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RESUMO

As algas marinhas vermelhas do género Gracilaria apresentam em sua composi¢do quimica
polissacarideos sulfatados e sdo bastante utilizadas na area alimenticia como emulsificantes
estabilizantes, na drea industrial como base para shampoos e cosméticos. Recentemente na area
farmacéutica os polissacarideos de algas marinhas vém sendo estudados devido suas atividade
bioldgicas, apresentando atividades antioxidantes, gastroprotetoras, antivirais, dentre outras. O
objetivo deste trabalho foi coletar, extrair, caracterizar e avaliar o potencial antioxidante e
gastroprotetor de polissacarideos sulfatados obtidos da alga vermelha Gracilaria cearensis
(PSGC). Os polissacaridios sulfatados foram obtidos a partir da extracdo enzimdatica com
papaina de amostras secas e maceradas da alga vermelha Gracilaria cearensis. A quantidade
de carboidratos totais e residuos de proteinas foi avaliada através de testes colorimétricos. Foi
observado rendimento na extragdo de 17,32%, caracterizando um bom rendimento em
comparagdo com outras algas do género Gracilaria. A quantidade de proteinas na amostra foi
irrelevante, demonstrando a eficdcia na extragdo. A caracterizagdo quimica foi realizada a partir
de testes de espectroscopia de infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear de carbono
e de hidrogénio (RMN-Ci3, RMN-H;) e coeréncia quantica heteronuclear tinica (HSQC). A
massa molar média foi determinada por cromatografia por permeagdo em gel (GPC). O PSGC
demonstrou ser uma agarana do tipo furonana com um peso molecular de 246,34 KDa. Foram
realizados testes de gastroprotecdo por ingestao oral de dlcool etilico em camundongos fémeas
swiss observando a acdo do PSGC. Foram observados indices de prote¢ao gastrica frente ao
etanol em torno de 60 a 80%, resultando em uma protecao maxima de 82,4% em concentracdes
de 10 mg/mL do PSGC. Foram realizados testes antioxidantes (atividade antioxidante por
quelacgdo do ion ferroso, por formacao do complexo fosfomolibdénio e por sequestro do radical
difenil-picrilhidrazil-DPPH) com objetivo de entender o mecanismo de prote¢ao géstrica.
Foram observados 78% de atividade antioxidante de quelagdo do ion ferroso, possivelmente
indicando que a agdo gastroprotetora dos polissacarideos sulfatados da Gracilaria cearensis
(PSGC) estd relacionado com a quelagdo de grupos hidroxilas das moléculas de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Dessa forma o PSGC pode ser considerado uma biomolécula
antioxidante e apresentando acdo gastroprotetora, podendo futuramente ser empregado como
possivel farmaco auxiliar em tratamentos gastroprotetores .

Palavras-chave: Gracilaria cearensis. Atividade gastroprotetora. Carboidratos sulfatados.



ABSTRACT

The red seaweed of the genus Gracilaria have in their chemical composition sulphated
polysaccharides and are widely used in the food area as stabilizing and emulsifiers. In the
industrial area as a base for shampoos and cosmetics. Recently in the pharmaceutical area the
polysaccharides of marine algae have been studied due to their biological activities, presenting
antioxidant, gastroprotective, antiviral activities, among others. The objective of this work was
to collect, extract, characterize and evaluate the antioxidant and gastroprotective potential of a
sulphated polysaccharides obtained from the red algae Gracilaria cearensis (PSGC). The
sulphated polysaccharides was obtained from enzymatic extraction with papain from dried and
macerated samples of the red algae Gracilaria cearensis. The amount of total carbohydrates
and protein residues were evaluated by colorimetric tests. It was observed yield in the extraction
of 17.32%, characterizing a good yield in comparison with other algae of the genus Gracilaria.
The amount of protein in the sample was irrelevant, demonstrating the efficiency in the
extraction. The chemical characterization was performed using infrared spectroscopy (IR) and
nuclear magnetic resonance of carbon and hydrogen (MNR-Ci3, MNR-H;) and single
heteronuclear quantum coherence (HSQC) tests. The average molar mass was determined by
gel permeation chromatography (GPC). The PSGC was shown to be a furanan type agarane
having a molecular weight of 246.34 KDa. Gastroprotection tests were performed by oral
ingestion of ethyl alcohol in swiss female observing the action of PSGC. Gastric protection
rates were observed around 60 to 80% against ethanol, resulting in a maximum protection of
82.4% in concentrations of 10 mg/mL of the PSGC. Antioxidant tests were performed
(antioxidant activity by ferrous ion chelation, formation of the phosphomolybdenum complex
and sequestration of the diphenyl-picrylhydrazyl-DPPH radical) in order to understand the
mechanism of gastric protection. About 78% of the antioxidant activity of ferrous ion chelation
was observed, possibly indicating that the gastroprotective action of Gracilaria cearensis
polysaccharide (PSGC) is related to the chelation of hydroxyl groups of the reactive oxygen
species (ROS) molecules. Thus, PSGC can be considered an antioxidant biomolecule and
presents an gastroprotective action, and may be used as a possible auxiliary drug in
gastroprotective treatments in the future.

Keywords: Gracilaria cearensis. Gastroprotective action. Sulfated carbohydrates.
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1 INTRODUCAO

1.1 Algas

Algas sdo organismos aquaticos que apresentam ampla utilizagdo em diversos setores
econdmicos ¢ ambientais, devido sua alta diversidade, propriedades quimicas e aplicagdes
farmacologicas distintas. As algas podem servir tanto como um indicador natural de poluentes
quanto como purificadores ambientais ao serem utilizadas para remover compostos quimicos
em ambientes aquaticos poluidos, tendo assim 6tima utiliza¢cao ambiental. (TRAINOR, 1983).

As algas sdo utilizadas pelo homem a muitos anos, inicialmente na alimentacdo, por
possuirem caracteristicas alimentares apropriadas para consumo humano, posteriormente,
como emulsificante na drea industrial. O agar ¢ um polissacarideo sulfatado (galactana) obtido
a partir de extratos de algas vermelhas marinhas. O dgar ¢ composto por unidades de agarose
e de agaropectina. A agarose ¢ um polissacarideo neutro, cuja estrutura apresenta unidades
repetidas do dissacarideo agarobiose 1-3-B-D-galactose e 1-4-3,6-anidro-a-L-galactose. Ja a
agaropectina caracteriza-se como um polissacarideo acido contendo sulfato, metil, acido
piravico adicionado a agarobiose (DUCKWORTH, M.; YAMPLE, W. 1971).

O 4gar ¢ um hidrocoldide gelatinoso muito usado na industria como emulsificante,
estabilizante, utilizado para controle de textura na fabricagdo de queijos, hamburgueres e
sobremesas geladas como pudins e sorvetes. Na microbiologia ¢ usado como meio de cultura
de bactérias. (STANLEY, 1987).

Na utilizacdo industrial e alimentar as algas atualmente vem sendo estudadas devido
suas propriedades bioquimicas a¢des farmacologicas. Extratos de algas como carboidratos e
proteinas podem apresentar agdes gastroprotetoras, antioxidantes bem como anti-
inflamatorias, podendo participar como farmacos auxiliares ou principais, dai a importancia
de estuda-las. (BOHN; MILLER, 1995).

Desde 1969, quando R.H. Wittaker propds um sistema de classificagdo das espécies
em cinco reinos, podemos classificar as algas em trés, as algas azuis ou cianobactérias como
monera (procariontes, unicelulares e autotrofos), algas protistas (unicelulares e apresentam
pigmentos que realizam a fotossisntese) e algas do reino plantae (pluricelulares, eucariontes e
autdtrofos). Dentre as familias de algas encontram-se as Rhodophytas (algas vermelhas) que

possuem pigmentos vermelhos ficobilinas. Encontram-se fixadas em substratos ou flutuando
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em ambientes quase que exclusivamente em ambientes marinhos e apresentam cerca de 7000
espécies reconhecidas atualmente. Na familia das Rhodophytas encontram-se algas dos
géneros Gelidium, Pterocladia, Gelidiella and Gracilaria, as quais constituem a matéria prima

para obtengio de Agar. (STANLEY, 1987).

1.2 Polissacarideos sulfatados de algas marinhas

Polissacarideos sdao carboidratos cuja estrutura consiste em mondmeros
(monossacarideos) polimerizados, apresentando altos pesos moleculares. Polissacarideos
diferenciam-se pelo tamanho da cadeia, pelas ligagdes intermoleculares e pelas subunidades
monomeéricas. Nao apresentam peso molecular especifico, podendo apresentar um mesmo
polissacarideo com quantidades diferentes de residuos (mondmeros), pois sao sintetizadas por
enzimas. (VESILEK. J; CEJPEK. K, 2005)

Carboidratos desempenham principalmente fungdes energéticas nos organismos vivos,
podendo atuar como material energético primdrio (glicose) ou como reserva metabodlica
energética (amido e glicogénio, para células vegetais e animais, respectivamente), entretanto
também podem desempenhar fungdes estruturais, como a quitina, que participa da constitui¢ao
do exoesqueleto dos artropodes e na parede celular de alguns fungos. Alguns
glicosaminoglicanos (dissacaridios formados por uma hexosamina ligada a um
monossacarideo ndo nitrogenado) possuem grupos sulfatos, que se liga a proteinas na

formacgao de proteoglicanos, desempenhando fung¢ao estrutural e regulatéria celular.

1.3 Galactanas

Os polissacarideos sulfatados presentes nas algas vermelhas sdo estruturas quimicas
chamadas de galactanas. As galactanas sao polimeros constituidos por dissacarideos de cadeias
lineares alternadas de a-1-3-D-galactopiranosil (subunidade A) e B 1-4 D ou L-
galactopiranosil (subunidade B). (Knutsen et al. 1994). As galactanas podem ser classificadas
como: Carragenanas ou agaranas (agaroides).

As carragenanas apresentam subunidade A composta por de a-1-3-D-galactopiranosil
e a subunidade B correspondente a [-1-4-3,6-D-galactose. As agaranas apresentam
subunidade A composta por de a-1-3-D-galactopiranosil e a subunidade B composta por -1-

4-3,6-L-galactose (na configuragdo L).


http://www.infoescola.com/compostos-quimicos/sulfatos/

Figura 1- Estrutura quimica das galactanas (carragenanas e agaranas)

0580 6,0H
4880 .
0 1.0 0SO;

3 20H 4 \&&‘
OH
3 20H|1

G4S D6S
Mu-carragenana

0580 OH
Q )
o&/o 0SS0,
Fa
OHA
0380

G4S D2S,6S
Nu-carragenana

OH OH
o) -
0&/0 0S0;
/ 0S0; &é
OH-
0,80

G2s D2S,6S
Lambda-carragenana

0S03-

OH"

OH,OH o)
S O&O -,
Enzima 7 0S0;

Enzima

Kappa-carragenana

0,80 OH o]
Enzima 7 OH

0SO0;
G4Ss DA2S
lota-carragenana

0S0;
G2S DA2S
Theta-carragenana

OH HoOH OH
OH CHOH o
OH e
= i oH —> OH
OH 0

Porfirano
G L6S

OH OR

=

OH

Furonano R:CHs; SOs-.

Fonte: MINORSKY, P. V. Vol. 151, p.1610, 2009.

1.4 Aplicacoes e potencialidades comerciais
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O consumo de algas na alimentac¢do teve inicio na Asia no comeco de século IV, mais

precisamente no territdrio da China, Coreia e do Japao. Devido Japao estar cercado de mares

(mar oeste da china, mar de Okhotsk e mar do Japao) e o oceano pacifico e seu territorio ser

formado principalmente por montanhas, a principal fonte de alimentacao do pais sempre foi a

pesca e o consumo algas. No Japao existem cerca de 200 espécies de algas verdes, 270 espécies
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de algas marrons e cerca de 670 espécies de algas vermelhas (MURATA, 2001).

Desde a década de 90 a industria utiliza-se de uma ampla gama de produtos
provenientes de algas marinhas, sendo bastante usados como estabilizantes e emulsificantes
na area alimenticia, alcancando valores entre 5,5 a 6 bilhdes de dolares por ano. As grandes
maiorias dos lucros provem da extrag¢do de hidrocoldides, como o dgar. A industria faz uso de
grandes quantidades de algas secas, chegando a utilizar cerca de 8 milhdes de toneladas por
ano, abrangendo desde algas colhidas naturalmente quanto a algas cultivadas em fazendas
particulares. (MCHUGH, 2003)

Atualmente diversos paises utilizam as algas exportadas como fonte de economia.
Estima-se que no ano de 2009 foram comercializados cerca de 110 mil toneladas de
hidrocoldides, movimentando cerca de 318 milhoes de dolares. Em 2010 o custo da tonelada
de alga seca destinada a alimentagdo animal estava custando 160 ddlares, demonstrando que
as algas podem vir a ser uma fonte de alimenta¢@o animal viavel em médio prazo, pois quanto
mais as algas forem comercializadas menores serdo os pre¢os no mercado. (SANDER et al.,
2016)

Os principais exportadores da Unido Europeia entre os anos de 2010 a 2012 foram a
Irlanda, Francga e os Paises Baixos, sendo a China e o Japao os maiores exportadores mundiais.
Os principais importadores foram os Estados Unidos da América, Australia e a Africa do Sul.
(VIGANI et al., 2015)

No Brasil ndo ha grandes movimentagdes financeiras com a exportagdo de algas
marinhas, nem mesmo de seus subprodutos e biomoléculas, pois o pais tem o seu foco no
agropecudria e industrializagdo basica, apresentando uma falta de interesse nesse setor,
entretanto esse cenario esta comegando a mudar e novas pesquisas na area estao comegando a
surgir, buscando aplicagdes farmacologicas para os extratos de algas, buscando observar
efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antivirais, gastroprotetores, dentre outros.
(VIDOTTI, ROLLENBERG, 2004)

Além da utilizacao industrial alimenticia, de cosméticos e farmacoldgica as algas vem
cada vez mais sendo estudadas nas areas de pesquisa e desenvolvimento, engenharia genética
e biotecnologia de novos produtos, visando a obten¢do de novas biomoléculas que apresentem
atividades biologicas, gerando cada vez mais valor agregado a mercadoria. (ENZING et al.,

2014)

1.5 Gracilarias
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O género de algas vermelhas Gracilaria constitui um grupo de algas marinhas que sao
encontrado em faixas de clima tropical e temperado, sendo que a maioria das espécies
encontra-se em climas topicais. (OLIVEIRA, 1984).

Sao organismos de vida livre. Apresentam Talo ereto ou reclinado, fixo por talo rigido
do qual surgem eixos. Sdo organismos dioicos, podendo apresentar fases mistas. Ramo
carpogonios de células duplas. Apresentam células nutritivas tubulares conectando os
gonimoblastos (filamentos esporo génios nascidos no carpogonio fecundado) com o assoalho
cistocarpico (formando um envelope protetor) em varias espécies. Além disso, conceptaculos
espermatangiais com muitos cavidades foram considerados por alguns autores apenas como
modificacdo do espermatangial do tipo verrucosa. (BIRD ef al., 1984).

Nas espécies de Gracilarias, células gametofiticas adicionais sdo posteriormente
incorporadas por fusdo em uma célula ramificada através de fusdes de células nutritivas
tubulares multinucleadas. Fundindo-se sobre as células no assoalho do cistocarpo e
frequentemente sobre as células do pericarpo. (FREDERICQ & HOMMERSAND, 1990)

No género Gracilaria encontram-se diversas espécies que sao responsaveis pela maior
producdo de agaranas (carboidratos sulfados) do mundo, amplamente utilizados como
espessastes e emulsificantes na industria alimenticia, e atualmente bastante estudados devido
suas propriedades bioquimicas e farmacologicas. (BELLORIN et al., 2009).

Sabendo que a maior parte das Gracilarias encontra-se em costas marinhas de clima
tropical, ¢ bastante comum encontra-las ao longo da costa brasileira, sendo assim de facil
obtengdo para pesquisa. Dessa maneira espécies de algas vermelhas do género Gracilaria
podem ser encontradas em algumas regides da costa cearense, como praias do litoral leste

(Flexeiras, 140 km de Fortaleza) e barra do Ceara.

1.6 Propriedades farmacologicas de polissacarideos de algas

As algas recentemente vém sendo estudadas devido sua alta variedade de compostos
quimicos bioativos, observando as potencialidades desses compostos como possiveis novos
farmacos. Dentre as estruturas observadas estdo os compostos halogéneos (terpenos,
peptideos, hidrocarbonetos, etc), proteinas e polissacarideos sulfatados. (CABRITA et al,
2010).

Os polissacarideos sulfatados sdo macromoléculas, de peso molecular elevado, que

interagem quimicamente com estruturas proteicas, devido a alta quantidade de cargas
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negativas presentes em suas estruturas (hidroxilas e grupos sulfatos). Os polissacarideos
sulfatados de algas apresentam fungdes bioativas como antioxidantes e gastroprotetores da
mucosa estomacal, inibindo a formagao de radicais livres.

Os polissacarideos sulfatados de algas sdo uteis como excipientes de comprimidos
devido a alta robustez e viscoelasticidade persistente do comprimido durante a compressao.
Podendo ser utilizadas para revestimento de farmacos para formulagdes de liberagdo

prolongada (BHARDWAI et al, 2000).

Tabela 1 - Espécies de algas marinhas vermelhas, seus respectivos polissacarideos e aplicagdes
farmacolodgicas.

Espécie Tipo de Aplicagao Autor
Polissacarideo farmacologica
Cryptopleura Agarana Antiviral Carlucci et al., 1997
ramosa
Porfirano Antitumoral, Kwon et al., 2006
imunomodulador, | Yoshizawa et al.,
Porphyra yezoensis Hipolipidémico. | 1993
Tsuge et al., 2004
Pterocladia S-agaranas Antiviral Pujoe et al., 1996
capilacea Galactanas hibridas
DL
Chondrus crispus A-carrageenana Antiviral, Prajapati et al., 2014
anticoagulante e Luescher-Mattli,
antitrombotico. 2003
Gigartina S-galactanas Antioxidante Costa et al., 2010
acicularis
Gigartina S-carrageenanas Antiviral, Carlucct et. al.,1999
skottsbergii anticoagulante

Fonte: RAPOSO; MORAIS; MORALIS, 2015.

1.7 Atividade antioxidante
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Antioxidantes sdo substincias capazes sofrerem oxidacdo ao invés de outras
substancias, promovendo protecdo frente a danos celulares e teciduais causados por espécies
reativas de oxigénio, como o radical hidroxila (OH), 6xido nitrico (NO) e radical peroxil
(ROO). (LIM et al, 2002). O estresse oxidativo induzido pelos radicais livres constitui a causa
de cerca de 200 doencas causadas no ser humano.

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas e produzidas durante varios
processos celulares. Muitos das espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN) estdo agrupados como radicais livres, dentre eles anions superdxidos (02-),
radical hidroxila (OH-), peroxido de hidrogénio (H20:) e oxido nitrico (NO). EROs e ERNs
podem ser produzidos por fontes enddgenas (inflamagdo, cancer) e por fontes exogenas
(poluentes, drogas e radiagdes). Sob condi¢des normais, as EROs participam de muitas
fungdes fisioldgicas como proteger o organismo contra patdogenos invasores, participam da
transducdo de sinal do receptor de citosina-tirosina, dentre outras. (SALIM, 2014).

Embora sejam indispensaveis para varias reagdes metabolicas as espécies reativas
podem iniciar muitas doencas caso estejam acumuladas nas células. Varias alteragdes
degenerativas nas células e nos tecidos podem ocorrer devido ao estresse oxidativo,
danificando acidos nucléicos, lipidios e proteinas, podendo causar danos irreversiveis ao
organismo, causando apoptose ou necrose celular. Doencas autoimunes, neurodegenerativas e
cancer também podem ser causados pelo stress oxidativo. (NDHLALA et al., 2010)

Compostos antioxidantes podem proteger os danos oxidativos e prevenir o
aparecimento de muitas doencas e compostos. Dentre os compostos extraidos de algas, os
polissacarideos sulfatados apresentam caracteristicas de bons antioxidantes, podendo ser

estudados para reduzir os danos causados por espécies reativas.

1.8 Testes antioxidantes

1.8.1 Sequestro do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante foi determinada através do sequestro do radical DPPH (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil). O teste de DPPH mede a capacidade de um agente antioxidante (AH)
reduzir o radical quimico DPPH por transferéncia de um hidrogénio. O radical DPPH
apresenta coloragdo violeta e apods reducdo ¢ transformado em DPPH-H que apresenta

coloracdo amarelo. (figura 2) (TEIXEIRA et al., 2013). Devido as propriedades quimicas do
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PSGC, a solucdo de DPPH tera variagdo na coloragdo final, e esta variagdo colorimétrica

indica a capacidade do analito em atuar como uma espécie antioxidante.

Figura 2- Reducdo do DPPH pela acdo antioxidante do analito (AH).
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Fonte: YAMAGUCHI et al., 1998.

1.8.2 Capacidade antioxidante Total

O teste de capacidade antioxidante total baseia-se na reducdo do ion do metal
molibdénio Mo®" para Mo>* pelo PSGC e formagdo de compostos especificos de fosfato de
coloracdo verde. A absor¢do da solucdo foi medida em 695 nm e a curva padrao foi construida

utilizando solugdes de acido ascorbico. (MOHAN, 2013)

1.8.3 Quelacdo do ion ferroso

No teste de quelagio do ion ferroso (Fe?"), a ferrozina (Sal monosédico do Acido 3-2-
Piridil-5,6-difenil-1,2,4-triazina-4',4"-disulfonico) que ¢, um agente cromogénico, torna a
solucdo final rosea em fungdo da quantidade de ferro presente. Dessa maneira, quanto mais
quelante for a amostra, menos ferro tera dissolvido na solugdo final e menor a absorbancia,

pois poucos fons ferro 2" irdo complexar com a ferrozina. Como mostra na figura 3 abaixo.
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Figura 3 - Quelagdo do ion Fe2+ pela ferrozina
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

1.9 Lesoes gastricas induzidas por etanol

O sistema digestorio consiste em um tubo muscular com epitélio que compreende a
cavidade bucal, faringe, es6fago, estobmago, intestino delgado, intestino grosso, anus e 6rgaos
anexos (glandulas salivares, figado e pancreas) que secretando compostos quimicos que
auxiliam no processo digestivo. Todo o processo digestivo e controlado pelo sistema nervoso
e hormonal. (GUYTON; HALL, 1997).

A estrutura do estomago pode ser dividida em serosa, a camada muscular
longitudinal, a camada muscular circular, a submucosa e a mucosa. A serosa reveste a maior
parte do 6rgdo, exceto a regiao cardia. A submucosa ¢ constituida de tecido conjuntivo frouxo
e contém uma rica rede vascular e um plexo nervoso. A mucosa ¢ a camada interna do
estomago e abriga as glandulas gastricas (DANGELO; FATTINI, 2007).

No estdmago encontram-se glandulas oxiticas e piloricas. As glandulas oxiticas sdo

compostas por células mucosas (secretam muco), células peptidicas (secretam enzimas
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proteoliticas), células parietais (secretam 4cido cloridrico,HCI) dentre outras. Ja as glandulas
pildricas apresentam células mucosas, células G (liberam gastrina, hormoénio que auxilia a
secre¢do do acido cloridrico). (RANG et al., 2004).

O estomago ¢ recoberto por uma camada de muco de aproximadamente 1 mm
secretada por células mucosas que secretam muco alcalino, formando uma barreira fisica de
protecao contra as secregoes acidas (secretadas pelas células parietais), além de contribuir para
a lubrificagdo do transporte do alimento (SCHUBERT, 2005). Substancias como o 6xido
nitrico (NO) e enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa reduzida (GSH) também estdo relacionadas com a manutengdo da integridade
gastrica.

As lesdes gastricas ocorrem quando a mucosa estomacal diminuiu a capacidade de
autoprotecao, reduzindo a producao de secrecdes de muco. Com o aumento da acidez do meio,
inicia-se a lesdo da mucosa e da submucosa. O aumento da acidez pode causar lesdes nos
vasos sanguineos e gerar contragcdes musculares involuntarias. Outro fator envolvido na lesdo
gastrica ¢ o refluxo duodenal que degrada a mucosa e formando radicais livres que levam a
lesdao oxidativa e rompimento microvascular. (MURRAY, 1997).

O acumulo de espécies reativas de oxigénio, radicais livres e citosinas inflamatorias no
estomago pode gerar estresse oxidativo, o qual dificulta a recuperacdo celular das mucosas. A
utilizagdo de farmacos anti-histaminicos e inibidores de bomba de protons em tratamentos
para gastroprotecdo também podem aumentar a permeabilidade da mucosa e permitindo a

retrodifusdo de H', aumentando a acidose tecidual (KUPFER ez al., 2000).

1.10 Medicamentos utilizados no tratamento de inflamacées gastricas

O tratamento de lesdes gastricas baseia-se nas alteracdes da secrecdo do acido
gastrico e da enzima pepsina. Por volta da década de 70, iniciou-se a pesquisa dos antagonistas
de receptores H2 (anti-histaminicos) e foram bastante prescritos no mundo todo até o comego
dos anos 90 (JAUREGUI, 1999). Existem dezenas de anti-histaminicos receitados, entretanto
dentre eles destacam-se quatro, bastante utilizados clinicamente: famotidina, cimetidina,
nizatidina e ranitidina. (McRORIE et al., 2014)

Atuam na redugdo da secrecdo acida, pois sdo antagonistas competitivos com a
histamina pela sua ligacdo aos receptores H2 nas células parietais, reduzindo os niveis de

pepsina. O hormonio gastrina (regula a secrecdo 4cida gastrica), ativa a liberagdo
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de histamina pelos mastdcitos da submucosa.

Os anti-histaminicos quando administrados para pacientes com problemas gastricos
reduzem a secrecao gastrica produzida no estobmago apods ingestao de alimentos, reduzindo o
dano causado na mucosa gastrica dos mesmos, proporcionado um meio menos &cido,
permitindo a recuperacgao de Ulceras e outros danos géstricos. Entretanto, foram substituidos
pelos inibidores de bomba de protons (IBP), por apresentarem menos efeitos colaterais. Os
anti-histaminicos por bloquearem os receptores de histamina, podem causar redugdo nos
batimentos cardiacos (bradicardia), hipotensao, ansiedade e em alguns casos ginecomastia em
homens. Os IBP atuam inibindo irreversivelmente a bomba de prétons (H+/K+ ATPase), na
membrana das células parietais gastricas. A diminui¢do da proteina H+/K+ ATPase diminui a
concentragao de ion hidrogénio H+ no lumen gastrico, aumentando o pH. (BRAGA, 2011).

Os IBPs mais utilizados atualmente sdo o omeprazol, pantoprazol, lansoprazol e sao
farmacos extremamente eficazes na inibicdo da secre¢do do acido gastrico. Entretanto, anti-
histaminicos e os IBPs apresentam efeitos adversos quando utilizados em tratamentos de
doengas cronicas. Dentre esses efeitos, destacam-se o desenvolvimento da hipergastrinemia
(distarbio endocrino causado pelo aumento da gastrina, fazendo que o estdmago
produza acido gastrico em excesso), o aumento do risco de infec¢do bacteriana (como
campylobacter, salmonela e clostridium), e a formacao de cancer (YUAN et al., 2006).

Sabendo dos riscos causados pela utilizagdo a longo prazo desses farmacos se faz
necessario estudar novas drogas que apresentem menos efeitos colaterais para pacientes de

lesdes gastricas cronicas, promovendo assim um tratamento menos agressivo ao paciente.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a estrutura quimica, atividade antioxidante e gastroprotetora de polissacarideos

sulfatados obtidos a partir da alga vermelha Gracilaria cearensis (PSGC).

2.2 Objetivos especificos

e Extrair polissacarideos sulfatados da alga Gracilaria cearensis (PSGC) através da
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digestdo enzimatica com papaina.

e Determinar rendimento da extracdo, o teor de proteinas pelo método de Bradford e de
carboidratos pelo método de Albalasmeh.

e Realizar a caracterizagdo quimica estrutural das fragdes polissacaridicas através de
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (IR),
cromatografia de permeacao em gel (GPC), ressonancia magnética nuclear de carbono
e hidrogénio (RMN-Ci3, RMN-H)) e coeréncia quantica heteronuclear unica (HSQC).

e Avaliar o efeito gastroprotetor do PSGC frente a etanol.

e Avaliar atividade antioxidante in vitro do PSGC.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e identificacio da alga marinha

Amostras da espécie Gracilaria cearensis (registrada sob o numero 19.642 no herbario
ficologico do Laboratério de Ciéncias do Mar — LABOMAR, Universidade Federal do Ceara)
foram coletados na praia do Flexeiras, municipio do Trairi, Ceara, Brasil, (coordenadas: 3°
13'05.7" S, 38° 15'59" W) em dezembro/2016, durante maré baixa, armazenados em sacos
plasticos a -20° C e conduzidos ao Laboratorio de Algas Marinhas do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (UFC). No laboratorio, as algas foram lavadas com agua
destilada para retirada de epifitas e demais organismos incrustantes, e secos a 25 °C. Como

mostra abaixo na figura 4.
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Figura 4 - Excicata da alga marinha vermelha Gracilaria cearensis

- - " Reino: Plantae

Filo: Rodophyta

Subfilo: Eurhodophytina

Classe: Florideophyceae
Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Gracilariales

Familia: Gracilariaceae

Género: Gracilaria

x b : Epiteto especifico: cearensis

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 Uso de animais (camundongos swiss fémea)

Foram utilizados camundongos fémeas adultas (Mus Musculus), linhagem Swiss,
pesando entre 20-25g, fornecidos pelo biotério central da UFC. Os animais receberam agua e
alimentacdo ad libitum. Todos os testes foram feitos com o objetivo de reduzir ao maximo o
numero de animais utilizados e visando o bem estar dos mesmos antes, durante e depois dos
experimentos.

Os ensaios realizados seguiram os principios éticos, a biosseguranca e o respeito da
experimentacdo animal; conduzidos de acordo com o Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (National Institutes of Health, Bethesda, MD) e foram aprovados pelo Comité de

Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceard sob o niimero de 11/2013.

3.3 Extracdo enzimatica dos polissacarideos sulfatados totais

A extragdo enzimatica foi realizada a partir do protocolo de acordo com (FARIAS et al.,
2000), modificado 5 g de alga seca foram maceradas ¢ adicionadas a 250 mL de tampao de
acetato de sodio, 0,1 M (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM, 5 mM de cisteina ¢ 17 mL de solugdo
de papaina 30 mg/mL. A solucao fica incubada em banho maria por 24 h em temperatura de 60
°C. A solugao foi centrifugada a 8000 x g por 30 minutos a temperatura de 25 °C para remog¢ao

do sobrenadante. O precipitado resultante foi adicionado com 16 mL de cloreto de cetilpiridina
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(CPC) 10% p/v por 24 h. A solucao foi centrifugada a 8000g por 30 minutos a temperatura de
25 °C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 300 mL de CPC 0,05%.
Novamente a solucao foi centrifugada a 8000 g por 30 minutos a temperatura de 25 °C. O
precipitado resultante foi dissolvido em uma solugdo 2 M de etanol P.A. e NaCl (100:15 v:v) e
deixado precipitar em 300 mL de etanol P.A. por 24 h. A solugao foi centrifugada a 8000 g por
30 minutos a temperatura de 25° C, posteriormente a solucao ¢ lavada duas vezes com etanol
80% v/v e uma vez com etanol P.A. O precipitado resultante foi secado com acetona em
superficie de vidro sobre aquecimento, para obten¢do dos polissacarideos sulfatados da espécie

Gracilaria cearensis (PSGC). Como mostra na figura 5.

Figura 5- Esquema da extracdo enzimatica do PSGC

igestao

= Di
5 g de algas seca em 250 mL de tampé&o de acetato de (e.ogq 6h) .
sodio 0,1 M (pH 5,0) contendo EDTA 5 mM, cisteina 5 > Filtrado
mM e 17 mL de solu¢do de papaina 30 mg/mL
Precipitacdo com CCP Centrifugagao
10% (25° C, 24h) y (8000 g, 25°C, 25 min)
Precipitado
Lavagem com Centrifugagao
CCP 0,05% |(8000 g, 25° C, 25 min)
Polissacarideos Lavagens Dissolugao com
sulfatados da 2x cosrgol/futanol solugdo de NaCl 2M v
alga Gracilaria |1x com Etanol P.A. el%tg_rl%l F:;A'
cearensis - Precipitado |- (100:15 viv) Precipitado
(PSGC) Precipitacéo
Secagem com com Etanol P.A.
Acetona (4° C, 24h)

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.1 Rendimento da extragdo

O rendimento dos PST obtidos em relacdo ao peso de alga utilizado para a extragdo

foi calculado utilizando a seguinte férmula do rendimento em % (Equagéo 1):
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Massa (g) do material seco obtido

.100 1
Massa (g)de macroalga seca para o processo de extragio @

3.4 Caracterizacao quimica

3.4.1 Determinacdo de carboidratos totais

A quantificagdo dos carboidratos totais da G. cearensis (PSGC) foi obtida seguindo o
método de Albalasmeh; Berhe & Ghezzehei (2013). A partir de uma solucdo de 1mg/mL de
PSGC foram feitas trés diluigdes nas seguintes proporg¢des: 1:10, 1:20 e 1:30 (v/v). Em cada
dilui¢do foi separado 1mL de amostra acrescida de 3 mL de 4cido sulfirico P.A. e depositados
em tubos de ensaio, seguido de agitagao por 30 segundos. A solugdo resultante foi submetida
em banho de gelo por 2 minutos para atingir a temperatura ambiente (pois a solugdo apos a
adicao do acido é bastante exotérmica). Foi feita a leitura de absorbancia da solu¢ao a 315 nm
em um espectrofotometro ultravioleta (UV). Todas as concentracdes foram realizadas em
triplicata. Foi realizada a curva padrao de galactose substituindo os polissacarideos por uma
solucdao de galactose (10 a 100 pg/mL), permitindo assim a quantificagcdo dos PSGC por

correlacdo com a curva de calibragdo.

3.4.2 Determinacdo de proteinas

A quantidade de proteinas totais presentes na amostra de PSGC foi determinada pelo
método Bradford (1976). A solugdo de Bradford foi produzida a partir de 50 mg de Comassie
G-250 dissolvidos em 25 mL de 4lcool etilico sob agitagdo constante por 1 hora em erlenmeyer
envolto com papel aluminio (para evitar degradacdo do reagente pela luz). Logo em seguida,
adicionam-se 50 mL de 4cido fosfoérico 85% v/v. Foi aferido o volume da solu¢do com agua
destilada em baldo volumétrico de 500 mL. A solucao resultante foi filtrada trés vezes com
papel de filtro no escuro e armazenada em frasco ambar a temperatura ambiente.

Foi produzida uma curva padrao com Albumina Sérica Bovina (BSA) com: 1,0 mL de
solucao de BSA em concentragdes de 5 a 50 pg/mL, com 2,5 mL de solugdao de Bradford.
Ap6s 10 minutos, as solucdes foram analisadas em espectrofotometro (SPECTRONIC
INSTRUMENTS, modelo SPECTRONIC® 20 GENESYS™) em um comprimento de onda
de 595 nm.
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Para quantificar o teor de proteinas da amostra, foram utilizadas solu¢des de 1 mg/mL
de polissacarideos (PSGC), onde 1 mL foi adicionado a 2,5 mL de solu¢do de Bradford. Apos
10 minutos foram realizadas as leituras em espectrofotometro a 595 nm. Todas as
concentragdes foram analisadas em triplicatas. Através das leituras obtidas das solugdes das
amostras e as da curva padrao de BSA foi possivel quantificar valores estimados de proteinas

presentes no PSGC.

3.4.3 Determinacgdo de carbono e sulfato

A quantificagdo de carbono e sulfato nos polissacarideos extraidos foram obtidos por
microanalise elementar (Equipamento Perkin-Elmer CNH 2400). O grau de sulfatacdo foi
determinado de acordo com método descrito por Melo et al., (2002). O método de

quantificag¢do baseia-se na Equagao 2:

S%

Teor de Sulfato (%) = —Massadtomicas — 45 (%i) (2)

Massa atéomica C.12

Devido os polissacarideos serem formados por dissacarideos alternados de [-D-
galactopiranose (Subunidade A) com a-D-galactopiranose/a-L-galactopiranose ou 3,6-
anidrogalactose (Subunidade B). O teor de sulfatacdo ¢ definido pela quantidade de
grupamentos sulfato (OSO37), ou 4tomos de enxofre (S), por unidade dissacaridica repetitiva,

contendo 12 atomos de carbono.

3.5 Caracterizacio quimica estrutural

3.5.1 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

O valor de massa molar médio da amostra foi determinada por cromatografia de
permeacao em gel (GPC), utilizando o equipamento Shimadzu com coluna Ultrahydrogel
linear (7,8 x 300 mm),sob fluxo de 0,5 mL/min, contendo 0,5% de concentracao de
polissacarideo e 0,1 M de solvente (NaNOs3) a 25°C. Um refractometro diferencial e um

fotdbmetro de raios ultravioleta (280 nm) foram utilizados como detectores de volume de
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eluigdo, corrigido para o marcador interno de etileno glicol a 11,25 mL. Amostras de pululano
(Shodex Denko) Mw de 5,9 x 103, 1,18 x 104, 4,73 x 104, 2,12 x 105, 7,88 % ¢ 105 g/mol

foram usadas para o estabelecimento da curva padrao.

3.5.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros das fragdes polissacaridicas foram obtidos através da dispersdo das
amostras em pastilhas de KBr. Foi utilizado um Espectrofotometro de Infravermelho com
transformada de Fourier da Shimadzu, modelo FTIR-8300, apresentando uma janela espectral

de 400 a 4000 cm™".

3.5.3 Ressondncia Magnética nuclear

Os espectros de 'H e '3C unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D) de RMN foram
realizados no Laboratério da Embrapa, na Rua Dra. Sara Mesquita, 2270 - Pici, Fortaleza -
CE, 60020-181, CE, Brasil. Os espectros de ressondncia magnética nuclear foram obtidos em
um equipamento Agilent DD2 de 600 MHz (para nucleo de 'H) e equipado com uma sonda
One Probe de 5 mm de diametro interno (H-F/15N-31P) de detecgdo inversa e gradiente de
campo no eixo “z‘.

As amostras foram preparadas dissolvendo-se 5 mg de PSGC em 500 pL de agua
deuterada com 1% de 2,2,3,3-d4-(3-trimetilsilil)-propionato de sodio (TSP) para calibragao
espectral. O espectro unidimensional de 'H foram obtidos a 60°C, com um tempo de espera
entre cada aquisi¢do de 2 s, aquisicdo de 32 transientes em uma janela espectral de 16 ppm e
32k de numero de pontos. Para auxiliar na atribuicdo dos sinais, foi realizado experimento
bidimensional heteronucleares de 'H-'*C HSQC com 112, com um tempo de espera em cada

aquisi¢do de 1 s, janela em na dimensdo do *C (F1) de 200 ppm e na dimenséo do 'H (F2) de

16 ppm, com nimeros de pontos em F1 de 200 e F2 de 1974.

3.6 Atividade antioxidante

3.6.1 Capacidade antioxidante total

O teste da capacidade antioxidante total foi realizado utilizando 0,1mL da solucao da
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amostra com 1,0 mL de solugdo reagente: Acido sulfarico 0,6 M, fosfato de s6dio 28 mM e
molibdato de amoénia 4 mM. A solugdo foi incubada em banho térmico a 95°C por 90min
depois resfriada. Absor¢ao da solucao foi medida em 695 nm. A curva padrao foi construida
utilizando solugdes de acido ascérbico. (MOHAN et al., 2013). Os resultados foram expressos

em porcentagem de atividade, pela seguinte férmula (equacdo 3):

Ag—Ap

Capacidade antioxidante total (%) = " .100 (3)

ac—Ap

Onde: A, = Absorbancia do PSGC
Ap = Absorbancia da solugdo reagente

A, = Absorbancia da solugao de acido ascorbico

3.6.2 Quelagdo do ion ferroso

O teste de quelacdo do ion ferroso foi realizada utilizando 700 pL do PSGC em
diferentes concentragdes (10, 20, 30, 40, 50 mg/mL) adicionado a 700 puL de dgua destilada e
175 pL de FeSO4 (0,5 mM). A solucdo foi agitada e absorbancia (Ag) medida a 550 nm. Apds
a leitura de Ao, foram adicionados 175 pL de Ferrozina (0,5 mM) a Ao (A), a solugdo foi
agitada por 1 minuto e incubada em temperatura ambiente por 20 minutos e a absorbancia de
(A) medida a 550 nm em espectrofotometro. A atividade antioxidante da quelagdo do ion

ferroso foi calculada usando a seguinte equagao (4):

(AControle_AAmostra) ] 100 (4)
Acontrole
Onde, Acontrole — Aamostra = Ao — (A — Ap) (5)

Substituindo a equagdo (4) na equagdo (3), temos a seguinte atividade em (%):

A—"‘(j“‘b) .100 (6)

0
Sendo, A, = Controle = FeSO,+ Ferrozina;
A = Amostra+ FeS0, + Ferrozina;
Ap = Amostra+ Ferrozina. (WEN et al., 2015)

3.6.3 Sequestro do Radical

Foram preparadas as solu¢des das amostras de PSGC nas concentragdes de 200, 100,
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50, 25, 10, 5 e 1 pg/mL. O controle negativo consistiu em uma solu¢do de etanol e DPPH.
Adicionou-se as concentragdes de PSGC uma solu¢ao de DPPH 300 uM. Nos ensaios brancos
foram adicionados agua destilada com o DPPH 300 uM. Apds 40 minutos apds a adi¢do do
DPPH, foram realizadas as leituras no espectrofotometro a 515 nm. A atividade antioxidante

devido a redu¢ao do DPPH foi calculada usando a seguinte equagao (7):

28=2) 100 (7)
0

Onde: A; = DPPH; A = Amostra + DPPH; A, = Amostra. (WEN et al., 2015)
Onde: Ag = DPPH; A = Amostra + DPPH; Ap = Amostra.
(Wen et al. 2015)

3.7 Atividade farmacologica

3.7.1 Modelo de inflamacdo gastrica induzida por etanol em camundongos

Grupos de 6 camundongos Swiss fémeas ficaram em jejum por um periodo de 8h, em
seguida foram tratados com o polissacarideo extraido da alga Gracilaria cearensis (PSGC)
nas concentragdes de 0,3, 1, 3 e 10 mg/kg via gavagem. Apds 30 minutos as lesdes géstricas
foram induzidas pela ingestdo de alcool etilico 50% (0,5 mL/25 g), como descrito por
(ROBERT, 1979), com algumas modifica¢des. Os camundongos foram divididos em trés
grupos: Controle negativo, controle positivo (grupo etanol) e grupos tratados com PSGC.

O grupo controle negativo foi administrado somente com solucao salina, a fim de
preservar a integridade estomacal dos animais, o grupo do controle positivo (etanol) recebeu
etanol 50% v/v via gavagem visando causar lesdes gastricas e o grupo tratado com PSGC
recebeu concertagdes variadas (de 0,3 a 10mg/kg) e etanol 50% v/v.

Apo6s 1 hora de administragdo do etanol, os animais foram sacrificados e seus
estdmagos removidos e abertos ao longo da grande curvatura, lavados com solucao salina e
fixados em superficie plana com o auxilio de alfinetes. Imagens digitalizadas foram feitas
utilizando um referencial métrico e posteriormente analisadas com o programa Image J®.

(MEDEIROS, 2009)
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Rendimento da extracao

A partir de 5 g da alga macerada e seca da Gracilaria cearensis foram obtidos 1,73 g de
polissacarideos sulfatados totais, correspondendo a um rendimento de 17,32 %. Esse
rendimento esta de acordo com o rendimento de outras espécies de algas vermelhas encontradas
na costa do Brasil, conforme visto na tabela 2, apresentando valores que podem se modificar
dependendo de varios fatores, como forma de extragdo, sazonalidade, espécie de alga. (NIL,

2015). Segue abaixo a tabela com os rendimentos de espécies de algumas algas vermelhas.

Tabela 2- Rendimento de espécies de algas vermelhas

Espécie Rendimento% | Autor

Gelidium sesquipedale 22.34 Nil et al., 2015
Bryothamnion triguetrum 7,2 Ribeiro et al., 2016
Gracilaria caudata 32,80 Barros et al., 2013
Gracilaria birdiae 6,50 Maciel et al., 2008
Solieria filiformis 19,14 Araujo etal., 2011
Gracilaria Cearensis 17,32

Fonte: Elaborado pelo autor

O resultado encontrado no presente estudo demonstrou que Gracilaria cearensis
apresenta um rendimento na extracdo enzimatica de polissacarideos similar ao de outras
espécies de algas vermelhas, sendo superior a extracdo da Gracilaria birdiae e muito parecido
com os valores da S. filiformis e G. sesquipedale, o Unico valor de extracdo bastante superior
foi com relagdo ao da G. cearensis foi o da espécie Gracilaria caudata. A composi¢ao quimica
de carboidratos dos PSGC correlacionadas com a curva de calibragdo, apontam para um
percentual de 66,67%. O Valor € considerado alto quando comparado a outras espécies de algas
vermelhas. Foi encontrado teor de carboidratos de 50,2% para Solieria filiformis (SOUSA,
2015) 36,7 para Gracilaria intermedia (COSTA, 2014).
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Tabela 3- Porcentagem de carboidrato total de algas vermelhas

Espécie Carboidratos  totais | Autor

(%)
Gracilaria gracilis 30,00 ASSREUY et al., 2008
Halymenia pseudofloresia 47,14 RODRIGUES et al., 2009
Gelidiella acerosa 89,5 CHAGAS et al., 2018
Gracilaria cearenses 66,67

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 Determinacio de proteinas

Nao foram obtidos valores significativos de proteinas (< 0,01 %), indicando que o
método de extracdo enzimatica de polissacarideos com papaina mostrou-se eficaz ¢ bem

especifico para polissacarideos.

4.3 Determinac¢ao de carbono e sulfatos

As amostras dos PSGC apresentaram 1,78% de enxofre e 30,45% de carbono,
permitindo assim calcular o grau de sulfatagdo do material, correspondente a 7,35% (tabela 3).
O grau de sulfatacdo obtido foi conforme o esperado, pois, em geral, agaranas apresentam baixa
sulfatacdo em sua estrutura, enquanto que carragenanas apresentam alto grau de sulfatagdo

(LAHAYE, 2001; USOV, 1998; VAN DE VELDE et al, 2002). Como mostra na tabela 3.

Tabela 4- Microanalise elementar do PSGC

Enxoftre (%) Carbono (%) Grau de Sulfatacao (%)
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PSGC 1,71+£0,30

30,45+0,57

7,35

Fonte: Elaborado pelo autor

4.4 Cromatografia de permeacio em gel (GCP)

A amostra PSGC apresenta um tnico pico simétrico na cromatografia de Permeagdo em

gel (GPC) (grafico 1) cujo volume de elui¢dao de 8,686 mL com um peso molecular médio de

246,34 KDa. O pico no espectro demonstra um comportamento polidisperso, indicando que

PSGC ¢ um conjunto de polissacarideos com pesos molares proximos um dos outros, devido a

pequenas variagdes nas repeticdes dos dissacarideos constituintes do polissacarideo. Sem

absor¢do a 280 nm e uma resposta negativa ao método de Lowry (LOWRY et al, 1951)

confirmam que a amostra PSGC nao contém tracos de proteinas.

Grafico 1 - Cromatografia de Permeacdo em gel da amostra PSGC

Resposta do detector

8,686

6,0

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.5 Espectroscopia de absorc¢iao na regio do infravermelho

A analise espectroscopica no infravermelho da amostra PSGC (Grafico 2) apresenta

sinais em 1235 cm ! indicando o estiramento do grupo sulfato, 1365 cm™ indica ésteres
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sulfatados (LIOYD, 1961). A banda a 930 cm ™! foi atribuida a absor¢do de 3,6-anidrogalactose
e a 815 cm! foi atribuida a absor¢dio do grupo sulfato ligado na posi¢io C-6 de galactose
(BRASCH, 1981), O sinal de 1070 cm ™' e 1031 cm ! uma estrutura de galactana. (SEKKAL et
al., 1993), o pico de 892 cm™, correspondente ao grupo dos agares (MOLLET; RHAOUI;
LEMOINE, 1998) o sinal de 815 cm™! identifica a posi¢do do grupo sulfato em biopolimeros
de 4gar (CHOPIN; WHALEN, 1993).

Grafico 2- Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho do PSGC

1031

1070 |
1235 |

815

Absorbéancia

1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700
Numero de onda (cm™)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi observado que o comportamento do grafico de GPC do PSGC apresentou
similaridades com relagdo ao GPC de outras algas estudadas pelo nosso grupo de estudo.

(Gréfico 2)



Grafico 3 - Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho de algas vermelhas
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A: Gracilaria cearensis

B: Gracilaria caudata,

C: Gelidiella acerosa.

4.6 Espectro de ressoniancia magnética nuclear
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O espectro de RMN-H; é mostrado no grafico 3. O espectro de PSCG, apresenta as

ressonancia anomérica em 5,14 atribuido a 3,6 a - L- anidrogalactose (LA) (LAHAYE, et al.,

1989). O sinal a 5,28 ppm no espectro ocorre ao préton anomérico das unidades de -galactose-

6-sulfato (G6S), o sinal 4,56 ppm foi atribuido ao proton anomérico de glicose (G), o sinal 3,42

corresponde a um grupo metil ligado no carbono 6 (C6M). (USOV et al., 1997).
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Gréfico 4 - Espectro de RMN-H1 PSCG

Sample Name Pulse sequence Temperature 60 Study owner LMQPN

Bosco_CG_696 PRESAT Spectrometer nmr600-vomrs600  Operator LMQPN

Date collected Solvent d2o
3,42

4,56
5,14
5,28
5 4 3 2 1 ppm

Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo o espectro de RMN-Ci3 apresentado no grafico 5, as unidades alternadas da
agarose ¢ anidro galactose foram detectados a partir dos sinais correspondentes. Apresentando
estrutura tipica de porfirano, (unidades de (1 — 3) -6-anidro-l-galactose e unidades 6-sulfato
de -l-galactose ligadas por (1 — 4)). Os sinais entre 95,6, 101,1 ¢ 103,8 mostram d-galactose
ligada a 3,6-l-anidro galactose. (PEYMAN, 2010). O sinal 175,4 correspondente ao grupo
carboxil e metil na forma R do acetal. (DUARTE, 2004). O sinais 101,2, 70,6, 80,6, 69,6, 76,4
e 62 correspondem aos carbonos 1 ao 6 de uma glicose. O sinal de 76,4 corresponde a um grupo

metoxido ligado ao carbono 6 (PEYMAN, 2010)
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Gréfico 5 - Espectro de RMN-C13 PSCG

Sample Name Pulse sequence  Temperature 60 study owner LMQPN
Bosco CG_696 CARBON spectrometer nmro00-vamrs600  Operator LMQPN
Date collected Solvent d2o
76.4
175.4 76.4 €0.6
103,8 :
70.6
108,7(101,2
80,6 |
N
956 || ||)62.0
| |
| .
200 180 160 140 120 100 80 "6 40 ppm

Fonte: Do autor

4.7 Espectroscopia de coeréncia quantica heteronuclear inica (HSQC)

Segundo a Espectroscopia de coeréncia quantica heteronuclear do PSGC no grafico 6
mostra uma unica regido de hidrogénios anoméricos, observa-se o hidrogénio em & 4.60 com
carbono em 6 101,2: Atribuindo a galactose (G-1) ligada a anidro-galactose. No hidrogénio
5.08 com carbono em & 99.2, atribui-se ao hidrogénio anomérico da anidro-galactose (L-1).

O sinal em 6 4.98 com carbono em 6 101.9 sdo atribuidos ao anomérico do residuo de
6-O-sulfato-l-galactopiranose (L-6S-1). E possivel observar também que existe a forma
metoxilada (R-O-CH3) deste polissacarideo ja que € possivel notar o sinal em & 3.44 com
carbono em 6 58.4, atribuido a metoxila ligada ao carbono 6 do residuo de galactose (G6-O-
Me). Sendo que a estrutura do polissacarideo pode se comportar como uma agarose do tipo
furonano de possivel estrutura: a-1-3-(6-O-Me)-D-galactose-p-1-4-(6-S)-L-A-Galactose. Os

demais sinais estdo apresentados na Tabela 4.



41

Grafico 6 - HSQC do PSGC
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 6 - A- Estrutura de uma Galactana; 6 B- Estrutura do PSGC: Agarose Furonano o-1-3-
(6-O-Me)-5-Me-D-galactose-p-1-4-L-A-Galactose-Acetal

OH OR
g
N/ ﬂ\
—d on orO
OH 0-=CH; /SO,
N Kf”/
N/ ﬂ\
/0 OH 0\0

Fonte: DELATTRE; FENORADOSOA; MICHAUD, 2011)
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A: estrutura padrao de uma agarana (furonana), onde R podem ser grupos metilados ou

sulfatados;

B: estrutura do PSGC obtido.

Tabela 5- Deslocamentos quimicos de RMN 1H e 13C para PSGC

#C PSGC LITERATURA Autor(es)
& 'H (ppm) | 8 °C (ppm) | & 'H (ppm) | & C (ppm)
G-1 4.60 101.2 4.56 102.5 Usov et al.
G-2 3.56 70.6 3.62 70.37 (1980);
G-3 4.12 80.9 3.75 82.3 Valiente et
G-4 4.04 69.6 4.10 68.9 al.(1992)
G-5 - - 3.71 75.4
G-6 3.76 62.0 3.78 61.5
LA-1 5.08 99.2 5.13 98.5
LA-2 4.05 70.3 4.10 69.9 Lai e Lii
LA-3 4.30 78.7 4.51 80.2 (1998);
LA-4 4.50 76.2 4.66 77.5 Lahaye
LA-5 4.47 77.6 4.55 75.6 (2001)
LA-6 4.22 68.2 4.10 69.5
G6M-OMe 3.44 58.4 3.41 59.1 Miller e
G6M 3.62 72.4 - 71.8 Furneaux
G5M 3.40 76.7 - 73.6 (1997)
LG-6S 4.98 101.9 5.34 101.2 Lahaye et
al. (1989)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: — ndo observado

4.8 Sequestro do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DDPH)

A atividade antioxidante produzida pela reducdo do radical livre DPPH foi observada
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de forma crescente em funcdo das concentra¢des de PSGC, havendo um aumento na capacidade
de sequestro do radical DPPH a medida que concentracdo do PSGC aumentou, sendo que o
melhor valor no teste antioxidante foi de 32,96% na concentra¢do de 4 mg/mL, como mostra

no grafico 7.

Grafico 7- Concentragdo da Atividade antioxidante (DPPH) do PSGC
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.9 Quelacao do ion ferroso

A atividade antioxidante, produzida pela redug¢do da quelacao do ion ferroso foram
observados de forma crescente em fungao das concentragdes de PSGC, havendo um aumento
na capacidade antioxidante a medida que concentracdo do PSGC aumentou, sendo que o melhor

valor no teste antioxidante foi de 78,22 % na concentra¢do de 4mg/mL no grafico 6.

Os dados obtidos na quelag@o do ion ferroso (Grafico 7) indicam que o polissacarideo
sulfatado da alga G. cearensis (PSGC) atuam como agente quelante de ferro, reduzindo o

potencial oxidativo, podendo desempenhar papel de biomolécula antioxidante.
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Grafico 8 - Atividade antioxidante (Quelacao do ion ferroso) do PSGC
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.10 Capacidade antioxidante total pela formag¢ao do complexo fosfomolibdénio

A formagao do complexo fosfomolibdénio consiste na redu¢ao do metal de transi¢ao

Molibdénio (M06+—> M05+) causado pelo agente redutor (PSGC), complexando o molibdénio

com fosforo em meio acido, resultando no fosfomolibdénio, (reagente de coloracao azul).

O Polissacarideo sulfatado da G. cearensis apresentou atividade na formagdo do
complexo fosfomolibdénio (Grafico 8). Obtendo na concentragdo de 4 mg/mL 49,2% de

atividade antioxidante.
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Grafico 9 - Atividade antioxidante (formagdo do complexo fosfomolibdénio).
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.11 Atividade do PSGC no modelo de Gastroproteciao

O programa de computador foi utilizado ImageJ® para determinar a drea dos estomagos
que sofreram lesdes gastricas induzida pelo etanol 50% v/v, utilizando como referéncia um
pedaco de papel milimetrado de 4drea de 1 mm? a partir de imagens digitais obtidas no momento
de abrir os estdbmagos no experimento de gastroprotecao (figura 7).

A degradacdo da mucosa estomacal a formagao de tilceras em modelos experimentais €
devido ao desequilibrio do muco, do bicarbonato, das prostaglandinas, substancias reativas de
oxigénio, acido cloridrico, enzimas digestivas, dentre outras substancias (MATSUHASHI,
2007). Devido ao consumo constante de alcool pelo ser humano tem sido cada vez mais comum
o aparecimento de doencas ligadas a lesdes gastricas, podendo evoluir para quadros mais sérios
como a gastrite estomacal e até mesmo o cancer devido a constante degradacdo mucosa

estomacal.
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Figura 7- Estomagos dos camundongos no teste de Gastroprotecdo
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Fonte: Elaborado pelo autor

A: Estbmago tratado somente com solucgéo salina, B: Estdmago tratado com solucéo etanol

(50% v/v), C: Estdmago tratado com etanol 50% v/v e concentracdo de 10 mg/kg de PSGC.

Observou-se que o etanol causou uma média de area lesada de 56,43 % da area total do
estomago. As concentragdes de PSGC foram capazes de reduzir a area de lesdo, em que a
concentragdo de PSGC de 1 mg/kg reduziu a lesdo em 16,84%, a concentragao 3 mg/kg em
20,41%, a concentragdo de 10 mg/kg em 47,04% e a concentragao de 30 mg/kg em 39,04%. O
melhor resultado foi obtido na concentragdo de 10 mg/kg, mostrando que a atividade
gastroprotetora do PSGC nao ¢ dose dependente (grafico 10).

Dessa maneira fAirmacos anti-histaminicos e inibidores da bomba de prétons (IBPs)
como o omeprazol tém sido cada vez mais receitados, e estes por sua vez também causam
diversos problemas secundarios em tratamentos cronicos (MASSOOMI, 1993) e
(HECKMANN; BIRKLEIN, 2000). Sendo assim, o estudo de biomoléculas ativas, como os
polissacarideos sulfatados de algas para tratamentos de lesdes gastricas pode ser uma 6tima
opcdo de tratamento frente aos atuais fdrmacos gastroprotetores, podendo em um futuro

proximo ser utilizados como principios ativos principais em novas drogas para esta finalidade.
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Grafico 10 - Atividade Gastroprotetora do PSGC
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico 9 apresenta a acdo gastroprotetora do polissacarideo sulfatado da alga G.
cearensis (PSGC) frente a degradacdo da mucosa estomacal de camundongos pela agdo do
etanol 50% v/v. Foi observado que todas as concentra¢des do polissacarideo reduziram a area
do dano géstrico observado, onde a melhor resposta foi obtida na concentracao de 10 mg/mL,

concentragdo em que apenas 9,39% do estomago sofreu lesdes pela acdo do etanol.

Foi observado que a utilizagdo do PSGC protegeu a mucosa gastrica dos estdomagos dos
camundongos frente a lesdo causada pela ingestao do etanol, demonstrando poder ser utilizado
como substancia bioativa de acdo gastroprotetora, ainda assim se fazem necessarios mais
estudos com a finalidade de maximizar os resultados positivos, sendo estes estudos focando em

testes de doses repetidas e estudos cronicos de lesdo estomacal.

5 CONCLUSAO

A amostra PSGC extraida da alga vermelha Gracilaria cearensis apresentou um bom
rendimento de extracdo, de 17,32 % de polissacarideos sulfatados, demonstrando valores
parecidos com os de outras espécies de rodofitas, demonstrando que o método de extragdo
enzimatica por papaina ¢ uma boa metodologia de extracdo. Através das analises quimicas

estruturais podemos concluir que o PSGC apresentou uma estrutura dissacaridica estrutural
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composta de D-galactose como subunidade A e 3,6-L-anidrogalactose como subunidade B, em
que hidroxilas 3- B -D-galactopiranose e 4- a -L-galactopiranose sdo substituidos por grupos
sulfatos ou grupos metilados, caracterizando uma molécula de agarana, do tipo porfirano. O
PSGC apresenta excelentes valores de gastroprotecdo, chegando ao valor de 82%, na
concentragdo de 10 mg/kg, frente a corrosdo acida da mucosa estomacal de camundongos,
causada por etanol. Sabendo que o etanol atualmente ¢ um dos principais causadores de
problemas gastricos, pela constante ingestao, causando inflamagdes, lesdes e cancer estomacal
e uma droga baseada em polissacarideos de algas, como o PSGC, apresenta fungao
gastroprotetora bastante eficaz, podemos considerar o uso dessas biomoléculas como forma de
tratamento em lesdes estomacais em humanos, minimizando assim a degrada¢ao da mucosa do
estdbmago, e possibilitando sua recuperagdo. Além da Gastroprotecao, bons valores de
antioxidantes em testes in vitro, foram apresentados através do uso do PSGC, principalmente
no teste de antioxidagdo in vitro de quelacdo do ion ferroso, demonstrando ser uma biomolécula
bastante interessante em estudos biologicos. Devido sua capacidade antioxidante de quelagao
de ferro, espera-se que seu mecanismo de agdo antioxidante seja a quelagdo de ions hidroxila,
sendo estes presentes em grandes quantidades em meios onde o equilibrio homeostatico esteja
desbalanceado, seja pela alteragdo enzimatica estomacal, acumulo de citosinas inflamatorias ou
até mesmo o aciimulo de espécies reativas de oxigénio (EROS). Dessa maneira a utilizagao de
polissacarideos de algas pode auxiliar ou vir a substituir parcialmente ou até mesmo
integralmente a utilizacdo de farmacos anti-histaminicos ou inibidores de bomba de prétons,
como o omeprazol, melhorando muito a satide de pacientes que utilizam desses medicamentos
em tratamentos cronicos. Além dos dados farmacologicos o estudo de polissacarideos
sulfatados de algas apresentam vantagens como facil obtencao e extragdo, estabilidade quimica
de sua estrutura, além serem biomoléculas ativas que estdo demonstrando que podem apresentar
diversas propriedades farmacologicas distintas, sendo biomoléculas que a cada dia estdo sendo

mais estudadas.
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