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RESUMO

As algas marinhas vermelhas sédo consideradas uma rica fonte de moléculas
bioativas, com inumeras propriedades farmacoldgicas descritas na literatura
cientifica. Neste trabalho a alga marinha vermelha Solieria filiformis foi submetida a
uma extracao enzimatica com papaina para obtencdo de uma fracdo polissacaridica
sulfatada (PLS). O material extraido foi submetido a testes espectrofotométricos de
composicdo quimica, apresentando alto grau de pureza, com teor de sulfatacédo
elevado (1,08). Também foi realizada a caracterizagcdo quimica estrutural através da
andlise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e por
ressonancia magnética nuclear de préton *H e carbono 3C, permitindo concluir que
a fracdo PLS é classificada como uma iota-carragenana. A massa molar média do
PLS (210,9 kDa) foi verificada através da Cromatografia por Permeacdo em Gel
(GPC), mostrando um sistema homogéneo. Foram realizados, in vitro, testes
antioxidantes (sequestro do radical DPPH, quelacdo do ion ferroso e capacidade
antioxidante total) da fracdo PLS em varias concentra¢des (0,025, 0,050,0,1, 0,5,
1,0, 2,0 e 4,0 mg/mL), utilizando como controle o BHT e EDTA nas concentracdes
de 2 mg.mL* e 4 mg.mL™?, respectivamente. O PLS apresentou uma ICso de 1,77
mg/mL no sequestro do radical DPPH e na atividade antioxidante total a ICso
encontrada foi de 2,01 mg/mL, enquanto que a capacidade quelante de ferro foi de
aproximadamente 39% na dose de 4 mg/mL. Avaliou-se também o efeito protetor do
PLS contra lesBes gastricas induzidas por etanol, com posterior dosagem de
marcadores bioquimicos, nos quais incluem glutationa (GSH), malondialdeido (MDA)
e hemoglobina (Hb). O efeito gastroprotetor do PLS ocorreu de maneira dose
dependente, com melhor resposta na dose de 10 mg/Kg. Os niveis de GSH
permaneceram elevados no grupo tratado com o PLS, com diminuicao significativa
das concentracdes de MDA, sugerindo que a propriedade gastroprotetora se deve,
pelo menos em parte, as propriedades antioxidantes pela inibicdo de radicais livres e
da peroxidacéo lipidica, além de reduzir os niveis de Hb, sugerindo reducéo nas
lesbes hemorragicas causadas pelo etanol. Os resultados encontrados, mostram
potencial para o PLS da alga Solieria filiformis ser utilizado futuramente como um
composto gastroprotetor, devido a sua atividade antioxidante.

Palavras-chave: Solieriacea, polissacarideos, glutationa, atividade antioxidante.



ABSTRACT

The red marine algae are considered a rich source of bioactive molecules with
numerous pharmacological properties described in the scientific literature. In this
study the red marine algaSolieria filiformis was subjected to extraction with papain
enzyme to obtain a sulfated polysaccharide (PLS). The extracted material was
submitted to spectrophotometric test of chemical composition having high purity with
high quantity of sulfation (1,08). Moreover, a chemical structural characterization by
Fourier transformer infrared spectroscopy and by nuclear magnetic resonance
spectroscopy of 'H proton and *3C carbon was applied, bringing a conclusion where
the PLS is classified as a iota-carrageenan. The average molecular weight (210.9
kDa) was verified through Gel Permeation Chromatography (GPC) showing a
homogeneous system. Were performed in vitro tests antioxidants (Scavenging of free
radical DPPH, chelating ferrous ability and total antioxidant capacity) of fraction PLS
in various concentrations (0.025, 0.050, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 mg.mL™1), using as
control BHT and EDTA in concentrations of 2.0 and 4.0 mg.mL™, respectively. The
PLS showed an ICso of 1.77 mg.mL! in scavenging of DPPH and total antioxidant
capacity an ICso found was of 2.01 mg.mL, while the iron chelator capacity was
approximately 39% at a dose of 4mg.mL. Futhermore, the protective effect of PLS
against ethanol-induced gastric lesions with subsequent dosage of biochemical
markers, which include the glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) and
hemoglobin (Hb).The gastroprotective effect of PLS with dose dependent manner,
with better response at a dose of 10 mg.Kg?. GSH levels remained high in the
treated group with PLS, with significant reduction of MDA concentration, suggesting
that the gastroprotective property is partly due to the antioxidant properties by
inhibition of free radicals and lipid peroxidation. In addition to reducing the levels of
Hb, it suggests a reduction in haemorrhagic lesions caused by ethanol. The results
obtained from this research show potential for PLS of seaweed Solieria filiformisbe

used in future as a gastroprotective compound due to its antioxidant activity.

Keywords: Solieriacea, polysaccharides, glutathione, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 As algas

As Algas constituem uma grande variedade de organismos, que em geral, sdo
remotamente relacionados uns aos outros, sendo assim um grupo polifilético que
possui representantes nos Dominios Eubacteria e Eukarya. Estas possuem funcbes
biolégicas semelhantes as plantas, como a de produtores primarios, mas nao
possuem semelhancas evolutivas e, bioquimicamente, diferem significativamente
(STENGEL; CONNAN; POPPER, 2011; BARSANTI; GUALTIERI, 2014).

Dentre os organismos marinhos, as algas representam a base da cadeia
alimentar, além de serem responsaveis pela liberacdo significativa de oxigénio,
através da atividade fotossintética. A distribuicdo das algas marinhas depende de
varios fatores, entre eles: temperatura, salinidade da agua, disponibilidade de luz
solar, das correntes maritimas e das condicfes fisicas e quimicas (EL GAMAL,
2010).

De acordo com Raven; Evert e Eichhorn (2007) as algas sao classificadas
como eucariotos do Reino Protista, pois diferem dos vegetais (Reino Plantae) por
serem desprovidas de raizes, caule, folhas e frutos. Elas também podem ser
classificadas em microalgas e macroalgas, onde estdo subdivididas entre os filos
Phaeophyta (algas pardas), Rhodophyta (algas vermelhas) e Chlorophyta (algas
verdes) (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

As algas pardas sdo representadas por cerca de 1.500 espécies, em gque
grande parte esta presente nas regiées de aguas marinhas com temperaturas mais
baixas; estas algas apresentam tamanhos que variam de 30 cm a 20 m de
comprimento. O filo das algas verdes possui aproximadamente 17.000
representantes, com tamanhos variando de poucos centimetros até
aproximadamente 1 m de comprimento, as quais habitam ambientes aquaticos,
sejam eles dulcicolas ou marinhos. As algas vermelhas compreendem entre 4.000 a
6.000 espécies, ocorrendo em aguas marinhas tanto geladas quanto tropicais, onde
possuem tamanhos semelhantes as algas verdes (MCHUGH, 2003).

Em especial, as algas vermelhas, possuem em sua parede celular uma fragéo

fibrilar rigida, embebida por uma matriz amorfa, conferindo dessa maneira
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resisténcia. Esta fracdo rigida consiste em pequenas quantidades de carboidratos,
como a celulose, além de outras moléculas como glicoproteinas e galactanas
(FLORES et al., 1997; LECHAT et al., 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). A
matriz mucilaginosa é composta por galactanas sulfatadas, agaranas e/ou
carragenanas, aos quais estdo relacionadas a fun¢des de regulacdo osmatica ou
ibnica (KLOAREG; QUATRANO, 1988), além de participarem como mecanismos de
defesa das algas as respostas ambientais (ANDRADE et al., 2010).

Recentemente, a busca por novos compostos bioativos tém crescido
rapidamente e pesquisadores tém relatado que as algas marinhas possuem
moléculas com vérias atividades biolégicas (BARROW; SHAHIDI, 2007,
WIJESEKARA; KIM, 2010; WIJESEKARA; YOON; KIM, 2010). Ja foram atribuidas
aos polissacarideos de algas marinhas varias atividades farmacolégicas, estando
essas relacionadas ao tamanho da molécula, tipo de unidades constituintes e o teor
de sulfato. O posicionamento dos grupos sulfatos, os tipos de ligacdo e a geometria
da molécula também sdo importantes para as atividades biologicas (MELO et al.,
2004).

As atividades biologicas apresentadas pelos polissacarideos sulfatados
incluem atividade antileishmania (PIRES et al., 2013), antiviral (YASUHARA-BELL,;
LU, 2010), anticoagulante, anti-nociceptiva, anti-inflamatoria, antitumoral (WANG et
al. 2010; VISHCHUK; ERMAKOVA; ZVYAGINTSEVA, 2011) e gastroprotetora
(DAMASCENO et al., 2013). Comparando os filos, as algas vermelhas s&o
responsaveis pela maior fonte de metabdlitos biologicamente ativos (EL GAMAL,
2010).

1.2 Genéro Solieria

Segundo Chiovitti et al. (1999) o género Solieria é formado por
aproximadamente 8 espécies. Os géneros Kappaphycus e Eucheuma pertencem a
familia Solieriacea, e sdo possivelmente os grupos de algas mais importantes do
ponto de vista econémico, pois fornecem fontes comerciais de kappa- e iota-
carragenanas, carboidratos de grande importancia na indastria (STORTZ; CEREZO,
2000; ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004).
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As espécies que constituem o género Solieria sdo: Solieria Filiformis (Kitzing)
Gabrielson (J. Agardh), S. chordalis (C. Agardh) J. Agardh, S. anastomosa
(Gabrielson et Kraft), S. dichotoma (Yoshida), S. dura (Zanardini) Schmitz, S.
jaasundii (Mshigeni et Papenfuss), S. pacifica (Yamada) Yoshida e S. robusta
(Greville) Kylin (WOMERSLEY, 1994).

A alga Solieria filiformis é encontrada no litoral do Ceara, possuindo
quantidades significativas de kappa- e iota-carragenanas (MURANO et al., 1997).
Por esse motivo acredita-se que as espécies brasileiras nativas podem ser
exploradas para diversas aplicacbes biotecnolégicas (ASSREUY et al., 2010;
PONTES et al., 2009).

1.3 Polissacarideos sulfatados

Os carboidratos sdo definidos por Nelson; Cox (2010) como poliidroxialdeidos
ou poliidroxicetonas, ou moléculas que formam estes compostos quando
hidrolisadas. A maioria dos carboidratos possui a férmula empirica (CH20)n, além de
alguns também possuirem nitrogénio, fosforo ou enxofre. Os carboidratos estao
divididos em trés classes: monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos
(NELSON; COX, 2010).

Os monossacarideos sdo carboidratos simples, sendo um aldeido ou uma
cetona na presenca de pelo menos dois grupos hidréxi na molécula. Os
oligossacarideos sdo aclUcares que contém cadeias curtas de monossacarideos
ligados entre si por uma ponte éter. Por ultimo, os polissacarideos sdo polimeros
formados a partir de monossacarideos, com pelo menos 20 unidades, sejam essas
unidades semelhantes ou ndo. As cadeias dos polimeros podem ser lineares ou
ramificadas, sendo o tipo de ligacdo importante para suas funcbes biolégicas
(BERG; TYMOCZKO; STRAYER, 2008; NELSON; COX, 2010).

As principais fontes de polissacarideos sdo: nas plantas os exsudatos (goma
arabica e goma tragacanto), as sementes (guar e alfarroba), os tubérculos e cereais
(amido e inulina), nas frutas (pectina), nos animais (acido hialurénico, heparina,
quitina e quitosana), nos fungos (glucanas), nas bactérias as gomas (xantana,
dextrana e gelana) e nas algas (alginatos, carragenanas e agaranas) (CUNHA,;
PAULA; FEITOSA, 2009).
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Os polissacarideos sulfatados sdo macromoléculas polianidnicas complexas e
heterogéneas formadas por unidades repetitivas de aclUcares e carregadas
negativamente devido a presenca concomitante de grupamentos sulfatos, estando
presente principalmente em algas marinhas (JIAO et al., 2011).

Os polissacarideos sao encontrados na matriz extracelular das algas,
entretanto, sua funcdo ainda continua pouco conhecida. Alguns autores sugerem
que sua principal funcéo seja a protecdo contra a desidratacdo que ocorre em mare
baixa, explicando o maior teor de polissacarideos sulfatados de algas no
zoneamento entre marés (MICHEL et al., 2010; DANTAS-SANTOS et al., 2012). A
complexidade estrutural destas biomoléculas esta relacionada com a condigdo
ambiental encontrada no seu habitat marinho das algas, onde estdo sujeitas as
variacbes de umidade, temperatura, salinidade e intensidade luminosa (RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2007).

Nas algas, além da fracdo fibrilar da parede celular, existe o componente
amorfo menos rigido, o qual confere flexibilidade e o aspecto mucilaginoso
caracteristicos das algas marinhas (KLOAREG et al., 1988). A parede celular das
algas marinhas vermelhas também é rica em galactanas sulfatadas (agaranas e/ou
carregenanas); nas algas pardas estéo presentes as fucanas sulfatadas.Nas algas
verdes com maior complexidade, os polissacarideos mais encontrados séo arabino-
galactanas, ramnanas e ulvanas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967).

O estudo detalhado das estruturas quimicas dos polissacarideos possui
grande importancia para correlacionar detalhes estruturais com propriedades fisico-
quimicos ou principios bioativos apresentados pelos mesmos (USOV; BILAN, 2009).
Os polissacarideos extraidos de algas marinhas estdo sendo usados por industrias
farmacéuticas, de cosméticas e de alimentos (ORDONEZ; ESCRIG; RUPEREZ,
2010).

1.4 Galactanas sulfatadas

As galactanas sulfatadas s&@o frequentemente encontradas na matriz
extracelular das algas marinhas vermelhas. Estas sdo polimeros de acgucares
complexos e heterogéneos constituidos por unidades repetitivas alternadas de f3
(1—3) D-galactopiranose (unidade A) e o (1 — 4) D- ou L- galactopiranose (unidade
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B), onde ambas as unidades, A e B, podem ser sulfatadas. Algumas unidades de a —
D - galactopiranose podem ocorrer também na forma ciclica 3,6-
anidrogalactopiranose (PAINTER, 1983). Entdo, todos os dissacarideos sao
formados por duas subunidades, A e B, e o polissacarideo é constituido pela
alternéancia (AB)n (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica estrutural das galactanas de algas
vermelhas.

[ (— 3)-p-D-galactopiranose - (1—4)-a-galactopiranose-(1—) ] ,
I | |
I

Unidade A Unidade B

As galactanas sdo classificadas de acordo com a estereoquimica de suas
moléculas, especialmente relacionada com a unidade B (DE ALMEIDA, et al., 2011;
MOHAMED; HASHIM; RAHMAN, 2012; WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011).
Quando a referida unidade pertence a série D, a galactana é considerada uma
carragenana e quando pertecem a série L, € chamada de agaranas (CAMPO et al.,
2009).

1.4.1 Agaranas

O &gar é um biopolimero sulfatado que pode ser definido como um
hidrocol6ide que possui atividade gelificante, encontrado em uma série de familias
de algas vermelhas, principalmente as familias Gelidiaceae e Glacilariacea
(ARMISEN, 1995; MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003).

O agar é formado por unidades de agarose e unidades de agaropectina. A
agarose € caracterizada como um polissacarideo neutro, que possui estrutura linear
de unidades repetitivas do dissacarideo agarobiose (1—3)-B-D-galactose e (1—4)-
3,6-anidro-a-L-galactose. Entretanto, a agaropectina é caracterizada por ser um
polissacarideo acido contendo sulfato, metil, acido pirdvico e acido D-glucurdnico
adicionado a agarobiose (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003). Esta estrutura
basica repetitiva difere das carragenanas pela forma estereoquimica L da unidade B
(Figura 2) (PAINTER, 1983).
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Figura 2 -Estrutura quimica da agarose, também chamada de agarobiose (1) e da
agaropectina (2). O primeiro polimero € formado por repeticbes de unidades (1—3)-
B-D-galactose (unidade A) e (1—4)-3,6-anidro-a-L-galactose (unidade B) enquanto
0 segundo apresenta (1—3)-p-D-galactose como unidade A e (1—4)-a-L-galactose
formando a unidade B com substituicbes por grupamentos metil ou sulfato nos
atomos indicados.

HO OR 1 R =H ou CH;
O
ORO
(o]
are OH %
(8]
. n
unidade A (G) unidade B (LA)
"Ry
OR 2 R = H ou CH;
O CH,OR! o R’ =H ou SO;"
OR
oo OH
OH
unidade A (G) unidade B (L) n

A producédo do gel pelo agar se faz devido a estrutura molecular em cadeia
com formacdo helicoidal, que produz uma rede capaz de reter consideravel
quantidade de moléculas de 4gua no intersticio. As ligacdes de hidrogénio formadas
entre os atomos de oxigénio presentes no polissacarideo com moléculas de agua

sao responsaveis pela estabilizacdo da estrutura do gel (LAHAYE; ROCHA, 1991).

1.4.2 Carragenanas

As carragenanas sdo polissacarideos extraidos rotineiramente em algas
marinhas vermelhas da familia das Rhodoficea (OTHMER, 1992), como Chondrus
cripus, Euchema, Gigartina stellate, Iridaea, Hypnea, Solieria, Agardhiella e
Sarconema (CHEN et al.,, 1973; CHIOVITTI et al., 1999; McCANDLES; WEST,;
GUIRY, 1983; MOLLET; RAHAOUI; LEMOINE, 1998; PAREKH et al.,1979; PAREKH
et al., 1988; PAREKH; RAO; CHAUHAN,1988). Esses polissacarideos possuem em
sua espinha dorsal a estrutura linear D-galactose e 3,6-anidro-a-D- galactose com
densidade variavel de grupamentos sulfatos (CAMPO et al., 2009).

Os dissacarideos presentes nas cadeias contém um [-D-galactopiranose com
outro a-D-galactopiranose ou 3,6-anidrogalactose, porém outros residuos podem ser

comumente encontrados tais como xilose, glucose e acidos urénicos. As unidades
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de dissacarideos variam no teor de sulfato, resultando em um conteado de
sulfatacdo de 22-38% e massa molecular entre 400 e 600 kDa em carragenanas
comerciais (VAN DE VELDE et al., 2002).

Carragenana é um termo que compde poucas familias conhecidas de Lambda
(A), Kappa (k), Beta (B) eomega (w). Essas familias sao subdivididas em diferentes
tipos e constituidas de unidades (1—3)-B-D-galactopiranose (Unid A) e (1—4)-a-D-
galactopiranose (Unid B) (BONDU et al., 2010). Rotineiramente sé&o identificadas por
letras gregas, sendo divididas em 6 formas basicas, de acordo com a posi¢cao dos
grupos fosfatos nas unidades A e B e a forma ciclica da unidade B: lota (1), Kappa
(), Lambda (A), Mu (M), Nu (v), Theta (B)-carragenanas, sendo esta classificacao

quimica de suma importancia comercialmente (Figura 3) (CAMPO et al., 2009).

Figura 3 - Estrutura quimica béasica de carregenanas com unidades D-alternantes.
DSD:-
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Fonte: CAMPO et al., 2009.

As carragenanas conhecidas comercialmente apresentam as seguintes
estruturas quimicas: I- carragenana [(1—3)-B-D-galactopiranose 4-sulfato- (1—4) 3,6
anidro-a-D- galactopiranose 2-sulfato], k-carragenana [(1—3)-B-D-galactopiranose 4-

sulfato- (1—4) 3,6 anidro-a-D- galactopiranose] e a A-carragenana [(1—3)-B-D-
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galactopiranose 2-sulfato- (1—4) 3,6 anidro-a-D- galactopiranose 2,6-dissulfato]. Os
tipos u- e v- carragenanas sao formados in vivo pela acdo da enzima sulfohidrolase
(CAMPO et al., 2009).

A carragenana é um ingrediente extremamente versatil, utilizada nas industrias
de alimentos e farmacéutica (VAN DE VELDE et al.,, 2002). Com o aumento da
demanda dos trés tipos, I, K e A, fontes promissoras de carragenanas passaram a
ser cultivadas na Peninsula de Yucatan no México durante os ultimos anos, como €
0 caso das espécies de algas marinhas Eucheuma isiforme, Solieria filiformis,
Halymenia floresii e Kappaphycus alvarezii (ROBLEDO; FREILE-PELEGRIN, 1997).

A industria alimenticia utiliza cerca de 70 a 80% da carragenana produzida no
mundo, no qual 45% sao direcionadas aos produtos lacteos e cerca de 30% é
utiizado em produtos derivados de carnes. Portanto, o valor estimado de
carragenana comercializada no mundo estima-se em 300 milhdes de dolares por
ano (McHUGH, 2003).

1.5 Propriedades farmacoldgicas de polissacarideos sulfatados de algas

Os produtos naturais podem apresentar varias propriedades farmacoldégicas,
servindo para o desenvolvimento de novos compostos e descoberta de novos
grupos farmacolégicos. Isso é comprovado devido ao elevado niumero de produtos
dessa origem sendo utilizados na terapéutica de diversas patologias (NEWMAN;
CRAGG, 2007; AMADOR et al., 2003).

As algas marinhas sado fontes ricas de compostos bioativos com uma grande
variedade estrutural. Atualmente, cresce o interesse por essas moléculas, devido a
varios estudos mostrando seu potencial em atividades biologicas (BARROW,
SHAHIDI, 2007; WIJESEKARA; KIM, 2010). Esse aumento pelo interesse de
moléculas bioativas derivadas de algas marinhas tem sido coincidente com a
invencdo de novas tecnologias de caracterizacdo estrutural, principalmente a
espectrometria de ressonancia magnética nuclear de alta resolugdo, que veio
desempenhar um papel importante, na associacdo da estrutura molecular de
compostos bioativos de algas marinhas com atividade farmacol6gica em meios
biologicos (HU et al., 2011).
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Pérez-Recalde et al. (2014) encontraram atividade imunomodulatéria in vitro e
in vivo de polissacarideos sulfatados extraidos da alga marinha vermelha Nemalion
helminthoides. As fracBes polissacaridicas testadas in vitro proliferaram macrofagos
da linhagem RAW 264.7 e estimularam a producéo de Oxido nitrico e citocinas (IL-6
e TNF-a).

Com relacdo a atividade antiviral, galactanas extraidas da alga Cryptonemia
seminervis, as quais apresentaram um teor de sulfatacdo entre 14.1 — 29.9%,
exibiram atividade antiviral em estagios iniciais da infec¢do viral, inibindo a
replicacdo do metapneumovirus humano (MENDES et al., 2014). Thuy et al. (2015)
encontraram propriedades antivirais contra o HIV em que as fracdes polissacaridicas
bloquearam os passos iniciais da entrada do virus nas células-alvo, porém apés
infecgao néo obtiveram efeito.

Recentemente, Jiménez-Escrig, GOmez-Ordofies e Rupérez (2014) em
estudo realizado com a alga marrom Saccharina latissima, encontraram uma
excelente resposta antioxidante das fucanas em associacdo com o teor de sulfato
presente na estrutura do carboidrato.

Em outro estudo, as fracdes polissacaridicas obtidas de Sargassum horneri
apresentaram, in vitro, atividade antioxidante e antitumoral, em que a fragcdo com
maior grau de sulfatacdo em sua molécula obteve melhor dose-resposta no
crescimento de células cancerigenas gastricas e intestinais (SHAO; CHEN; SUN,
2014).

Existem diversos trabalhos que comprovam a atividade anti-inflamatéria e
anti-nociceptiva de polissacarideos sulfatados derivados de algas (RIBEIRO et al.,
2014; HWANG; HUNG; CHIEN, 2014; KALITNIK et al., 2014; BATISTA et al., 2014).
Pereira et al. (2014) exploraram a atividade anti-inflamatéria de uma fracéo
polissacaridica da alga Digenea simplex, na qual encontraram uma atividade dose
dependente na inibicdo de edema de pata induzido por carragenana, e também
reduziu a inflamacéo induzida por dextrana, histamina, serotonina e bradicinina.

Silva et al. (2012), trabalhando com modelos aplicados de lesdo gastrica
induzidas por naproxeno, encontraram excelente atividade das fragbes
polissacaridicas sulfatadas da alga Gracilaria birdiae, as quais reduziram lestes
gastricas e intestinais, tanto macroscépicas quanto microscépicas, induzidas pelo
anti-inflamatoério. Os autores sugeriram que o efeito protetor na mucosa envolve

mecanismos de inibicdo de infiltrado de células inflamatorias e na peroxidacao de
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lipidios. Brito et al. (2014) trabalhando com o mesmo polissacarideo em modelos de
colite induzida por acido tri-nitro-benzeno-sulfénico (TNBS), além dos mesmos
mecanismos de defesa acima citados, sugeriram também que as fracbes
polissacaridicas tem envolvimento na producéo e liberacdo de citocinas (IL-1 e TNF-

a).

1.6 Atividade antioxidante

Radicais livres sdo moléculas ou atomos simples que possuem um elétron
desemparelhado externo a sua Orbita. Isso diminui a estabilidade do &tomo,
ampliando sua capacidade de reagir com outras moléculas ou &tomos,
principalmente com constituintes celulares como: lipidios de membranas, proteinas e
bases nucléicas (FERNANDES et al., 2012). Os radicais livres séo fisiologicamente
originados na producao de adenosina trifosfato (ATP), considerado a maior fonte de
energia quimica dos seres vivos (NELSON; COX, 2010).

As reacles de processos biologicos geram os mais diversos radicais livres,
como as Espécies Reativas de Nitrogénio — ERNs (6xido nitrico, peroxinitrila, acido
peronitroso e diéxido de nitrogénio) e as Espécies Reativas de Oxigénio — EROs
(&nion superéxido, radical hidroxila, radical peroxila, peroxido de hidrogénio,
hidroperéxido orgénico, oxigénio singlete e o0zbnio) (SILVA, CERCHIARO,
HONORIO, 2011).

Em pequenas quantidades, as EROs estdo envolvidas em importantes
funcdes fisiologicas, porém, quando produzidas demasiadamente o organismo entra
em um estado denominado de estresse oxidativo, que pode estar relacionado a
processos patoldgicos, como inflamacdes, cancer, doencas cardiovasculares,
diabetes melitus, entre outras (SEIFRIZ, 2008; NELSON; COX, 2010; TAKAHASHI,
SHIBATA, NIKI, 2001; STEGHENS et al., 2001; DE MORAIS et al., 2009).

O estresse oxidativo pode ser definido quando os radicais livres ocasionam
um dano tecidual ou produzem moléculas téxicas ou danosas as células. Entéo,
pode-se afirmar que um organismo encontra-se em um estresse oxidativo quando
ocorre um desequilibrio entre os sistemas pré-oxidantes e antioxidantes. Um dos
principais mecanismos de lesdo ¢é a lipoperoxidacao (LPO), ou seja, a oxidacéo de
lipidios de membranas (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).
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Os compostos antioxidantes formam uma familia heterogénea de moléculas
naturais, presentes em pequenas quantidades quando comparadas a biomoléculas
gue supostamente protegem, podendo prevenir ou reduzir a extensdo do dano
oxidativo (DE OLIVEIRA et al.,, 2011). Esses compostos sdo divididos em dois
grupos: enzimaticos e ndo-enziméticos. As principais enzimas envolvidas com
propriedades antioxidantes sao a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a
peroxidase (POX) (HUANG et al., 2007). Ja entre os compostos nao-enzimaticos
com atividade antioxidante destacam-se os fendlicos, acido ascorbico e os
caratendides (HASSIMOTTO et al., 2005 apud DE OLIVEIRA et al., 2011).

Antioxidantes sdo moléculas capazes de prevenir, interceptar e/ou reparar 0s
danos oxidativos as macromoléculas, danos estes causados por radicais livres
(CONTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). No organismo, os antioxidantes agem por
diversos mecanismos, tais como: complexacdo de ions metalicos, captura de
radicais livres, decomposicdo de peroxidos, inibicdo de enzimas responsaveis pela
geracdo de EROs e ERNs e pela modulacdo de vias sinalizadoras celulares
(OLIVEIRA et al., 2011).

Atualmente, existe a busca constante de polissacarideos sulfatados derivados
de algas marinhas com propriedades antioxidantes (CHENG et al., 2013; DORE et
al., 2013; LIU et al., 2012; WU et al., 2013; YANG et al., 2013; ZHANG et al., 2012).
Esse fato se da principalmente devido aos compostos antioxidantes sintéticos,
tradicionalmente utilizados nas industrias alimenticias e farmacéuticas, como o
Butilato Hidroxitolueno (BHT), Butilato de Hidroxianisol (BHA) e Terc-Buitil-
hidroguinona (BTHQ), terem seu uso limitado. Tais limitacbes sdo devido as
suspeitas desses compostos serem causadores de danos as células hepaticas e
também demonstrarem elevado potencial carcinogénico (CHENG et al., 2013;
KUMAR; GANESAN; RAO 2008; SOUZA et al., 2011).

As algas marinhas sao expostas a condi¢cdes climéaticas intensas, com
variacbes de oxigénio, temperatura e insolacdo, fazendo com que as mesmas
possuam propriedades antioxidantes. Varios trabalhos associam essa atividade aos
polissacarideos sulfatados, constituintes das estruturas desses organismos (COSTA
etal., 2011; WANG et al., 2010).

Existem varios modelos experimentais para avaliar a capacidade antioxidante
de determinado composto ou mistura, por meio de diferentes mecanismos, como
sequestro do radical DPPH (BLOIS, 1958), sequestro do ion ferroso (CHEW et al.,
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2008) e capacidade antioxidante total pela formagdo do complexo fosfomolibdénio
(PRIETRO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Infelizmente ndo existe um Unico método que
possa avaliar toda a capacidade antioxidante de um determinado material (PRIOR,
WU, SCHAICH, 2005). Isto é devido aos diferentes tipos de radicais livres e suas
diferentes formas de atuacdo nos organismos vivos. Por isso, geralmente sdo
realizados diferentes testes para determinar a capacidade antioxidante total do

composto.

1.7 LesOes gastricas induzidas por etanol

O etanol é responsavel por causar lesbes gastricas em humanos. E uma
substancia téxica que causa injaria a mucosa do estbmago, onde sua ingestao
excessiva resulta em uma gastrite aguda, caracterizada por edema de mucosa,
hemorragias subepiteliais, esfoliacdo celular e infiltracdo de células inflamatorias
(GUSLANDI, 1987; KO; CHO; LAM, 2004).

Multiplos mecanismos estdo envolvidos no processo patogénico causado pelo
excesso de alcool, incluindo a deplecdo de grupos sulfidrilicos nao-proteicos
(necessarios para a estabilizacdo das membranas celulares e para eliminacao de
radicais livres), modulacéo do sistema 6xido nitrico e reducdo do fluxo sanguineo da
mucosa gastrica (MACMATH, 1990; LA CASA et al. 2000; SANTOS; RAO, 2001).

No estbmago, o etanol aumenta o risco de formagédo de Ulceras, e essas
lesbes sdo mediadas principalmente através da liberacdo de mediadores
inflamatorios, devido ao aumento na producdo de EROs, que induz a
vasoconstricdo, isquemia, estresse oxidativo, peroxidacdo de lipidios e entdo a
morte celular (PAN et al., 2008; PARK, 2011).

O etanol aumenta a secrecdo de acido gastrico, um efeito mediado pelos
mediadores histamina e gastrina. A barreira da mucosa € um dos principais
mecanismos de protecdo da mucosa gastrica contra o acido gastrico. Em altas
concentracbes de etanol ha aumento na permeabilidade epitelial como
consequéncia de mudancas no potencial celular, causando re-difusdo dos ions H*
(DAVENPORT, 1967; DAVENPORT, 1969).

A deplecdo de muco protetor ocasionado por excesso de alcool, também é

responsavel pela formacdo de Ulceras na mucosa gastrica. Isso se da,
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possivelmente, por mobilizar os mucopolissacarideos da mucosa para o limen,
reduzindo a capacidade secretoria de muco do estdémago (ISHIHARA et al., 1988;
CHO et al. 1989).

Siegmund, Teyssen e Singer (2002) representaram os efeitos agudos e

cronicos do etanol na mucosa gastrica de acordo com a figura 4.

Figura 4 -Representacdo esquematica dos efeitos agudos e crénicos do etanol na
mucosa gastrica.
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Adaptado de: Siegmund, Teyssen e Singer, 2002.

1.8 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

A mucosa gastrica € constantemente exposta a fatores nocivos e agressores
como o acido cloridrico (HCI), pepsina e sais biliares, além de possiveis infeccbes
por microrganismos, como Helicobacter pylori (ADEYEMI et al.,, 2005; LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Dessa maneira, a mucosa se defende com uma
combinacdo de fatores, permitindo a mesma a resistir as mais diversas injurias,
através da secre¢cdo de muco e bicarbonato, proliferacdo e restituicdo celular, fluxo

sanguineo adequado e presenca de Oxido nitrico, prostaglandinas e compostos
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sulfidrilicos nao-protéicos (CHEUNG, 1984; HUI et al., 1991; MILLER, 1983). Esses
mecanismos de defesa sdo classificados como: pré-epitelial, epitelial e pos-epitelial
(LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). A figura 5 ilustra esses mecanismos de

defesa.

Figura 5 - Mecanismos de defesa da mucosa gastrica.
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O mecanismo de defesa pré-epitelial impede o contato direto de agentes
nocivos com a parede gastrica. Fazem parte dessa propriedade a barreira formada
de muco, bicabornato e fosfolipidios superficiais. O efeito protetor epitelial, segunda
linha de defesa, previne a difusdo de ions H para a mucosa, além de secretar muco,

bicarbonato e renovar as células do epitélio. E o terceiro mecanismo, pés-epitelial,
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envolve a motilidade gastrica, defesa celular e o controle do fluxo sanguineo local
(MATSUI et al., 2011).

A microcirculacédo é fundamental para que o oxigénio e nutrientes atinjam as
células e possa haver a remocao de substancias téxicas. Em casos em que ocorre a
difus@o de acido géastrico do limen para a mucosa géastrica, h4d um aumento do fluxo
sanguineo local para ajudar a remover o &acido da mucosa. As fibras nervosas
sensdrias a capsaicina tém um papel importante para monitorar o refluxo do acido e
liberar mediadores vasodilatadores (GUTH, 1992).

Um dos mecanismos de lesdes ulcerativas na mucosa gastrica esta
relacionados com a liberacdo de fatores pro-inflamatérios por leucécitos e
macrofagos, como TNF-a e IL-1. Isso acontece devido a isquemia da mucosa,
formacao de radicais livres e a suspenséo da disponibilidade de nutrientes teciduais,
resultando em necrose que juntamente com liberagcdo de leucotrienos B, atuam

como atraentes de leucécitos e macréfagos (TARNAWSKI, 2005).

1.8.1 Grupos sulfidrilicos ndo-protéicos e defesa da mucosa gastrica

O principal representante endégeno do pool dos grupos sulfidrilicos nao-
proteicos do nosso organismo é a glutationa (GSH). A GSH é um tripeptideo
formado por cisteina, glutamato e glicina, que atua como um antioxidante
hidrossoluvel, protegendo as células contra radicais livres (PARK et al., 2000;
GONZALES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2004; STRUZYNSKA; CHALIMONIUK;
SULKOWSKI, 2005).

A GSH patrticipa nos mecanismos de defesa da mucosa géastrica. Miller et al.
(1985) e Mizui et al. (1987) mostraram que a GSH esta presente em altas
concentracfes na mucosa gastrica, sugerindo seu papel protetor como antioxidante
endoégeno. A GSH protege o estbmago de lesbes causadas por etanol, através da
inibicdo de espécies reativas de oxigénio e produtos da peroxidacao de lipidios de
membrana (SZABO; NAGY; PLEBANI, 1992).

Esse tripeptideo possui a capacidade de se ligar rapidamente de forma direta
e ndo-enzimatica com radicais hidroxilas, e com N2NOs e peroxinitrito impedindo que
esses interajam com estruturas importantes nas células (GRIFFITH, 1999). Aléem de
a GSH ser um cofator da enzima GSH-px e, de forma indireta, através da atividade
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da Glutationa-S-transferase se liga a compostos eletrofilicos potencialmente lesivos
as células (CNUBBEN et al., 2001). Dessa maneira, a GSH atua na prevencéo da
formacdo de lesGes produzidas por agentes ulcerogénicos, sendo um importante
agente gastroprotetor (MAITY et al., 2001).

A producéo e liberacdo de EROs tem recebido atencdo como provavel fator
patogénico das lesbes na mucosa gastrica associada com o estresse de drogas anti-
inflamatorias e Ulceras induzidas por etanol (BILICI et al., 2002). Sendo assim, existe
um desequilibrio entre a formacdo e a degradacéo, pelos compostos antioxidantes
enzimaticos e nado-enzimaticos, das EROs, que dessa maneira podem ocasionar

acOes deletérias sobre o epitélio da mucosa géstrica.

Figura 6 — Vias de transformacao de um radical superoxido no organismo.

O, N Peroxidacdo Beta-Oxidacdo
Ittt St i
Lipidios —— de Lipidios MDA + 4-HNE
Superoxido
dismutase
Catalase
H,0, H,O + O,

— GSH < GSH
Glutationa Glutationa Hidroxil
peroxidase redutase Peroxinitrito
GSSG

> GSSG —

v

H,O

ROOH + GSH » ROH + H,0 + GSSH
Glutationa-S-transferase

Fonte: Adaptado de KWIECIEN et al., 2002.

A diminuicdo dos niveis de GSH e o aumento da peroxidacéao lipidica, com
formacdo de MDA, sao fatores reconhecidos que contribuem para o
desenvolvimento de lesbes gastricas, mostrando-se como marcadores de suma

importancia na busca de compostos gastroprotetores.
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1.8.2 Mecanismos de defesa pré-epitelial da mucosa gastrica

A mucosa gastrica € protegida por uma barreira formada por muco,
bicarbonato e fosfolipidios de membrana, constituindo a primeira linha de defesa do
estbmago contra agentes lesivos (ALLEN; FLEMSTRO, 2005). Esta barreira
estabelece um micro-ambiente estavel que retém ions bicarbonato secretados.
Dessa forma, mantém um pH estomacal aproximadamente neutro na superficie das
células epiteliais, agindo como um mecanismo de defesa fisico que impede a acao
da pepsina, enzimas proteoliticas e do acido cloridrico (REPETTO; LLESUY, 2002;
LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

ApOs a secrecédo acida pelo estbmago, uma camada de acido se forma acima
da barreira de muco-bicarbonato e ambas séo imisciveis devido a sua diferenca de
polaridade. Esse caréater hidrofobico é responsével por impedir a difusdo contraria do
acido, e dessa maneira evita a agressdo a mucosa gastrica (ICHIKAWA et al., 2000).

Os polissacarideos sulfatados extraidos de algas apresentam diversas
atividades bioldgicas descritas na literatura, e essas propriedades estdo envolvidas
de acordo com sua composi¢ao estrutural como: densidades de cargas, teor de
sulfato, conformacéo da cadeia e peso molecular (PEREIRA et al., 2005; FONSECA
et al.,, 2008; ZHANG et al., 2008). Em adicdo, possuem como caracteristica uma
baixa toxicidade (TALARICO et al., 2005). Dessa forma, o isolamento de novos
polissacarideos sulfatados torna-se importante para encontrar novas moléculas com
propriedades farmacoldgicas, ja que cada molécula dessas possui uma estrutura

Gnica, podendo atuar em alvos moleculares diferentes (COSTA et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar uma fracdo polissacaridica

da alga Solieria filiformis (PLS) e investigar sua possivel propriedade antioxidante e

protetora em modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol.

2.2 Objetivos especificos

v

Extrair fracdes polissacaridicas sulfatadas (PLS) hidrossoluveis da alga
marinha Solieria Filiformis (Kitzing) P.W. Gabrielson;

Determinar a composicdo quimica do PLS através de métodos quimicos e
espectroscopicos;

Determinar a estrutura quimica do PLS por espectroscopia de absorcdo na
regido do infravermelho (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FT-IR) e por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de préton (*H) e carbono (*3C);

Estimar a massa molar do PLS através de Cromatografia de Permeacdo em
Gel (CPG);

Analisar o efeito do PLS quanto a sua atividade antioxidante in vitro, realizando
0os testes de sequestro do radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH),
guelacao do ion ferroso e capacidade antioxidante total,

Avaliar o efeito protetor do PLS em modelo de lesbes gastricas induzidas por
etanol;

Avaliar o efeito do PLS nos niveis de glutationa (GSH), concentracdo de

malondialdeido (MDA) e concentracdo de hemoglobina (Hb);
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3. MATERIAIS

3.1. Coleta e identificacdo da alga marinha

Os exemplares da alga marinha vermelha Solieria filiformis (KUtzing) P.W.
Gabrielson (registrada sob o numero 35.682 no herbario ficoldgico do Laboratorio de
Ciéncias do Mar — Labomar, Universidade Federal do Ceara) foram coletadas na
praia de Pacheco, municipio de Caucaia, Ceard, Brasil, (coordenadas: 03° 43 '58' 'S,
38° 39" W 21 ") em setembro/2013 durante a maré baixa (-0,1 a 0,2m). Apés a
coleta, as algas foram transportadas em recipiente térmico em baixa temperatura
para o Laboratorio de Algas Marinhas do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular (UFC). No laboratério, as algas foram lavadas com agua corrente e
separadas de epifitas e/ou outros organismos incrustantes. Por dltimo, as algas
foram novamente lavadas com agua destilada e acondicionadas em sacos plasticos
devidamente etiquetados e armazenadas em temperatura de -20°C, até posterior
utilizacdo. O aspecto macroscopico da alga e sua classificagdo taxondmica podem

ser observados na Figura 7.

Figura 7 - Aspecto macroscopico da alga marinha vermelha Solieria filiformis e sua
classificagao taxondmica.

Filo: Rhodophyta

Subfilo: Eurhodophytina

Classe: Floridophyceae
Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Gigartinales

Familia: Solieriaceae

Género: Solieria

Epiteto especifico: filiformis

Nome botdnico: Solieria filiformis (KOtzing)
P.W.Gabrielson 1985

Fonte:AlgaeBase, 2011.
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3.2 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss fémeas para a realizacdo dos
ensaios de efeito gastroprotetor do polissacarideo sulfatado (PLS), da alga marinha
vermelha Solieria filiformis, em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol.

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara, e receberam agua e alimentagcdo ad libitum. Todos os esforgos foram
realizados para minimizar o estresse e sofrimento dos animais utilizados.

Todos os animais foram mantidos em jejum de dezoito a vinte e quatro horas
antes das realizacbes dos experimentos, mas com acesso a agua. Os ensaios
realizados seguiram 0s principios éticos, a biosseguranca e o0 respeito da
experimentacdo animal e foram aprovados pelo comité de ética sob o nuamero
0068/14.

3.3 Solucdes e reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza e propriedades
analiticas adequadas. Os reagentes e solucdes utilizados foram:5,5-dinitro-bis (acido
2-nitrobenzéico), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-dimetilsilapentano-5-
sulfonato de sédio (DSS), acetato de sddio, acido ascorbico, acido fosférico, acido
sulfarico, acido tricloroacético, agua deuterada, albumina sérica bovina, &alcool
etilico, alcool terc-butilico, alcool metilico, cisteina, cloreto de cetilpiridinio, cloreto de
potassio, comassie G-250, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), etanol
comercial, ferrozina (acido 3-(2-piridil) 5,6-difenil-1,2,4-triazina-p-p’-disulfénico),
acido foérmico, fosfato de sodio, galactose, corante hematoxilina e eosina,
hexadecitrimetilaménio (HTAB), hidroxitolueno butilado (BHT), molibdato de aménio,
nitrogénio liquido, nitrato de sddio, , n-butanol, o-dianisidina, papaina bruta, perdxido

de hidrogénio, cloreto de sodio, solugdo salina, sulfato ferroso.
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4. METODOS

4.1 Extracéo e purificacdo do polissacarideo sulfatado (PLS)

O mecanismo de extracdo da fracdo polissacaridica sulfatada (PLS) da alga
marinha Solieria filiformis foi realizado de acordo com Farias et al. (2000), com
algumas modificacbes. Primeiramente a alga foi despigmentada em recipiente com
adgua e exposta a insolagdo, em seguida desidratada em temperatura ambiente e
macerada com nitrogénio liquido. A alga macerada (5g) foi colocada em contato com
250mL do tampdao de extracdo acetato de sédio 0,1 M e pH 5,0 contendo EDTA 5
mM e cisteina 5 mM e digerida com 510 mg de uma solucédo de papaina bruta (30
mg/mL) durante 6 horas a 60°C em banho-maria. A temperatura do banho-maria foi
aferida a cada 30 minutos. Em seguida, o material foi filtrado em malha fina e
centrifugado (7965 x g; 20 min; 25 °C). Os polissacarideos presentes no
sobrenadante do material centrifugado foram precipitados através da adicdo de 16
mL de uma solucédo a 10% de cloreto de cetilpiridinio (CCP) mantido por 24 horas a
25° C. Logo apos a precipitacdo, o material foi novamente centrifugado (7965 x g; 20
min; 25 °C) e o sobrenadante descartado. O extrato precipitado do PLS foi lavado
com 200mL de solucédo a 0,05% de CCP, centrifugado (7965 x g; 20 min; 25 °C), e
depois dissolvido em 174mL de solucdo NaCl 2 M : etanol comercial (100:15; v/v). O
PLS foi novamente precipitado com adicdo de 200 mL etanol comercial por 24 h a
4°C. ApOs a precipitacdo, o material foi centrifugado (7965 x g; 20 min; 25 °C) e
submetido a duas lavagens com 200 mL etanol comercial diluido a 80% e uma vez
com 200 mL etanol comercial, seguido de centrifugacéo (7965 x g; 20 min; 25 °C). O
PLS assim obtido foi dialisado exaustivamente contra agua destilada e liofilizado.A

figura 8 esquematiza a extracdo do PLS da alga marinha Solieria filiformis.
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Figura 8 - Esquema de extracdo da fracdo polissacaridica sulfatada da alga marinha
vermelha Solieria filiformis.
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4.2 Rendimento

Para calculo do rendimento da fracdo obtida em relacédo ao peso de alga

utilizado para a extracéo foi utilizada a seguinte férmula:

Teor de polissacarideos % =

massa (g) do material seco obtido

x 100 Eq. (1)

massa (g)de macroalga seca utilizada para o processo de extragio

4.3 Analises quimicas e estruturais

4.3.1 Determinacao do conteudo de carboidratos

A determinacdo dos carboidratos totais foi realizada seguindo o método do
Acido Sulfarico — UV (ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHEI, 2013). Brevemente,
foram utilizadas solucdes de 1 mg.mL! de polissacarideos sulfatados diluidos em
agua destilada na proporcéo de 1:50 e 1:80. A partir dessas solucdes diluidas, 1 mL
foi adicionado rapidamente a 3 mL de &cido sulfurico e agitados por 30 segundos. A
temperatura da mistura subiu rapidamente dentro de 10 a 15s apds a adicdo de
acido sulfarico. Em seguida, a solucéo foi colocada em banho de gelo por 2 min até
estabelecer a temperatura ambiente. Finalmente foi realizada a leitura de
absorbéancia a 315 nm em um espectrofotémetro ultravioleta (UV). Todas as andlises
foram realizadas em triplicata. A quantificacdo do PLS foi realizada a partir de uma
curva de calibracdo de concentracbes crescentes de galactose (10 a 90 ug de

galactose).

4.3.2 Determinagé&o do conteudo de proteinas contaminantes

O conteudo de proteinas contaminantes foi realizado através do método
proposto por Bradford (1976).
A solucéo de Bradford foi realizada da seguinte maneira: 50,0 mg de Comassie

G-250 foram dissolvidos em 25,0 mL de alcool etilico e agitada durante 1 h em
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erlenmeyer envolto com papel aluminio. Em seguida, adicionaram-se 50,0 mL de
acido fosférico 85%. O volume foi entdo aferido em baldo volumétrico de 500 mL
com uso de agua destilada. A solucédo resultante foi filtrada trés vezes com papel de
filtro na auséncia de luz e armazenada em frasco ambar a temperatura ambiente.

Foi realizada a confeccdo de uma curva padrdo com Albumina Sérica Bovina
(BSA) através da mistura de 1,0 mL de Solucdo de BSA em diferentes
concentracfes (5 a 50 ug/mL) com 2,5 mL de solucdo de Bradford. Apds 10 min, as
solugdes foram analisadas em espectrofotometro (SPECTRONIC INSTRUMENTS,
modelo SPECTRONIC® 20 GENESYS™) em um comprimento de onda de 595 nm.
Todas as concentracfes foram analisadas em triplicatas.

Para quantificar o teor de proteinas das amostras, foram utilizadas solucdes de
1 mg.mL* de polissacarideos diluidas na propor¢do 1:10, 1:50 e 1:100. A partir
dessas solucdes diluidas, 1 mL foi adicionado a 2,5 mL de solugdo de Bradford e
apos 10 min foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 595 nm. Todas as
concentracfes foram testadas em triplicata.

A estimativa das concentracbes de proteinas foi realizada através da
correlacdo entre as leituras obtidas com as solu¢des contendo as amostras e as da
curva padréao de BSA.

4.3.3 Determinacédo do conteudo de sulfato e carbono

O teor de sulfato livre e carbono na fracdo polissacaridica extraida foram
determinados por microanalise elementar (Equipamento Perkin-Elmer CNH 2400). O
grau de sulfatacao foi determinado de acordo com método descrito por Melo et al.
(2002), a partir dos percentuais de carbono (%C) e enxofre (%S) obtidos.

O método de quantificacdo baseado na equacdo abaixo é possivel através da
estrutura dos polissacarideos, que sdo formados por dissacarideos contendo um [3-
D-galactopiranose (Unid A) com outro a-D-galactopiranose ou 3,6-anidrogalactose
(Unid B), considerando que o teor de sulfatacéo € definido como o numero de OSOs,
ou atomos de enxofre, por unidade dissacaridica repetitiva, com 12 atémos de
carbono. Logo, o numero 12 multiplicado pela massa atdbmica do carbono

corresponde ao numero de carbono por unidade dissacaridica.
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S%
i S%
Teor de sulfato% = —Rassealomicados — 4 Gy (CT/Z) Ea. (2)

massa atéomica do C x 12

4.3.4 Cromatografia de permeacéao em gel

A massa molar do pico do polissacarideo (MPK, molar mass of peak) foi
estimada por cromatografia de permeacédo em gel (GPC) com concentracdo de 0,5
% de polissacarideo e 0,1 M de NaNOs como solvente. A cromatografia ocorreu em
equipamento Shimadzu a temperatura ambiente usando uma coluna Ultrahydrogel
linear (7,8 x 300 mm), com fluxo de 0,5 ml/min, com auxilio de detectores de indice
refracdo (RID) e ultravioleta (UV-VIS) a 254 nm. O volume de eluicdo foi corrigido
para o marcador interno de etilenoglicol a 11,25 mL. Amostras de pululano (Shodex
Denko) Mw de 5,9 x 108, 1,18 x 10%, 4,73 x 10%, 2,12 x 10°, 7,88 x e 10° g/mol foram
usadas para a confecgéo da curva padrao.

4.3.5 Espectroscopia de absorc¢édo naregido do infravermelho

Os espectros do polissacarideo foram obtidos através da dispersdo das
amostras em pastilhas de KBr e, para obtencdo do espectro, foi utilizado um
Espectrofotdbmetro de Infravermelho com transformada de Fourier Shimadzu,

modelo FTIR-8300, apresentando uma janela espectral de 400 a 4000 cm™.

4.3.6 Ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e 13C é um método bastante
eficiente para analisar a estrutura de polissacarideos de algas. Os espectros de 13C
e!H de RMN foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da UFC em espectrometro Bruker

Avance DRX 500. O PLS da alga marinha Solieria filiformis foi dissolvido em agua
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deuterada (D20) a 2,5% m/v. A analise do PLS foi realizada a 60 °C por 12 horas,
utilizando 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato de sodio (DSS) como padrdo interno
(0,00 ppm por *H).

4.4 Sequestro do radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

O sequestro do radical livre 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) foi analisado
de acordo com o método descrito por Blois (1958), com algumas modificagdes.
Primeiramente, 300 puL da amostra do PLS em varias concentrac¢des (0,1 — 4 mg.mL"
1) foram dissolvidas e agitados em 200 pL de metanol (MeOH). Em seguida, nessa
solucdo foram adicionados 2,5 mL de DPPH (75 pM em MeOH) e mantidas em
temperatura ambiente no escuro por 30 min. As leituras de absorbancias foram
realizadas a 517 nm (As17). Todas as reacdes foram realizadas em triplicatas.

O efeito no sequestro do radical livre DPPH (%) foi calculado através da

seguinte férmula:

Efeito do Sequestro DPPH (%) = [Ao — (A — Ab)/Ao] x 100 Eq. (3)

Em que, Ao= Asiz do DPPH sem amostra; A=Asi17 da amostra e DPPH; e
Ab=As17 da amostra sem DPPH.

4.5 Ensaio de quelacdo do ion ferroso

O ensaio de quelacédo do ion ferroso foi analisado de acordo com o método
descrito por Chew et al., (2008), com algumas modificacdes. Nesta ordem, misturou-
se 1 mL de Sulfato Ferroso 0,1 mM (FeSOa), 1 mL de amostra (PLS 0,1 — 4 mg.mL™?)
e 1 mL de Ferrozina 0,25 mM (acido 3-(2-piridil) 5,6-difenil-1,2,4-triazina-p-p’-
disulfénico). Os tubos foram agitados por 1 minuto e ap6s 10 min foram realizadas
as leituras a 562 nm. O branco é realizado substituindo-se a amostra pelo solvente
utilizado para todas as amostras (agua destilada). EDTA foi utilizado como material

de referéncia. Todas as reac6es foram realizadas em triplicatas.
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Os resultados foram expressos como habilidade de quelagcdo do ion ferroso
(%) e calculados através da seguinte formula:

Habilidade de quelagio do ion Ferroso (%) == [Ao — (A — Ab)/Ao] x 100 Eqg. (4)

Em que, Ao= Ass2 do FeSO4 e Ferrozina sem amostra; A=Ase2 da amostra,

FeSOs4 e Ferrozina; e Ab=Ases2 da amostra sem FeSOas e Ferrozina.

4.6 Ensaio de capacidade antioxidante total pela formacdo do complexo

fosfomolibdénio

O ensaio de capacidade antioxidante foi realizado através da formacgdo do
complexo fosfomolibdénio descrito por Prietro, Pineda e Aguilar (1999). Brevemente,
adiciona-se 300 pL da amostra (PLS 0,1 — 4 mg.mL?) a 3 mL de solucdo de
molibdato de aménio 4 mM, acido sulfarico 0,6 M e fosfato de sodio 28 mM,
homogeneizar e incubar a 95 °C durante 90 min. Apds o resfriamento foram
realizadas as leituras a 695 nm. O branco é feito substituindo-se a amostra pelo
solvente utilizado para todas as amostras. O BHT foi utilizado como material de
referéncia. Para efeito de célculo, o acido ascérbico (200 pug/mL) foi considerado
como 100% de atividade antioxidante. Todas as reagOes foram realizadas em
triplicatas.

Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante total (%) e

calculados através da seguinte formula:

Eq. (5)

(A695nm amostra—A695nm branco)xlOO]
A695nm ac ascorbico—A695nm branco

Capacidade antioxidante total (%) = [
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4.7 LesOes gastricas induzidas por etanol

4.7.1 Efeito do polissacarideo sulfatado em lesdes gastricas induzidas por

etanol

Camundongos Swiss fémeas (n=6) foram colocados em jejum 18-24 h, em
seguida, foram inicialmente tratados com o polissacarideo da alga S. filiformis (PLS
0.3, 1, 3 e 10 mg.Kg?) por gavagem. Apds 30 min do tratamento, as lesdes gastricas
foram induzidas pela administracdo de etanol 50% (0,5 mL/25g, v.0), como descrito
por Robert (1979) com algumas modificacbes. Os grupos controles receberam
apenas solucdo salina ou salina + etanol 50%. ApG6s 1 hora da administracdo do
etanol, os animais foram sacrificados e seus estdmagos rapidamente removidos e
abertos ao longo da grande curvatura, lavados com solugéo salina e estirados sobre
uma superficie plana com auxilio de alfinetes. Imagens digitais foram capturadas
com um referencial métrico para posterior analise macroscopica das lesdes (lesées
hemorrdgicas ou ulcerativas) usando um programa de computador planimétrico
(Image J®) (MEDEIROS et al., 2009).

Amostras dos estbmagos foram coletadas para posteriores dosagens
bioquimicas de glutationa, malondialdeido e hemoglobina, que sdo parametros

importantes na lesdo gastrica por etanol.

4.8 Niveis de glutationa (GSH) na mucosa gastrica dos animais

As concentracdes de glutationa (GSH) das amostras de tecidos foram
estimadas de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Um
segmento do tecido foi homogeneizado em solugcdo gelada de 0,02 M EDTA (1
ml/100 mg de tecido). Aliquotas de 400 pL de tecido homogéneo foram misturadas
com 320 pL de agua destilada e 80 puL de acido tricloroacético 50% (w/v) em tubos
de vidro e centrifugados a 3.000 rpm por 15 min. Em seguida, 400 uL de cada
sobrenadante foi misturado com 800 pL de tampé&o Tris (0,4 M, pH 8,9) e 20 uL de

0,01 M 5,5-dinitro-bis (acido 2-nitrobenzdico). Subsequentemente, as amostras
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foram agitadas por 3 minutos e realizada as leituras em espectrofotometro a 412 nm.
Os resultados foram expressos como microgramas de GSH por grama de tecido.

4.9 Concentracao de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica dos animais

Os niveis de malondialdeido de cada grupo foram analisados usando o método
descrito por Mihara e Uchiyama (1978), que se baseia na reacdo com o0 acido
tiobarbitdrico. Fragmentos de tecidos pesados entre 100 e 150 mgforam
homogeneizados com solucédo gelada de cloreto de potassio 1,15%. Brevemente,
250 pL de cada amostra foram adicionados a 1,5 mL de acido fosférico 1% (HsPOa)
e 0,5 mL de alcool terc-butilico 0,6% (solucdo aquosa). Entdo, essa mistura foi
homogeneizada e aquecida em agua fervente por 45 minutos. A mistura foi entdo
resfriada imediatamente em agua gelada seguida pela adicdo de 4 ml de n-butanol.
Essa mistura foi agitada e a camada de butanol retirada por centrifugacdo a 1200x g
por 10 minutos. A densidade Optica foi determinada em 535 e 520 nm, e as
diferencas da densidade Optica entre as duas determinacdes foram calculadas com
o valor do élcool terc-butilico. Os resultadosforam expressos em nanomoles por

grama de tecido (nmol/g).

4.10 Quantificacdo dos niveis de hemoglobina (Hb) na mucosa géstrica dos

animais

Para quantificacdo dos niveis de hemoglobina, em que sua presenca indica
hemorragia, foi utilizado o método cianometahemoglobina. Esse método baseia-se
na oxidacao do ferro Il da molécula de hemoglobina pelo ferricianeto, que se
combina com o cianeto ionizado para produzir o cianeto hemiglobina,
proporcionando uma coloracdo avermelhada proporcional a concentragcdo de
hemoglobina na amostra, no qual € medido em 540 nm.

No trabalho foi utilizado um kit padrdo para hemoglobina (LABTEST,
Diagnéstico AS, Minas Gerais, Brasil), contendo o reagente de cor para deteccéo de
hemoglobina (reagente de Drabkin), com algumas modificagbes de acordo com

Medeiros et al. (2008). Brevemente, o tecido foi macerado (1 mL reagente de cor
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para 100 mg de tecido gastrico) com o reagente de cor, em seguida, 0 homogenato
foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min, o sobrenadante filtrado com filtro de 0.22
um e novamente centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. A concentracdo de
hemoglobina/100 mg de tecido foi determinada a partir da curva padrao de
hemoglobina, sendo as dosagens realizadas em leitora de microplaca com

absorbancia de 540 nm. Os resultados foram expressos em mg de Hb/g de tecido.

4.11. Andlise estatistica

Os dados foram avaliados através do teste estatistico ANOVA para andlise de
variancia. Quando houve diferenca estatistica entre os grupos, foi entéo realizado o
teste de comparacdes multiplas de Newman-Keuls. Os resultados foram expressos
como média = E.P.M ou mediana com minimo e maximo, sendo p < 0,05utilizado

como estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracéo e rendimento do PLS

Neste trabalho, foi realizada a extracdo de fracGes polissacarideos sulfatadas
através de digestdo enzimatica com papaina. A partir de 5 g de massa seca da alga
Solieria filiformis (KOUtzing) P.W. Gabrielson foram recolhidos 1,065 g de PLS,
correspondendo a um rendimento de 21,3%. Esse rendimento é semelhante aos
obtidos por Araujo et al. (2011), Assreuy et al. (2010) e Pontes et al. (2009), que
obtiveram para a mesma espécie de alga rendimentos de 19,14%, 25% e 24%,
respectivamente. Esses resultados demonstram que a S. filiformis apresenta alto
rendimento na extracdo enzimatica de polissacarideos.

O rendimento obtido nesse estudo se enquadra a valores encontrados para
outras espécies de algas marinhas vermelhas da costa brasileira, que apresentam
rendimento variando de 2,4 a 46%.Varios fatores podem afetar o rendimento de
polissacarideos presentes nas algas, como a espécie, a metodologia utilizada para a
extracdo, fatores fisioldgicos, estagio de vida, variagcdes sazonais e mesmo o local
de origem dos espécimes (MARINHO-SORIANO; BOURRET 2003.; ROMERO;
VILLANUEVA; MONTARNO, 2008).

Esses fatores, especialmente variacdo sazonal, podem explicar a diferenca de
rendimento obtido nesse estudo para o rendimento de extracdo enzimatica obtida
por Aradjo et al. (2011) para os PLS de Solieria filiformis. A variacdo no método de
extragdo também interfere no rendimento final dos polissacarideos, como foi
observado no trabalho de Stephanie et al. (2010) que obtiveram um rendimento de
14,6% de polissacarideo a partir de uma extracdo aquosa a 85°C de Solieria

chordalis.
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5.2 Andlises quimicas e estruturais

5.2.1 Determinacéo do conteudo de carboidratos

A curva de calibracéao obtida com o padréo de galactose, para a determinacao

da quantidade de acucares (galactose) é observado na figura 9.

Figura 9 — Curva padrao para a estimativa da concentracdo de carboidratos.
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A composicao quimica de galactose dos PLS liofilizados de S. filiformis
correlacionadas com a curva de calibracdo, apontam para um percentual de 66.0%.
Esse dado foi superior ao encontrado por Lima (2012), que obteve um teor de 50.5%
de carboidratos, em espécimes da mesma alga coletadas no mesmo periodo do ano
neste trabalho. No estudo realizado por Araujo et al. (2011), o teor de galactose do
polissacarideo (29,21%) foi muito inferior ao encontrado nesse estudo, porém
devemos destacar que a metodologia de quantificacdo dos carboidratos utilizadas
por Lima (2012) e Araudjo (2011) baseia-se no método de Dubois et al. (1956).
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Silva et al. (2010) analisaram os teores de carboidrato de trés carragenanas
comerciais (iota, kappa e lambda-carragenana) que apresentaram 64,5%, 60,26% e
61,20%, respectivamente, concordando com 0s nossos resultados.

A variacdo na quantidade de carboidrato entre uma mesma espécie pode ser
decorrente de variacdes sazonais ou geograficas (PEREIRA et al.,, 2005). Além
disso, as condigbes experimentais utilizadas na determinacdo dessas moléculas
também podem ocasionar variacbes na composicdo quimica destes compostos
(RODRIGUES et al., 2011).

5.2.2 Determinacéo do contetdo de proteinas contaminantes

A curva de calibragdo obtida com o padréo de albumina sérica bovina (BSA) e

o reagente de Bradford para a determinagéo da quantidade de proteina presentes na

amostra é apresentada na figura 10.

Figura 10 — Curva padrdo para a estimativa da concentracdo de proteinas.
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As leituras de absorbancia de proteinas das solu¢des contendo os PLS ficaram
abaixo do poder de deteccao do espectrofotometro utilizado, o que demonstra que o

material obtido pela extragcdo enzimatica possui apenas tragos proteicos.

5.2.3. Determinacgao do contetdo de sulfato e carbono

O conteudo de sulfato e percentual de carbono do PLS da alga S. filifomis
foram realizados através da microandlise elementar. A amostra de PLS apresentou
6,5% de enxofre e 27,22% de carbono, permitindo assim calcular o grau de
sulfatacdo (tabela 1) do material através da equacao 2, que resultou em um valor de
1,08.

Tabela 1 —Rendimento e analise os PLS extraidos da alga Solieria filiformis.

Amostra Rendimento? SP CP Grau de Proteinac
(%) (%) (%) Sulfatag&o (%)
PLS 21,3 6,50 27,22 1,08 Tragos

aRendimento obtido a partir de 5g de alga seca,;
bDeterminado por microanalise elementar;
¢Determinado pelo método de Bradford (1976).

O grau de sulfatacdo baseia-se de acordo com a estrutura dos
polissacarideos, que sdo formados por unidades dissacaridicas contendo uma
unidade de B-D-galactopiranose (Unid A) com outra unidade de a-D-galactopiranose
ou 3,6-anidrogalactose (Unid B), em que o teor de sulfatacdo € definido como o
ndamero de OSOs, ou atomos de enxofre, por unidade dissacaridica repetitiva.
Entdo, o resultado encontrado através da microanalise elementar (1,08) corrobora
com os resultados encontrados pelo espectro do infravermelho (figura 12),
mostrando que o PLS da alga Solieria filiformis possui um elevado grau de
sulfatacdo, com mais de uma unidade de OSOs3 por unidade dissacaridica.

Araujo et al. (2011) observaram em seu estudo com 0S mesmos

polissacarideos sulfatados de S. filiformis um conteddo de sulfato livre de 27,75%,
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utilizando o método de hidrdlise 4cida em &cido cloridrico descrito por Dodgson &
Price (1962). Esse dado estd de acordo com o nosso, demonstrando que o0s
polissacarideos da alga S. filiformis possui um alto teor de sulfatacdo em sua

estrutura quimica.

5.2.4 Cromatografia de permeacéo em gel

Os polissacarideos sdo polimeros que ndo apresentam massas molares
precisamente definidas. Dessa maneira os polissacarideos exibem massas molares
meédias. Isso acontece devido ao fato desses compostos serem polidispersos,
apresentando uma distribuicdo de espécies bastante semelhantes em sua estrutura
molecular, porém com variacdo no tamanho da cadeia polissacaridica (STEPHEN,
1995).

A distribuicdo de massas molares do PLS extraido da alga Solieria filiformis
foi estimada através da cromatografia de permeacdo em gel (CPG). Foram utilizadas
pululanas, homopolissacarideos lineares neutros isolados do fungo Aureobasidium
pullulans (LEATHERS, 2003) de diferentes massas molares, em intervalo de
grandeza de 10%a 108 g/mol, para a construcdo da curva de calibragéo.

O perfil cromatogréfico do PLS da alga S. filiformis é apresentado na figura
11. O cromatograma mostra um anico pico com volume de eluicdo de 8,749 mL no
seu apice, comportando-se como um sistema pouco polidisperso. A massa molar do
pico foi estimada em 210,9kDa. Valores elevados para peso molecular séo comuns
em polissacarideos sulfatados de algas marinhas (POMIN, 2010).

Polissacarideos sulfatados provindos de algas marinhas, com peso molecular
acima de 100 kDa tem sido descrito constantemente na literatura (LAHAYE, 2001,
MURANO et al., 1992; RODRIGUEZ et al., 2009; TASHIRO et al., 1996). Barros et
al. (2013) e Souza et al. (2012) caracterizando polissacarideos do tipo agaranas das
algas marinhas Gracilaria caudata e Gracilaria birdiae, respectivamente,

encontraram polissacarideos distribuidos entre 250 kDa a 370 kDa.
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Figura 11 - Perfil cromatografico do PLS extraido da alga Solieria filiformis em
cromatografia de permeacédo em gel (GPC).
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5.2.5 Espectroscopia de absorcado naregido do infravermelho

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FT-IR) é uma
técnica bastante utilizada para caracterizacdo estrutural de compostos quimicos,
principalmente naturais. Além de necessitar de pequenas quantidades de amostras
(miligramas), essa técnica é um método ndo agressivo, rapido e de alta
confiabilidade, bastante util na identificacdo de componentes estruturais de
polissacarideos (PEREIRA et al., 2011).

O FT-IR permite sugerir atribuicdes estruturais caracteristicas de compostos
quimicos. O espectro de infravermelho de uma determinada molécula é bastante
caracteristico e pode ser utilizado como uma assinatura quimica para a mesma
(SOLOMONS; FRYHLE, 2006).

O espectro de FT-IR obtido nesse estudo para o PLS da alga marinha S.
filiformis estd mostrado na figura 12, e a tabela 2 indica as atribuicbes dadas as

bandas obtidas.
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Figura 12 - Espectro de FT-IR em pastilhas de KBr do PLS extraido da alga Solieria
filiformis na regido entre 1400 — 700 cm™.
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O espectro de infravermelho do PLS da alga deste estudo apresentou perfis
de bandas caracteristicas, as quais sao relacionadas com polissacarideos sulfatados
de algas marinhas, com presenca de sinais intensos indicativos de carragenanas. As
diferencas encontradas entre lambda-, kappa- e iota-carragenana sao devido a
localizacdo e o numero dos grupos de éster-sulfato nas estruturas quimicas dos
polissacarideos (CAMPO et al., 2009).

O espectro (Figura 12) apresentou bandas em torno de 935, 850 e 805 cm?,
indicando a presenca de 3,6-anidrogalactose, B-D-galactose-4-sulfato e 3,6-
anidrogalactose-2-sulfato, respectivamente (GOMES-ORDONES; RUPEREZ, 2011).
Essas bandas sado caracteristicas de iota-carragenana, diferindo da kappa-
carragenana por apresentar no espectro a banda caracteristica (805 cm) de 3,6-
anidrogalactose-2-sulfato, presente apenas em carragenanas do tipo iota (PEREIRA;
RIBEIRO-CLARO, 2014).

Knutsen et al. (1994) atribuiram uma nomenclatura através de codigos com a
finalidade de facilitar o estudo desses compostos. As trés principais formas de
carragenana foram nomeadas com 0s seguintes codigos: G4S-DA2S, G4S-DA e

G2S-D2S,6S para iota-, kappa- e lambda-carragenana, respectivamente.
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Tabela 2 - Atribuicdes as bandas obtidas em experimentos de infravermelho.

Numero de ) Carragenanas
Grupo funcional
ondas (cm) Kappa | lota | Lambda
1380-1355 Sulfato + + +
1250-1230 0=5=0 + + +
1190 S=0 + + _
1080-1040 C-O + C-OH + + +
1026 5=0 em Cz _ + +
930 C-0-C (3,6-anidrogalactose) + + i,
900-890 Grupo C6 da B-D-galactose + + +
850-840 C-0-5 em C4 da galactose + + -
805-800 C-0-5 em C2 de 3 6-anidrogalactose - + -

Fonte: adaptado de PRADO-FERNANDEZ etal., 2003

As bandas encontradas em 1378, 1258 e 1235 cm-séo atribuidas a presenca
de grupos éster de sulfato. A elevada intensidade das bandas 1258 e 1235 cm-1
sugerem que o PLS possui um considerado grau de sulfatacdo, confirmado pela
dosagem de sulfato (Tabela 2) (PRADO-FERNANDEZ et al., 2003; ROCHAS,
LAHAYE; YAPHE, 1986). Os esqueletos de galactanas sao atribuidos as bandas
1071 e 1029 cm'* (PRADO-FERNANDEZ et al., 2003).

Em estudo realizado com Mastocarpus stellatus por Gomes-Ordones,
Jiménez-Escrige, Rupéres (2014) com fragcbes polissacaridicas, mostrou absorcdo
em bandas caracteristicas (930, 845 e 805 cm™) de iota-carragenanas padrées.
Murano et al. (1997) trabalhando com um polissacarideo também extraido da alga S.
filiformis, observaram no espectro de infravermelho, que o PLS possui bandas em
torno de 930, 850 e 805 cm™, que também foram caracterizadas pelo espectro

obtido nesse trabalho.
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5.2.6 Ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) foi utilizada para
avaliar a estrutura quimica do PLS extraido da alga Solieria filiformis. Os espectros
gerados de RMN de *3C e 'H séo representados na figura 13.

O espectro de RMN de ®3C (figura 13A) revelou a presenca de um
polissacarideo sulfatado com estrutura do tipo iota — carragenana. A regiao
anomeérica apresentou dois picos, os quais foram assinalados baseados na literatura
como C-1 de B-D-galactose-4-sulfato (G4S) em & 102.6 e C-1 de 3,6-anidro-a-D-
galactose-2-sulfato (DA2S) em & 92.5 (BATISTA et al., 2014; VAN DE VELDE et al.,
2002; MURANO et al., 1997). A tabela 3 mostra os assinalamentos quimicos de 3C
para o polissacarideo sulfatado extraido da alga Solieria filiformis.

Tabela 3 -Assinalamentos de RMN de *3C para o PLS da alga Solieria filiformis.
Carragenana Unid? 13C deslocamento quimico (ppm)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
G4S 102.6 69.9 77.4 72.4 75.3 61.8
DA2S 92.5 75.5 78.4 78.7 77.7 69.9

lota

anomenclatura proposta por Knutsen et al., 1994.

A andlise de RMN de 'H (figura 13B) revelou a presenca de dois sinais
anoméricos em 0 5.3 e d 4.64, correspondendo ao H-1 de 3,6-anidro-a-D-galactose-
2-sulfato e H-1 de B-D-galactose-4-sulfato (G4S) (KRAVCHENKO et al., 2014,
COSENZA et al., 2014; VILLANUEVA; MONTANO, 2003). A tabela 4 mostra os

assinalamentos quimicos de 'H para o polissacarideo sulfatado da alga em questéo.

Tabela 4 - Assinalamentos de RMN de 'H para o PLS da alga Solieria filiformis.

Carragenana Unid? 'H deslocamento quimico (ppm)
H-1
G4S 4.64
lota
DA2S 5.30

anomenclatura proposta por Knutsen et al., 1994.



56

Os resultados encontrados na anélise de RMN coincidem integralmente aos
achados obtidos a partir do polissacarideo de S. Filiformis por espectroscopia de
infra-vermelho (FT-IR) com transformada de Fourier (Figura 12). O espectro de FT-
IR demonstrou a presenca de trés bandas caracteristicas de iota-carragenana em
935, 850 e 805 cm?, correspondendo a C — O — C de 3,6-anidrogalactose, éster de
sulfato em C-4 de p-D-galactose e sulfatacdo em C-2 da unidade 3,6-
anidrogalactose (VILLANUEVA, MONTANO, 2003; PEREIRA, RIBEIRO-CLARO,
2014). Nenhum assinalamento quimico correspondente a kappa — carragenana foi
encontrado nas andalises de RMN. Neste caso, assinalamentos quimicos tipicos séo
obtidos em deslocamentos quimicos de d 95 para 13C e d 5.1 para 'H (BATISTA et
al., 2014; KRAVCHENKO et al., 2014; COSENZA et al., 2014).

A técnica de RMN é muito sensivel para a identificacdo de galactanas
sulfatadas presentes em algas marinhas. Ela € uma ferramenta padrdo para
determinacdo de estruturas quimicas de amostras de carragenanas, utilizada na
industria e por pesquisadores com diferentes abordagens correspondentes a
diferentes objetivos ou interesses (VAN DE VELDE et al., 2002).

Batista et al. (2014) realizaram o estudo estrutural do polissacarideo sulfatado
extraido da alga Agardhiella ramosissima da familia Solieriaceae, e obtiveram nos
seus resultados espectros de infravermelho e RMN representativos de iota-
carragenana, com perfis semelhantes aos obtidos para alga S. filiformis.
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5.3 Sequestro do radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

A procura de compostos antioxidantes de produtos naturais tem aumentado
recentemente. A atividade antioxidante de algumas espécies de algas esta
demonstrando a sua importancia como nova fonte de aditivos naturais,
principalmente quando se considera a relacdo benéfica em alimentos ricos em
compostos antioxidantes e a incidéncia de doencas humanas (LU; FOO, 2000).

O método de sequestro do radical livre 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
proposto por Blois (1958) é baseado na captura do radical por compostos
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absor¢cdo a 515nm. Esse método foi
modificado por Sanches-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998) para medir os
pardmetros cinéticos dos compostos antioxidantes. Esse método tem sido
largamente utilizado para determinar a habilidade de sequestro de radical livre de
amostras (Qi et al., 2005a; Wang et al., 2009).

A dissolucéo do radical livre DPPH em meio organico pode ser verificado

atraves da figura 14.

Figura 14 - Estabilizagao do radical livre 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH).

cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Fonte: Rufino et al., 2007.

Nesse trabalho, o sequestro do radical livre DPPH de cada concentracédo do
PLS extraido da alga S. filiformis foi medido (figura 15). Os resultados obtidos para o
PLS demonstraram um notavel efeito na inibicdo da formacao desses radicais (ICso =
1,77 mg/mL). Conforme aumenta a concentracdo da amostra (PLS) ocorre um

aumento na capacidade de sequestro do radical DPPH.
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Figura 15 - Efeito do sequestro do radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) do
PLS extraido da alga Solieria filiformis.Dados sdo expressos como média + E.P.M
(n=3).
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Foi utilizado como controle do ensaio o composto antioxidante hidroxitolueno
butilato (BHT), que obteve uma ICso de 0,47 mg/mL, essa concentracdo € bem
menor do que a encontrada no PLS (ICso de 1,77 mg/mL). Porém, esse composto de
origem sintética, tradicionalmente utilizado na inddstria farmacéutica possui
limitacdes, devido as suspeitas de ser causador de danos as células hepéticas e
também demonstrar elevado potencial carcinogénico (CHENG et al., 2013; KUMAR,
GANESAN, SUBBA RAO, 2008; SOUZA et al., 2011).

O sequestro do radical livre DPPH obtido para o PLS obteve resultados
semelhantes ao encontrado por Souza et al. (2012), que encontraram uma ICso de
1,62 mg/mL em um polissacarideo sulfatado extraido da alga marinha vermelha
Gracilaria birdiae. O sequestro do radical livre DPPH obtido para o PLS foi maior do
que o encontrado por Dore et al. (2013), onde o polissacarideo sulfatado da alga
marrom Sargassum vulgare, na maior dose testada (3 mg/mL) foi encontrado

apenas 22% de habilidade de sequestro do radical DPPH.



60

5.4 Ensaio de quelacéo do ion ferroso

A figura 16 mostra a habilidade de quelacdo do ion ferroso do PLS extraido
da alga S. filiformis. Essa atividade se comportou de maneira dose-dependente,
porém em altas concentracées o mesmo manteve sua atividade quelante (4 mg/mL).
No estudo realizado com uma fracdo polissacaridica extraida da alga Laminaria
japbnica, a habilidade de quelacdo dos ions de ferro foi independente da
concentracdo das amostras, pois as amostras em baixas concentragdes tiveram um
carater dose-dependente e a medida que aumentou a concentracdo ocorreu um
declinio da quelacédo de ferro (WANG et al., 2008).

Foi realizado a quelacao do ion ferroso com o composto antioxidante EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético), quelante de ions metalicos, e observou-se uma
ICs0 de 0,86 mg/mL. O PLS na maior concentracdo testada (4 mg/mL) obteve
maxima quelacdo de ferro (39%), entretanto, esse valor foi muito menor quando

comparado com o controle.

Figura 16 - Habilidade de quelecdo do ion ferroso do PLS extraido da alga Solieria
filiformis.Dados sédo expressos como média + E.P.M (n=3).
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Nos estudos realizados por Castro (2014) e Qi et al. (2005b), os autores
sugerem que a atividade na quelacdo de ion ferroso em polissacarideos oriundos de
algas marinhas, esta associado ao teor de sulfatacdo presente na estrutura quimica
desses compostos de origem natural. Li & Shah (2014) também associaram a

atividade antioxidante de polissacarideos extraido do Pleurotus eryngii (conhecido
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como cogumelo-do-cardo) e Streptococcus thermophilus ASCC 1275, ao grau de
sulfatacao presente na estrutura quimica dos polissacarideos.

A atividade quelante se resume a capacidade de um composto capturar ions
metalicos presentes no meio, impossibilitando assim que o mesmo reaja com outras
substancias. Nos sistemas biologicos, alguns ions metalicos agem causando danos
oxidativos, como nas lesdes gastricas induzidas por etanol, através da catalisacao
de reacOes desfavoraveis ao organismo ou inativando enzimas (CHEW et al., 2008).

Estudos sobre mecanismos de lesdo oxidativa confirmam a acéo catalitica
dos metais pesados em processos patoldgicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).
O ferro € o ion mais importante como pré-oxidante da peroxidacao lipidica, que
ocorre segundo a reacdo de Fenton (Fe?* + H202 — Fe3* + OH" + *OH), devido a sua
alta reatividade (CHUN-HUI et al., 2007). A peroxidacédo lipidica esta associada a
Varios processos patolégicos em sistemas biol6gicos (ZHANG et al., 2011; CHUN-HUI
et al., 2007; QI et al., 2005b).

Dessa maneira, os resultados (Figura 16) sugerem que o PLS da alga S.
filiformis agem como agente quelante de ferro e pode servir como um antioxidante
secundéario, devido a sua caracteristica de reduzir o potencial redox, estabilizando

assim a forma oxidada de ions de ferro.

5.5 Ensaio da capacidade antioxidante total pela formac&o do complexo

fosfomolibdénio

A formacdo do complexo fosfomolibdénio € realizada pela reducdo do
Molibdénio (Mo®* — Mo°*) pelo agente redutor (material de estudo) e complexacéo
do molibdénio com fosféro em meio acido (formando o fosfomolibdénio de cor azul)
(PRIETRO; PINEDA; AGUILAR, 1999).

A identificacdo de espécies antioxidantes especificos pode ser menos util em
alguns casos do que o conhecimento da capacidade antioxidante total. Outra
situacdo em que o conhecimento da capacidade antioxidante total pode ser atil inclui
a analise de mudangas na atividade antioxidante do plasma relacionados ao
estresse oxidativo, ou a prépria compreensao da relacdo da atividade estrutural das
espécies antioxidantes puras (PIETRO; PINEDA; AGUILAR, 1999).
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O PLS da S. filiformis apresentou atividade na formacdo do complexo
fosfomolibdénio (Figura 17) de forma dose-dependente, com uma ICso de 2,01
mg/mL. Castro et al. (2013) em estudo com polissacarideos sulfatados da alga
marrom Lobophora variegata observou que 10 mg/mL de amostra teve atividade
antioxidante total de 66,3%, concentracdo bem mais elevada do que a obtida nesse
estudo, em que na concentracdo de 4 mg/mL foi observado 62,4% de atividade
antioxidante. Por outro lado, os polissacarideos da alga L. variegata apresentaram
uma alta atividade na quelacdo de ions ferroso, com comportamento sem dose-

dependéncia.

Figura 17 -Capacidade antioxidante total do PLS extraido da alga Solieria
filiformis.Dados sédo expressos como média + E.P.M (n=3).
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Em um estudo realizado por Castro (2014), que comparou a forma de
extracdo e o teor de sulfatacdo da amostra com a atividade antioxidante total pelo
método de fosfomolibdénio, foi associada a maior atividade antioxidante aos

polissacarideos com maiores quantidades de sulfato em sua composi¢do quimica.

5.6 Efeito protetor do PLS em lesdes gastricas induzidas por Etanol

Com o potencial antioxidante do PLS extraido da alga S. filiformis foi avaliado

o efeito protetor do mesmo na mucosa gastrica, utilizando o modelo de lesdo

gastrica induzida por etanol em camundongos.
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Ulceras gastricas induzidas por etanol sio um modelo experimental basico,
utilizado para testar a atividade de compostos com atividade anti-Ulceras, uma vez
que o etanol penetra facilmente na mucosa géstrica lesionando a mesma (LI et al.,
2008). O tratamento com etanol provoca a inducéo do estresse oxidativo intracelular
e conduz a transicdo da permeabilidade mitocondrial e despolarizacdo, que leva a
morte celular na mucosa gastrica (REPETTO; LLESUY, 2002).

Essa patogénese da lesdo gastrica induzida por etanol € um processo
multifatorial, que depende do descontrole entre fatores agressivos e protetores, que
ocorre de maneira direta ou indireta através de mediadores tais como os radicais
livres e a lipoxigenase (ABDEL-SALAM et al., 2001).

No presente estudo, podemos observar que 0s animais tratados com etanol
50% apresentaram, apds 1 hora, extensas lesées macroscépicas na mucosa (66.58
+ 5.6 mm?) quando comparados ao grupo salina. A figura 18 mostra que o pré-
tratamento com PLS, 30 minutos antes da administracdo do etanol 50%, diminuiu
significativamente as lesbes gastricas macroscopicas induzidas pelo etanol, em
todas as doses testadas (0.3, 1, 3, 10 mg/Kg, v.0.).

E importante salientar que a resposta ao pré-tratamento com PLS ocorreu de
maneira dose-dependente, em que a dose que obteve maior efeito na prevencéo de
lesGes gastricas foi a de 10 mg/Kg (5.9 +1.8 mm?), reduzindo em aproximadamente
91%, o percentual de area ulcerada (Figura 18). Por esse motivo, essa dose foi
selecionada para o estudo dos possiveis mecanismos de acdo envolvidos na
protecdo gastrica mediada pelo PLS.

A gastrite aguda € ocasionada por diversos fatores, incluindo o uso de
farmacos anti-inflamatérios nao-esteroidais, etanol, isquemia, infeccdo por
microrganismos, estresse agudo (choque), radiacéo e refluxo biliar (FAUCI et al.,
2008).
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Figura 18 - Efeito protetor do PLS da alga Solieria filifomis em lesbes gastricas
induzidas por etanol em camundongos. Os animais foram tratados, por gavagem,
com o PLS (0.3, 1, 3, 10 mg/Kg) 30 min antes da administracdo de etanol 50% (0,5
mL/25g, v. 0.). O grupo controle recebeu apenas salina ou salina + etanol 50%. As
lesGes macroscopicas gastricas foram determinadas apos 1 h da administracdo do
etanol. Dados sdo expressos como média = E.P.M de 5- 6 animais por grupo. *P <
0,05 versus grupo salina, #P < 0,05 versus grupo etanol 50%. ANOVA seguido pelo
teste de Newman-Keuls.
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Atualmente, devido a esses diversos fatores que podem ocasionar lesdo
gastrica, a busca por compostos bioativos com atividade gastroprotetora de origem
natural cresce a cada dia. Na literatura sdo encontrados varios trabalhos, com efeito
gastroprotetor de polissacarideos sulfatados derivados de algas marinhas, e nossos
resultados sdo condizentes com estes (CHOI et al., 2009; SILVA et al., 2011,
DAMASCENO et al., 2013).

Dentre esses, 0 polissacarideo da Gracilaria birdiae mostrou efeito
gastroprotetor em lesGes gastrointestinais induzidas por naproxeno e reduziu as
lesGes intestinais em modelo de colite em ratos (SILVA et al., 2011; BRITO et al.,
2014). Em adicdo, o polissacarideo da Hypnea muciformis também mostrou
atividade gastroprotetora em lesdes induzidas por etanol, onde os autores sugeriram

gue o mecanismo de acdo € secundario a atividade antioxidante e os resultados
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encontrados para o PLS da alga S filiformis sao consistentes com estes
(DAMASCENO et al., 2013).

5.7 Efeito do PLS nos niveis de glutationa (GSH) na mucosa gastrica

A glutationa (GSH) € um dos mais prevalentes tridis de baixo peso molecular
nas células de mamiferos (FRANCO et al., 2007). E fundamental para a defesa
antioxidante e regulacdo de vias essenciais para homeostase do corpo, através da
catalise pela glutationa S-transferase (GST) e glutationa peroxidase (GPx)
(TOWNSEND; TEW; TAPIERO, 2003; WU et al., 2004).

A GSH encontra-se presente nas células e age como um bloqueador de
radicais livres, bem como substrato para a glutationa peroxidase, metabolizando
peroxido de hidrogénio (H202) e outros hidroperoxidos no citosol e nas mitocondrias
(REED; FARISS, 1984). Observou-se nesse estudo que o etanol 50% depletou os
niveis de GSH, provavelmente pela formacédo de radicais livres e subsequentemente
0 seu consumo, o0 que esta de acordo com a literatura.

A dosagem de glutationa (GSH) pode ser utilizada para determinar os niveis
de grupos sulfidrilicos na mucosa gastrica, em que a administracdo de etanol
reduziu significativamente o nivel gastrico de GSH (25.1 + 11.1ug/g de tecido),
gquando comparado com o grupo controle salina (135.2+ 12.8 ug/g de tecido). Na
figura 19 podemos observar que a administracao prévia do PLS da alga S. filiformis
na dose de 10 mg/Kg obteve uma média de 84,0 ug/g de tecido, esse resultado foi
significativamente maior quando comparado com o grupo controle etanol 50%.

O PLS da alga S. filiformis apresentou-se efetivo em manter os niveis
elevados de GSH no estbmago. Esse resultado sugere, que a gastroprotecdo se
deve, pelo menos em parte, as suas propriedades antioxidantes. O PLS possui em
sua estrutura quimica um alto teor de sulfatacdo, que pode promover citoprotecao
pela inativacdo de radicais livres (Ql et al., 2005b). A figura 15 demonstra a
capacidade do PLS no sequestro do radical DPPH. Dessa maneira, o efeito protetor
pode ter ocorrido devido a um menor consumo de GSH consequente a inativacao de

radicais livres.
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Figura 19 -Efeito do PLS da alga Solieria filifomis nos niveis de glutationa (GSH)na
mucosa gastrica de camundongos tratados com etanol 50%.0s animais foram
tratados por gavagem com o PLS (10 mg/Kg, v.0.) 30 min antes da administracao de
etanol 50% (0.5 mL/25g, v.0). O grupo controle foi tratado apenas com salina ou
salina + etanol 50%.0s niveis de GSH foram determinados apés 1 h a administracdo
do etanol. Dados sdo expressos como média + E.P.M de 5-6 animais por grupo. *P <
0,05 versus grupo salina, #P < 0,05 versus grupo etanol 50%. ANOVA seguido pelo
teste de Newman-Keuls.

200 -
o
o
o 150+ —
-
#

@ 100- —_—
E
o
= 50
I
(73
U]

u 1 1 <

Salina - PLS 10

Etanol 50%

Damasceno et al. (2013) sugeriram que o polissacarideo sulfatado extraido da
alga Hypneia musciformis apresentou efeito gastroprotetor por possuir efeito
secundéario, diminuindo a producdo de radicais livres, consequentemente indicando
possivel atividade antioxidante dessa alga marinha. Silva et al. (2011) sugeriram que
o efeito protetor do polissacarideo sulfatado da alga Gracilaria caudata seria
explicado pelo aumento dos niveis de GSH e/ou secundéario ao decréscimo na

producao de radicais livres.
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5.8 Efeito do PLS nos niveis de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica

Na figura 20 podemos observar que os camundongos tratados com etanol
50% (224.2 + 21.1 nmol/g de tecido) mostraram aumento significativo (p< 0,05) nos
niveis de malondialdeido (MDA) quando comparados com o grupo salina (119.7 £
17.7 nmol/g de tecido), indicando que ocorreu peroxidagdo lipidica por EROs
produzidas pelo etanol. Porém, quando realizado o pré-tratamento com o PLS (10
mg/Kg, v.0) (103.9 £ 10.2 nmol/g de tecido), preveniu o aumento dos niveis de MDA

induzido pela administracao de etanol 50%.

Figura 20 - Efeito do PLS da alga Solieria filifomis nos niveis de malondialdeido
(MDA) na mucosa gastrica de camundongos tratados com etanol 50%. Os animais
foram tratados por gavagem com o PLS (10 mg/Kg, v.0.) 30 min antes da
administracao de etanol 50% (0.5 mL/25g, v.0). O grupo controle foi tratado apenas
com salina ou salina + etanol 50. Os niveis de MDA foram determinados apés 1 h a
administracdo do etanol. Dados sdo expressos como média + E.P.M de 5-6 animais
por grupo. *P < 0,05 versus grupo salina, #P < 0,05 versus grupo etanol 50%.
ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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A peroxidacéo lipidica é resultado da reacdo de EROs contra a membrana
celular, consequentemente gerando produtos que causam lesdo gastrica oxidativa
(KWIECIEN et al., 2002). O MDA é um produto final da peroxidacéao lipidica, e esse
tem sido considerado como principal indicador do processo lipoperoxidativo (LPO)
(GAWEL et al., 2003; DURSUN et al., 2009). Por esse motivo, 0s niveis de MDA tém
sido utilizados como um importante marcador da lesdo oxidativa, sendo sua
quantificacdo de suma importancia para uma possivel atividade antioxidante
(KANTER et al., 2005).

O PLS preveniu significativamente o aumento dos niveis de MDA, e essa
propriedade antioxidante pode estar associada com atividade quelante de ferro que
0 mesmo demonstrou in vitro (figura 16). O ferro € um ion pré-oxidante da
peroxidacao lipidica, que ocorre segunda a reacdo de Fenton liberando radicais

livres, extremamente danosos as células (CHUN-HUI et al., 2007).

5.9 Efeito do PLS nas concentracdes de hemoglobina (Hb) na mucosa gastrica

Para avaliar o grau de hemorragia presente nos tecidos dos animais tratados
com etanol 50%, foi utilizada a dosagem das concentracdes de hemoglobina,
através do teste colorimétrico para cianohematoglobina.

Podemos observar na figura 21, que os camundongos tratados com etanol
50% (11.31 + 0.59mg/g de tecido) mostraram aumento significativo (p< 0,05) na
concentracédo de hemoglobina (Hb) quando comparados com o grupo salina (7.85 *
0.18 mg/g de tecido), indicando que ocorreu hemorragia ha mucosa gastrica pela
administracdo de etanol 50%. Porém, quando realizado o pré-tratamento com o PLS
(10 mg.Kg1v.0) (9.25 + 0.17 mg/g de tecido), preveniu significativamente o aumento

na concentracéo de Hb.
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Figura 21 - Efeito do PLS da alga Solieria filifomis nas concentragbes de
hemoglobina (Hb) na mucosa gastrica de camundongos tratados com etanol 50%.0s
animais foram tratados por gavagem com o PLS (10 mg.Kg-1, v.0.) 30 min antes da
administracdo de etanol 50% (0.5 mL/25g, v.0). O grupo controle foi tratado apenas
com salina ou salina + etanol 50. As concentracdes de Hb foram determinados apos
1 h a administracdo do etanol. Dados sdo expressos como média = E.P.M de 5-6
animais por grupo. *P < 0,05 versus grupo salina, #P < 0,05 versus grupo etanol
50%. ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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O etanol é o principal fator que leva a danos intensos na mucosa gastrica e
induz multiplas faixas vermelhas hemorragicas de tamanhos variados no eixo
glandular do estbmago (MINCIS et al., 1995). Além disso, a estase no fluxo
sanguineo gastrico e interrup¢cdo microvascular levam a hemorragia e lesdo do
tecido necrosado (SZABO et al., 1985).

Dosagens de hemoglobina em fragmentos de estdbmagos confirmaram a
protecdo gastrica, quando o PLS da alga S. filiformis foi utilizado previamente ao
etanol. Dessa maneira, foi determinada bioquimicamente a diminuicdo de lesdes

hemorragicas na mucosa gastrica dos animais tratados previamente com o PLS.
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6. CONCLUSOES

A alga marinha vermelha Solieria filiformis (KUtzing) P.W. Gabrielson pode ser
considerada uma fonte rica em polissacarideos sulfatados, com atividade
antioxidante e efetiva na protecao géstrica contra lesées induzidas por etanol.

A extragdo do PLS resultou em um rendimento de 21,3%, com uma estrutura
guimica classificada como iota-carragenana (dissacarideo de B-D-galactopiranose-4-
sulfato e 3,6-anidro-a-D-galactopiranose-2-sulfato), apresentando peso molecular
meédio de 210,9 kDa com teor de sulfatacéo elevado (1,08).

O polissacarideo apresentou propriedades antioxidantes, in vitro, no sequestro
do radical DPPH (ICso de 1,77 mg.mL%), quelacdo do ion ferroso (39%) e na
capacidade antioxidante total (ICso de 2,01 mg.mL™).

O pré-tratamento com o PLS da alga S. filiformis em lesdes gastricas induzidas
por etanol em camundongos, demonstrou um eficaz efeito protetor na mucosa
gastrica de maneira dose dependente. E possivel que seu mecanismo de acio
esteja correlacionado com a diminuigdo de radicais livres, portanto aumentando os
niveis de GSH e reduzindo a peroxidacéo lipidica, com consequente diminuicao das
concentracbes de MDA.A diminuicdo nos niveis de Hb corrobora com a
gastroprotecdo, enfatizando a diminuicdo de lesGes hemorragicas na mucosa
gastrica.

Estas propriedades aliadas as favoraveis caracteristicas produtivas da alga
Solieria filiformis, fazem da mesma uma promissora fonte de iota-carragenana com
propriedades farmacolégicas, necessitando a realizacdo de pesquisas especificas
para aplicacdo do PLS na industria farmacoldgica.
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