echinoderma Holothuria tubulosa. Infatti, un’ora dopo dal taglio (ferita)
I’attivita enzimatica della fosfatasi alcalina aumenta, raggiugendo la sua attivitd massima dopo 24
ore, indicando che questo enzima sia coinvolto nel processo di guarigione delle ferite (Mauro et al.,
2021).

In fine il monitoraggio dell’attivita della fosfatasi alcalina in organismi come pesci, alghe o
invertebrati, permette di valutare la salute generale degli ecosistemi acquatici e prendere decisioni
importanti nelle politiche di gestione e conservazione degli ambienti acquatici (Cairns e Pratt; 1989;
Sala et al., 2012; Carmichael and Boyer, 2016; Forio et al., 2020).

1.8 L’organismo modello Arbacia lixula

Il phylum degli echinodermi ¢ interessante perché possiede sia caratteristiche tipiche dei protostomi,
sia caratteristiche che ritroviamo nei deuterostomi, suggerendo un passaggio chiave nell’evoluzione
(Fell, 1972; Nielsen et al., 2017). All’interno di questo phylum la classe echinoidea (ricci di mare) ¢
nota per avere come caratteristica gli embrioni trasparenti, che li rende ottimi organismi modello per
studiare con una certa facilita le malformazioni e individuare gli effetti subletali degli inquinanti sulla
formazione del corpo multicellulare nella fase iniziale dello sviluppo (Roccheri et al., 1997; Vega et
al., 2004; Lesser et al., 2003). Mentre gli adulti sono ampiamente utilizzati per lo studio della risposta
immunitaria innata come bioindicatore dello stress ambientale (Matranga et al., 2000; Pinsino et al.,
2015; Smith et al., 2018; Chiaramonte et al., 2019; Migliaccio et al., 2019; Vazzana et al., 2020;
Queiroz et al., 2021).

Nei nostri ambienti la specie Arbacia lixula (Linnaeus, 1758) ¢ parecchio conosciuta, ¢ termofila e
distribuito in tutto il Mediterraneo e nell’ Atlantico medio-orientale (Spagna, Portogallo, Africa Nord-
Occidentale), compresi gli arcipelaghi delle Azzorre, delle Isole di Capo Verde e delle Canarie
(Gianguzza e Bonaviri 2013).

A livello morfologico ¢ facilmente riconoscibile in quanto gli individui adulti si presentano con una
colorazione nera (Fig. 11) e le dimensioni variano da circa 15 mm a 50 mm di diametro (senza spine)
e le spine sono di lunghezza da moderata a lunga, spesso mostrando differenze di dimensioni e forma
(Gianguzza, 2020). Il peristoma puo essere nudo, ma di solito ha piccole spine e pedicellarie e
contiene placche incastonate che supportano I’apertura boccale (Fig. 10) (Gianguzza e Bonaviri,
2013). Il periprocto ¢ in gran parte coperto da quattro placche subtriangolari e subuguali (Gianguzza,

2020).
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Figura 11 Esemplare Adulto di 4. lixula. Photo©: Rosario Badalamenti

Questa specie ¢ comune e colonizza i substrati rocciosi in acque poco profonde in tutto il
Mediterraneo, € mostra una grande resistenza al movimento dell'acqua ed ¢ ben adattata alle acque
turbolente dei primi metri dell'infralitorale superiore (Gianguzza e Bonaviri, 2013).

Nel Mediterraneo questa specie condivide il suo habitat con un altro riccio di mare, il Paracentrotus
lividus (Lamarck, 1816).

Gli studi sull'ecologia di queste specie hanno rivelato che 4. lixula € pit comune sui substrati verticali
ed ¢ considerato un estirpatore principale di alghe coralline e incrostanti (Benedetti-Cecchi et al.,
1998; Bulleri et al., 1999), mentre il P. /ividus ¢ generalmente piu abbondante su substrati orizzontali
o leggermente inclinati, dove si nutre principalmente di alghe erette. Nel Mediterraneo, le due specie
sono considerate i pascolatori piu importanti, in quanto la variazione della loro densita e intensita di
pascolo puo modificare il dominio bentonico da un complesso assemblaggio stratificato di diverse

macroalghe erette (Cistoserieti), a uno piu semplice composto da poche alghe incrostanti: il cosiddetto
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‘Barrens habitat' (Sala et al., 1998; Boudouresque e Verlaque, 2001). Nel sublitorale mediterraneo ed
in particolare nei substrati rocciosi ci sono alcune specie di pesci che sono potenziali predatori di
questi ricci di mare. Tuttavia, € stato riportato che Sparus aurata, Diplodus sargus e D. vulgaris
controllano efficacemente le popolazioni di A. lixula e P. lividus (Sala e Zabala, 1996; Guidetti,
2006). Arbacia lixula e stata tradizionalmente considerata una specie erbivora nel Mediterraneo a
causa del dominio di alghe coralline incrostante trovate nel suo contenuto intestinale (Kempf, 1962;
Reégis, 1978; Verlague e Nedelec, 1983; Frantzis et al., 1988; Boudouresque e Verlaque, 2001).
Tuttavia, studi con analisi isotopiche (& *C e & '*N) sulla dieta di A. lixula hanno dimostrato che
occupa un livello trofico superiore a quello previsto per una specie erbivora (Wangsteen et al., 2011).
Arbacia lixula & un onnivoro tendente al carnivoro (Wangsteen et al., 2011). Principalmente
sipunculidi, sono I'alimento principale assimilato da A. lixula nel sud-ovest del Mediterraneo (Agnetta
et al., 2013). Inoltre, é stato dimostrato che il tessuto animale e digerito piu rapidamente rispetto al
tessuto di alghe o semplicemente per il fatto che gli animali non vengono ingeriti nel loro insieme ma
solo frammenti di essi che vengono raschiati dalla lanterna di Aristotele (ad esempio frammenti di
Sipunculidi e Serpulidi) (Wangensteen et al., 2011; Agnetta et al., 2013). E stato dimostrato che A.
lixula ha un ruolo di primo piano nel mantenimento di uno stato di sterilita del Mediterraneo sud-

occidentale, anche se presente a bassa densita (Bonaviri et al., 2011).

1.9 Il sistema immunitario degli echinodermi

Gli echinodermi sono invertebrati che comprendono specie con ruoli chiave nell'ecosistema marino
(Menge et al., 1994) (Fig. 12). Molti di essi, che vivono nelle acque costiere ed estuari, tra i vari tipi
di stress antropici sono per esempio direttamente esposte a microrganismi potenzialmente patogeni.
Per questo motivo, nel tempo hanno sviluppato risposte di difesa principalmente basate su immunociti
e fattori umorali contenuti nel liquido celomatico (Coffaro e Hinegardner, 1977; Smith, 1981; Chia e
Xing, 1996; fabbro et al., 1996; Pancer et al., 1999; Gross et al., 2000; Pancer, 2000; Kudriavtsev e
Polevshchikov, 2004; Goldstone et al.2006; Hamdoun e Epel 2007).

La prima risposta ¢ di tipo cellulare che nel caso degli echinodermi ¢ mediata dai celomociti. Queste
cellule immunocompetenti sono libere e circolano all’interno della cavita celomatica, esercitando le
funzioni immunitarie e possono anche infiltrarsi nei tessuti e negli organi (Ramirez-Gémez e Garcia-
Arraras, 2010). La seconda ¢ invece di tipo umorale e consiste nella produzione di fattori solubili nel
plasma degli organismi, secreti dalle cellule stesse nel fluido celomatico come lectine, agglutinine,
lisine, citochine, peptidi antimicrobici, fenolossidasi e i metaboliti della cascata profenolossidasica

(Ramirez-Gomez e Garcia-Arraras, 2010).
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Le proprieta morfo-funzionali degli immunociti sono ancora controverse € i loro meccanismi
immunitari sono, in parte, sconosciuti. Sebbene ad oggi non siano ancora chiari i pathway di
differenziamento che portano ai diversi tipi di celomociti si conosce il ruolo delle cellule progenitrici,
in quanto sembrerebbero essere coinvolte nella produzione dei celomociti (Fig. 13) (Karp e Coffaro,
1982; Ramirez-Gomez e Garcia-Arraras, 2010). Inoltre, diversi studi mostrano come 1’epitelio
celomatico e soprattutto I’organo assiale sembrano svolgere funzione emopoietica nella maggior parte
delle specie studiate di echinodermi (Millot, 1969; Smith, 1981; Karp e Coffaro, 1982; Parrinello,

1995a; Ramirez-Gomez e Garcia-Arraras, 2010).

Crinoidea

F Echinoidea
G Vertebrata
Holothuroid
olothuroidea Agths
Chordata
Ophiuroidea Cephalochordata
Deuterostomia Urochordata
Asteroidea
Hemichordata
snot Ambulacraria
Crinciden Echinodermata

Hemichordat: Protostomia

Figura 12 Cinque classi di Echinodermata. (A — E). A) L'Echinoidea comprende ricci di mare e sono rappresentati dal
riccio di mare viola, Strongylocentrotus purpuratus. B) Gli Holothuroidea sono rappresentati dal cetriolo mare
Parastichopus parvimensis. C) 1 Crinoidea sono rappresentati dal giglio di mare Oxycomanthus intermedius. D)
L'asteroide comprende stelle marine. F, G) Alberi filogenetici a cui appartengono queste classi di echinodermi. (L.
Courtney Smith et al., 2018).
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Call type

Prasant in class

Role

Reference

Discoidal cell

E.H

Polygonal cell

E

Small phagocyte

E.H

Amebocylas
IPhagocytes

E.HACO

Phagocytosis, clotting,
encapsulation, chemotaxis,
opsonisation, graft rejection

(Coteur et al., 2002; de Fana and
da Silva, 2008; Eliseikina and
Magarlamoy, 2002, Endean,
1966; Matranga ef al. 2005;
Ramirez-Gomez ef af, 2010;
Smith af al.. 2006}

Colored spherule

E.H.C

Antibacterial activity

{de Faria and da Silva, 2008
Endean, 1966; Smith st al.,
2008)

Colorless spherule

E.HACO

Artibactzrial, inflammation,
Wound healing, ECM
remadeling

{Coteur et al., 2002; de Faria and
da Silva, 2008; Eliseikina and
Magarlamov, 2002; Endean,
1966; Garcia-Arraras et &l |
2006; Ramirez-Gomaz af al

2010; Smith et af, 2006)
(Coteur af al, 2002; Eliseikina
and Magarlamov, 2002; Endean,
1966, Ramirez-Gomeaz at al.,
2010; Xing et al, 2008)

(da Faria and da Silva, 2008;
Eliseikina and Magaramov,
2002; Endean, 1966, Matranga
et al., 2005; Pinsing et al., 2008;
Ramirez-Gomez el al, 2010
Smith et al., 2006; Xing et al.,
2008)

(Eliseikina and Magadamov,
2002: Endean, 1966: Ramirez-
Gomez et al., 2010; Xing &t al.,
2008)

(Eliseikina and Magadamov,
2002; Endean, 1968, Pinsino ef
al.. 2008)

Lymphocyte E.H A Progenitor cells

Calomic fluid movemeant,

E.HAO clotting

Vibratile

Crystal cells H Osmoragulation

Hemocytes HADO Oxygen transport

Figura 13 Tabella tipi di immunociti presenti nelle diverse classi di echinodermi e le funzioni di queste cellule. Le lettere
in maiuscolo indicano le classi: (E) Echinoidea, (H) Holothuroidea, (A) Asreroidea, (C) Crinoidea, (O) Ophiuroidea.
Ramirez-Gémez e Garcia-Arraras, (2010).

Negli echinoidea sono quattro 1 principali tipi di celomociti descritti: amebociti, cellule vibratili,
sferulociti rossi e incolori (Boolootian e Giese, 1958; Johnson, 1969; Karp e Coffaro, 1980; Smith,
1981).
Numerosi studi hanno mostrato che esiste una grande varieta morfologica degli immunociti presenti
all’interno del fluido celomatico degli echinodermi. Tale varieta di cellule ¢ riassunta nella figura
sottostante (Fig. 13), insieme alle particolari funzioni che sono state a esse attribuite.
e Fagociti (Phagocytes) (Fig. 14) hanno 14-30 um di diametro, sono di forma variabile, dotati
di ampio citoplasma provvisto di un complesso di Golgi ben sviluppato e sottili granulazioni
difficilmente risolvibili al microscopio ottico. Risultano tra i pitt abbondati celomociti (fino al
80-85% del totale) e sono suddivisi in petaloidi (Fig. 14-d) e filopodiali (Fig. 14-¢) sulla base
della morfologia degli pseudopodi: le due morfologie rappresentano verosimilmente momenti
maturativi diversi dello stesso tipo cellulare. Nel riccio di mare, Strongylocentrotus
droebachiensis, 11 20% dei fagociti ha forma petaloidi e il resto ha una forma intermedia
(Bertheussen e Seljelid, 1982), a differenza della Cucumaria miniata che ha il 35 % a forma
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petaloide, 1l 7 % filopodiale e il resto forme intermedie (Fontaine e Lambert, 1977; Edds,
1977). Si tratta di cellule mobili, capaci di attiva fagocitosi (De Faria e Da Silva, 2008), ricche
in enzimi idrolitici (Canicatti, 1992) e coinvolte nella coagulazione (Smith, 1981). In
Echinoidea e Asteroidea, I’iniezione nel celoma di cellule o particelle estranee porta ad un
drastico calo di amebociti circolanti 1 quali, una volta fagocitato il materiale estraneo, si
aggregano all’interno delle papule o nell’organo assiale per essere poi eliminate all’esterno

(Karp e Coftaro, 1982; Parrinello 1995a).

Sferulociti, 8-20 um di diametro, con un citoplasma contenente sferule (2-5 um in diametro)
contenenti mucopolisaccaridi e proteine, molte delle quali ad attivita antimicrobica (Canicatti,
1992). Sono caratterizzati dalla presenza di vescicole al loro interno citoplasma, alcuni
contenenti pigmenti (rosso, giallo, verde, marrone) (Ramirez-Gomez e Garcia-Arraras, 2010).
Infatti, in base alle colorazioni di queste celomociti si distinguono gli sferulociti colorati (Red
spherulocytes) (Fig. 14-a) e Sferulociti incolori (Colourless pherulocytes) (Figural4-b). Negli
Echinoidea la pigmentazione rossa ¢ dovuta all’accumulo di composti naftochinonici chiamiti
Echinocromi. Tra questi troviamo 1’echinocromo A e gli spinochromi (A, B, C, D, E)
(Ageenko et al., 2022), i quali sono capaci di esercitare attivita antimicrobiche,
antiinflammatorie e citotossiche (Kiselev er al., 2013; Li et al., 2013; Pozharitskaya et al.,

2013).

Cellule Vibratili (Vibratile cell), 5-10 pm in diametro (Fig. 14-c), assenti in diverse specie,
dotate di movimento all’interno della cavita celomatica. Il citoplasma contiene inclusi sferici,
un complesso apparato del Golgi ben sviluppato e pochi mitocondri. Sono capaci di secernere
sostanze mucoidi e sembrano essere coinvolti nell” aggregazione cellulare in corrispondenza
di lesioni. A causa della loro ridotta distribuzione, le cellule vibratili sono state oggetto di
diverse controversie: alcuni ricercatori le hanno considerate come protozoi parassiti, altri

come cellule sfuggite dal peritoneo, gameti o artefatti (Hetzel, 1963; Endean, 1966).

Cellule Cristalloidi (Crystal Cells), presenti nelle Oloturie in bassa quantita, variabili in
lunghezza da 2 a 24 pm, con una o piu caratteristiche inclusioni cristalline di forma

romboidale o stellata, di composizione sconosciuta (Smith, 1981).

Emociti (Haemocytes) cellule di 10-20 pm in diametro, di forma variabile, contenenti

emoglobina nel citoplasma (Hetzel HR., 1963).
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Figura 14 Immunociti di Paracentrotus lividus: a) Sferulocita rosso; b) Sferulocita incolore; ¢) Cellula Vibratile; d)
Fagocita petaloide; e) Fagociti filopodiale. Bar 10 um. (V. Matranga Ed., Echinodermata — Page Proofs as of 01/19/05 —
Kroner, HD).
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1.10 Sviluppo embrionale nel riccio di mare

I ricci A. lixula raggiungono il picco riproduttivo da maggio a luglio (Fenaux 1968). Durante questo

periodo gli ovuli e lo sperma vengono rilasciati nell'acqua (Meidele e Scheibling, 2001).

A Animal pole B 4cell C 8cell D 16 cell E 32 cell F morula
\ 7 U U U I
Vegetal pole micromeres macromeres vegetal plate
G Blstuh H  Mesenchyme I Gastrula L econtiymesenchyme | (M frism o [|©  Pluteus
Animal pole Blastula 0 A 0 A
LN LN LN LR LN
Y I I b U
Vegetal pole primary mesenchyme pnmary mesenchyme qut anus
. Ectoderm Endoderm . Mesoderm
=
Q I P

Figura 15 Modello di sviluppo embrionale nel riccio di mare (Paracentrotus lividus). In ogni riquadro & rappresentato
uno stadio di sviluppo. A) uovo; B) 4 cellule; C) 8 cellule; D) 16 cellule; E) 32 cellule; F) morula; G) blastula; H) blastula
con mesenchima primario; I) gastrula precoce; L) gastrula tardiva; M) prisma; O) pluteo a 4 braccia; P) echinopluteo; Q)
riccio di mare alla fine della metamorfosi.

Dopo circa 60-90 minuti dalla fusione dei gameti lo zigote inizia a segmentare compiendo una prima
scissione (2 blastomeri) e successivamente una seconda che produce lo stadio a quattro cellule (Fig.
15-B) (Brachet e Alexandre, 2012). La terza scissione ¢ equatoriale o orizzontale, e taglia
perpendicolarmente attraverso l'asse polare e da luogo allo stadio di otto cellule (Fig. 15-C) (Conway
et al., 1984; Henry, 1998). In questo stadio le cellule sono tutte della stessa dimensione e compare
una piccola cavita tra i blastomeri. La quarta scissione produce 1'embrione allo stadio di 16 cellule e
man mano che la scissione continua, si crea uno spazio che si allarghera per formare il blastocele
(Fig. 15-D) (Giudice, 2012; Bodenstein, 2020). In questo spazio entra il fluido che ¢ in gran parte
acqua di mare (Conway et al., 1984; Vidavsky et al., 2014) (Fig. 15-D). Lo stadio di 32 cellule i
mesomeri si dividono orizzontalmente ed equamente, producendo due livelli (o strati) di cellule (Fig.
15-E) (Conway et al., 1964; Logan e McClay, 1999). La sesta scissione produce l'embrione allo stadio
di 64 cellule contenente otto livelli o strati di cellule (Giudice, 2012). Le ulteriori divisioni sempre

racchiuse dalla membrana di fecondazione, portano 1’embrione allo stadio di morula (Fig. 15-F)
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(Conway et al., 1984; Giudice, 2012).

Lo stadio a blastula ¢ caratterizzato dalla presenza di un grande blastocele pieno di liquido, e da una
riduzione della velocita di divisione cellulare (Giudice, 2012; Le Verge-Serandour et al., 2022). Circa
sei ore dopo la fecondazione l'embrione del riccio di mare entra nella fase iniziale di blastula
(Williams e Anderson, 1975; Vacquier, 2011). Le cellule della blastula disposti in un unico strato
attorno al blastocele e 1 blastomeri, sviluppano le ciglia sulla loro superficie esterna (Fig. 15-G). In
seguito, le ciglia dell'embrione ruotano e consentono il movimento all'interno dell'involucro di
fecondazione (Giudice, 2012). Dopo dieci-dodici ore dalla fecondazione la blastula media, composta
da circa 600 cellule, fuoriesce dalla membrana di fecondazione (Conway et al., 1984). Cio avviene
grazie al rilascio di enzimi prodotti dalla blastula che indeboliscono e dissolvono sufficientemente la
membrana affinché la blastula possa fuoriuscire (Ishida, 1936; Kopac, 1941). Una volta fuoriuscita
inizia a muoversi nella colonna d’acqua grazie al movimento delle ciglia (Wheeler, 2016; Allen et
al., 2022). Nella fase tardiva di blastula I'embrione si ispessisce al polo vegetale, formando la placca
vegetale (Fig. 15-H) (Angerer, 2000; Giudice, 2012). Durante la gastrulazione si verificano estesi
riarrangiamenti cellulari, solitamente definiti movimenti morfogenetici, che convertono la blastula
cava e sferica in una gastrula pluristratificata. I movimenti morfogenetici delle cellule dell'embrione
vengono riorganizzate nei tre strati germinali: ectoderma, mesoderma ed endoderma (Gustafson e
Wolpert 1967; Gustafson e Toneby 1971). La gastrulazione inizia quando le cellule mesenchimali
primarie, che derivano dai micromeri, migrano come singole cellule nella regione del blastocele
(Campanale et al., 2014; McClay et al., 2020). In questa fase iniziale della gastrulazione, I’embrione
viene chiamato blastula mesenchimale (Fig. 15-H). Dopo l'ingresso delle cellule del mesenchima
primario, costituito in questa fase da mesenchima secondario e mesoderma, invagina formando una
depressione chiamata blastoporo (Fig. 15-1) (Kominami e Takata, 2004; Formery et al., 2022). Man
mano che l'invaginazione della regione della placca vegetale continua, si forma un tubo a estremita
cieca, I'archenteron (Conway et al., 1984). L'archenteron continua ad allungarsi grazie ai movimenti
cellulari e ci0 permette all’estremita dell'archenteron, costituita dal mesenchima secondario e dalle
cellule del mesoderma, di entrare in contatto con l'ectoderma opposto al blastoporo (Fig. 15-L)
(Technau e Scholz, 2003; Arnone et al., 2015). L'invaginazione avviene dalle 20 alle 24 ore piu tardi
dalla fecondazione (Burke et al., 1991). Sono necessarie circa sei ore affinché I'archenteron si muova
attraverso il blastocele e entra in contatto con I'ectoderma del polo animale dell'embrione (Conway
et al., 1984). In questo stadio la gastrula contiene circa 1000 cellule (Gustafson e Wolpert 1967,
Conway et al., 1984). Successivamente si raggiunge lo stadio a prisma, caratterizzato da un
cambiamento nella forma complessiva dell'embrione dove ha inizio la differenziazione della struttura

larvale (Fig. 15-M) (Giudice, 2012). Al punto di contatto tra la punta dell'archenteron e I'ectoderma
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sovrastante, I'ectoderma si invagina leggermente per formare il futuro stomodaeum (Mclntyre, 2012;
McClay et al., 2020). Dallo stomodaeum nella larva si svilupperanno la bocca e l'apertura anteriore
del tubo digerente (Conway et al., 1984; McClay et al., 2020). Dal blastoporo si sviluppera invece
l'apertura anale del tratto digestivo (Martik ¢ McClay, 2014; Holland, 2020). Nell'archenteron
compaiono due restringimenti che lo suddividono in tre regioni: esofago, stomaco e intestino (Lyons
et al., 2012). Durante lo stadio prismatico 1'embrione assume la forma di una piramide troncata e
arrotondata (Baldrian e Wanninger 2015; de Santiago et al., 2023). 11 lato dell'embrione contenente
lo stomodacum diventa appiattito formando la superficie orale (classicamente denominata lato
ventrale) della larva in via di sviluppo. Anche il lato blastoporale dell'embrione si appiattisce e forma
la superficie anale (classicamente denominata lato posteriore) della larva in via di sviluppo (Arnone
et al., 2015; Pontheaux et al., 2021).

Allo stadio di pluteo le larve sono completamente sviluppate (Fig. 15-O) e sulla superficie orale
appare un‘escrescenza, il lobo orale stomodaeum (Conway et al., 1984). Man mano che lo sviluppo
procede compaiono due bracci, i bracci preorali e si estendono dal lobo orale (Conway et al., 1984).
Appaiono due bracci aggiuntivi, (bracci postorali) e si estendono dalla giunzione delle superfici orale
e anale (Conway et al., 1984). Le spicole triradiate formate nello stadio a prisma si sviluppano in
scheletriche aste che si estendono attraverso il corpo e attraverso i bracci (aste preorali e aste
postorali). A causa dei cambiamenti nella forma della larva, il tratto digestivo si sviluppa é si presenta
piegato a forma di J e lo stomaco si allarga e riempie gran parte del corpo del pluteo (Conway et al.,
1984). Una larva di pluteo in questa fase di sviluppo viene chiamata larva di pluteo a quattro braccia
(Shakirovich, 2020; Formery et al., 2022). Successivamente man mano che il pluteo a quattro braccia
si nutre, si sviluppa fino al raggiungimento dello stadio a otto braccia (Conway et al., 1984). Per
consentire I’accrescimento della larva ¢ necessario un periodo di alimentazione estensivo e continuo
prima che avvenga la metamorfosi in un riccio di mare in miniatura (Hinegardner, 1969; Okazaki,
1975; Harris e Eddy, 2015). Durante questo periodo, che dura generalmente da quattro a sei settimane
(Conway et al., 1984), le larve dei ricci (Fig. 15-P), sono particolarmente mobili e favoriscono la
dispersione delle specie (Gaylord et al., 2013; Harris e Eddy, 2015; Doll et al., 2022).

1.10.1 Effetti dello stress sullo sviluppo embrionale

Numerosi studi condotti sugli embrioni dei ricci dimostrano che, se sottoposti a stress ambientali
(termici, patogeni, tossine) questi organismi rispondono aumentando per esempio i livelli e sintesi
delle chaperonine mitocondriali appartenente alla famiglia delle Heat shock proteine (HSPs)
(Roccheri et al., 2001). Queste proteine svolgono la funzione protettiva contro molti tipi di fattori di

stress ambientale (Casano et al., 2003; Roccheri et al., 2004; Campanale et al., 2011; Pinsino et al.,
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2011; Russo et al., 2014; Aguirre-Martinez et al., 2015; Bonaventura et al., 2017; Chiarelli et al.,
2019). A livello intracellulare si occupano dell’assemblaggio, localizzazione, secrezione,
degradazione e del corretto ripiegamento delle proteine che ottengono la loro struttura tridimensionale
(Gething, 1997; Feder 1999). Inoltre, un amento della sintesi di queste chaperonine pud promuovere
anche I'apoptosi negli embrioni di riccio di mare (Roccheri et al., 2004; Agnello et al., 2007, Filosto
et al., 2008; Chiarelli et al., 2014a).

Un altro importante meccanismo biologico con cui gli embrioni di riccio di mare si difendono e
resistono alle condizioni di stress generate da sostanze inquinanti/tossiche ¢ quello dell’autofagia
(Filosto et al. 2008; Chiarelli et al., 2011; Chiarelli e Roccheri, 2014b). Questo meccanismo cellulare
permette alle cellule eucariotiche di sequestrare e degradare porzioni di citoplasma e organelli
attraverso la via lisosomiale (Klionsky e Emr 2000), e aumenta quando gli animali sono sottoposti a
stress ambientali (Cuervo et al., 2004; Moore e Allen 2006a; Tasdemir et al 2008) per permettere il
riciclaggio di componenti cellulari danneggiate (Chiarelli et al., 2014, 2016).

Malgrado questi meccanismi molecolari sia efficienti, pud succedere che non riescono a contrastare
I’effetto tossico di alcune sostanze e di conseguenza gli embrioni di riccio di mare degenerano
(Romano et al. 2003), come osservato in seguito all’esposizione a staurosporine batteriche (Voronina
e Wessel, 2001) o le ossilipine derivate da diatomee (Buttino et al., 1999). Questi composti aumentano
lo stress del reticolo endoplasmatico in modo dose-dipendente, aumentando 1’espressione della
proteina CHOP-10/GADDI153 (C/EBP homologous protein/DNA damage-inducible gene 153),
p62/SQSTMI (p62 protein/sequestosome 1) e delle LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-
light chain 3) (Chiarelli et al., 2021). Questi bio-marker sono legati all'arresto del ciclo cellulare e
all'attivazione della morte per apoptosi (Chiarelli et al., 2021), attivando la caspasi-8 e caspasi 3/7
(Romano et al. 2003; Hansen et al., 2004; Romano et al. 2010; Marrone et al., 2012; Ruocco et al.,
2016). Una volta attivate, le caspasi-3/7 mature scindono un ampio insieme di substrati, determinando
infine 1 caratteristici segni morfologici, come la formazione delle “Blebs” e dei corpi apoptotici o a
livello molecolare la condensazione nucleare e la frammentazione del DNA genomico (Leonard et

al., 2002; Lakhani et al., 2006; Lamkanfi 2010).
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2. Scopo del lavoro

Lo scopo di questo progetto ha riguardato la caratterizzazione dei metaboliti secondari prodotti da
alghe brune Ericaria brachcyarpa, Ericaria crinita e dell’alga rossa Asparagopsis taxiformis presenti
nei litorali siciliani, e la valutazione dei loro effetti biologici.

Inizialmente, ¢ stato effettuato il campionamento delle alghe di interesse mettendo a punto opportune
metodologie chimiche per I’estrazione e 1’identificazione dei metaboliti secondari presenti nelle
alghe. Gli estratti ottenuti sono stati valutati rispetto alla potenziale attivita biologica quali
antiossidante, antimicrobica, citotossica ed immunomodulante nel riccio di mare Arbacia lixula,

quale sistema animale marino modello.

La tesi si ¢ suddivisa in 2 fasi:
Prima fase ha riguardato:
e Campionamento, estrazione e caratterizzazione chimica dei metaboliti secondari presenti
nelle specie di macroalghe E. crinita, E. brachycarpa ed A. taxiformis.

e Valutazione del contenuto fenolico totale degli estratti di E. brachycarpa, E. crinita e A.
taxiformis per la determinazione del potere antiossidante.

La seconda fase ha avuto come obiettivo la valutazione delle proprieta biologiche degli estratti di £.
crinita, E. brachycarpa ed A. taxiformis al fine di valutarne possibili applicazioni innovative in
ambito farmaceutico, nutraceutico, zootecnico e alimentare.

I saggi biologici hanno riguardato lo studio delle seguenti attivita:

e Valutazione attivita antimicrobica degli estratti di E. brachycarpa, E. crinita e A. taxiformis,
verso cepplt patogeni di origine alimentare di Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes.

e Valutazione degli estratti di E. crinita, E. brachycarpa ed A. taxiformis attivita citotossica
verso eritrociti di mammifero e su linea tumorale HepG2;

e Valutazione proprieta pro-apoptotica dell’estratto di E. brachycarpa in linea tumorale di
neuroblastoma SH-SY5Y (Indifferenziate e differenziate);

e Valutazione dell’attivita immunomodulante degli estratti di E. brachycarpa, E. crinita, A.
taxiformis in vivo sul riccio di mare A. lixula uno dei responsabili della degradazione dei
cistoserieti ad aree a basso indice di biodiversita (Barren Habitat);

e Valutazione dell’attivita embriotossica dell’estratto di E. brachycarpa nel riccio di mare A.
lixula, sui diversi stadi di sviluppo (zigote, gastrula e pluteo);

e Valutazione dell’interazione ecologica tra A. lixula e le macroalghe E. crinita (autoctona) ed
Caulerpa taxifolia var. disticophilla (alloctona), attraverso la valutazione dell’attivita di
pascolo dei ricci mare A. lixula;
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e Valutazione dell’attivita miorilassante dell’estratto di A. taxifoirmis, contenente composti
bromurati, su colon di Rattus novergicus, per verificare I’attivita miorilassante.

I risultati di questo progetto consentiranno di comprendere 1’interazione macroalghe/riccio, mediate

da semiochimici, promuovendo una maggiore conoscenza dell’interazione tra le specie presenti nell’

habitat marino, con lo scopo di acquisire conoscenze di base per la tutela e conservazione della

biodiversita ambientale. Inoltre, considerando la potenziale bioattivita di questi metaboliti secondari

sara possibile sviluppare nuove molecole di origine naturale potenzialmente applicabili in ambito

cosmetico, nutraceutico o farmaceutico.
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3. Estrazione, caratterizzazione e valutazione del contenuto fenolico negli estratti
di E. brachycarpa, E. crinita, A. taxiformis.

3.1 Materiali e metodi

3.1.1 Campionamento e preparazione degli estratti algali

Gli sporofiti di E. crinita, E. brachycarpa e i gametofiti di A. taxiformis sono stati campionati nel
Golfo di Palermo. Sono stati lavati per rimuovere detriti ed epifiti, ed essiccati ad una temperatura di
40 °C in stufa per 48 ore. | talli successivamente essiccati sono stati macinati finemente ottenendo
una polvere. Da queste ultime sono stati prodotti gli estratti utilizzando 0.5 g di macinato e 10 ml di
CHCIl3/MeOH (2:1 v/v). Il solvente é stato rimosso successivamente mediante Rotavapor (BUCHI) e

il campione ottenuto é stato conservato a -20 °C fino all’utilizzo.

3.1.2 Caratterizzazione dei metaboliti presenti nei tre estratti algali mediante HPLC-MS
L'analisi HPLC/MS e stata eseguita come precedentemente descritto (Faddetta et al., 2023). | dati
dello spettrometro di massa sono stati analizzati per I'annotazione dei metaboliti utilizzando
MassHunter  Qualitative  Analysis B.06.00 e il database Metabolomic Workbench
[https://www.metabolomicsworkbench.org/search/ms.php].

3.1.3 Valutazione del contenuto fenolico degli estratti algali CHCl3-MeOH

Per determinare il contenuto fenolico nell’estratto di E. brachycarpa (EBE), E. crinita (ECE), A.
taxiformis (ATE) e stato utilizzato il reagente Folin-Ciocalteu. Gli estratti sono stati solubilizzati in
metanolo alla concentrazione di 1 mg/ml e la curva di calibrazione e stata preparata utilizzando
soluzioni a diverse concentrazioni di acido gallico. Le letture di assorbimento dei diversi campioni
sono state condotte utilizzando lo spettrofotometro (SPECORD S 600).

3.2 Risultati e discussioni

3.2.1 Metaboliti presenti negli estratti algali

L’analisi qualitativa dei metaboliti presenti nei tre estratti algali, tramite analisi HPLC-ESI-QToF-MS
in modalita negativa, ha consentito la caratterizzazione di un totale di 49 composti di cui 18 in E.
crinita (Fig. 16), 20 in E. brachycarpa (Fig. 17) e 11 in A. taxiformis (Fig. 18). L'estratto della specie
E. crinita in CHCl3-MeOH ha mostrato 1'abbondante presenza di composti meroterpenoidi (Tab.1)
(Fig. 19), a differenza degli altri estratti di EBE (Tab. 2) e ATE (Tab. 3). Questi composti come
dimostrato da Amico et al. (1995) sono prodotti e presenti nel genere Cystoseira e 1 piu rappresentativi

sono i meroterpenoidi che possono avere strutture lineari, cicliche o riarrangiate. In accordo con i dati
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riportati in letteratura da altri autori 1 composti caratterizzati in ECE sono meroterpenoidi lineari,
presenti in diverse specie di alghe brune della famiglia delle Sargassaceae nel genere Cystoseira sensu
lato e nel genere Sargassum spp. (de Sousa et al., 2017).

I meroditerpenoidi hanno un'origine biosintetica mista ¢ mostrano un'ampia gamma di diversita
strutturale. La loro struttura di base ¢ costituita da un sistema di anelli recante una catena laterale
diterpenoide. A livello strutturale si osservano variazioni in termini di gruppi funzionali e di
saturazione/ciclizzazione della catena laterale diterpenoidica e sono stati classificati nelle alghe come:
plastochinoni, cromanoli, cromeni, cromoni, meroditerpenoidi ciclici, nahocoli e isonahocoli
(Fernando et al., 2022b). Inoltre, la loro lipofilia e basso peso molecolare, li rendono propensi ad
attraversare la barriera ematoencefalica collocando 1 meroditerpenoidi come potenziali candidati
farmacologici come dimostrato da diversi autori (de Sousa et al., 2017).

D’altro canto, a differenza della precedente, gli estratti in CHCl3-MeOH della specie E. brachycarpa
hanno permesso di evidenziare una composizione chimica prevalentemente lipidica (Tab. 2) (Fig.
20), che si differenzia rispetto a ECE e ATE. Questa differenza rispetto agli altri estratti algali
potrebbe essere dovuta a diversi fattori, infatti, € noto che il contenuto lipidico delle alghe varia dall’1
al 5% della sostanza secca e in dipendenza dalla specie (Van Ginneken et al., 2011), dalla stagione
(Gerasimenko et al. 2010a; Nomura et al., 2013) e dalla distribuzione geografica (Terasaki et al.,
2009; Thinakaranetal. 2012; Nomura et al. 2013). Inoltre, in accordo ad altri autori che hanno studiato
gli estratti delle macroalghe rosso-brune (e.g. Padina australis) i nostri risultati hanno mostrato che,
tra i vari lipidi individuati in questo estratto, sono presenti alcuni derivati dell'acido palmitico (Amico
V. 1995; Illijas et al., 2009; Susanto et al., 2016; Illijas et al., 2020). Questo risultato € di notevole
importanza per la comprensione delle potenzialita degli estratti soprattutto se si considera che questi
acidi grassi e i loro derivati, estratti in abbondanza per esempio anche nella microalga Spirulina
platensis hanno avuto un importante attivita citotossica quando testati da altri autori contro le cellule
di carcinoma prostatico (PC3) e adenocarcinoma mammario umano (MDA-MB-231) (Ghallab et al.,
2022). Sempre nell’estratto EBE € stata caratterizzata per la prima volta abbondante presenza di
ossilipine (Fig. 20) e tra questi, in accordo con quanto riportato in letteratura, sono stati trovati I'acido
oxo-fitodienoico derivato ciclico 1 e gli acidi grassi idrossilati lineari 2-7 (Ritter et al., 2008). Le
lunghezze del carbonio di queste ossilipine (da C1s a C20) sono in linea con la stragrande maggioranza
delle ossilipine derivate dal metabolismo delle lipossigenasi dei precursori degli acidi grassi
polinsaturi presenti negli organismi marini, che hanno una varieta di lunghezze di carbonio da Ci6 a
C2 (Gerwick e Singh, 2002). Ad eccezione del composto 1 (acido osso-fitodienoico), tutti gli altri
composti appartengono alla classe degli idrossiacidi (HEPE) delle ossilipine lineari. Sebbene le

ossilipine siano note in altre specie di macroalghe (Barbosa et al., 2016), a nostra conoscenza questa
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e la prima volta che vengono estratte da specie del genere Ericaria. Inoltre, questi composti sono stati
identificate nelle diatomee e vengono prodotti dopo il danno cellulare e durante il pascolo dei
predatori (Ruocco et al., 2019). Nelle alghe brune & stato dimostrato che questi composti svolgono
un ruolo nei meccanismi di attrazione e difesa chimica (Pohnert e Boland, 2002). L attrazione chimica
tra 1 gameti femminili e maschili delle alghe brune ¢ mediata da feromoni, come I’ormosirene e il
fucoserratene, che sono idrocarburi prodotti attraverso la via delle lipossigenasi (Pohnert e Boland,
2002). Per quanto riguarda la funzione delle ossilipine come meccanismo di difesa, studi recenti
hanno dimostrato che in Laminaria digitata la formazione di ossilipine avviene specialmente negli
sporofiti esposti al lipopolisaccaride (Kiipper et al., 2006), indicando che queste molecole possono
essere prodotte dalla macroalghe in seguito al riconoscimento di molecole associate ai patogeni.
Inoltre, le ossilipine sembrano essere coinvolte anche nelle risposte allo stress abiotico come in caso
di esposizione al rame in L. digitata che ha indotto accumulo di una serie di ossilipine complesse, che
si ritiene attivino meccanismi protettivi in modo simile ai jasmonati nelle piante superiori e nelle
alghe rosse (Ritter et al., 2008). Per quanto concerne infine la caratterizzazione degli estratti di A.
taxiformis, viene riscontrata un’abbondante presenza di composti alogenati a basso peso molecolare
(Tab. 3) ed in particolare di composti bromurati (Fig. 21). Questi composti alogenati posso essere
volatili, grazie ai bassi pesi molecolari, costituiti da catene da uno a quattro atomi di carbonio, uno o
pit atomi di alogeno e altri gruppi funzionali come chetoni, alcoli, acidi carbossilici e legami insaturi
(Ponte et al., 2022). In natura nelle macroalghe sono molto presenti (Rossi et al., 2017), e sono
importanti dal punto di vista farmacologico perché influiscono sulla lipofilia e solubilita dei composti
nella membrana cellulare, favorendo la permeazione e la diffusione del farmaco nelle cellule
(Jitareanu et al., 2018). Anche in questo caso i nostri risultati sono in buon accordo con i dati riportati
in letteratura in cui si riportano diversi composti bromurati prodotti dal genere Asparagopsis
(McConnell et al., 1977; Greff et al., 2014; Hutchings et al., 2024). Uno studio recente dimostrerebbe
che la biogenesi di questi composti, nel genere Asparagopis sia dovuta alla presenza di geni che
codifica I'enzima per la produzione dei ROS e della aloperossidasi, capaci di utilizzare come substrati
idrocarburici gli acidi grassi, e permetterebbero la biosintesi di prodotti alogenati a basso peso
molecolare nelle alghe marine (Thapa et al., 2020). In natura le alghe rosse aumentano la produzione
di questi composti quando sottoposte a stress ambientali e ossidativi, questo fornisce un meccanismo
di difesa verso gli animali marini erbivori e dai batteri patogeni (Paul et al., 2006b; Paul e Pohnert,
2011).
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Figura 16 Spettro ESI-EIC (in alto) e UV-V 285 nm (in basso) degli estratti CHCl;-MeOH della specie E. crinita.
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Figura 17 Spettro ESI-EIC (in alto) e UV-V 285 nm (in basso) degli estratti CHCl3-MeOH E. brachycarpa.
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Figura 18 Spettro ESI-EIC (in alto) e UV-V 285 nm (in basso) degli estratti CHCl3-MeOH A. taxiformis.

Tabella 1 Caratterizzazione chimica di ECE in CHCl3-MeOH (2:1).

Specie RT [min] Spe. Mass [m/z] Formula Molecolare Nome

Evricaria crinita
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

1.04

1.12

1.77

3.01

5.15

12.97

16.78

17.55

21.00

22.36

23.82

24.28

25.11

25.55

26.28

27.32

28.15

29.28

181.0737
387.1186
134.0488
151.0277
241.0851
225.1522

286.2413

445.3008

479.2612 [M+Cl] -

429.3046

427.2904

455.2821 [M+Cl] -

443.3215

427.2900

297.2463

367.2677

483.2830

609.1809

CsH 1406

Ci2H2201

CsHsNs

CsH4N4O»

CioH14N205

Ci3H2203

Ci6H33NO;

C27H4205

C27H4005

C27H4204

C27H4004

CHa407

C23H4404

C27H4004

CisH3403

C25H360:

C29H400¢

Cx3H34015

Mannitol
Cellobiose
Adenine
Xanthine
Thymidine
Methyl dihydrojasmonate

Lauroyl diethanolamide

2-[(2,6,10-trimethyltrideca-2 E-ene-
6,7,10-triol)-13-yl]-6-hydroxy-2,8-
dimethyl-2H-chromene

(6E,10E)-16-(2,5-dihydroxy-3-

methylphenyl)-4,14-dihydroxy-

2,6,10,14-tetramethylhexadeca-
2,6,10-trien-5-one

(2-((2E,6E) -10,11-dihydroxy-
3,7,11,15-tetramethylhexadeca-
2,6,14-trien-1-yl) -6-methylbenzene-
1,4-diol

2-[(2,6,10-trimethyltrideca-2,10E-
diene-6S,75-diol)-13-yl]-6-hydroxy-
2,8-dimethyl-2H-chromene

D-Mannitol, 1-hexadecanoate

(10E,14E) -16-(2-hydroxy-5-
methoxy-3-methylphenyl) -
2,6,10,14-tetramethylhexadeca-
2,10,14-triene-6,7-diol

2-((2E,6E) -10,11-dihydroxy-
3,7,11,15-tetramethylhexadeca-
2,6,14-trien-1-yl) -6-
methylcyclohexa-2,5-diene-1,4-
dione

Hydroxyoleic acid
1,3-Benzenediol, 5-(7,10,13,16-
nonadecatetraenyl) -, (all-Z)

1,4-Benzendiol, 2-[5-(acetyloxy) -
3,7-dimethyl-11-(tetrahydro-4-

hydroxy-5,5-dimethyl-2-furanyl) -

2,6,10-dodecatrienyl] -6-methyl-

Hesperidin
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Figura 19 Schema Strutture dei meroterpeni identificati.
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Tabella 2 Caratterizzazione chimica di EBE in CHCl:-MeOH (2:1).

Ericaria brachycarpa
1 1.09 193.815 [M+CI] - FeCl; Inorganic salt
2 29 243.0645 C9H12N206 Uridine
3 5.14 241.0857 Ci0H14N20s5 Thymidine
N-acetyl-6-O-
4 16.74 322.2194 [M+CI1] - C/H13NOyS sulfo-D-
glucosamine
5 18.63 224.0953 CuHsNO, 3-Hydroxytyrosine
ethyl ester
Tyrosine methyl
6 18.95 194.0845 CioHi3NO;
ester
7 20.09 291.1999 CisHas0s Oxo-phytodienoic
acid
Hydroxy-
8 21.29 293.2160 Ci1sH3003 octadecatrienoic
acid
Hydroxy-
9 21.80 317.2158 C20H3003 eicosapentaenoic
acid
Hydroxy-
10 23.04 319.2314 C20H3203 eicosatetraenoic
acid
Hydroxy-
11 23.51 317.2158 Ca0H3003 eicosapentaenoic
acid isomer
12 23.81 555.2903 C32H4405 Cucurbitacin
13 24.09 555.2903 C32HaiO Cucurbitacin
isomer
14 24.26 455.2829 [M+Cl] - C2rHu07 D-Glucitol
monopalmitate
Cholesta-4,7-
diene-3,6,22-
15 24.60 535.2521 [M+C1] - C29H400~ trione, 2-
(acetyloxy) -
14,20-dihydroxy-,
16 24.73 481.2989 [M+Cl] - Ca4His05 Sorbitol
monooleate
17 25.82 2712311 C16H3203 Hydroxypalmitic
acid
18 26.00 356.1909 C1sHasN5Os T“pep“,s‘frHls'He'
19 26.33 297.2472 Ci3H3403 Hydroxyoleic acid
1,3-Benzenediol,
20 27.29 367.2684 CasH3602 3-(7,10,13,16-
nonadecatetraenyl)
-, (all-7) -
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Figura 20 Schema Struttura delle ossilipine identificate.
Tabella 3 Caratterizzazione chimica di ATE in CHCls-MeOH (2:1).
Asparagopsis
taxiformis
1 1.09 371.6188 FeBrs- Inorganic salt
2 2.64 214.8373 C,H,BrO, Dibromoacetic acid
3 7.32 121.0308 C7Hs0, Benzoic Acid
4 8.50 226.8367 C3H,Br,0s 3,3-dibromoacrylic acid
5 10.03 368.6792 Cs3H2BrO tetrabromo acetone
2-HYDROXY-3,5-
6 12.83 388.8223 C7H41,03 DIIODOBENZOIC ACID
7 18.92 194.0845 CioH13NO;3 Tyrosine methyl ester
8 21.26 488.6034 CsH3BrsO, pentabromoacetylacetone
9 23.81 555.2903 C3:H4408 Cucurbitacin
10 25.16 566.5148 CsH,BrsO» hexabromoacetylacetone
1,3-Benzenediol, 5-(7,10,13,16-

1 2730 367.2628 CasHse02 nonadecatetraenyl) -, (a/l-Z) -

O O
Br Br
%OH Br—ﬂOH
Br Br B

2

Figura 21 Schema Strutture dei composti bromurati identificati.
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3.2.2 Contenuto fenolico degli estratti algali

In merito alla valutazione del contenuto fenolico degli estratti algali, i risultati ottenuti hanno mostrato
valori pari a: 48.3 mg GAE/g in ATE; 75.8 mg GAE/g in ECE e 41.5 mg GAE/g in EBE (Fig. 22). Il
contenuto fenolico é risultato significativamente piu alto nell'estratto di E. crinita (p < 0.001), rispetto
agli estratti di Ericaria brachycarpa e Asparagopsis taxiformis. D’altro canto, il contenuto fenolico
& risultato simile tra gli estratti di ATE e EBE. | risultati ottenuti sono in accordo con Cagalj et al.,
(2022) che, analizzando 1’estratto della specie Cystoseira compressa in 50% di etanolo 1:10 (v/v)
come solvente di estrazione, hanno osservato un contenuto fenolico totale (CFT) compreso tra 48.2 e
83.4 mg GAE/qg. La presenza dei composti fenolici negli estratti algali potrebbe conferire a questi
ultimi importanti proprieta antiossidanti ed antinfiammatorie (Kaztowska et al., 2010; Kruk et al.,
2022; Mauro et al., 2023).

Le differenze riscontrate nei nostri estratti, in accordo con la letteratura scientifica, potrebbero essere
dovute ai cambiamenti stagionali e ambientali (temperatura, salinita, intensita della luce, erbivori)
(Generali¢ Mekini¢ et al., 2019), alla distribuzione geografica (Mancuso et al., 2019) o dipendere

dalla specie considerata (Mannino et al., 2017).

100

mg GAE/g
=4

ATE ECE EBE

Figura 22 Contenuto fenolico di ATE; ECE, EBE. Le differenze significative sono indicate con lettere diverse (Tukey
HSD). 2P > 0.05; °P < 0.001.
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4. Valutazione dell’attivita antimicrobica contro patogeni di origine alimentare

4.1 Materiali e Metodi

Gli estratti EBE, ECE, ATE sono stati testati contro sei ceppi di Staphylococcus aureus (ATCC
33862, 1313-MRSA, 4 ADI MRSA, 14 LUMRSA, E36GI MRSA e C38 /249,1-MSSA) e sei ceppi
di Listeria monocytogenes (ATCC 19114, 129, 182, 1 BO, 188 e 140). Ad eccezione dei ceppi
dell’American Type Culture Collection (ATCC), tutti gli altri ceppi appartengono alla collezione di
colture del laboratorio di Microbiologia Agraria dell'Universita degli Studi di Palermo e sono stati
isolati da matrici alimentari o feci umane. Tutti i batteri sono stati sottoposti a subcoltura in brodo
BHI (Condalab) incubato a 37°C per 24 ore. Il test antimicrobico é stato condotto mediante il metodo
di diffusione del disco come descritto da Vandepitte et al. (2003) e Pinteus et al. (2015). Ciascun
ceppo batterico & stato inoculato in BHI soft agar (0.7% p/v!) (strato superiore), con una densita
cellulare di circa 10’ CFU/ml (Kelmanson et al., 2000), versato su H.O Agar (2 %, w/v'?) utilizzato
come mezzo di supporto (strato inferiore). Dischi di carta sterili (Wathman n.1) del diametro di 6
mm, sono stati imbevuti di estratti algali, precedentemente sciolti e diluiti a diverse concentrazioni in
DMSO (0.1 e 1 mg/ml), sono stati posti sopra il doppio strato di agar. Gli estratti tal quali sono stati
preparati mettendo i dischi di carta a diretto contatto con gli estratti fino a completa colorazione degli
stessi. La sensibilita degli stafilococchi e delle listerie agli estratti algali € stata valutata dopo 24 ore
a 37°C misurando con un calibro il diametro dell'alone attorno ai dischi. La streptomicina (5% wi/v-
1y e il DMSO sono stati utilizzati rispettivamente come controllo positivo (CP) e negativo (CN). Gli

esperimenti sono stati eseguiti in triplicato.

4.2 Risultati e discussioni

Gli estratti di macroalghe marine sono noti per le loro numerose proprieta antimicrobiche (Pinteus et
al., 2015; Avila-Romero et al., 2023). In merito a questo, l'attivita antibatterica ¢ stata attribuita agli
acidi grassi prodotti dalle macroalghe capaci di inibire la catena di trasporto degli elettroni e la
fosforilazione ossidativa dei batteri esposti, causando la perforazione e conseguente rottura della
parete cellulare, di diverse specie di Gram-positivi e negativi (El Shafay et al., 2016; Shannon et al.,
2016; Kasanah et al., 2019). In questo lavoro, ¢ stata studiata I’attivita antimicrobica degli estratti di
sporofiti e gametofiti di E. crinite ed E. brachycarpa e A. taxiformis (Tab. 4) rispettivamente contro
L. monocytogenes e S. aureus. Per quanto riguarda gli estratti di EBE, la dose di 1000 pg/disco
(EBEZ1000) si é rivelata altamente efficace contro tutti e sei i ceppi di L. monocytogenes con un
diametro dell'area di inibizione attorno al disco di carta compreso tra 6.4 e 12 mm. L'attivita
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antimicrobica piu elevata e stata registrata contro il ceppo L. monocytogenes ATCC 19114 (12 mm).
Lo stesso estratto di E. brachycarpa ad un decimo della dose (100 pg/disco, EBE100) ha mostrato
un‘attivita significativamente inferiore e I'inibizione ¢ stata valutata positiva solo contro i ceppi ATCC
19114 e 182. Risultati simili sono stati ottenuti con EBE tal quale (EBETQ) che ha manifestato attivita
inibitoria solo contro i ceppi ATCC 19114, 129, 182 ceppi. Gli estratti ATE, alla dose di 1000
pg/disco (ATE1000), si sono rivelati altamente efficaci contro i ceppi di L. monocytogenes con un
diametro dell'area di inibizione compreso tra 8 e 10 mm contro i ceppi 182 e 1 BO. L’ATE alla dose
di 100 pg/disco (ATE100) ha inibito solo il ceppo ATCC 19114. Importanti attivita inibitorie sono
state registrate con EBE e ATE contro i ceppi di S. aureus. In particolare, EBE100 ha mostrato attivita
contro tutti i ceppi di S. aureus testati con un diametro dell'area di inibizione compreso tra 10 e 12
mm per tutti i ceppi testati. L'EBE 1000 ha mostrato un‘attivita inibitrice pit consistente, con un alone
di 12-15 mm. L'attivita piu elevata (diametro della zona di inibizione di 16 mm) é stata registrata
rispetto a S. aureus 4 ADI-MRSA (Fig. 23). L'EBTQ ha avuto un'attivita simile allEBE100 con una
zona di inibizione di 8-10 mm. L’attivita di EBE nei confronti dei diversi ceppi testati puo essere
dovuta alla presenza dei diversi acidi grassi e delle ossilipine nell’estratto. Composti simili hanno
mostrato attivita antifungina (Sjogren et al., 2003), e un forte effetto sinergico sull'azione
antimicrobica dell'acido oleico (18:1), linoleico (18:2) e linolenico (18:3) contro: S. aureus e Kocuria
kristinae, [’Helicobacter pylori (Sun al., 2003). Mentre altri lipidi sono risultati efficaci contro
Neisseria ghonorroeae, S. aureus (McGaw et al., 2002; Yoon et al., 2018). Un grande vantaggio dei
lipidi antimicrobici e che difficilmente riescono a innescare meccanismi di resistenza nei microbi
(Ebada et al., 2010), poiché é stato dimostrato che i batteri posso crescere nel terreno di coltura in
presenza di questi lipidi, in concentrazioni subletali, fino a un anno senza sviluppare resistenza
(Davies et al., 2010).

Saggiando gli estratti di ATE hanno mostrato i migliori risultati in termini di area di inibizione. Infatti,
ATE100 ha determinato un‘area di inibizione di appena 6.4-10 mm, ma ATE1000 ha inibito la crescita
di S. aureus in modo piu consistente, con un'area di inibizione fino a 20 mm in presenza dei ceppi
ATCC 33862, 4 ADI MRSA e E36GI MRSA. L'estratto tal quale di A. taxiformis (ATETQ) ha
generato un‘area di inibizione di 18 mm con il ceppo indicatore S. aureus ATCC 33862.

Questi risultati hanno mostrato che gli estratti di A. taxiformis ed E. brachycarpa sono in grado di
esercitare un’importante attivitd antimicrobica contro i ceppi di L. monocytogenes e, soprattutto, S.
aureus. Le specie di L. monocytogenes e S. aureus sono tra i piu rilevanti patogeni di origine
alimentare trasferiti all'uomo attraverso I'ingestione di cibo (Le Loir et al., 2003; Miceli e Settanni,
2019). La specie L. monocytogenes € responsabile della listeriosi, che & un'infezione rara ma grave

degli esseri umani con un tasso di mortalita del 20-30% (Swaminathan e Gerner-Smidt et al., 2007;
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Allerbergerand et al., 2010), mentre S. aureus causa malattie in tutto il mondo provocando solamente
negli Stati Uniti 2,41 milioni di infezioni ogni anno (Scallan et al., 2011). Potenzialmente la dose
suggerita degli estratti capace di inibire la crescita di S. aureus e L. monocytogenes é di 1000 pg/disco
in DMSO (Fig. 23). Le attivita limitate registrate con gli estratti tal quali probabilmente dipendono
dall'assenza di DMSO. Questo solvente ha un effetto coadiuvante favorendo la veicolazione delle
molecole presenti negli estratti contro i batteri (David, 1972). Tuttavia, I’applicazione di estratti privi
di solventi nel settore alimentare permetterebbe di aumentare la conservazione degli alimenti con
prodotti innovativi e di origine naturale. Inoltre, i componenti lipofili di diversi alimenti possono

aumentare 1’effetto antimicrobico degli estratti algali testati nel presente studio.

B

Figura 23 Aloni di inibizione vs ceppi di S. aureus (dose 1000 pg/disco).

Tabella 4 Attivita antimicrobica (aloni di inibizione in mm) degli estratti delle tre macroalghe a differenti concentrazioni
(TQ, 100 e 1000pg/disco).

EBE 100 EBE 1000 EBETQ ECE100 ECE1000 ECETQ ATE 100 ATE 1000 ATEEQ Cp CN

L. monocytogenes

et 10£1.0  12£1.0 910 - - - 6+£0.1 9£1.0 9£1.0  35¢1.0 -
L. mon?cz'J;togenes 8404 8«14 - - - - 8£1.4 8414 34414 -
L. mONOCYIOSENES 9410 10814 6703 ; 6*+0.1 - - 10£1.1 8404  36£1.0 -
L. monlolc}y(t)ogenes 6*+0.3 _ _ - - - 10£1.0 10£1.0 35+1.0 -
L. monz;];togenes 6%£0.2 i} R 6%+0.2 - - 8+0.4 8+0.4 34+1.0 -
L. mom;%togenes 6%40.2 ) ; ; - - 8+0.4 6*+0.1  36£12 -
Ai'c“ci';;‘ézz 10£1.0 12406  8+0.6 - - - 6%£0.1 20+0.6 18£0.8  33+1.0 -
If};’_';’;ﬁ',‘;/‘ 12410 13£1.0 1010 - - - 10£0.4 11£1.0 10£1.0 24410 -

p j.D‘IIu;;;SS y 12410 16204  10x1.0 - - - 8+0.4 20£1.0 840.6  31£1.0 -
E 3% I MRSA 10£1.0  13£1.0  10£1.0 - - - 8+0.4 20+0.4 12414 31406 -
C38§2.4a9,,l;5,:;SSA 10£1.0 15504  10£1.0 - - - 9+0.4 16+1.4 15511 32414 -
. 4S'L‘l’j‘1w"’§; A 1110 12404  9+0.6 - - - 9+0.6 9+0.4 6*£0.3 32406 -

(-) attivita nulla
(*) attivita pari a 6.4 mm alone di inibizione
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5. Valutazione dell’attivita citotossica degli estratti di macroalghe

5.1 Materiali e metodi

5.1.1 Attivita Emolitica vs Eritrociti di Mammifero

I saggi di attivita emolitica di EBE, ECE, ATE sono stati eseguiti incubando i campioni con eritrociti
di montone.

Prima dell’utilizzo gli eritrociti sono stati risospesi in PBS (KH2PO4 6 mM, Na;HPO4 30 mM, NaCl
0.11 M) e centrifugati a 400 g per 10 minuti, il pellet & stato recuperato e risospeso in ISO Ca>" (0.5
M NaCl, 20 mMTris-HCI, 10 mM CaCly; pH 7.4) alla concentrazione dell’1% (8x10° eritrociti
freschi). Gli eritrociti sono stati forniti dall'Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia “A.
Mirri”. Per effettuare il saggio di attivita citotossica, 100 pl di campione sono stati incubati con 100
ul di eritrociti (1%) a 37 °C per 60 minuti. In seguito, i campioni sono stati centrifugati per 10 minuti
a 400g ad una temperatura di 4°C. La quantita di emoglobina rilasciata nel surnatante ¢ stata valutata
alla lunghezza d’onda di 541 nm utilizzando lo spettrofotometro (GloMax®-Multi Detection System;
Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA). I saggi descritti sono stati svolti in triplicato. Per
calcolare il grado di emolisi ¢ stata utilizzata la seguente formula:

Abs campione — Abs eritrociti
* 100

Abs emolisi

1. Abs campione ¢ il valore di assorbanza misurato per ogni campione
2. Abs eritrociti ¢ il valore di assorbanza misurato incubando gli eritrociti solo con ISO—Ca?*
3. Abs emolisi ¢ il valore di assorbanza relativo all’emolisi totale ottenuta incubando solo gli eritrociti

successivamente risospesi in acqua distillata.

| risultati sono stati espressi come media £ DS e gli esperimenti sono stati condotti in triplicato. |
confronti statistici sono stati eseguiti utilizzando I'analisi a una via (ANOVA). In tutti i casi, la

significativita é stata considerata per valori di p <0.05.

5.1.2 Attivita citotossica vs linee cellulari SH-SY5Y

Le cellule di neuroblastoma indifferenziate (SH-SY5Y) sono state coltivate, in fiasche T25 contenenti
terreno di coltura (DMEM/F12; 1:1) integrato con siero bovino fetale al 10% (Fetal Bovine Serum,
FBS 10270-106 ThermoFisher Scientific), 100 U/ml di penicillina, 100 U/ml di streptomicina (30-
002-CI Corning), 2 mM di L-glutammina (ECB3000D EuroClone) e mantenuti a 37°C in atmosfera

umidificata composta per il 95% da aria e per il 5% da CO2. Il mezzo di coltura cellulare é stato
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cambiato ogni 72 ore e le cellule sono state sotto coltivate una volta raggiunto il valore dell'85-90%.
Le cellule sono state differenziate un giorno dopo la piastratura sostituendo il mezzo di crescita con
mezzo di differenziazione contenente terreno Neurobasal (21103-049 ThermoFisher Scientific),
supplementato con B27 al 2% (ThermoFisher Scientific 17504-044), penicillina/streptomicina (100
U/ml), Glutamax 1% (35050-038 ThermoFisher Scientific) e acido trans-retinoico 10uM (tRA,
R2625 Sigma-Aldrich). Il mezzo di differenziazione cellulare e stato cambiato ogni 3 giorni e lo
sviluppo della morfologia € stato monitorato ogni giorno per un massimo di 11 giorni.

Le cellule indifferenziate e differenziate sono state seminate rispettivamente alla densita di 20.000
cellule/pozzetto e 14.000 cellule/pozzetto su piastre da 96 pozzetti in un volume finale di 100
pl/pozzetto e successivamente esposte a diverse dosi di EBE (1, 10, 40, 50 pug/ml). Inoltre, e stato
effettuato un esperimento di time-course in cui le cellule sono state esposte alla dose di 40 pug/ml per
24, 48 e 72 ore. In tutti gli esperimenti, i gruppi controllo hanno ricevuto solo un volume uguale di
solvente.

Per testare gli effetti tossici dell'EBE e stata realizzata una curva dose-risposta. In particolare, le
cellule sono state esposte per 24 ore a diverse concentrazioni comprese tra 1 e 200 pg/ml. Ciascun
trattamento € stato eseguito in tre esperimenti indipendenti con 4 repliche per condizione. | dati sono
stati analizzati utilizzando GraphPad Prism 9.0.2. software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA), i valori ECso e NOEC sono stati determinati e utilizzati per scegliere le concentrazioni di
esposizione per gli esperimenti successivi.

Il saggio MTT é stato utilizzato per valutare la vitalita cellulare misurando la quantita di formazano
viola in seguito alla riduzione del 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT, 0,5 mg/ml, Sigma-Aldrich) dopo 3 ore di incubazione a 37°C. L'assorbanza é stata misurata a
570 nm utilizzando lo spettrofotometro per micropiastre (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO) dopo

aver sciolto i cristalli di formazano con DMSO (100 pl/pozzetto).

5.1.2.1 Elettroforesi e analisi Western blot

Le cellule SH-SY5Y indifferenziate sono state coltivate ad una densita di 20000 cellule/pozzetto su
piastre da 96 pozzetti in un volume finale di 100 pl/pozzetto. Per ciascuna condizione sperimentale,
4 pozzetti sono stati estratti e omogeneizzati in tampone di saggio di radio-immunoprecipitazione
fredda (RIPA) (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 1% Triton, SDS 0.1% a pH 7.4), integrato con un cocktail
di inibitori della proteasi (Sigma-Aldrich P8340) e fosfatasi (Sigma-Aldrich P5726). | campioni sono
stati sonicati (30 pulsazioni/min), e quantificati mediante il metodo Lowry (Lowry et al. 1951) e
conservati a -80°C fino al loro utilizzo. Per ciascun campione 60 pg di estratto e il marker

(PageRuler™ Prestain Protein Ladder 26617 ThermoFisher Scientific) sono stati caricati su gel di
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poliacrilammide al 10% e trasferiti elettroforeticamente su membrana di nitrocellulosa (GE10600002
Amersham™ Protran®). La membrana € stata incubata con una soluzione bloccante contenete
(TBS1X, 0.1% Tween-20, 5% p/v latte in polvere senza grassi) per 1 ora, e successivamente over
night a 4°C con l'anticorpo primario specifico. Sono stati utilizzati i seguenti anticorpi: Hsp60 (H3524
Sigma-Aldrich) 1:500, Caspasi 7 (9491 Cell Signaling) 1:1000, LC3 (L8918 Sigma-Aldrich) 1:1000,
GADD153 (sc-7351 S. Cruz Biotechnology) 1:300, B-actina (sc-47778 S. Cruz Biotechnology)
1:10000. Al termine dell’incubazione, le membrane sono state lavate tre volte per 10 minuti con
TBS/T e incubate per 1 ora a temperatura ambiente con anticorpi anti-IgG specifici coniugati con
perossidasi di rafano diluiti 1: 10 (sc-2004, Santa Cruz Biotechnology) (sc-2005 Santa Cruz
Biotechnology). Dopo tre lavaggi con TBS-T e 2 lavaggi in TBS, le membrane sono state incubate
per 5 minuti con il reagente per chemiluminescenza (SuperSignalTM West Pico PLUS, ThermoFisher
Scientific) e sviluppate con iBright FL1500 Imaging System (ThermoFisher Scientific). La
valutazione densitometrica delle bande é stata eseguita misurando la O.D. (optical absorbance) a 425

nm, utilizzando il software iBright FL1500.
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5.1.2.2 Saggio di frammentazione del DNA

La frammentazione del DNA e stata analizzata mediante saggio TUNEL (etichettatura del nick-end
dUTP mediato da TdT) (Promega) come descritto da Chiarelli et al. (2022). I controlli positivi sono
stati pretrattati con DNAasi prima del test. | controlli negativi sono stati incubati con una miscela
nucleotidica (fluoresceina 12-dUTP) senza I'enzima TdT. La cromatina marcata frammentata e stata
osservata al 20X utilizzando un microscopio a fluorescenza (Olympus BX50). L'analisi quantitativa
e stata effettuata utilizzando il software ImageJ 1.46r dopo l'acquisizione tramite una fotocamera
digitale (Nikon Sight DS-U1).

5.1.2.3 Analisi statistica

L'analisi statistica & stata eseguita utilizzando GraphPad Prism 9.0.2. software (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, USA). La quantificazione della densita ottica delle bande di Western blot é stata
espressa come unita arbitraria, con controlli pari a 1. La quantificazione della vitalita cellulare e stata
espressa come percentuale con gruppo controllo pari al 100%. Per i dati distribuiti normalmente, le
valutazioni statistiche sono state eseguite mediante ANOVA a una via, seguita dal test Tukey Post-
Hoc e i relativi risultati sono stati presentati come media = DS. Differenze in P < 0.05 sono state

considerate statisticamente significative.

5.1.3 Attivita citotossica vs linee cellulari HepG2

La vitalita cellulare é stata valutata con saggio del'MTT. Le cellule HepG2 a crescita esponenziale
sono state seminate in piastre da 96 pozzetti ad una concentrazione di 5500 cellule/pozzetto e, dopo
I'adesione notturna, trattamenti con diverse concentrazioni di EBE, ECE, ATE sono stati applicati per
24 ore. Dopo l'aggiunta di MTT e la solubilizzazione cellulare, I'assorbanza del formazano disciolto
e stata misurata alla lunghezza d'onda di 550 nm.

La quantificazione della vitalita cellulare € stata espressa come percentuale, con gruppo di controllo

pari al 100%. Per i dati distribuiti normalmente, le valutazioni statistiche sono state eseguite mediante

5.1.3.1 Analisi statistica

La quantificazione della vitalita cellulare € stata espressa come percentuale, con gruppo di controllo
pari al 100%. Per i dati distribuiti normalmente, le valutazioni statistiche sono state eseguite mediante
ANOVA a una via, seguita dal test Tukey Post-Hoc e i relativi risultati sono stati presentati come
media + DS. In tutti i casi, i risultati erano considerati significativi per livelli di p <0.05.
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5.2 Risultati e discussioni

5.2.1 Attivita Emolitica vs Eritrociti di Mammifero

Gli estratti di EBE, ECE, ATE, in presenza di eritrociti di mammifero hanno prodotto un’attivita
emolitica dose dipendente (Tab. 5). Le concentrazioni di 4000 e 400 (pg/ml) di EBE hanno mostrato
la maggiore attivita rispettivamente pari a 44.4% +1.40 e 35.1%z1.7 (Fig. 24). Nella famiglia di
di esprime attivita emolitica in modo dose dipendente come, ad esempio, nel genere Sargassum spp.,
I cui estratti alle concentrazioni di 25-100 pg/ml hanno dato attivita simile a EBE (Mishra and
Arthanari, 2023). Mentre alle concentrazioni piu basse (40 e 4 pg/ml) EBE ha avuto una bassissima
attivita emolitica (< 5 %). Uno studio condotto su Laminaria cichorioides ha dimostrato come alle
concentrazioni di 20 e 0.2 pg/ml le frazioni lipidiche degli estratti di questa macroalga hanno avuto
attivita emolitica simile a quella ivi riportata (Gerasimenko et al., 2010Db). I risultati dell’estratto ECE
alle concentrazioni di 4000 e 400 (ug/ml) hanno dato maggiore attivita rispettivamente pari a
24.7£0.4% e 12.5+0.9% (Tab. 5), se pur inferiore (EBE4000>ECE4000 (p < 0.0001);
EBE400>ECE400 (p < 0.0001)) rispettivamente a EBE. Mentre alle concentrazioni piu basse (40 e 4
pg/ml) ECE ha avuto attivita simile a EBE (Fig. 24), in accordo con altri autori (Gerasimenko et al.,
2010Db). A differenza di EBE e ECE I’estratto ATE a tutte le concentrazioni testate (4000-400-40- e
4 pug/ml) non ha mai dato attivita emolitica superiore al 5% (Tab. 5; Fig. 24). Risultati simili sono
stati ottenuti con estratti di Portieria hornemannii, una specie di macroalga rossa, la cui citotossicita
verso eritrociti umani, non e mai stata superiore al 6% sebbene le concentrazioni testate fossero
inferiori (250-1000 pg/ml) (Unnikrishnan et al., 2023). Alle concentrazioni piu alte (4000 e 400
pg/ml) ATE ha avuto attivita emolitica rispettivamente del 3.1+0.2% e 0.9+0.1% (Tab.5). A queste
concentrazioni ATE ha avuto attivita emolitica differente rispetto a EBE (p < 0.0001) e ECE (p <
0.0001), mentre alle concentrazioni piu basse ATE ha avuto attivita emolitica simile a EBE e ECE
inferiore al 5% (Fig. 24).

Tabella 5 Attivita emolitica estratti EBE, ECE, ATE

EBE ECE ATE
4000 pg/ml 44.4+1.4 24.7+0.4 3.1+ 0.2
400 pg/ml 35.1+1.7 12.5£ 0.9 1.5+ 0.1
40 pg/ml 0.3£0.5 2.9+0.7 0.9+0.1
4 pg/ml 0 0 0
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Figura 24 Attivita emolitica estratti di ATE, EBE, ECE. Le differenze significative sono indicate con lettere diverse
(Tukey HSD). 2P > 0.05; P < 0.001; ®®P < 0.0001.

5.2.2 Attivita citotossica EBE vs linee cellulari SH-SY5Y

Per la valutazione dell’attivita citotossica verso cellule SH-SY5Y sono stati utilizzati gli estratti di
EBE perché dei tre estratti (EBE, ECE, ATE) e stato quello che ha mostrato maggiore attivita
citotossica (vedi sopra). L’effetto dell’EBE sulla vitalita delle SH-SY5Y é stato valutato dopo 24 ore
di esposizione mediante il test MTT Come mostrato nella Fig. 25, I’EBE non ha effetti tossici sulle
cellule SH-SY5Y a concentrazioni inferiori a 10 pg/ml, mentre al di sopra di questa dose ¢ stata
osservata una diminuzione della vitalita cellulare. Le curve dose-risposta (Fig. 25-A) hanno mostrato
un valore ECsp di 45.8 pg/ml (R?= 0.9998) e un valore NOEC di 14.4 pg/ml. Diversamente, non &
stato osservato alcun effetto tossico significativo a concentrazioni inferiori o pari a 40 ug/ml (EBE
40) in cellule SH-SY5Y opportunamente differenziate per 11gg. Per le indagini successive € pertanto,
stata scelta la concentrazione di 40 pg/ml che e stata la stessa che ha dato una bassa attivita emolitica
(vedi sopra attivita emolitica estratti). L’esperimento di time-course effettuato ha mostrato una
significativa e progressiva riduzione della vitalita cellulare sul fenotipo indifferenziato SH-SY5Y che
raggiunge il suo massimo effetto a 72h con una percentuale di mortalita del 72% (Fig. 25-B).
Contrariamente, non e stato osservato alcun effetto tossico sulle cellule differenziate (Fig. 25-C). Tali
dati dimostrano che I'estratto di E. brachycarpa contenente ossilipine ha un effetto tossico specifico
sul fenotipo proliferante, analogamente diversi autori, utilizzando I'estratto di Fucus vesiculosus verso
cellule differenziate, hanno registrato una bassa attivita citotossica, dimostrando che la proliferazione
cellulare & un prerequisito dell’efficacia degli estratti di macroalghe (Geisen et al., 2015; Nova et al.,
2024). Inoltre, diversi autori hanno precedentemete mostrato gli effetti tossici delle ossilipine su
differenti linee cellulari tumorali (Cohen e Flescher, 2009; Christensen, 2020), suggerendo un loro

potenziale utilizzo a scopi terapeutici come farmaci antitumorali.
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Figura 25 A) Curve dose-risposta in base all'aumento delle concentrazioni di EBE per percentuali cellule SH-SY5Y
indifferenziate morte. B) Analisi dell'andamento temporale della vitalita cellulare in seguito all'esposizione a EBE 40 per
24, 48 e 72 ore in: cellule SH-SY5Y indifferenziate e C) cellule SH-SY5Y differenziate. Le differenze significative sono
indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05; °P < 0.001; P < 0.0001.
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5.2.2.2 Elettroforesi, Western blot e Frammentazione del DNA

Come mostrato nelle Figura 26 A e B, il trattamento con EBE 40 induce in cellule SH-SY5Y
indifferenziate una significativa “down-regulation” di due importati proteine note per il loro ruolo nel
mantenimento della struttura delle proteine in diverse condizioni di stress (Hu et al., 2022), HSP60 e
HSP90. Nel dettaglio, ’HSP60 mostra una riduzione significativa (p < 0.001) del 26% a partire da
24 ore e raggiunge una riduzione del 60% a 72 ore (p <0.0001). I livelli di proteina HSP90 hanno
mostrato una significativa riduzione progressiva dal 43% a 24 ore fino all'84% a 72 ore (p < 0.0001).
Come e noto in letteratura, entrambe svolgono un ruolo chiave nella tumorigenesi regolando
I'omeostasi proteica in risposta allo stress e gli inibitori di questi chaperon sono ampiamente
considerati come terapie antitumorali (Park et al., 2020; Zhou et al., 2020). La forte e progressiva
riduzione sia di HSP60 che di HSP90 in risposta al trattamento EBE rivela un nuovo meccanismo
alla base della potenziale attivita antineoplastica di questo estratto di macroalghe contenente
ossilipine. L'inibizione di HSP60 e HSP90, associata alla mancanza di espressione di HSP70 nelle
cellule SH-SY5Y, come precedentemente dimostrato da altri autori (Scordino et al., 2023) potrebbe
portare all'accumulo di proteine non ripiegate o mal ripiegate nel reticolo endoplasmatico, innescando
I'attivazione di un meccanismo di morte programmata noto come apoptosi indotta da stress del

reticolo endoplasmatico (Read et al., 2021) che potrebbe stare alla base della mortalita osservata nelle

cellule SH-SY5Y.
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Figura 26 Analisi Western blot dei livelli proteici per A) HSP60 e B) HSP90 dopo esposizione a EBE 40 in cellule SH-
SYSY. Le differenze significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05; °P < 0.001; °P < 0.0001.
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Allo stesso modo, I'EBE ha avuto un effetto significativo sull'espressione di CHOP-10/GADD153 (p
<0.001) (Fig. 27-A) e sull'espressione della caspasi-7 (p <0.001) nelle cellule SH-SY5Y
indifferenziate (Fig. 27-B). L'analisi WB ha mostrato che i livelli della proteina CHOP-
10/GADD153, non rilevabile nel gruppo controllo (Fig. 27), € 10 volte maggiore dopo il trattamento
con EBE 40 a 24 ore. Analogamente, i livelli proteici della forma attiva della caspasi-7, non rilevabili
nel gruppo di controllo, mostrano un incremento significativo a 48 ore e 72 ore dal trattamento (Fig.
27-B). Tali dati dimostrano che, il trattamento con EBE produce un aumento significativo di
CHOP/GADD153, una proteina coinvolta nell'apoptosi mediata dallo stress del reticolo

endoplasmatico (ER) (Oyadomari e Mori 2004), e la conseguente attivazione della Caspasi-7.
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Figura 27 Induzione dell'apoptosi nelle cellule SH-SY5Y. Analisi Western blot dei livelli proteici: A)
CHOP10/GADD153 B) cleaved caspase-7 in cellule SH-SY5Y esposte a EBE 40. Le differenze significative sono
indicate con lettere diverse (Tukey HSD). P < 0.001.
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A conferma dei risultati ottenuti mediante western blot. L'esposizione a EBE (p < 0.0001) ha portato
ad un aumento significativo della quantita di DNA frammentato apoptotico nelle cellule SH-SY5Y
indifferenziate. Come mostrato in Figura 28, nessun segnale di DNA frammentato é stato rilevato
nelle cellule di controllo. Le cellule esposte a EBE 40 hanno mostrato invece un incremento tempo
dipendente di nuclei frammentati con percentuali pari al 3.5%, 21% e 34% rispettivamente dopo 24,
48 e 72 ore di trattamento (Fig. 28).
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Figura 28 A) Gli istogrammi riportano la quantificazione della fluorescenza correlata al DNA frammentato in cellule
SH-SYS5Y. Le differenze significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). B) Immagini di celle SH-SY5Y.
Controllo (a) e cellule esposte a EBE 40 a 24 (b), 48 (c) e 72 h (d). Cellule di controllo positivo (e). Celle di controllo
negativo (f). Barra = 60 um. 2P > 0.05; °P < 0.001; °P < 0.0001.

L'analisi WB ha mostrato che il trattamento con EBE 40 ha indotto autofagia nelle cellule SH-SY5Y
indifferenziate (p <0.0001), come mostrato dal significativo aumento dei livelli di LC3 dopo

un'esposizione di 48 ore (Fig. 29).
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Figura 29 Analisi Western blot dei livelli proteici per LC3 dopo esposizione a EBE 40 in cellule SH-SY5Y. Le differenze
significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05; °P < 0.001.
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L'attivazione dell'apoptosi e stata confermata anche dall'aumento della percentuale di DNA
frammentato. E interessante notare che abbiamo osservato un aumento dell'espressione di LC3 (Fig.
29) in risposta al trattamento EBE per 48 ore, suggerendo l'induzione dell'autofagia, un processo che
puo essere stimolato da diversi tipi di stress cellulare, incluso lo stress ER. Tuttavia, il ruolo
dell’autofagia indotta dallo stress ER ¢ controverso e probabilmente dipende dall’entita dello stress
ER (Rashid et al., 2015). Sebbene la maggior parte degli studi indichi che l'autofagia € un processo
cellulare conservato che mantiene I'omeostasi cellulare, esercitando funzioni pro-sopravvivenza in
seguito allo stress del RE, é stato anche dimostrato che I'autofagia e I'apoptosi spesso si verificano
nella stessa cellula, principalmente in una sequenza in cui l'autofagia precede e facilita I'apoptosi
(Gump e Thorburn, 2011; Song et al, 2017). In questo caso, l'aumento del processo autofagico in
risposta al trattamento EBE pu0 indicare un tentativo di proliferazione delle cellule per evitare di
essere uccise, o l'effetto di un intenso stress ER che porta all’apoptosi cellulare dipendente
dall’autofagia. Pertanto, sono necessarie ulteriori ricerche per chiarire la complessa interazione tra

autofagia e apoptosi nelle cellule SH-SY5Y esposte a EBE.

5.2.3 Attivita citotossica EBE, ECE, ATE vs linee cellulari HepG2

Al fine di stabilire gli effetti degli estratti EBE, ECE, ATE sulla vitalita verso linee cellulari di HepG2,
abbiamo eseguito un test di sensibilita cellulare MTT (3-(4,5-dimetiltiazol 2-il) -2,5-difeniltetrazolio
bromuro) dopo 24 ore di esposizione a diverse concentrazioni. L'EBE ha avuto un effetto dose-
dipendente sulla vitalita delle cellule HepG2 (p <0.0001) le curve dose-risposta hanno mostrato un
valore ECso di 43.1 pug/ml e non ha avuto effetti tossici sulle cellule HepG2 a concentrazioni fino a 1
ug/ml (Fig. 30). Come accennato in precedenza, & stato dimostrato che EBE ha avuto attivita
antitumorale verso le linee cellullari SH-SY5Y, promuovendone 1’apoptosi. Testando EBE alle stesse
concentrazioni verso linee cellulari HepG2, ha avuto attivita citossica, dimostrando e confermando
da diversi autori, che le ossilipine presenti in questo estratto agiscono a largo spettro verso diverse
linee tumorali (Cohen e Flescher, 2009; Christensen, 2020). L’estratto ECE ha avuto attivita
citotossica alle concentrazioni testate mostrando un valore di ECso di 47.2 pug/ml, e non ha avuto
attivita a concentrazioni fino a 10 pg/ml (Fig. 31). Questi risultati sono in accoro con Abu-Khudir et
al., 2021, i quali saggiando gli estratti in metanolo (80%) di E. crinita hanno causato la morte delle
cellule (per apoptosi) dell’adenocarcinoma mammario umano (positivo per il recettore degli estrogeni

(MCF-7)) ed epatico (HepG2). ATE alle concentrazioni testate non ha dato attivita.
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Figura 30 Analisi dell'andamento della vitalita cellulare in seguito all'esposizione alle concentrazioni di EBE (1-10-40-
50 pg/ml) per 24 ore in HepG2. Le differenze significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05; °P

<0.001; °P < 0.0001.
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Figura 31 ECE Analisi dell'andamento della vitalita cellulare in seguito all'esposizione alle concentrazioni di ECE (1-
10-40-50 pg/ml) per 24 ore in HepG2. Le differenze significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P >
0.05; °P < 0.001; °P < 0.0001.
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6. Valutazione dell’attivita miorilassante estratti di A. taxiformis su colon di Rattus
novergicus

6.1 Materiali e metodi
Gli esperimenti sono stati condotti su strip di colon provenienti da 10 ratti Wistar adulti di tre mesi di
eta. I ratti sono stati tenuti in locali a temperatura (24+2°C) ed umidita (60%) controllata e con
alternato periodo di luce-buio della durata di 12 ore. Gli animali sono stati pre-anestetizzati con etere
e successivamente sacrificati mediante dislocazione cervicale. L’ addome ¢ stato immediatamente
aperto segmenti di colon sono stati rimossi e posti in una soluzione di Krebs costituita da NaCl 119
mM, KCI 4.5 mM, MgSO4 2.5mM, NaHCO3 2.5 mM, KH>PO4 1.2 mM, CaCl; 2.5 mM, glucosio
11.1 mM.
Il contenuto dei segmenti intestinali isolati ¢ stato delicatamente lavato con la soluzione Krebs ed i
preparati di colon, posti in una vaschetta di dissezione sono stati aperti e tagliati trasversalmente in
modo da ricavare strips di muscolatura circolare lunghe circa 15 mm. Ciascuna strip ¢ stata sospesa
nei quattro canali in vetro di un bagno per organo isolato (Fig. 32), contenenti ognuno 10 ml di
soluzione Krebs ossigenata (95% di Oz e 5% di CO»).
L’ossigeno ¢ stato fornito per mezzo di una bombola collegata a collettori specifici presenti sulla parte
inferiore di ogni singolo canale. Inoltre, i canali erano immersi in una vasca in vetroresina
termostatata che consentiva il mantenimento della soluzione Krebs ad una temperatura costante di
37° C.
Il montaggio di ciascuna strip in un singolo canale si ¢ realizzato in due fasi:

1. fissazione dell’estremita distale ad un piccolo gancio di vetro presente all’ interno di ogni

singolo canale;
2. fissazione dell’estremita prossimale, mediante un filo di seta, ad un trasduttore di forza
isometrica.

Il trasduttore di forza isometrica (Fig. 33) (tipo Fort 10, Ugo Basile, Biological Research Apparatus,
Camerino VA, Italy) permetteva di fornire in uscita, in modo proporzionale alla forza applicata in
entrata, un voltaggio lineare con bassissime deflessioni.
Le preparazioni sono state sottoposte ad una tensione iniziale di 1 g e lasciate ad equilibrare per 1
successivi 30 min. Al termine del periodo di equilibrio le preparazioni sono state saggiate con
carbacolo (CCh, 10 uM) per verificare se esse fossero in grado di contrarsi. Negli strip di muscolatura
circolare si osservava, una risposta contrattile al CCh di circa 1.9 £ 0.6 g.
L attivita meccanica, espressione dell’attivita della muscolatura circolare, ¢ stata digitalizzata su un
convertitore A/D Power Lab/400 (Ugo Basile, Biological Research Apparatus), registrata su un

personal computer (collegato tramite interfaccia SCASI al convertitore A/D) ed analizzata utilizzando
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il programma Chart 4 elaborato dalla stessa ditta Power Lab fornitrice del convertitore A/D.

La stimolazione elettrica dei neuroni intramurali (EFS) ¢ stata effettuata mediante uno stimolatore
elettrico Grass S88 (Grass Instruments CO., Quincy, Mass., USA) attraverso una unita di isolamento
SIU 5 ad accoppiamento diretto collocata tra lo stimolatore e gli elettrodi di stimolazione per ridurre
gli artefatti e per evitare danni allo stesso stimolatore. Il SIU 5 contiene un oscillatore a radio

frequenza (RF) che ¢ modulato dall’ uscita dallo stesso stimolatore.

Gancio
(Sup.)

Figura 33 a) Trasduttori di forza, ove & possibile notare il gancio superiore (Gancio Sup.); b) Primo piano di un canale in cui si
osserva il gancio inferiore (Gancio Inf.) e gli sbocchi per la miscela O2/COz e per il drenaggio.
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Le stimolazioni (0.5 ms, 8 Hz, 150 V), in treni di 10 sec., sono state applicate per mezzo di un paio
di elettrodi di platino.

Per esaminare le contrazioni colinergiche, alla soluzione di Krebs é stata aggiunta la neostigmina (1
uM), inibitore dell'acetilcolinesterasi, per potenziare la neurotrasmissione colinergica e quindi la EFS
e stata eseguita a intervalli di 5 minuti e sono state osservate risposte stabili e riproducibili per ore.
Per poter valutare gli effetti di ATE sulla trasmissione colinergica I'EFS é stata ripetuta in presenza
di concentrazioni crescenti non cumulative di ATE. Il tempo di contatto per ciascuna concentrazione
era di 10 minuti. In una seconda serie di esperimenti, i nostri preparati sono stati pretrattati con L-
NAME (Nw-Nitro-L-arginine methyl ester, 100 uM) e 1H- [1,2,4] Oxadiazolo[4,3-a] quinoxalin-1-
one (ODQ, 5 uM), inibitori del pathway nitrergico che inibiscono la sintesi dell’ossido nitrico e la
guanilato ciclasi solubile rispettivamente, prima di ripetere la somministrazione di ATE e le EFS.

In tutti gli esperimenti I'ATE é stato sciolto in DMSO ad una concentrazione finale dello 0.01%.

6.1.1 Analisi dei dati

Tutti 1 dati sono riportati come medie £ S.D. “n” indica il numero di preparati sui quali sono state
eseguite le osservazioni. L’ampiezza delle contrazioni spontanee e delle risposte contrattili a CCh
sono state espresse in valore assoluto (mg).

L’ampiezza delle e risposte eccitatorie evocate da EFS ¢ stata espressa come percentuale della risposta
a CCh (10 uM). La significativita statistica e stata valutata utilizzando ANOVA a una via seguita dal
test t di Bonferroni (PRISM, versione 6.0; GraphPad software Inc., San Diego, CA, USA). In tutti i
casi, 1 dati sono stati considerati significativi per livelli di p <0.05.

6.2 Risultati e discussioni

Le Strip di muscolatura circolare di colon distale di ratto montati nel bagno per organo isolato
mostravano un’attivita meccanica 490.3 + 4.2 mg e una frequenza di 4.2+1.5 cpm. (n=11).

La stimolazione elettrica di campo induce un effetto eccitatorio consistente in una contrazione
muscolare la cui ampiezza a 8 Hz. L’ampiezza massima di tale risposta era circa di 1.15 £ 0.3 g
(n=11). La risposta alla EFS era antagonizzata dal pretrattamento dei preparati con TTX (1 uM, n=5)
e ci0 ne indica 1’origine neurale, inoltre, tali risposte erano abolite in presenza di atropina (1 uM,
n=4) antagonista dei recettori colinergici muscarinici, indicando che 1’acetilcolina rilasciata dalle
terminazioni nervose enteriche, ¢ responsabile delle contrazioni evocate.

Occasionalmente é stato osservato un rilassamento muscolare iniziale, di ridotta ampiezza, nella
risposta all'EFS che veniva abolito in presenza di L-NAME (100 mM), inibitore della Ossido nitrico

(NO) sintasi, suggerendo che NO il principale neurotrasmettitore enterico inibitore era coinvolto nella
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risposta inibitoria evocata da EFS. Per valutare un possibile effetto di ATE sulla attivita spontanea e/o
sulla risposta contrattile evocata da stimolazione elettrica (EFS) abbiamo analizzato gli effetti indotti
dalla somministrazione esogena di ATE sia sulla normale attivita contrattile che sulle risposte
eccitatorie evocate dalla EFS.

La somministrazione cumulativa di ATE (25-200 pg/ml) non modificava significativamente né
I’ampiezza né la frequenza delle contrazioni spontanee in nessuno dei preparati soltanto
occasionalmente la piu alta concentrazione induceva una riduzione del 20% dell’attivita spontanea.
Nei nostri preparati ATE che, come detto sopra, per s€ non induceva alcun cambiamento della attivita
contrattile spontanea, dopo circa 5 min dalla somministrazione riduceva 1I’ampiezza delle contrazioni

evocate da EFS in maniera dose dipendente (n=5) (Fig. 34).

150 -
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Ampiezza contrazione evocata
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_|
—
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D PSS Asparagopsis
v N ATE

Figura 34 Istogramma che mostra gli effetti di ATE (25-200 ug/ml) sull’ampiezza delle contrazioni evocate da EFS a
frequenza di stimolazione 8 Hz (0.5 ms, voltaggio sovramassimale per 10 sec, n=5). I dati sono espressi come media =+
S.D.*P <0.05 rispetto al controllo

Per valutare se vi fosse un coinvolgimento di NO il principale mediatore inibitore intestinale, prima
di ripetere la somministrazione con ATE e misurare la EFS, il colon ¢ stato pretrattato con L-NAME
(100 uM) e ODQ (5 uM), inibitori del pathway nitrergico che inibiscono la sintesi dell’ossido nitrico,
e la guanilato ciclasi solubile.

Nessuno dei due inibitori modificava I’effetto di ATE sulla EFS escludendo un coinvolgimento del

pathway di NO (Fig. 35).
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Figura 35 Istogramma che mostra gli effetti di ATE (25-200 pg/ml) sull’ampiezza delle contrazioni evocate da EFS a
frequenza di stimolazione 8 Hz (0.5 ms, voltaggio sovramassimale per 10 sec, n=4), da sola o in presenza di (100 uM) L-
NAME, inibitore sintesi NO o in presenza di (5 pM) ODQ, inibitore della guanilato ciclasi, in strips di colon di ratto. I
dati sono espressi come media = S.D di n =4-5.

Probabilmente tale effetto sembrava dipendere da una modulazione pregiunzionale del rilascio di
Acetilcolina, ovvero da un effetto postgiunzionale, come antagonista dei recettori muscarinici dal
momento che diversi estratti naturali sono in grado di inibire la risposta colinergica modificando la
responsivita del muscolo al neurotrasmettitore. A tale fine ¢ stata valutata se la somministrazione di
ATE modificasse in qualche modo la risposta contrattile evocata dal CCh (10 uM), agonista
colinergico muscarinico. La somministrazione di CCh (10 M) induceva una contrazione muscolare
di circa 1.9 + 0.2 g (n=5) che non veniva modificata in presenza di ATE (Fig. 36), indicando quindi

un effetto pregiunzionale di modulazione del rilascio del neurotrasmettitore.
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Figure 36 istogramma che mostra gli effetti di ATE (25-200 pg/ml) sull’ampiezza delle contrazioni evocate da CCh (10
puM) sul colon di ratto. I dati sono espressi come media = S.D.
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Questi risultati sembrano in accordo con studi condotti su topi in cui é stato dimostrato come gli
estratti di Gracilaria caudata riescono ad inibire la diarrea indotta da olio di ricino del 49,1 % (Costa
et al., 2016), mentre del 63,2 % nella specie Hypnea musciformis (Sousa et al., 2016). Tuttavia negli
studi citati I’effetto era attribuito a composti solforati polisaccaridici presenti negli estratti delle
macroalghe rosse, capaci di esprimere attivita anti-enteropooling, riducendo la motilita intestinale e
bloccando i recettori muscarinici, agendo di fatto come antagonisti verso i recettori dell’acetilcolina
(Leddido et al., 2017), i dati di questa ricerca invece escluderebbero un’interazione diretta con i
recettori muscarinici e suggerirebbero invece una azione neuromodulatrice sulle terminazioni
enteriche del colon di ratto. Ulteriori studi potrebbero permettere di chiarire il meccanismo di azione

di ATE e i possibili contributi dei fitocomposti in esso contenuto.
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7. Valutazione dell’attivita immunomodulante di estratti di E. brachycarpa, E.
crinita, A. taxiformis sul riccio di mare A. lixula.

7.1 Materiali e Metodi

7.1.1 Animali

Tenuto conto delle linee guida sugli animali da laboratorio per la revisione etica del benessere degli
animali (GB/T 35.892-2018) esemplari adulti (90) di Arbacia lixula (Tabella 1), sono stati raccolti
in prossimita dell'infralitorale (circa 1-6 metri di profondita), nel Golfo di Castellamare (Balestrate,
Trappeto) e stabulati fino al loro utilizzo, a una temperatura di 18°C in vasche da 150 litri. L'acqua di
mare & stata preparata utilizzando il kit HI-Tech Reef Salt. | sali sono stati sciolti in acqua deionizzata
per ottenere una salinita di 38-39%. e un pH pari a 8.1 + 0.1. Settimanalmente sono stati sostituiti
volumi d'acqua di 10-20 L.

7.1.2 Piano sperimentale

Per la valutazione dell’attivita immunomodulante degli estratti di macroalghe su riccio di mare sono
stati effettuati tre set sperimentali con tre diverse macroalghe: E. brachycarpa, E. crinita, A.
taxiformis. Per ogni set rispettivamente sono sati creati tre gruppi di ricci: I, Il e I1l come mostrato
nella Figura 37, scegliendo casualmente gli individui dalle vasche di stabulazione. Per tutti i

trattamenti descritti di seguito sono stati utilizzati 3 ricci.

GRUPPO | Costituito da:
e Ricci trattati con solo ACF (10 mM CacCl,, 14 mM KCI, 50 mM MgClz, 398 mM NacCl, 1.7
mM Na;HCO3, 25 mM NazSOs4)
¢ Ricci trattati con ACF+DMSO
e Ricci trattati con ACF+LPS. 2 pg di LPS per millilitro di Fluido Celomatico di Riccio (FCR)
simulando un'infezione da batteri gram-negativi. 1l lipopolisaccaride (LPS) e stato sospeso in
ACF e successivamente iniettato direttamente attraverso la membrana peristomale nella cavita
celomatica del riccio di mare (Terwillinger et al. 2007).
e Ricci senza puntura
Nei ricci tratti con ACF, ACF+DMSO e ACF+LPS i volumi iniettati erano pari a 100 pl.

GRUPPO |11 costituito da:
e Ricci trattati con EBE
e Ricci trattati con ECE

pag. 81



e Ricci trattati con ATE
Rispettivamente i trattamenti con gli estratti delle alghe sono stati effettuati sciogliendo gli
estratti algali in DMSO e iniettando ogni estratto alla concentrazione di 40 pg/ml FCR, portati
al volume di 100 pl con ACF.

GRUPPO Il costituito da:
e Ricci trattati con EBEL
e Ricci trattati con ECEL

e Ricci trattati con ATEL
Rispettivamente i ricci sono stati iniettati con 40 pg di estratto algale + 2 pg di LPS/ml FCR e portati

al volume di 100 ul con ACF.
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Figura 37 Piano sperimentale per la valutazione dell’attivita immunomodulante degli estratti di E. brachycarpa, E.
crinita, A. taxiformis sul riccio di mare A. lixula.

Dopo 3 h dal trattamento il fluido celomatico degli animali é stato prelevato in anticoagulante
isosmotico (ISO-EDTA: 20 mM Tris, 0.5 M NaCl, 30 mM EDTA a pH 7.5) in rapporto ISO-
EDTA/FCR di 1:5. Successivamente un’aliquota ¢ stata prelevata per effettuare le conte cellulari,
totali e differenziali, utilizzando la camera di Neubauer. 1l campione rimanente & stato centrifugato a
400 g per 10 minuti a 4°C. Il surnatante (fluido celomatico privo di cellule) e i pellet ottenuti sono
stati conservati a -80 °C. I pellet cellulari (90) sono stati potterati in RIPA BUFFER 1X addizionato
con cocktail di antiproteasi 1:200 per 5 minuti, sonicati 90 s e centrifugati a 18000 g per 10 min a 10

°C. I lisati cellulari ottenenuti sono stati conservati a -20 °C.
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7.1.3 Analisi biochimiche sui lisati cellulari e sui cell-free.

I livelli di ROS e GSH sono stati misurati mediante 1’uso di sonde fluorescenti seguendo il protocollo
di Bjedov et al. (2021). L'analisi € stata condotta utilizzando il lettore di piastra Promega™ GloMax®
(Milano, Italia) settato ad una lunghezza d'onda di eccitazione di 485 nm e di emissione di 530 nm.
Ciascuna analisi € stata condotta in parallelo ed in triplicato calibrando e azzerando lo strumento su
campioni controllo bianco e di autofluorescenza (controllo bianco in assenza di campione e controllo
autofluorescenza privo di sonda). Il contenuto di GSH e stato valutato mediante I'uso del colorante 5-
Clorometil fluoresceina diacetato (CellTracker Green CMFDA Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, Cat. No. c2925). Brevemente, 2 ul di surnatante e lisato cellulare dei campioni del I, 1l e
111 gruppo di A. lixula sono stati miscelati con 93 pl di tampone fosfato (0.1 M pH 7.2) e 5 ul di
soluzione di lavoro CellTracker Green CMFDA (10 uM in DMSO). Successivamente, la fluorescenza
e stata misurata dopo un'incubazione di 30 minuti a temperatura ambiente e al buio, sottraendo i valori
del bianco e dell'autofluorescenza dai dati ottenuti.

Il livello di ROS e stato valutato utilizzando la sonda Clorometil-2',7'-dicloro diidro fluoresceina
diacetato (CM-H2DCFDA Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, Cat. No. c6827). In breve,
5 ul di surnatante e di lisato cellulare dei campioni sono stati miscelati con 85 pl di tampone fosfato
(0.1 M pH 7.2) e 10 pl di soluzione di lavoro CM-H.DCFDA (10 pM in DMSO). La preparazione
del controllo bianco e di autofluorescenza, nonché delle condizioni di incubazione sono le stesse
descritte sopra. I valori di fluorescenza misurati di ciascun campione sono stati normalizzati per
contenuto proteico, opportunamente dosato utilizzando il metodo di Bradford.

Il livello di NO nei surnatanti é stato valutato mediante saggio colorimetrico utilizzando il reattivo di
Griess (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). In sintesi, 100 pl di surnatante, ottenuto
mediante centrifugazione a 14.000 rpm per 30 minuti a 4°C, sono stati incubati con uguale volume di
reagente di Griess (1% sulfanilamide in 5% acido fosforico e 0.1% N-(1-naftil) - etilendiammina).
Dopo l'incubazione della miscela di reazione per 10 minuti a temperatura ambiente, I'assorbanza e
stata determinata spettrofotometricamente ad una lunghezza d’onda di 520 nm utilizzando il lettore

di piastra PromegaTM GloMax®.

7.1.4 Concentrazione proteica e saggi enzimatici

La concentrazione proteica & stata misurata su tutti i campioni utilizzando il metodo Bradford
(Bradford, 1976) rilevando I’assorbanza dei campioni a 595 nm.

L'attivita esterasica e stata valutata su tutti i campioni incubando 100 pl di campione con 100 pl di
tampone (substrato di nitrofenil-miristato da 0.4 mMp in tampone di bicarbonato di ammonio da 100

mM contenente Triton X-100 allo 0.5%, pH 7.8, 30 °C) (Ross et al., 2000).
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L'attivita della fosfatasi alcalina é stata misurata secondo Ross et al. (2000), incubando 100 pl di
campione con 100 pl di tampone (4 mM p-nitrofenil fosfato liquido in 100 mM di bicarbonato di
ammonio contenente 1 mM di MgCly, pH 7.8, 30 °C). Sia per I’esterasi che per la fosfatasi, 1’Abs &
stata valutata a 405 nm per 1 ora ogni 5 minuti.
L'attivita enzimatica € espressa in U/ug e calcolata come:

(Abs/min )x(1000/Eb)x(Vf/Vi)
con EDbfosfatasi = 18.4. EDesterasi =16.4.
Un'unita di attivita ¢ stata definita come la quantita di enzima necessaria per rilasciare 1pmol di

pnitrofenolo prodotto in 1 minuto.

7.1.5 Analisi statistica

I risultati sono stati espressi come media + DS. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato. |
confronti statistici sono stati eseguiti utilizzando I'analisi ANOVA a una via, seguita dalla correzione
di Tukey per confronti multipli utilizzando Prism 9.5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
In tutti i casi, i risultati sono stati considerati significativi per livelli di p <0.05.

7.2 Risultati e discussioni

7.2.1 Conte cellulari

Nei fluidi celomatici dei ricci sono state eseguite le conte cellulari totali (CCT) (Fig. 38). In tutti i set
sperimentali, le CCT dei ricci controllo (ACF, DMSO e senza puntura) non hanno mostrato
cambiamenti significativi. Tuttavia, in tutti i casi il trattamento con LPS ha aumentato
significativamente le CCT (p < 0.0001) rispetto ai ricci controllo (Fig. 38). Questo risultato era in
accordo con altri autori, i quali hanno valutato la risposta immunitaria in seguito alle iniezioni di LPS
(alla stessa concentrazione di 2 pg/ml FCR) in Paracentrotus lividus dopo 3 ore (Chiaramonte et al.
2019) confermando che I’LPS potrebbe attivare una reazione di tipo infiammatorio e quindi
meccanismi immunitari di tipo umorale e cellulare (Parrinello et al., 2007; Parrinello et al., 2008;
Arizza et al., 2009). A conferma di cio, Clow et a., (2004) trattando con LPS (2 pg/ml) la specie
Strongylocentrotus purpuratus hanno osservato un aumento dell’espressione di un omologo del
complemento C3 (SpC3), capace di agire come un’opsonina umorale comportando anche un aumento
significativo dell'attivita fagocitica, di un singolo tipo di celomociti (fagociti poligonali) che
presumibilmente esprimono i recettori SpC3. Anche in Asterias rubens I’iniezione con LPS (1 mg/ml)
ha provocato I'aumento significativo del numero totale dei celomociti e dell’attivita fagocitica (Holm
et al., 2008). Per quanto concerne invece i ricci trattati con alga e LPS simultaneamente i nostri
risultati hanno mostrato in tutti i casi una diminuzione del numero di celomociti rispetto al trattamento
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con solo LPS sebbene il dato fosse significativo solo nel caso di EBEL e ATEL (p < 0.0001 e p <
0.001). Questo potrebbe dipendere da una capacita degli estratti algali di ridurre [’effetto
proinflammatorio indotto da LPS e descritto in precedenza. In particolare, ¢ noto che I’attivita
antinflammatoria esercitata da EBE probabilmente sia dovuta alla composizione lipidica di questo
estratto, all’interno del quale ci sono composti come 1’acido palmitico capaci di esprime attivita
antiinflammatoria attraverso D’inibizione dell’attivitd enzimatica proinfiammatoria delle
Ciclossigenasi-2 (COXz) (da Costa et al., 2021; Jaworowska et al., 2022). Per quanto concerne invece
I’attivita di ATE, questa e dovuta probabilmente alla presenza di composti bromurati. Questo € in
accordo con altri autori, i quali testando estratti di Asparagopsis armata hanno osservato 1’inibizione
degli enzimi proinfiammatori della elastasi e fosfolipasi A2 (Oumaskour et al., 2013). Infine, a
conferma di quanto detto sopra, ossia del probabile effetto infiammatorio causato dall’LPS e del
probabile effetto antiinfiammatorio causato dall’alga nel trattamento simultaneo per quanto concerne
i trattamenti con i singoli estratti algali (EBE, ECE, ATE) i nostri risultati non hanno mostrato
cambiamenti significativi rispetto ai ricci controllo (Fig. 38). Questo suggerisce che i soli estratti
algali alle concentrazioni testate non influenzano il numero totale dei celomaociti circolanti ma

svolgono un ruolo fondamentale nella riduzione del processo inflammatorio causato dall’LPS.

TN

c ACF DMSO LPS EBE EBEL ECE ECEL
Figura 38 Conta totale dei celomociti di A. lixula dopo 3 ore. Trattamento con EBE; ECE e ATE. Nel set sperlmentale
sono riportati il controllo senza puntura, il controllo ACF, il controllo DMSO, i trattati con LPS, con alga (EBE, ECE,
ATE) e con LPS+alga (EBEL, ECEL e ATEL). | dati sono espressi come media + DS. Le differenze significative sono
indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05; P < 0.001; °P < 0.0001.
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7.2.2. ROS, Nitriti, GSH

Le variazioni dei livelli di ROS sono state valutate nel lisato cellulare e nel cell-free. Sia nei lisati
cellulari che nei cell-free, per tutti i set sperimentali il trattamento con LPS ha aumentato
significativamente il livello dei ROS (p < 0.0001) rispetto a quanto trovato nei ricci controllo (Fig.
39; A per i lisati cellulari e B per i cell free). Questo incremento dei livelli di ROS potrebbe essere
dovuto al riconoscimento da parte dei celomociti dei profili molecolari associati al patogeno
(PAMPs). Infatti, € noto che, quando i fagociti riconoscono i PAMPs si attivano e compiono la
fagocitosi di particelle o materiale xenobiotico. Questo fenomeno e accompagnato dal “burst”
respiratorio, un meccanismo biomolecolare mediante il quale i fagociti attivati producono e rilasciano
ROS capaci esprimere attivita antimicrobiche (Ito et al., 1992; Hibino et al., 2006).

Per quanto concerne i livelli dei ROS nei lisati cellulari, i risultati sono riassunti nella (Fig. 39-A). In
tutti i trattamenti tra i controlli non sono stati osservati cambiamenti significativi. Incrementi
significativi (p <0.0001) sono stati tuttavia osservati rispetto ai controlli quando gli individui
venivano trattati con solo LPS. D’altro canto, quando gli animali venivano trattati con 1 soli estratti
algali i livelli di ROS non mostravano cambiamenti significativi rispetto ai controlli. In definitiva
quando gli animali venivano trattati simultaneamente con gli estratti algali e LPS si osservavano
decrementi significativi nei livelli di ROS rispetto agli animali trattati con solo LPS soprattutto nel
caso di EBEL e ATEL (p < 0.0001). EBEL in particolare ha mostrato notevoli potenzialita per
riportare 1 livelli di ROS simili ai livelli dei controlli. ECEL e ATEL, invece sebbene riducessero un
possibile effetto infiammatorio indotto dall’LPS non ripristinavano 1 valori di ROS rispetto ai
controlli.

La riduzione significativa (p < 0.0001) di livelli di ROS potrebbe essere dovuta ai composti lipidici
presenti in EBE, e ai bromurati in ATE. Per quanto concerne EBE, risultati simili sono stati ottenuti
saggiando un norisoprenoide (apo-9-fucoxantinone) isolato dagli estratti di Sargassum muticum che
¢ stato capace di regola I’inflammazione inibendo I’attivazione di NF-xB (nuclear factor kappa B) e
sopprimendo IkB-a nei macrofagi (linea cellulare RAW264.7) attivati dal LPS (Remya et al, 2022).
Uno strumento diagnostico per valutare 1’attivita antifiammatoria dei composti & 1’emolisi di globuli
rossi (Mounnissamy et al., 2007). Infatti, numerosi farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS)
agiscono preservando I’integrita lisosomiale delle cellule, consentendo il blocco o rilascio di enzimi
lisosomiali convolti nel processo infiammatorio (Mounnissamy et al., 2007; Chaitanya et al., 2011).
Shafay et al., (2021) utilizzando questo saggio con estratti di macroalghe rosse (in vitro), hanno
rilevato un’attivita antinflammatoria paragonabile a quella del diclofenac. I nostri risultati sono in
accordo con questi autori in quanto in ATE sono presenti composti simili a quelli testati da questi

autori.
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Nel cell-free i nostri risultati hanno mostrato decrementi significativi (p <0.0001) dei livelli di ROS
nel caso di EBEL (Fig. 39-B) e ATEL (Fig. 39; B) rispetto al trattamento con solo LPS. Questa attivita
capaci di esprime questa attivita inibitoria nel rilascio di ROS a livello plasmatico come dimostrato
da Sharma et al., 2023. Questi autori utilizzando composti lipidici ottenuti dalla macroalga bruna
Padina tetrastromatica, hanno assistito a una diminuzione significativa del livello dei ROS nel
plasma di topo. Per quanto riguarda 1’attivita di ATE, questa in accordo con altri autori, potrebbe

essere dovuta alla presenza di numerosi composti bromurati discussi in precedenza (Khani et al.,

2023).
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Figura 39 Livello dei ROS di A. lixula dopo 3 ore nel lisato cellulare: A) e nel cell-free B) rispettivamente dopo il
trattamento con solo LPS, con sola alga (EBE, ECE e ATE) e con LPS+alga (EBEL, ECEL e ATEL). | dati sono espressi
come media + DS. Le differenze statisticamente significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05;
bp < (.001; °P < 0.0001.
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Negli invertebrati la prima prova del ruolo dell’ossido nitrico (NO) come molecola immunocita-
effettrice é stata fornita da Radomsky et al. (1991) nella specie Limulus polyphemus. Il nostro studio
ha interessato per la prima volta 1’analisi dei livelli NO nel cell-free di A. lixula in seguito a trattamenti
con LPS ed estratti di macroalghe. Nel lisato cellulare, queste valutazioni non sono state effettuate
per problemi di interferenza colorimetrica dovuta alla tipica colorazione rossa dei celomociti lisati.
Per quanto concerne il cell-free, i trattamenti con LPS in tutti i set sperimentali (Fig. 40) aumentavano
significativamente il livello dei NO rispetto ai ricci controllo (p <0.0001). NO svolge un ruolo
importante nell’'eliminazione degli agenti patogeni (Laroux et al., 2001; Rodriguez-Ramos et al.,
2010; Ellis et al., 2011), infatti € noto che la sua produzione e rilascio a livello umorale puo essere
indotta in seguito all’attacco di microrganismi per la difesa dell’ospite (Muller et al., 2006; Colasanti
et al., 2010). I nostri risultati sono in accordo con diversi autori, i quali esponendo (in vitro) emociti
di Panulirus argus con LPS, hanno mostrato I’incremento dell’attivita e dell’espressione genica
dell’ossido nitrico sintasi (Rodriguez-Ramos et al., 2010). Cio comporta I’aumento significativo dei
livelli di NO a livello umorale come visto in diversi invertebrati (Mdller et al., 2006; Costa et al.,
2008; Costa et al., 2009; Colasanti et al., 2010). Trattando i ricci con alga+LPS simultaneamente i
nostri risultati hanno mostrato in tutti i casi una diminuzione rispetto al trattamento con il solo LPS
sebbene il dato fosse significativo solo nel caso di EBEL e ATEL (p < 0.0001 e p < 0.001). A
conferma di quanto detto per i livelli di ROS, i composti lipidici presenti nell’estratto EBE mostrato
la potenzialita di ridurre I’effetto infiammatorio prodotto da LPS riportando i livelli di NO simili ai
ricci controllo (Fig. 40). L effetto osservato sui livelli di NO ¢ probabilmente dovuto alla presenza di
lipidi nell’estratto di EBE (Conde et al., 2021). L’attivita di ATE (Fig. 40) invece ¢ in accordo con i
risultati ottenuti da Choi et al., (2018), i quali saggiando un bromofenolo (Bis 3-bromo-4,5-
diidrossibenzil) isolato dalla specie di macroalga rossa Polysiphonia morrowii hanno rilevato la
riduzione del processo infiammatorio (indotto da LPS), riducendo in modo significativo i livelli di

NO in cellule macrofaghe RAW 264.7.
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Figura 40 Livello del NO in A. lixula dopo 3 ore. Trattamento con EBE, ECE e ATE. Nel set sperimentale sono riportati
il controllo senza puntura, il controllo ACF, il controllo DMSO, i trattati con LPS, con alga (EBE, ECE, ATE) e con
LPS+alga (EBEL, ECEL e ATEL). I dati sono espressi come media + DS. Le differenze statisticamente significative sono
indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05; °P < 0.001; °P < 0.0001.

Il glutatione (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina; GSH) e ampiamente distribuito in natura ed é presente
praticamente in tutte le cellule animali a concentrazioni elevate (0.1-10 mM) (Dolphin et al., 1989;
Meister, 1995). Rappresenta uno strumento di difesa per il mantenimento dell'omeostasi redox
esplicando attivita antiossidante come osservato da Ferreira-Cravo et al., (2023). Le variazioni dei
livelli di GSH sono state valutate nel lisato cellulare e nel cell-free. Per quanto riguarda sia lisati
cellulari che i cell-free, in tutti i set sperimentali il trattamento con LPS ha diminuito
significativamente il livello dei GSH (p <0.0001) rispetto ai ricci controllo (Fig. 41-A per i lisati
cellulari e B per i cell free). L’attivazione del sistema immunitario causata dal LPS comporta
I’aumento dello stress ossidativo confermato dall’incremento dei livelli di ROS (osservato in
precedenza) e conseguentemente la deplezione dei livelli di GSH (Dobashi et al., 2001; Mauro et al.,
2023). | ricci trattati con alga e LPS simultaneamente hanno mostrato in tutti i casi incrementi dei
livelli di GSH rispetto al trattamento con il solo LPS (Fig. 41-A, B), ECEL (Fig. 41-A, B) e ATEL
(Fig. 41-A, B). Nel lisato cellulare e nel cell-free si € assistito a un aumento significativo (p <0.0001)
del livello del GSH negli animali trattati con i singoli estratti algali rispetto a quelli trattati con solo
LPS e mantenendo valori simili ai controlli. Questo potrebbe essere dovuto ai composti lipidici
presenti in EBE, i meroterpenoidi in ECE e i bromurati in ATE, che regolano il processo
inflammatorio sia livello cellulare che umorale nel riccio di mare A. lixula. Di fatto EBE potrebbe
rigenerare il GSH consumato come osservato da altri autori nelle macroalghe brune ricche di
composti di natura lipidica (Rahima et al., 2021). Infatti, alcuni autori utilizzando alcuni composti
(Florotannini) prodotti dalle specie Fucus vesiculosus e Ascophyllum nodosum, hanno rilevato una

diminuzione dei ROS intracellulari e della perossidazione lipidica e un miglioramento dei livelli di
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GSH e delle attivita enzimatiche della GSH-perossidasi, GSH-reduttasi e GSH-S-transferasi
(Queguineur et al. 2012, Catarino et al. 2017). | composti meroterpenici contenuti in ECE a differenza
dei saggi biochimici precedenti sembrerebbero avere avuto effetto sulla rigenerazione del GSH (Fig.
41-A, B), probabilmente questa attivita e data da diversi meroterpeni presenti in ECE, i quali riescono
ad esercitare numerose proprieta antiossidanti a livello cellulare (p <0.001) e umorale (p <0.001)
(Fisch et al., 2003; Abu-Khudir et al., 2021; Lukova et al., 2023). | composti bromurati contenuti in
ATE agirebbero nella regolazione dell’infiammazione riducendo i livelli di ROS e di NO, rigenerando
il GSH nel lisato cellulare e nel cell-free (Fig. 41-A e B) nei ricci esposti al LPS. Attivita analoghe
sono state registrate in cheratinociti trattati con un bromofenolo (Bromo-4,5-diidrossibenzaldeide)
isolato da Polysiphonia morrowii il quale ha favorito la rigenerazione del GSH e la riduzione del

processo infiammatorio (Jayasinghe et al., 2022).
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Figura 41 Livello del GSH di A. lixula dopo 3 ore nel lisato cellulare: A) e nel cell-free B), rispettivamente dopo il

DMSO EBEL ECE ECEL
trattamento con solo LPS, con sola alga (EBE, ECE e ATE) e con LPS+alga (EBEL, ECEL e ATEL). | dati sono espressi
come media * DS. Le differenze statisticamente significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05;
bp < (.001; °P < 0.0001.
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7.2.3 Concentrazione proteica, esterasi, fosfatasi alcalina

Nei lisati cellulari (Fig. 42-A) e nei cell-free (B) dei ricci sono state valutate le concentrazioni
proteiche totali. Tutte le prove sperimentali non hanno mostrato cambiamenti rispetto ai controlli ad
accezione dei livelli di proteine nel cell-free degli individui trattati con solo ATE (p <0.001). Questo
risultato potrebbe essere in accordo con la capacita dei composti bromurati, presenti in ATE, di inibire
le endoproteasi del riccio di mare. Infatti, studi condotti con un composto bromurato (complesso

mono-bromomaleimmide) hanno dimostrato come questo potesse inibire I’attivita della peptidasi
papaina (Rudolf et al., 2012).
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Figura 42 Livello di proteine totali di A. lixula dopo 3 ore nel lisato cellulare: A) B) e C) e nel cell-free D), E) eF)
rispettivamente dopo il trattamento con solo LPS, con sola alga (EBE, ECE e ATE) e con LPS+alga (EBEL, ECEL e

ATEL). | dati sono espressi come media + DS. Le differenze statisticamente significative sono indicate con lettere diverse
(Tukey HSD). 2P > 0.05; °P < 0.001.
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Numerosi studi scientifici indicano come le attivita enzimatiche endogene negli invertebrati siano
coinvolte nella risposta immunitaria (Chen et al., 2007; Solé et al., 2010; Parisi et al., 2017; Torres-
Duarte et al., 2019; Vazzana et al., 2020). In questo studio € stata valutata I’attivita esterasica nel
lisato cellulare e nel cell-free dei ricci trattati. In tutti i set sperimentali il trattamento con LPS ha
aumentato significativamente 1’attivita dell’esterasi (p < 0.001) rispetto ai ricci controllo (Fig. 43-A
per i lisati cellulari e B per i cell free).

Le esterasi sono enzimi lisosomiali coinvolti nella degradazione intracellulare di elementi patogeni o
estranei (Gagnaire et al., 2004), I’incremento dell’attivita di questi enzimi, & considerato un biomarker
del processo infiammatorio (Hubbard et al., 2008). I ricci esposti al LPS hanno aumentando 1’attivita
di questo enzima in accordo con altri autori (Xian et al., 2013). Il trattamento dell’alga + LPS ha
mostrato in tutti i casi una riduzione dell’attivita esterasica rispetto ai ricci trattati solo con LPS se
pur significativa solamente nel cell-free dei ricci trattati con EBE (Fig. 43-B) (p <0,001), ECE
(Fig.43-B) (p <0.001), ATE (Fig. 43-B) (p <0.001). In accordo con altri autori gli acidi grassi
polinsaturi presenti in EBE agirebbero come mediatori dell’infiammazione regolando [D’attivita
esterasica a livello umorale (Fig. 43-B) (Yammine et al., 2020). Per quanto concerne invece |’estratto
ECE, questo sembrerebbe aver mostrato attivita inibente dell’enzima esterasi, probabilmente grazie
ai diversi meroterpeni presenti (Fisch et al., 2003; Shishido et al., 2013; Abu-Khudir et al., 2021;
Lukova et al., 2023). Inoltre, I’attivita registrata potrebbe essere in accordo anche con lo studio
condotto su un meroterpenoide (territrem B), prodotto da Aspergillus terreus, che ¢ stato capace di
inibitore irreversibilmente alcune esterasi umane (Chen et a., 1999). L’estratto ATE come mostrato
in precedenza esplicherebbe attivita riducendo in modo significativo Iattivita dell’esterasi nel cell-
free (Fig. 43-B). Questa attivita potrebbe essere dovuta ai composti bromurati che sono presenti in
essa contenuti (Barber et al., 1999; Al-Adilah et al., 2022) come osservato da altri che hanno testato
un composto bromurato (Tetrabromobisfenolo-A) dimostrandone la capacita di ridurre la formazione

dei ROS e I’attivita esterasica nei granulociti neutrofili umani (Myhre et al., 2000).
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Figura 43 Attivita enzimatica (estera3|) in A lixula dopo 3ore nel lisato cellulare: A) e nel cell-free B), rlspettlvamente
dopo il trattamento con solo LPS, con sola alga (EBE, ECE e ATE) e con LPS+alga (EBEL, ECEL e ATEL). | dati sono
espressi come media + DS. Le differenze statisticamente significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P
> 0.05; °P < 0.001.

U/ pg Proteina

Studi condotti sugli organismi marini dimostrano come Pattivita della fosfatasi alcalina sia
direttamente correlata allo stress ambientale (Seitkalieva et al., 2016). Infatti, questo enzima aumenta
la sua attivita negli organismi che sono sottoposti a diversi stress ambientale (Wang et al., 2008a,
2008b; Mazorra et al.,2002; Jing et al., 2006; Vazzana et al., 2020). Durante questa ricerca ¢ stata
valutata I’attivita della fosfatasi alcalina (FA) nel lisato cellulare e nel cell-free di A. /ixula. Per quanto
riguarda i lisati cellulari che i cell-free, in tutti i set sperimentali il trattamento con LPS ha aumentato
significativamente 1’attivita della FA (p < 0.001) rispetto ai ricci controllo (Fig. 44-A per i lisati
cellulari e B per i cell free) in accordo con la letteratura (Fukushima et al., 1998). Il trattamento
dell’alga+ LPS ha mostrato in tutti i casi una riduzione dell’attivita FA rispetto ai ricci trattati solo
con LPS se pur significativa solamente nel lisato cellulare dei ricci trattati con EBEL (Fig. 44-B) e
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ATEL (Fig. 44-A) (p <0.001). Come gia dimostrato in precedenza EBE esplicherebbe attivita
antinfiammatoria regolando il processo infiammatorio prodotto dal LPS. La sua attivita
probabilmente e dovuta alla presenza dei numerosi acidi grassi poli-insaturi capaci di regolare il
processo infiammatorio e di ridurre 1’attivita della FA (Gil, 2002; Camuesco et al., 2005). Nello stesso
modo i composti presenti nell’estratto ATE hanno ridotto ’attivita di FA in accordo con altri autori,
i quali testando un estratto acquoso di Gracilaria corticata hanno registrato un effetto epatoprotettivo
¢ la riduzione dell’attivita di FA a livello epatico nei ratti Wistar (Sampathkumar et al., 2008). Nel
cell-free il trattamento dell’alga+LPS ha mostrato in tutti i casi riduzione dell’attivita della FA rispetto
ai ricci trattati solo con LPS se pur significativi solamente nei ricci trattati con EBEL e ATEL (Fig.
44-B) (p >0.001).

L’attivita mostrata dai lipidi presenti in EBE sarebbe in accordo con altri autori, i quali testando un
complesso silibina-vitamina E-fosfolipidi hanno mostrato una riduzione dell’attivita di FA a livello
sierico in pazienti affetti da infezione da Epatite C (Falasca et al., 2008). L’estratto ATE esplicherebbe
attivita riducendo il processo infiammatorio prodotto dal LPS riportando i livelli di FA simili ai
controlli non trattati (Fig. 44-B). Questa attivita potrebbe essere dovuta alla presenza dei composti
bromurati presenti in ATE come dimostrato in diversi studi in cui questi composti sono in grado di
inibire le attivita delle fosfatasi (Wolf et al., 1967; Pathak et al., 2022).
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Figura 44 Attivita enzimatica (Fosfatasi alcalina) in A. lixula dopo 3 ore nel lisato cellulare: A) e nel cell-free B)
rispettivamente dopo il trattamento con solo LPS, con sola alga (EBE, ECE e ATE) e con LPS+alga (EBEL, ECEL e
ATEL). | dati sono espressi come media + DS. Le differenze statisticamente significative sono indicate con lettere diverse
(Tukey HSD). 2P > 0.05; °P < 0.001.
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8. Valutazione dell’attivita embriotossica dell’estratto di E. brachycarpa in A.
lixula.

8.1 Materiali e metodi

8.1.1 Campionamento, fecondazione e trattamento di A. lixula

Gli individui adulti di A. lixula sono stati raccolti mensilmente da marzo a giugno 2023, durante il
loro picco riproduttivo principale (Wangensteen et al., 2013) in scogliere rocciose poco profonde (2-
8 m). Per ogni esperimento, 10 ricci di mare di taglia adulta (peso 41.1 + 6.4 g) sono stati stabulati
nelle vasche presso il Dipartimento STEBICEF. | gameti sono stati prelevati da 3 maschi e 3 femmine
ed esaminati al microscopio per selezionare quelli di maggiore qualita per procedere alla
fecondazione, come precedentemente descritto (Martino et al., 2021). L'acqua di mare utilizzata e
stata raccolta nella stessa area e filtrata (acqua di mare filtrata Millipore da 0.22 um, (AMMF)). Dieci
minuti dopo la fecondazione, € stato controllato il successo di fecondazione mediante esame al
microscopico ottimale se >95%. Dopo tre risciacqui in AMMF, 20 ml di uova fecondate (4000
uova/ml) sono stati posti in piastre Petri da 20 mm ed esposti a diverse concentrazioni di EBE (1, 4,
10, 20 e 40 pug/ml, (EBE 1, EBE 4, EBE 10, EBE 20 ed EBE 40). Ogni esperimento é stato condotto
in triplicato. Gli embrioni sono stati coltivati a 18°C, con tre endpoint di sviluppo per ciascun

trattamento:

e 24 ore (G, gastrule)
e 48 ore (ePl, plutei precoci)
e 72 ore (IPI, plutei tardivi).

Come ¢ illustrato nella Figura 45 (A) la linea nera indica gli embrioni che non hanno ricevuto il
trattamento con EBE, mentre la linea in grigio indica il trattamento con EBE 1, EBE 4, EBE 10, EBE
20 ed EBE 40 degli embrioni alle diverse ore.

La linea 9 rappresenta I'esperimento di recupero, con embrioni allevati per 24 ore nel trattamento
EBE 40 e poi passati in AMMEF fino all'endpoint di 72 ore (Fig. 45-A). Per determinare se il DMSO
avesse effetto sullo sviluppo, gli embrioni controllo sono stati esposti alle stesse concentrazioni
utilizzate per saggiare EBE (EBE 1/4/10/20/40).
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8.1.2 Analisi morfologica degli embrioni di riccio di mare

Ogni 24 ore, 100 embrioni sono stati campionati, esaminati al microscopio (Leica DCF420 C), e
fotografati utilizzando una fotocamera digitale per valutare lo sviluppo normale/anormale degli
embrioni. Sono stati conteggiati un totale di 100 embrioni per ciascuna piastra (fatto in triplicato).
Poiche i controlli e gli embrioni esposti alle dosi piu basse di EBE (EBE 1 e 4) hanno raggiunto lo
stadio di gastrula a 24 ore e lo stadio di echinopluteo a quattro bracci prealimentazione a 48-72 ore,

sono stati utilizzati tre parametri morfologici:

e il diametro completo a 24 ore.
e la lunghezza del braccio post-orale (PO) 48 e 72 ore

e lalarghezza del corpo larvale (BW) 48 e 72 ore

per confrontare la capacita di crescita e di calcificazione degli embrioni utilizzando ImageJ (ver 1.46
r) sono stati misurati 11 embrioni per ogni trattamento (Fig. 45-B).

La lunghezza del braccio post-orale rappresenta una metrica ben nota della crescita e della
calcificazione dell'echinopluteo e il BW é stato utilizzato per analizzare i cambiamenti nella forma
larvale in risposta all'esposizione a EBE (Byrne et al., 2013; Martino et al., 2021; Wangensteen et al.,
2013). Non e stato possibile ottenere queste misure morfometriche alle dosi piu elevate (EBE 10, 20

e 40) perché gli embrioni presentavano importanti aberrazioni dello sviluppo.

(A) (B)
Stages F G ePl IPI
0
C I (1)

0 hpf EBE 1/4/10/20/40 2)

C I (3)

!l
0 hpf EBE 1/4/10/20/40 4)
!
24 hpf EBE 1/4/10/20/40 I (5)
C | (6)
!
0 hpf EBE 1/4/10/20/40 (7
|
48 hpf EBE 1/4/10/20/40 I (8)
1 1
Recovery I (9)

Figura 45 Disegno schematico del piano sperimentale utilizzato per testare gli effetti di EBE negli embrioni di A. lixula.
Bastoncini neri, colture in AMMEF; bastoncini grigi, colture in AMMEF contenenti EBE. F, fecondazione; G, gastrula; ePl,
pluteo precoce; IPI, pluteo tardivo. Le frecce nere indicano I'inizio dell'esposizione all'EBE nei diversi trattamenti; la
freccia bianca indica I'inizio della ripresa in AMMF. B) Caratteristiche morfologiche misurate su plutei di A. lixula: BW,
larghezza del corpo; PO, bastoncino scheletrico post-orale. Barra: 50 pm.
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8.1.3 Curve dose-risposta

Per valutare la sensibilita degli embrioni di A. lixula all’esposizione di EBE, sono state create tre
curve dose-risposta per i trattamenti degli embrioni a 0 hpf 24 hpf e 48 hpf. | dati sono stati raccolti
da tre esperimenti indipendenti e ripetuti rispettivamente tre volte (n=9). L'intervallo delle
concentrazioni testate é stato scelto per coprire una curva di anomalia completa 0-100%, con dosi
comprese tra 0 e 40 pg/ml. Le curve dose-risposta dei tre trattamenti sono state calcolate valutando
le percentuali di embrioni anomali rispetto a concentrazioni crescenti di EBE. Sono stati determinati
due parametri ecotossicologici: ECso e NOEC. Questi valori sono stati utilizzati per scegliere le

concentrazioni per gli esperimenti successivi.

8.1.4 Elettroforesi e Western blot

L’analisi elettroforetica e il western blot sono stati eseguiti seguendo il protocollo di Chiarelli et al.
(2022). 1 pellet di embrioni sono stati ottenuti dopo centrifugazione di 5 ml di coltura di embrioni a
1000 r.p.m, per 1 minuto. L'estrazione delle proteine ¢ stata eseguita utilizzando un tampone di lisi
(urea 7 M, CHAPS al 2% e DTT 10 mM) contenente una miscela di inibitori della proteasi (Sigma-
Aldrich, P8340). Dopo la determinazione del contenuto proteico, utilizzando il metodo Bradford, 25
pg di proteine sono stati separati mediante SDS-PAGE al 13%. Per identificare il peso molecolare
delle proteine separate elettroforeticamente e stato utilizzato un marcatore di peso molecolare
(PageRuler, Fermentas, SM0671). Le proteine sono state quindi trasferite in membrane di
nitrocellulosa da 0.45 pum, a 200 mA per 1 ora. Per controllare che il trasferimento fosse avvenuto il
gel e stato colorato con Blue di Comassie 0.5% per 30 minuti e poi decolorato. Il filtro, come
controprova, € stato colorato con rosso di Poinceau per 2 minuti e poi decolorato con acqua distillata.
Le membrane sono state quindi incubate con i seguenti anticorpi: anti-HSP60 (Sigma-Aldrich
H3524); anti-LC3 (Sigma-Aldrich, L8918); anti-p62/SQSTM1 (Sigma-Aldrich, P0068); anti-GADD
153 (R-20) (Santa Cruz Biotecnology, sc-793); anti-caspasi-7 (Cell Signaling Technology, 9491) e
anti-actina (Sigma-Aldrich, A5060) diluiti rispettivamente: 1:500; 1:750; 1:500; 1:300; 1:500; 1:500
(incubazione over-night, 12 ore) in una soluzione di blocking: 5% di latte magro liofilizzato. Come
anticorpi secondari, sono stati utilizzati anti-rabbit o anti-mouse IgG legato alla perossidasi (GE
Healthcare, NA934; GE Healthcare, NA931) diluiti 1:2500 con TBS-T. L'acquisizione delle
immagini é stata eseguita utilizzando il sistema VersaDoc MP Imaging Systems (Bio-Rad), dopo
incubazione delle membrane di nitrocellulosa con il kit chemiluminescente Immun StarTM WesternC
TM (Bio-Rad), al fine di visualizzare le bande proteiche. Le intensita delle bande sono state valutate
tramite densitometria ottica utilizzando il software Quantity One v.4.6.6 (Bio-Rad) e la

normalizzazione é stata effettuata in base all'intensita della banda di actina, utilizzata come controllo
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del caricamento. | dati sono stati presentati come media + SD.

8.1.5 Saggio di frammentazione del DNA

La frammentazione del DNA e stata analizzata mediante saggio TUNEL (Promega), come descritto
da Chiarelli et al. (2022). 1 controlli positivi sono stati pretrattati con DNAasi prima del test TUNEL.
I controlli negativi sono stati incubati con una miscela nucleotidica (fluorescein 12-dUTP), senza
I'enzima TdT. La cromatina frammentata marcata é stata osservata al 20X utilizzando un microscopio
a fluorescenza (Olympus BX50). L'analisi quantitativa e stata effettuata utilizzando il software

ImageJ 1.46r dopo l'acquisizione tramite una fotocamera digitale (Nikon Sight DS-U1).

8.1.6 Analisi statistica

| dati percentuali per ciascuna delle categorie morfologiche e i dati sulla lunghezza del braccio post-
orale e sulla larghezza del corpo sono stati analizzati mediante analisi della varianza a due vie
(ANOVA) con la concentrazione di EBE e il tempo di inizio dell'esposizione come fattori fissi. |
risultati WB quantificati come intensita della banda proteica e i risultati del test TUNEL riportati
come unita arbitrarie della quantita totale di DNA frammentato sono stati analizzati in modo simile
mediante ANOVA a due vie. Il test HSD di Tukey e stato utilizzato come test post-hoc per il confronto
delle medie. L'omogeneita della varianza é stata verificata e confermata utilizzando il test di Levene.
Le analisi sono state eseguite utilizzando il software Statistica 13.2 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). In

tutti i risultati sono stati considerati significativi con livelli di p <0.05.

8.2 Risultati e discussioni

8.2.1 Curve dose-risposta

Per stabilire la risposta degli embrioni di A. lixula a EBE, diversi trattamenti sono stati eseguiti
aggiungendo EBE subito dopo la fecondazione (0 hpf) o a 24 e 48 hpf, quindi rispettivamente allo
stadio di gastrula o pluteo, per verificare se la sensibilita degli embrioni all’esposizione a EBE
differiva iniziando 1’esposizione a diversi stadi di sviluppo (vedi Fig. 45; A). L’esposizione a EBE ha
avuto un significativo effetto dose-dipendente sullo sviluppo degli embrioni di A. lixula (F17, 36 =
581.2, p < 0.0001), cosi come lo stadio di sviluppo in cui sono state iniziate le esposizioni (Fi7, 36 =
128.4, p < 0.0001) e la loro interazione (EBE x hpf: F173s = 43.8; p < 0.0001). L’esposizione dalla
fecondazione ha ridotto significativamente i livelli di larve normalmente sviluppate in parallelo con
I’aumento della concentrazione di EBE del 19.6, 63 e 100%, rispettivamente per 1’esposizione a EBE
4, 10 e 20. Sorprendentemente, il trattamento con EBE 1 da 24 hpf ha prodotto gia il 21% di embrioni
anomali, mentre questa dose non ha avuto alcun effetto nei trattamenti O e 48 hpf. Al contrario, mentre
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per il trattamento 0 e 24 hpf abbiamo sono stati ottenuti il 100% di embrioni anomali con EBE 20,
nel trattamento 48 hpf EBE 20 si & verificata una riduzione dei livelli di larve normalmente sviluppate
del 58.8%. Le curve dose-risposta, ottenute mostrano le percentuali di sviluppo anomalo rispetto alla
concentrazione utilizzata, sono mostrate nella Figura 46 e hanno dato come risultato un valore ECso
di 8.0 ug/ml per il trattamento 0 hpf (R?= 0.9948), 5.3 pg/ml per il trattamento da 24 hpf (R?= 0.9868)
e 16.4 ug/ml per il trattamento da 48 hpf (R?>= 0.9903) (Fig. 46), mentre i valori NOEC erano
rispettivamente 0.5, 0.1 e 0.7 pg/ml.
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Figura 46 Curve dose-risposta in base all'aumento delle concentrazioni di EBE per percentuali di embrioni anomali
esposti a EBE da 0, 24 e 48 hpf.

Per interpretare il motivo per cui questa alga dovrebbe produrre tossine naturali con effetto tossico
sugli embrioni di riccio di mare, dobbiamo considerare le interazioni ecologiche tra queste due specie,
con I’alga che produce sostanze chimiche contro 1 suoi erbivori e gli embrioni di riccio di mare che
adottano strategie molecolari per rispondere a queste tossine naturali ambientali. 1l loro rilascio
nell'ambiente marino pud indurre problemi riproduttivi ed effetti teratogeni sui loro predatori, inclusi
copepodi e ricci di mare (Ruocco et al., 2019; Lauritano e lanora 2020). Le ossilipine sono i probabili
agenti di questo fallimento riproduttivo in A. lixula, in modo simile all'azione di arresto della crescita
generata dalle ossilipine derivate dalle diatomee sulla riproduzione di P. lividus e dei copepodi
(Miralto et al., 1999; Varrella et al., 2014). Poiché A. lixula normalmente sfrutta E. brachycarpa
presente nel suo ambiente, I'effetto dannoso sugli embrioni ma non sugli adulti suggerisce che

potrebbe esserci una maggiore vulnerabilita degli embrioni, come nel caso dei copepodi che
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pascolano le diatomee ma gli embrioni sono vulnerabili alle ossilipine prodotte dalle stesse alghe
pascolate (Koski et al., 1998). Inoltre, estratti di diverse alghe brune, tra cui Ericaria crinita, hanno
mostrato effetti larvicidi contro le larve di diversi insetti (Fouda et al., 2022; Aly et al., 2023),

suggerendo un loro potenziale come risorse naturali per la produzione di insetticidi.

8.2.2 Analisi morfologica degli embrioni di riccio di mare

Le due concentrazioni di EBE inferiori ai valori dell’ECso (EBE 1 e 4) non hanno mostrato alcun
effetto fino alla gastrulazione (24 ore), poiché sia i controlli che i trattati hanno raggiunto tutte le
tappe fondamentali della gastrula nei tempi corretti, inclusa la deposizione dello scheletro. Non é stata
riscontrata nessuna variazione nel diametro delle gastrule fra i controlli e i trattati. A 48 e 72 ore i
controlli erano plutei che mostravano una complessa struttura scheletrica (Fig. 47-A, B). Poiché la
maggior parte degli embrioni esposti a basse dosi mostravano uno sviluppo ritardato con una
diminuzione delle dimensioni (Fig. 47-B), é stato possibile misurare la loro dimensione, misurando
PO e BW per confrontare con controlli la capacita delle larve trattate rispetto ai controlli di crescere
e calcificare correttamente (vedere Fig. 48-B).

Nelle larve controllo, abbiamo riscontrato un aumento del 25% del PO, da 178.6 + 12.8 um a 48 ore
a 221.9 £ 20 um a 72 ore, dimostrando che la crescita dei plutei durante lo sviluppo e dovuta
principalmente legata all'aumento della lunghezza e non della larghezza (Fig. 47-A, B).

A 48 ore, ’esposizione a EBE ha influenzato significativamente sia PO (Fs, 60 =193.1, p <0.0001) che
BW (Fs60 = 28.2; p <0.0001), nonché lo stadio di sviluppo in cui sono state avviate le esposizioni
(PO: Fs, 60 = 165, p <0.0001; BW: Fs, 60 = 12, p <0.001) e I’interazione tra i due fattori (PO: Fs, 60 =
42.5, p <0.0005; BW: Fs, g0 = 14.75, p <0.0005). Rispetto ai controlli, le larve esposte dalla
fecondazione a EBE 1 e 4 mostravano una diminuzione di PO rispettivamente del 15% (153.9 £+ 30.6
um) e del 36% (116.7 £ 30.4 um) a 48 ore, (Fig. 47-A). La massima riduzione di PO é stata osservata
nei trattamenti 24 hpf a 48 ore, ovvero il 68% a EBE 1 (58.1 + 5.5 um) e 1’87% a EBE 4 (23.9 £ 7.08
um) se confrontato con i controlli a 48 ore. Per quanto riguarda BW, abbiamo riscontrato una
riduzione significativa del 17% a EBE 4 a 48 ore (141.6 + 8,4 um), ma non a EBE 1, se confrontato
con i plutei di controllo a 48 ore (170.4 £ 11.42 um). Nei trattamenti 24 hpf si e verificata una
riduzione significativa del 23% a EBE 1 (138,8 £ 12,9 um) e una riduzione del 32% a EBE 4 (122.5
+ 15.1 um; Fig. 47-A).

A 72 ore, I’esposizione a EBE ha influenzato significativamente Sia su PO (Fs, s0 = 45,4, p <0.0001)
che su BW (Fs,e0 = 14.8; p <0.0001), nonché sullo stadio di sviluppo in cui sono iniziate le esposizioni
(PO: Fs, 60 = 77.2, p <0.0001; BW: Fs, 60 = 4.31, p <0.05) e I’interazione tra i due fattori (PO: Fs, 60
=49.5, p <0.0001; BW: Fs, 60 = 14.7, p < 0.0001). A 72 ore, le larve nei trattamenti O hpf EBE 1 e 4
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mostravano una riduzione del PO rispettivamente del 13% (193.9 + 15.7 um) e del 46% (121.2 + 13.7
um), rispetto ai controlli (156.9 + 8.9 um) (Fig. 47-B). Per quanto riguarda BW, ¢ stata osservata una
riduzione significativa del 21% a EBE 4 (135.1 £ 9.4 um), mentre nessuna differenza e stata
riscontrata a EBE 1 (Fig. 47-B). Non abbiamo riscontrato nessuna differenza nei trattamenti 48 hpf
EBE 1 e 4 né per PO né per BW (Fig. 47).
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Figura 47 Lunghezza del braccio larvale post-orale e larghezza del corpo misurate a 48 (A) e 72 ore (B) in risposta
all'esposizione a EBE. Le differenze significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05; °P < 0.001;
cdefp < (0,0001.

Il fatto che EBE sia in grado di indurre un marcato ritardo nello sviluppo a concentrazioni inferiori ai
valori ECsg, cioe EBE 1 e 4, é stata una scoperta molto importante. Abbiamo quantificato questo
ritardo misurando la diminuzione di PO e BW e abbiamo poi utilizzato questi valori come indicatore
della capacita di costruzione dello scheletro larvale (Byrne et al., 2013). | nostri risultati hanno
mostrato un'importante riduzione della lunghezza del PO per i trattati dalla fecondazione rispetto ai
controlli, rappresentando una minaccia per la capacita delle larve di alimentarsi e nuotare, e dunque
di raggiungere la metamorfosi (Byrne et al., 2013; Martino et al., 2021). Sorprendentemente, la
massima riduzione della lunghezza della PO ¢ stata osservata nei trattamenti a 24 hpf a 48 ore, mentre

non é stata riscontrata nessuna differenza nei trattamenti EBE 1 e 4 a 48 hpf per PO e il BW.
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8.2.2.1 Valutazioni dell’effetto di EBE ad alte concentrazioni

Le concentrazioni EBE 10, 20 e 40 hanno mostrato un blocco della prima scissione in modo dose-
dipendente. Solo il 37% degli embrioni esposti a EBE 10 ¢ stato in grado di raggiungere normalmente
lo stadio di pluteo a 48 ore, mentre il 33% erano embrioni ritardati o anormali (Fig. 48-D, E) e il 30%
mostrava inibizione della scissione (Fig. 48-F). | trattamenti con la dose piu alta (EBE 40) hanno
mostrato un blocco del 100% della prima scissione e dopo 48 ore é stato possibile riconoscere il
disassemblaggio e la formazione dei corpi apoptotici negli embrioni degenerati (Fig. 48-G).
Nell'esperimento di recupero, gli embrioni esposti a EBE 40 mostrato un'inibizione del 100% del
clivaggio indicando che il danno prodotto da EBE 40 ¢ irreversibile (il fenotipo mostrato in Fig. 48-
F). Risultati simili sono stati ottenuti nei trattamenti con EBE 40 a 24 e 48 hpf, dove EBE ha bloccato
totalmente lo sviluppo delle larve, mostrando tossicita acuta (Fig. 48-H) e chiari segni del processo
apoptotico, attraverso il distacco dei corpi apoptotici dalla struttura scheletrica dei plutei degenerati
(Fig. 48-1).
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I
Figura 48 Embrioni controllo (A-C); ed embrioni esposti a EBE (D-1). A) embrione controllo a 24 ore; B) embrione
controllo a 48 ore; C) embrione controllo a 72 ore; D) embrione ritardato a 48 ore; E) embrione malformato a 48 ore;
F) zigote con segmentazione bloccata a 24 ore; G) disassemblaggio e formazione dei corpi apoptotici a 72 ore; H)
tossicita acuta nel trattamento con 24 hpf EBE 40; 1) morte cellulare per apoptosi dei plutei a 48 hpf.
Bar =60 uM in A-B, D-H; 75 uM in C, I.

Possiamo concludere che EBE 40 ha un effetto tossico sugli embrioni di A. lixula. L’estratto EBE
potrebbe agire come antimitotico, bloccando la segmentazione degli embrioni come gia dimostrato
da diversi autori testando estratti e composti tossici (ossilipine e derivati) delle microalghe diatomee
su embrioni di riccio di mare (Orvain et al., 2015; Ruocco et al., 2016). | nostri risultati forniscono
prove morfologiche degli effetti tossici dell'estratto di E. brachycarpa contenente ossilipine sugli

embrioni e sulle larve di A. lixula. La diversita delle ossilipine nella struttura chimica e gli effetti
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biologici associati le rendono particolarmente promettenti per strategie terapeutiche, come
ampiamente osservato per le ossilipine derivate da piante e microalghe (Blasio e Balzano, 2021;
Savchenko et al., 2022), mentre esistono solo pochi studi sulla le proprieta benefiche delle ossilipine
derivate dalle macroalghe (Barbosa et al., 2016). Poiché le macroalghe possono secernere i loro
metaboliti secondari sia per contatto diretto con i composti contenuti nelle ghiandole epidermiche e
nei tricomi secretori, sia attraverso masse d'acqua (Gomes et al., 2017), & probabile che embrioni e

larve di riccio di mare possano entrare in contatto diretto con queste molecole.

8.2.3 Elettroforesi, Western blot e frammentazione del DNA

Sono stati utilizzati diversi biomarcatori per rilevare I'attivazione della risposta allo stress cellulare
all'EBE negli embrioni di A. lixula, dimostrando che essa dipendeva fortemente dalla finestra di
esposizione durante lo sviluppo embrionale. | primi meccanismi di risposta allo stress cellulare
attivati sono stati mediati dall'induzione di HSP60, analogamente ai risultati ottenuti in seguito alla
risposta allo stress cellulare di embrioni di P. lividus esposti a fattori di stress ambientali (Matranga
et al., 2013; Chiarelli et al., 2016). Le larve esposte dallo stadio di pluteo avevano un‘induzione di
HSP60 maggiore rispetto alle larve esposte dallo stadio di gastrula, probabilmente dovuto ad una
migliore resistenza dei plutei.

Sia I'esposizione a EBE (F12,26 = 387.8; p < 0.0001) che lo stadio di sviluppo in cui sono state iniziate
le esposizioni (Fi226 = 248.2; p < 0.0001) hanno avuto un effetto significativo sull'espressione di
HSP60, cosi come la loro interazione (EBE x hpf: F1226 = 108.5; p < 0.0001). Sebbene non sia stato
osservato alcun aumento dei livelli di HSP60 a EBE 4, i trattamenti con EBE 40 hanno indotto un
aumento dei livelli di proteina HSP 60 a 24 ore mentre, sorprendentemente, la proteina non era
presente a 48 e 72 ore (Fig. 49), suggerendo l'attivazione di altri processi. Al contrario, nei trattamenti
24 e 48 hpf, entrambe le concentrazioni di EBE causavano un aumento nei livelli di HSP60 di circa
2 volte maggiori se esposti dallo stadio di gastrula e di circa 5 volte maggiori se esposti dallo stadio
di pluteo, rispetto ai trattamenti 48 hpf ad entrambe le concentrazioni.

Questi risultati sono in accordo con la sensibilita fase-specifica dello sviluppo evidenziata dalle tre
curve dose-risposta, confermando le gastrule come lo stadio piu sensibile all'estratto con la ECso piu
bassa (5.4 ug/ml) e i plutei come lo stadio piu resistente con un ECso pari a 16.5 pg/ml, probabilmente
per via dello sviluppo incompleto delle gastrule e dei loro meccanismi protettivi non ottimali, come

ad esempio I'induzione di HSP e autofagia (vedi sotto).
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Figura 49 Analisi Western blot dei livelli proteici di HSP60 negli embrioni di riccio di mare. Le differenze statisticamente
significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD).2P > 0.05; °P < 0.001; ¢®fsp < 0.0001.

Inoltre, abbiamo valutato due marker dell’autofagia (p62/SQSTMI1 e LC3), per verificare
I’attivazione di questo processo negli embrioni trattati con EBE.

L’esposizione a EBE ha influenzato significativamente la loro espressione (LC3: Fi2,26 = 609.3, p
<0.0001; p62: F12,26 = 969.3, p <0.0001), cosi come il tempo di inizio dell’esposizione (LC3: F12 26 =
246.2, p <0.0001; p62: F12026 = 1004.1, p <0.0001) e la loro interazione (LC3-1l: Fi226 = 177.6, p
<0.0001; p62: F12.26 = 530, p <0.0001). Le due proteine hanno mostrato profili di espressione simili,
essendo down-regolate nei trattamenti O hpf EBE 40 (Fig. 50). Nei trattamenti iniziati agli stadi di
gastrula e pluteo queste proteine hanno mostrato andamenti opposti, poiché LC3-11 era maggiormente
espresso a EBE 4 con un aumento di circa 4 volte, mentre p62/SQSTML1 era espresso maggiormente
a EBE 40 con un aumento di circa 12 volte a 48 ore e un aumento di 2.4 volte a 72 ore (Fig. 50).
Come dimostrato dai marcatori LC3-11 e p62/SQSTM1, l'autofagia e stata indotta in modo sostenuto
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in entrambi i trattamenti 24 e 48 hpf, indicando lo “sforzo” delle gastrule e dei plutei di rimuovere
metaboliti tossici, proteine missfolded e organelli danneggiati. L’aumento dell'espressione di LC3-11
in risposta al trattamento EBE per 48 ore, suggerisce I'induzione dell'autofagia, un processo che puo
essere stimolato da diversi tipi di stress cellulari, incluso lo stress ER. Tuttavia, il ruolo dell’autofagia
indotta dallo stress ER ¢ controverso e probabilmente dipende dall’entita dello stress ER (Rashid et
al., 2015). Sebbene la maggior parte degli studi indichi che l'autofagia € un processo cellulare
conservato che mantiene I'omeostasi cellulare, esercitando funzioni pro-sopravvivenza in seguito allo
stress del RE, e stato anche dimostrato che I'autofagia e I'apoptosi spesso si verificano nella stessa

cellula, principalmente in una sequenza in cui l'autofagia precede e facilita I'apoptosi (Gump e

Thorburn, 2011; Song et al, 2017).
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Figura 50 Analisi Western blot dei livelli proteici per: p62/SQSTML1 (sinistra) e LC3 (destra) negli embrioni di riccio di
mare. Le differenze significative sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD). 2P > 0.05; °P < 0.001; P < 0.0001.
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L'induzione dell'apoptosi e stata osservata mediante 1’utilizzo di due marcatori: la cleaved caspase-7,
nota per svolgere un ruolo chiave nella fase di esecuzione dell'apoptosi, e CHOP-10/GADD153, la
cui maggiore espressione é collegata all'arresto del ciclo cellulare che porta all'apoptosi.

Sia I’esposizione all’EBE (F12,26 = 946,9 p < 0.001) che i trattamenti hpf (F12,26 = 680.9; p < 0.0001)
hanno avuto un effetto significativo sull’espressione della cleaved caspase-7, cosi come sulla loro
interazione (EBE x hpf: Fi2, 26 = 593.9; p < 0.0001). Sebbene nella maggior parte dei trattamenti
fossero presenti solo bassi livelli di proteina, rispetto ai controlli gli embrioni esposti a EBE 40 hanno
mostrato un aumento dei livelli di cleaved caspase-7 pari a 13 volte a 48 ore e a 108 volte a 72 ore,
(Fig. 51-A). Anche gli embrioni nei trattamenti 24 e 48 hpf EBE 40 hanno avuto rispettivamente un
aumento di 57 e 17 volte (Fig. 51-A), dimostrando la marcata induzione della fase esecutrice
dell'apoptosi in tutti i trattamenti EBE 40.

Per quanto riguarda I'espressione di CHOP-10/GADD153, I'analisi WB ha mostrato che I'esposizione
a EBE (F12,26 = 105,5; p <0.0001) e lo stadio di sviluppo in cui sono state iniziate le esposizioni (F12,26
= 87.5; p < 0.0001) hanno avuto un effetto significativo sui suoi livelli, nonché sulla loro interazione
(EBE x hpf: F12,26 = 27,2; p < 0.0001). La proteina CHOP-10/GADD153 era maggiormente espressa
a EBE 40 a 24 ore, mentre non era presente a 48 e 72 ore (Fig. 51-A). Invece, abbiamo rilevato una
marcata espressione di cleaved caspase-7, probabilmente perché I'azione di CHOP-10/GADD153
nell'arresto del ciclo cellulare & temporalmente precedente a quello dell’attivazione della cleaved
caspase-7. Nei trattamenti 24 e 48 hpf abbiamo osservato un incremento dei livelli di CHOP-
10/GADD153 ad entrambe le concentrazioni (Fig. 51-A). E stato anche osservato un aumento di 2
volte nel trattamento EBE 4 a 72 ore rispetto ai controlli a 72 ore (Fig. 51-A).

E stata valutata anche la quantita e la localizzazione del DNA frammentato apoptotico tramite la
tecnica TUNEL. I risultati hanno confermato i dati WB sull'apoptosi. La Figura 51 (B-C) mostra
sezioni ottiche equatoriali di larve rappresentative a 48/72 ore e l'istogramma riporta la quantita di
DNA frammentato apoptotico. Sia 1’esposizione all’EBE (Fg20 = 578; p <0.0001) che lo stadio di
sviluppo in cui sono state iniziate le esposizioni (Fe20 = 93,4; p <0.0001) hanno avuto un effetto
significativo sulla quantita di DNA frammentato apoptotico, cosi come sulla loro interazione (EBE x
hpf: Fg20 = 50.3; p <0.0001). Come precedentemente riportato per le larve di P. lividus, bassi livelli
di DNA frammentato apoptotico sono stati riscontrati nei controlli sia a 48 che a 72 ore (Chiarelli et
al., 2021; Martino et al., 2021, vedere Fig. 51), indicando livelli basali di apoptosi fisiologica. Mentre
non era presente alcuna differenza tra controlli e larve nel trattamento EBE 4 a 48 ore, é stato
evidenziato un aumento significativo pari a 10 volte a 72 ore, segno distintivo di un‘attivazione
dell'apoptosi tempo-dipendente (Fig. 51-B). Nessun segnale della cleaved-caspasi-7 & stato

evidenziato dall'analisi WB nel trattamento EBE 4 a 72 ore poiché le cellule erano in uno stadio
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avanzato di apoptosi, dove il ruolo della cleaved caspasi-7 € gia terminato ma il DNA frammentato &
ancora presente e visibile. Sorprendentemente, il trattamento con EBE 40 a 48 ore ha determinato un
aumento di 55 volte rispetto ai controlli, indicando la presenza di apoptosi avanzata (Fig. 48-B). Non
e stato possibile analizzare il trattamento con EBE 40 a 72 ore mediante TUNEL perché gli embrioni
erano disassemblati in piccoli corpi apoptotici.

Gli embrioni esposti dagli stadi gastrula e pluteo hanno avuto un aumento dose-dipendente della
frammentazione della cromatina, con un aumento significativo di 10 e 54 volte nei trattamenti EBE
4 e 40 da 24 hpf, e un aumento significativo di 9.5 e 20.5 volte nei trattamenti 48 hpf EBE 4 e 40
rispettivamente (Fig. 51-B).

Indipendentemente dal tempo di inizio dell’esposizione, gli embrioni esposti a EBE 4 mostravano
nuclei apoptotici con DNA frammentato solo in un gruppo ristretto di cellule (Fig. 51-C). Questa
apoptosi selettiva a basse dosi (EBE 4) ha interessato solo alcune cellule, probabilmente le piu
danneggiate, per preservare il programma di sviluppo poiché altre cellule possono trarre beneficio dai
materiali liberati dalle cellule apoptotiche, ad es. amminoacidi e substrati per I'ATP (Somero, 2020),
come é stato osservato negli embrioni di P. lividus esposti al vanadio e all'esposizione combinata di
gadolinio e aumento della temperatura (Chiarelli et al., 2021; Martino et al., 2021). Invece gli
embrioni esposti a EBE 40 mostravano un’apoptosi diffusa in tutto I’embrione (Fig. 51-C), portando

a morte.
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dell'apoptosi negli embrioni di riccio di mare. Analisi Western blot dei livelli proteici per
cleaved caspase-7 in A) embrioni di riccio di mare. Gli istogrammi riportano la quantificazione

della fluorescenza correlata al DNA frammentato in embrioni di riccio di mare. Le differenze statisticamente significative
sono indicate con lettere diverse (Tukey HSD), ?P > 0.05; PP < 0.001; “*'P < 0.0001. Sovrapposizione dei segnali relativi

ai nuclei totali colorati

con ioduro di propidio e nuclei con frammentazione del DNA (vedi punti luminosi indicati dalle

frecce) che mostrano: C) Immagini di embrioni rappresentativi a 48 (a-e) e 72 h (f-i) di sviluppo. Embrione controllo a
48 ore (a); embrioni esposti a 48 ore: EBE 4 (b); EBE 40(c); 24 cv EBE 4(d); 24 cv EBE 40(e); embrione controllo a 72
ore (f); embrioni esposti a 72 ore: EBE 4 (g); EBE 40(h); 24 hpf EBE 4 (i). Embrione controllo positivo (j). Embrione
controllo negativo (k). Bar = 60 pm.
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9. Valutazione dell’attivita di pascolo di A. lixula sulle macroalghe E. crinita e
Caulerpa taxifolia var. disticophilla.

9.1 Materiali e metodi

9.1.1 Campionamento di ricci e macroalghe

Esemplari adulti di Arbacia lixula (35-50 cm di diametro; 40-50 g di peso), sono stati raccolti in modo
casuale in prossimita dell'infralitorale, tra 1 e 6 metri di profondita, nella costa Nord-Orientale di
Malta (Baia di San Paolo) e stabulati nelle vasche presenti nell’acquario nazionale di Malta (Malta
National Aquarium), in condizione di salinita e temperatura controllate. Dopo il periodo di
acclimatazione, prima degli esperimenti, gli animali non sono stati alimentati per 2 settimane (Agnetta
et al., 2015). Le macroalghe sono state campionate nella costa Nord-Orientale di Malta (Baia di San
Paolo; Sliema) (profondita 0-6 m). Ericaria crinita & stata campionata in pozze di scogliera mentre
Caulerpa taxifolia var. disticophylla in substrati sabbiosi. | talli raccolti sono stati trasportati in
vaschette refrigerate, pesati e successivamente posizionati nelle vasche di stabulazione riproponendo

un modello di copertura dei siti naturali (circa 35 g specie algale/ vasca 100 L) (Agnetta et al.,2015).

9.1.2 Piano sperimentale

L'esperimento ha avuto come scopo la valutazione del comportamento alimentare ovvero la capacita
dei ricci di mare della specie 4. lixula di consumare 1 talli di Ericaria crinita (specie autoctona) e di
C. taxifolia var. disticophylla (specie alloctona). Ogni acquario aveva una dimensione di 100 L e una
densita di ricci di 20 individui/m?, secondo lo schema riportato nella Figura 52. Nelle vasche controllo
sono stati messi solo i talli (35 g) di E. crinita e di C. taxifolia var. disticophylla per valutare lo stato
di salute (ovvero la perdita di peso) in assenza di ricci di mare. Nelle vasche sperimentali sono stati
inseriti 1 ricci di mare e le alghe. I ricci sono stati lasciati al pascolo fino al completo consumo dei
talli delle alghe, o comunque per un periodo massimo di 30 giorni. Per stimare il consumo e I’effettiva
attivita di pascolo delle due specie di macroalghe sono stati pesati i talli all’inizio dell’esperimento e
alla fine. Durante I’esperimento tutti gli organismi sono stati mantenuti con acqua di mare con un
fotoperiodo di 12 ore di luce e 12 ore di buio, ad una temperatura di 20 °C per l'intera durata

dell'esperimento.
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Figura 52 Schema di stabulazione nelle vasche, per la valutazione dell’attivita di pascolo dei ricci nei confronti
macroalga Ericaria crinita (autoctona) e Caulerpa taxifolia var. disticophylla (alloctona). A) E. crinita con ricci, B)
Controllo E. crinita, C) C. taxifolia var. disticophylla, D) Controllo C. taxifolia var. disticophylla.

9.1.3 Analisi statistica
| dati percentuali per ciascuna gruppo sono stati analizzati mediante analisi della varianza
unidirezionale (ANOVA), e il test HSD di Tukey é stato utilizzato come test post-hoc per il confronto

delle medie. In tutti i casi, i risultati sono stati considerati significativi per valori di p <0.05.

9.2 Risultati e discussioni

| fattori che influenzano la biologia alimentare degli echinoidea sono stati a lungo oggetto di interesse
nella letteratura dell’ecologica marina. Cio ¢ dovuto al fatto che il pascolo dei ricci di mare € spesso
responsabile della distruzione delle macroalghe erette contribuendo alla formazione di ecosistemi
sterili negli ambienti marini poco profondi (Lawrence, 2013).

Gli esperimenti hanno avuto lo scopo di valutare I’effettiva attivita di pascolo dell’organismo modello
A. lixula, uno dei responsabili della degradazione dei Cistoserieti ad aree a basso indice di biodiversita
(Bulleri et al., 1999; Bonaviri et al.,2011; Bulleri, 2013).
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I risultati dimostrano che la specie di A. lixula ha consumato il 100% (30-35 g) dei talli di C. taxifolia
var. disticophylla in un periodo di 231 giorni. Come mostrato in Figura 53 (a) al Tempo 0 (TO) i
ricci tenuti a digiuno per 2 settimane hanno iniziato a pascolare i talli della specie alloctona dopo
circa 20 minuti dall’inizio degli esperimenti consumando completamente i talli dopo 23£1 giorni

(Fig. 53-b).

e T T e

Figura 53 Attivita di pascolo di A. lixula vs Caulerpa taxifolia var. disticophylla a) Valutazione pascolo Tempo TO0; b)
valutazione pascolo Tempo TF c) Controllo Tempo TF.

Per quanto riguarda la specie autoctona E. crinita, il consumo da parte di A. lixula é stato valutato per
un periodo massimo di 30 giorni, all’interno del quale si ¢ registrato un consumo del 72.4 +2.3 % del
tallo complessivo della specie (Fig. 54-b2). 1l pascolo dei ricci ha interessato principalmente le fronde
del tallo di E. crinita. Il riccio di mare, A. lixula € conosciuto per essere una specie onnivora, ma
tendente al carnivoro (Wangensteen et al. 2011; Trenzado et al. 2012; Agnetta et al. 2015), ed € noto
che mantiene e provoca I'espansione di substrati aridi, insieme alle specie di riccio di mare spesso co-
presenti Paracentrotus lividus (Alves et al. 2001). Il riccio A. lixula & conosciuto per assumere un
comportamento raschiante consumando organismi appena insediati (Gianguzza e Bonaviri 2013),
mentre i nostri risultati dimostrano come A. lixula in funzione del contesto ecologico in cui si trova
puo assume, oltre al comportamento raschiante, comportamenti simili a quelli gia visti nella specie
P. lividus (Agnetta et al., 2015), arrampicandosi sulle fronde delle macroalghe erette consumandole
(Fig. 54-a). In accordo con altri autori e noto che la plasticita comportamentale di questa specie causa
un importante impatto sugli ecosistemi bentonici marini, paragonandola a un ingegnere degli
ecosistemi marini (Wangensteen et al. 2012). Inoltre, trascorse le 2 settimane di digiuno i ricci hanno
iniziato ad alimentarsi del tallo dopo tre giorni, assumendo un comportamento diverso rispetto alla
specie C. taxifolia var. disticophylla (p < 0.0001) dove invece i ricci hanno iniziato ad alimentarsi

dopo pochi minuti (Fig. 54-a). Inoltre, sono state osservate differenze significative nell’attivita di
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pascolo nelle due differenti specie, anche per quanto riguarda il consumo in relazioni ai giorni (p

<0.0001) e del consumo percentuale dei talli (p <0.0001) dimostrando che E. crinita risultati meno

appetibile rispetto a C. taxifolia var. disticophylla.

Figura 54 a) A. lixula e pascola il tallo E. cinita. b) Talli di E. crinita al Tempo TF (30 gg); bl) Talli Vasca Controllo;
b2) Talli VVasca Test con ricci.

La scelta alimentare e ampiamente riconosciuta nei ricci di mare, che mostrano una forte selezione
per alcune specie di alghe rispetto ad altre (Frantzis e Gremare, 1992), ma anche una certa variabilita
dei comportamenti alimentari a livello spazio-temporale (Konar e Estes, 2003; Flukes et al., 2012). |
nostri risultati ci dimostrano che il consumo di macroalghe da parte di A. lixula e specie specifica e
puo cambiare al variare della specie. Agnetta et al., (2015) conducendo un esperimento analogo con
alcune specie di Cistoseiree (Cystoseira brachicarpa var. balearica e Cystoseira compressa) non
hanno registrato alcuna attivita di pascolo di A. lixula verso queste specie di macroalghe limitandosi
solamente ad assumere il comportamento raschiante. | nostri risultati invece ci suggeriscono che il
pascolo di A. lixula non solo cambia in base a gruppi di macroalghe differenti (brune e verdi) ma
anche all’interno dello stesso genere nelle Cistoseire. Il fatto che ci siano queste differenze
sull’attivita di pascolo all’interno delle Cistoseire puo essere dovuto alla diversita dei composti
prodotti e presenti in E. brachycarpa e E. crinita (vedi sopra la caratterizzazione chimica degli
estratti). Probabilmente Agnetta et al., (2015), non hanno assistito al consumo dei talli da parte di A.
lixula perché la specie E. brachycarpa producendo un numero elevato di ossilipine rispetto a E.
crinita, risulti piu tossica e meno appetibile nei confronti dei ricci. Questo aprirebbe un nuovo
scenario suggerendo come le interazioni interspecifiche tra A. lixula e le macroalghe erette autoctone,
possa cambiare in base alla specie, e che esistono degli strumenti di difesa che le Cistoseire mettono
in atto per difendersi dal pascolo dei ricci di mare, non solamente limitando lo sviluppo embrionale

dei ricci (vedi sopra attivita embriotossica) ma anche regolandone 1’attivita di pascolo.
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10. Conclusioni

Le attivita di ricerca svolte durante il triennio hanno permesso di caratterizzare i composti: lipidici
lineari (ossilipine) in EBE, meroterpenoidi in ECE e bromurati in ATE e di quantificare il potere
antiossidante nei diversi tre estratti di macroalghe. I saggi antimicrobici hanno mostrato come EBE e
ATE riescono ad esercitare un importate attivita inibente in diversi ceppi patogeni di Listeria
monocytogenes ¢ Staphylococcus aureus. L attivita emolitica di EBE, ECE e ATE ¢ stata bassa in
tutte e tre gli estratti. Successivamente ¢ stata valutata I’attivita antinfiammatoria di EBE, ECE e ATE
nel riccio di mare 4. lixula. 1 risultati ottenuti dimostrano che i tre estratti riescono a regolare in
processo inflammatorio prodotto dal LPS, diminuendo il numero totale dei celomociti circolanti,
I’attivita enzimatiche di esterasi e fosfatasi alcalina e i marcatori dell’infiammatori dell’ossido nitrico
e dei ROS. Inoltre, sembrerebbero che EBE, ECE, ATE siano convolti nella rigenerazione del GSH
nei ricci di mare A. lixula. Gli esperimenti condotti sugli embrioni mostrano un’attivita embriotossica
esercitata da EBE sulle larve nei diversi stadi di sviluppo, causando la morte (apoptosi) di tutti gli
embrioni trattati di A. lixula. A concentrazione piu basse EBE causa il ritardo dello sviluppo
embrionale nei ricci, come mostrato dalle variazioni significative della PO e del BW nei plutei trattati.
Dalle analisi dell’attivita antitumorale su linee cellulari di neuroblastoma SH-SY5Y e di
epatocarcinoma HepG2, € emerso che EBE possiede importanti proprieta citotossiche verso cellule
ad alto tasso proliferativo. In particolare, testando EBE alle stesse concentrazioni su linee cellulari di
SH-SYSY (differenziate e indifferenziate), causa la morte, inducendo I’apoptosi, solamente nelle
cellule tumorali indifferenziate, mentre in quelle differenziate non si ¢ registrata attivita citotossica,
indicando un potenziale utilizzo, delle molecole presenti in EBE, nel settore oncologico per la
formulazione di farmaci ad azione chemioterapica. | saggi condotti con ATE hanno dimostrato come
questo estratto riesca ad esprime attivita antispasmodica sulla muscolatura liscia del colon di (ex vivo)
Rattus norvegicus suggerendo che questa attivita di ATE sia dovuta all’azione neuromodulatrice sulle
terminazioni enteriche del colon di ratto. In fine, lo studio che ha riguardato la valutazione dell’attivita
di pascolo del riccio di mare A. lixula sulle specie di macroalghe E. crinita e Caulerpa taxifolia var.
disticophilla ¢ emerso che A4. lixula ¢ in grado di pascolare su entrambe le specie di macroalghe,
mostrando una preferenza per quella alloctona. Questo risultato fornisce una base importante per
comprendere il possibile ruolo di A. /ixula nel contenimento della diffusione delle macroalghe aliene.
Inoltre, i risultati ottenuti sulle diverse proprieta biologiche dei tre estratti macroalgali suggeriscono
le potenziali applicazioni per la formulazione di farmaci ad azione terapeutica antinfiammatoria,
antitumorale, antispasmodica intestinale e antibiotica o nella creazione di prodotti nell’industria
alimentare e zootecnica, capaci di migliorare il tenore in antiossidanti negli alimenti o di migliorare

la shelf-life.
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Abbreviazioni

Acqua di mare microfiltrata (AMMF)
American Type Culture Collection (ATCC)
Assorbanza (Abs)

ATE +LPS (ATEL)

ATE tal quale (ATEQ)

Braccio post-orale (PO)

Brain Heart Infusion (BHI)
Carbacolo (CCh)

Contenuto fenolico totale (CFT)
Controllo Positivo (CP)

Controllo Negativo (CN)

Densita ottica (O.D.)
Dimetilsolfossido (DMSO)

EBE +LPS (EBEL)

EBE tal quale (EBETQ)

ECE +LPS (ECEL)

Asparagopsis taxiformis Estratto (ATE)
Ericaria crinita Estratto (ECE)
Ericaria brachycarpa Estratto (EBE)
Equivalenti Acido Gallico (GAE)
Fluido Celomatico Riccio (FCR)
Fluido Celomico Atrtificiale (ACF)

Inibitore solubile della guanilil ciclasi (GCODQ)

Larghezza del corpo larvale (BW)

Lipopolisaccaride di Escherichia coli 055: B5 (LPS)

Ossido nitrico (NO)
Specie reattive dell’ossigeno (ROS)
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