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RESUMO

Polissacarideos sulfatados (PSs) da alga vermelha comestivel Gracilaria
birdiae possuem atividade antioxidante. Trabalhos anteriores mostram esses PSs,
guando em forma de nanoparticulas de prata (NpsAg), apresentam melhor atividade
antioxidante do que em sua forma original. Contudo, ndo ha dados referentes a
NpsAg sintetizadas com PSs de G. birdiae. Portanto, NpsAg sintetizadas a partir dos
PSs de G. birdiae foram obtidas e avaliadas como agentes antioxidantes. Para tal, as
algas foram coletadas, congeladas, limpas, secas, trituradas, pesadas, delipidadas,
proteolisadas e centrifugadas. O sobrenadante resultante, que continha os PSs, foi
misturado com metanol para promover a precipitacdo dos PSs. Apos 24 h, estes
foram separados da solugao por centrifugacao, foram secos, solubilizados em agua
destilada e colocados para reagir com nitrato de prata por 24 h, sob agitacdo. Foram
realizadas a deteccao e a medicdao de tamanho das NpsAg por dispersao de luz
dinamica (DLS). O extrato de PS foi avaliado quanto a sua capacidade redutora pelo
teste de capacidade antioxidante total (CAT). A capacidade antioxidante das NpsAg
e dos PS também foi determinada pelo teste de quelacao férrica. O teor de proteinas
e de acucar foi determinado por espectrofotometria. Os PS apresentaram CAT, e
isso habilitou-os para a sintese de NpsAg. As NpsAg apresentaram tamanho médio
de 117,6 nm. Nenhuma contaminacgao proteica foi encontrada nos PSs e nas NpsAg.
O teor de acgucar na suspensado de NpsAg (55,7%) foi superior ao encontrado na
solucdo de PSs (49,7%). A suspensdo com NpsAg apresentou uma atividade
quelante de ferro 25% maior que a solugédo de PSs. Os resultados mostraram que 0s
PSs de G. birdiae, sob a forma de nanoparticulas, tiveram a sua atividade quelante
de ferro potencializada, indicando que as nanoparticulas de prata podem ser objeto
de futuros estudos para identificar seu potencial como agentes antioxidantes em

diferentes aplicacdes.

Palavras chaves: Alga vermelha. Nanoparticulas metalicas. Sintese. Quelagao férrica.



ABSTRACT

Sulfated polysaccharides (SPs) from the edible red algae Gracilaria birdiae
have antioxidant activity. Previous study have shown that these SPs, when in the
form of silver nanoparticles (AgNps), showed better antioxidant activity than in its
original form. However, there is no data about AgNps synthesized with the SPs from
G. birdiae. Then, AgNps synthesized with the SPs from G. birdiae were obtained and
evaluated as antioxidant agents. For this, the seaweed were collected, frozen,
cleaned, dried, crushed, weighed, defatted and dried again. After that, they were
proteolysed and centrifuged. The resulting supernatant was mixed with methanol to
promote the polysaccharides (PS) precipitation. After 24 h, these PS were separated
from the solution by centrifugation, dried, solubilized in distilled water and placed to
react with silver nitrate per 24 h, under stirring. The AgNps detection and size
measurement were made by dynamic light scattering (DLS). The PS reducing
capacity was evaluated by the total antioxidant capacity test (TAC). The antioxidant
capacity of AgNps and SPs was also determined by ferric chelation test. In addition,
their protein and sugar content were determined spectrophotometrically. The PS
showed TAC, and this allowed the synthesis of AgNps. The AgNps showed an
average size of 117.6 nm. No protein contamination was found in the SPs neither
AgNps. The sugar content in the AgNps suspension was higher (55.7%) than that
found in the SPs solution (49.7%). The AgNps suspension presented an iron
chelating activity 25% higher than the of SPs solution. The results showed that the
SPs of G. birdiae, in the form nanoparticles, had their iron chelating activity
enhanced, indicating that the silver nanoparticles can be subject of further studies to

identify their potential as antioxidants agents in different applications.

Keywords: Red algae. Metallic nanoparticles. Synthesis. Ferric chelation.
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1. INTRODUGAO
1.1 Divisdo Rhodophyceae

As rodoficeas compreendem cerca de 2500 a 6000 espécies, distribuidas em
cerca de 670 géneros (WOELKERLING, 1990). Se desconsiderarmos os sinénimos,
o numero real deve situar-se entre 4.000 e 6.000 espécies (LOURENCO, 2006).

A maioria das espécies € macroscépica e ocorre principalmente em aguas
tropicais e temperadas-quentes, ao passo que as espécies unicelulares estdo em
menor numero. Nos habitats de agua doce séo reconhecidos cerca de 20 géneros
gue contém cerca de 150 espécies (LOURENCO, 2006).

Essas algas apresentam clorofilas “a” (ADL et al., 2012) e “d” (em certos
grupos); auséncia de flagelos e centriolos; amido das florideas como produto de
reserva;, armazenamento de amido no citoplasma; utilizagdo de ficoeritrina,
ficocianina e aloficocianina como pigmentos acessorios; tilacdides desempilhados
dentro dos plastidios; auséncia de reticulo endoplasmatico nos cloroplastos
(FRESHWATER, 2000).

A absorcao de luz azul por seus pigmentos vermelhos permite que algumas
espécies crescam em profundidades de 268 metros, onde a quantidade de luz
disponivel pode ser tdo pequena quanto 0,0005% de luz solar (LITTLER et a/., 1985).
Por isso, certas espécies de algas vermelhas sdo capazes de viver em ambientes
mais profundos do que outros seres fotossintéticos (WISE, 2007). Como nao ha
consenso ha classificagdo das rodoficeas, escolheu-se o sistema sugerido por Adl e
e colaboradores em 2012, no qual as algas vermelhas sdao chamadas de

“Rhodophyceae” (rodoficeas) e fazem parte do super-grupo “Archaeplastida”.
1.2 Cultivo de Gracilaria no litoral potiguar

Paises como China, Japao e Coréia do Sul consomem algas diariamente
(BEZERRA e MARINHO-SORIANO, 2010). Além de servirem como alimento, certas
algas do género Gracilaria também sao cultivadas para extragédo de hidrocoldides e
de compostos bioativos. O género Gracilaria € o preferido para se extrair agar com
grau alimenticio, enquanto que o género Gelidium é o preferido para se obter agar e
agarose com grau bacteriolégico e farmacéutico (BIXLER e PORSE, 2011).

Medeiros, C. G. Trabalho de Conclusdo de Curso
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No Brasil, a exploracdo de algas vermelhas comegou nos anos 60, sem
nenhuma regulamentacdo, ao longo do litoral nordestino (REBOURS ef al., 2014).
Comunidades pesqueiras do Nordeste ha muito tempo colhem espécimes do género
Gracilaria para alimentagdo humana e extragéo de agar.

Entre os anos 70 e 80, a demanda por agar e outros derivados causou super-
exploragdo e diminuicdo dos recursos naturais. Por isso, cultivos experimentais
foram implantados junto as comunidades pesqueiras, para preservar os bancos de
algas e promover o desenvolvimento socioeconémico (BEZERRA, 2008).

Vérios estudos foram desenvolvidos (LIMA et a/, 1981; CAMARA-NETO,
1987; OLIVEIRA, 1997; MARINHO-SORIANO et al., 2002, 2005, 2006) e entre 2001
e 2003, um projeto financiado pela FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) mostrou viabilidade para o cultivo de Gracilaria nas comunidades
pesqueiras do Rio Grande do Norte, da Paraiba e do Ceard (REBOURS et a/., 2014).

Nessas comunidades, a colheita de algas € uma atividade secundaria, para
complementar a renda da pesca, e portanto ndo costuma ser feita pelos chefes de
familia (os pescadores), mas sim pelas mulheres (REBOURS et a/., 2014).

Na figura 1 vemos a colheita e o cultivo de G. birdiae feitos pela AMAR
(Associacao das Maricultoras de Rio do Fogo - RN), que produz uma biomassa
mensal de 0,9 a 3,5 Kg/m? (MARINHO-SORIANO et al., 2006). Na AMAR, as algas
sao secas, trituradas e depois vendidas como “farinha” para a Sina Flora, industria
de cosméticos e alimentos. Além da "farinha", a AMAR também vende xampu e
sabonete liquido feitos com o material. A AgarGel trabalha com algas ha 40 anos e,
desde 1993, tem uma fabrica de agar em Joao Pessoa (PB). A empresa compra da
AMAR as algas /n natura, por cerca de R$ 2,00/quilo, e exporta algas secas, agar-
agar e goma carragenana. Na figura 1 também se mostra algumas etapas do
beneficiamento das algas quando as mesmas se encontram na fabrica da AgarGel.

No Rio Grande do Norte, além da comunidade de Rio de Fogo, as
comunidades de Pititinga e Barra de Maxaranguape também cultivam Gracilaria
birdiae. Contudo, o cultivo ainda é incipiente. Mesmo assim, ainda que a maricultura
potiguar seja uma atividade recente, continua sendo oportuna para melhorar a
situacdo das populagbes costeiras e suas comunidades. Além de gerar
conhecimento, também oferece uma fonte de renda para as mulheres e seus filhos.
Dessa maneira, a maricultura € uma alternativa viavel para reduzir as dificuldades

daqueles que obtém renda dessa atividade extrativista (BEZERRA, 2008).

Medeiros, C. G. Trabalho de Conclusdo de Curso
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Figura 1. (A) Colheita, (B) cultivo e (C) processamento de G. birdiae

A) Colheita manual de algas (B) Cultivo de algas em ambiente marinho

—

Mudas de algas sao colocadas dentro de cestas de nylon
e levadas ao mar durante a maré baixa,
na época de lua minguante.

As cestas de nylon séo fixadas em tubos flutuantes.
Apos 15 dias, retira-se as algas invasoras do cultivo.

Em torno de dois meses, as algas ja podem ser colhidas.

Depois sdo colocadas no chéo e ficam secando sob a luz do sol, de 2 a 3 dias.

(C) processamento

A fabrica da AgarGel, em Jodo Pessoa (PB), compra as algas (cada quilo = 2 reais) para produzir agar-agar.

FONTE: REBOURS et al,, 2014; UOL Economia Agronegdcio, 2013.
Disponivel em: <http://goo.gl/ITN2Rs>. (acessado em 16/05/15).

IMAGENS: Eliane Marinho Soriano; AgarGel.

Medeiros, C. G. Trabalho de Conclusdo de Curso
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1.3 Polissacarideos sulfatados de rodoficeas

Os polissacarideos algais sao diversos; muitos sdo metabolicamente ativos,
atuando como componentes estruturais da parede celular e também como moléculas
de reserva (STENGEL et al., 2011). Os polissacarideos sulfatados (PSs) se tornaram
alvo de pesquisa devido a suas utilidades farmacologicas, biotecnologicas,
aplicacOes alimenticias, cosmeéticas e farmacéuticas (CUNHA et al., 2009).

Os PS estdo presentes na matriz mucilaginosa das algas. Por serem
higroscopicos, supde-se que, durante a maré baixa, protejam as algas contra a
desidratagcédo provocada pelo vento e pelo sol (COSTA et al, 2012). Sua natureza
mucilaginosa talvez permita que as algas sejam flexiveis o suficiente para
suportarem a acao das ondas e rigidas o suficiente para ficarem estendidas e
realizarem fotossintese. (O'SULLIVAN et al., 2010).

As algas vermelhas (Rhodophyceae) apresentam galactanas sulfatadas (PSs
ricos em D-galactose) como polissacarideos caracteristicos. (SOUZA et al., 2007;
ZONG et al, 2012). Nesse grupo encontram-se o agar (mistura de diversas
galactanas), as agaranas e diversos tipos de carragenanas (homogalactanas
sulfatadas) (PRESA, 2013). Estudos recentes também relataram a presenca de
outros tipos de PSs em algas vermelhas, por exemplo, xilomananas em Scinaia hater
(MANDAL et al., 2008) e heterofucanas em Gloiopeltis tenax (LIM, RYU, 2009).

As agaranas sao encontradas nos géneros Gracilaria, Gelidium e
Pterocladiella. (CUNHA et al., 2009). Sua estrutura basica (Figura 2) é uma cadeia
linear formada por varias unidades dissacaridicas de B-D-galactose 1—3 ligada e o-
L-galactose 1—4 ligada, arranjadas em unidades repetidas (AB). Essas unidades
podem ser substituidas por sulfato em varias posi¢gdes. Os residuos de a-L-galactose
podem ser substituidos em 3,6-anidro-a-L-galactose por eliminagéo de grupos sulfato
na posicao 6. Além dos grupos sulfato, podem ser encontrados piruvato e/ou grupos
metil (CHz) (CUNHA et al., 2009; FIDELIS, 2014).

Figura 2. Agarose e os constituintes do agar. R = (H ou CH3).

CH,OR
OH HooH H
p O,
H
O'IA Coo e K
- o-- e H H P =
OH - H OH H
p-D-galactose (A) a-L-galactose (B) D-Galactose  3,6-anidro-L-galactose
n

FONTE: O’'SULLIVAN etal., 2010; SIGMA-ALDRICH, 1996.

Medeiros, C. G. Trabalho de Conclusdo de Curso
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Carragenanas sao PSs lineares constituidos por unidades de B-D-galactose
1—3 ligada e a-D-galactose 1—4 ligada, com grupos sulfato em diferentes posic¢oes.
Em alguns casos, essa unidade de a-D-galactose pode se apresentar na forma de
anidrogalactose. As carragenanas diferenciam-se das agaranas por possuirem a
unidade B na forma de a-D-galactose. S&o encontradas nos géneros Solieria,
Eucheuma, Meristotheca (Meristiella) e Calophucis (CUNHA et al., 2009). Sao os
principais constituintes da parede celular dessas rodoficeas, representando de 30 a
75% do peso seco dessas algas. Na tabela 1 apresenta-se a estrutura das
carragenanas.

Tabela 1: Estruturas dissacaridicas das carragenanas de rodoficeas.

Familia 1,3-ligado (unidade A) 1,4-ligado (unidade B)

Simbolo grego

Kappa kappa (k) B-D-galactose 4-sulfato 3,6-anidro-a-D-galactose
iota (1) B-D-galactose 4-sulfato  3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato
mu (p) B-D-galactose 4-sulfato  a-D-galactose 6-sulfato
nu (v) B-D-galactose 4-sulfato  a-D-galactose 2,6-di-sulfato
Omicron (o) B-D-galactose 4-sulfato  a-D-galactose 2-sulfato

Beta beta (B)

B-D-galactose

3,6-anidro-a-D-galactose

gama (y) B-D-galactose a-D-galactose 6-sulfato
omega (w) B-D-galactose 6-sulfato  3,6-anidro-a-D-galactose
psi (w) B-D-galactose 6-sulfato  a-D-galactose 6-sulfato
Lambda delta (d) B-D-galactose a-D-galactose 2,6-di-sulfato
alfa (o) B-D-galactose 3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato
lambda (A) B-D-galactose 2-sulfato  a-D-galactose 2,6-di-sulfato
theta (0) B-D-galactose 2-sulfato  3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato
Xi (§) B-D-galactose 2-sulfato  a-D-galactose 2-sulfato
pi (m) B-D-galactose P,2-sulfato  a-D-galactose 2-sulfato

FONTE: adaptado de LAHAYE, 2001. P — piruvato.

Carragenanas kappa (k) (Figura 3) sdo formadas por uma B-D-galactose sulfatada em
C4, ligada a uma anidrogalactose. Formam géis rigidos na presenca de potassio (K*).
Carragenanas iota (1) sdo formadas por uma B-D-galactose sulfatada em C4, ligada a uma
anidrogalactose sulfatada em C2 (VERA et al., 2011). Formam géis macios e elasticos na
presenca de calcio (Ca?), cuja resisténcia € dependente da forca idnica. Carragenanas
lambda (A) sdo formadas por uma B-D-galactose sulfatada em C2, ligada a uma ao-D-
galactose sulfatada em C2 e C6. Suas cadeias estruturais ndo formam hélices; por isso, sdo
PS né&o-gelificantes. Sem depender de ions, formam solu¢des viscosas, usadas como
espessantes em alimentos. Por causa dessa capacidade de formar solugdes viscosas ou
géis, as galactanas sulfatadas de rodoficeas sao usadas em muitos produtos alimenticios,
farmacéuticos e biotecnolégicos (CARDOSO 2007).
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Figura 3. Unidades sulfatadas de D-galactose, anidrogalactose e principais tipos de carragenanas.

Kappa (k) Lambda (A) lota (1)
FONTE: VERA et al., 2011.

As galactanas de rodoficeas sao usadas como substituintes de amido, de
lipideos (em enlatados e laticinios) e na producao de geleias (FIDELIS, 2014). Além
dos alimentos, as rodoficeas também apresentam diversos tipos de atividades
heterdlogas (Tabela 2).

Tabela 2: Atividades diversas de rodoficeas brasileiras.
Atividade

Espéci ‘ Anti- . Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Anti- Cito-
--_----
e S R

I—

s
I ) W W 3 S N
I e S ——

B R R -
ol || X %X x|
| | | |

Gracilaria cervicomis X X

e | ||
e e . .
| Gmelrdbifen| X | - ]
| CGeolrkomais| X | | | | | [ | |

Hydropuntia comea
(Gracilaria cornea)

Meristotheca gelidium
(Meristiella gelidium,)

Solieria filiformes

(a) espécies ndo-nativas, cultivadas no Brasil. Os nomes entre parénteses estido desatualizados.
FONTE: adaptado de FERNANDES etal., 2014.
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1.3.1 Aplicagdes de agaroses e carragenanas

Agarose e &agar sao usados em meios de separagao e purificagao
(eletroforese em gel, cromatografia de gel-filtragdo, cromatografia de exclusao por
tamanho); produtos de quimica fina; hormdnios, enzimas e vacinas; raios-X com
bario; liberagcdo sustentada de farmacos; moldes odontologicos; criminologia;
fabricacdo de corantes, gelatina vegetariana (SAND e GLICKSMAN; SELBY e
WYNNE, 1973) e microesferas de gel (Yl et al, 2004); fiimes e discos; meio de
cultura para microrganismos; imobilizagdo de enzimas e células; encapsulamento de
bactérias e células (RINAUDO, 2008).

Na industria de alimentos sédo preferidos géis macios (agar com alguns
substituintes) enquanto que nas industrias farmacéutica e microbiolégica séo
preferidos géis mais rigidos (feitos com a melhor agarose) (RINAUDO, 2008).

As carragenanas sao usadas como agente espessante; agente estabilizante;
solidificacdo e emulsdo de solugdes; clarificagdo de cervejas por precipitagdo de
proteinas (RINAUDO, 2008); encapsulamento de alimentos e suplementos (Y| et al.,
2004); fabricacdo de peliculas de revestimento comestivel (KARBOWIAK et al,
2006); liberacdao sustentada de farmacos (RINAUDO, 2008); fabricacdo de
cosmeéticos, produtos para banho e suplementos dietéticos (GENNADOIS, 2000).

As carragenanas kappa e iota sdo usadas na area biomédica, devido a suas
propriedades termo-gelificantes (CHIBATA, 1981). Esses PS formam complexos de
gel com diferentes polimeros, os quais sdo usados para encapsular microrganismos
e produzir diferentes metabdlitos (RINAUDO, 2008).

Os hidrogéis de carragenana imobilizaram a enzima lipase por imobilizacdo
covalente ou aprisionamento, aumentando a estabilidade da enzima. A catalase e a
B-galactosidase, extraidas de Aspergillus niger, também foram imobilizadas, neste
caso em um gel misto de alginato/carragenana (RINAUDO, 2008).

Hidrogéis de carragenanas kappa foram usados para encapsular Escherichia
coli (producdo de acido aspartico); Lactobacillus (producdo de acido latico);
Brevidium flavum (producédo de acido L-malico) e Pseudomonas (producédo de L-
alanina) (RINAUDO, 2008). Além do encapsulamento, os hidrogéis também ja foram

usados na bioadesao, para revestir ferimentos da pele humana (SEN e AVCI, 2005).
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As carragenanas também sao ativas contra o HIV. Testes em camundongos
mostraram que oligossacarideos de carragenanas podem ajustar a funcdo das
células T e assim melhorar seu papel no combate do virus (RINAUDO, 2008).

Por ultimo, carragenanas lambda de baixa massa molecular, obtidas por
degradagdo com microondas de carragenanas extraidas de Chondrus ocellatus,
foram misturadas com 5-Fluoro-uracil (farmaco para tratar cancer) e testadas em
células H-22 (carcinoma hepatico) transplantadas em camundongos (ZHOU et al.,
2006). Assim, o experimento mostrou que a mistura de carragenanas lambda com o
farmaco 5-Fu conseguiu renovar significativamente a funcdo imune dos
camundongos tratados, que tinham sido prejudicados pelo efeito imunossupressor
de 5-Fu.

1.4 Atividade antioxidante
1.4.1 Radicais livres

Seres vivos estao expostos ao estresse oxidativo, condi¢ao fisiologica que
surge quando moléculas instaveis, intituladas de radicais livres, sdo produzidas nas
reagoes do metabolismo celular (FIDELIS, 2014). Estes radicais sdo atomos ou
moléculas bastante reativas que possuem numero impar de elétrons (elétrons
desemparelhados) em sua ultima camada eletronica (FERREIRA e MATSUBARA,
1997). S&o capazes de interagir com moléculas do organismo, inibindo ou
modificando a funcao delas (FIDELIS, 2014). Essa interacao é prejudicial e causa

uma variedade de doengas, desordens e disfungbes mostradas na figura 4:

Figura 4. Desordens relacionadas aos radicais livres.

- Trombose -

- Psoriase - Hivertrofia - Parkinson

- Ouemmadura - Deméncia
NS
- Asma
i
RADICAIS
LIVRES

- Pancreatite
- Hepatotoxicidade

Txansp lante

- Catarata
- Anemua (Fanconi) - Retinopatia
- Malana

- Inflamacdo - Isquenua
- Intoxicagdes - Radiagio
- Envelhecimento - Céancer

- Aterosclerose

FONTE: COSTA, L. S.; 2008.
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Os radicais livres atuam através de reagoes de oxirreducao, podendo ceder o
elétron desemparelhado, oxidando-se, ou entao receber outro elétron, reduzindo-se
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Sdo a causa e o resultado dessas reagoes e,
portanto, podem danificar células em razao de sua alta reatividade.

1.4.2 Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

Nem todas as espécies reativas tém elétrons desemparelhados ou numero
impar de elétrons na ultima camada. “Radical livre” € um equivoco; sao preferiveis os
termos “espécies reativas de oxigénio” (ERO) e “de nitrogénio” (ERN), as quais séao
representadas por: acido nitroso (HNO2), nitrito (NO:™), nitrato (NOs~), peroxinitrito

(ONOQO"), 6xido nitroso (N20s) e 6xido nitrico (NO) (HALLIWELL et al., 2006).

1.4.3 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

As ERO estdo presentes em todos os organismos e sdao um produto da
formacao de agua a partir da molécula de oxigénio (O.). Esta molécula possui 12
elétrons e é estavel. E um birradical com dois elétrons desemparelhados.

Inicialmente, no metabolismo aerdbio, o (O:) sofre reducdo univalente, ganha
um elétron e forma o anion superdxido (O:), considerado instavel por ter numero

impar de elétrons (13) na ultima camada. Ao todo, o (O:) ganha quatro elétrons e
sofre redugéo tetravalente, formando H:O e outras espécies reativas (Figura 5).

Dentre as espécies reativas conhecidas, as que possuem radical sao:
oxigénio (O), anion superoxido (O27), radical hidroperoxila (HO-’), radical hidroxila
(HO), radical peroxila organico (ROQO") e radical alcoxila (RO’). As que ndo possuem
radical sdo: peroxido de hidrogénio (H:20:), oxigénio singlete ('O.), oz6nio (Os) e
acido hipocloroso (HOCY) (SILVA, P. M., 2009).

Na figura 5 vemos a reducéo tetravalente do (O:) e a producéo de espécies
reativas intermediarias, tais como superoxido (O27), hidroperoxila (HO:'), peroxido de
hidrogénio (H:0:.) e hidroxila (HO’). A reducdo completa do (O:) ocorre na

mitocéndria e as ERO sdo neutralizadas com a entrada de quatro elétrons
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).
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Figura 5. Redugdo tetravalente do oxigénio na mitocondria até a formagé&o de agua.

H,O
Radical agua

hidroperoxila
HOO*

_ g HOO H H*
S 4

D=0 0" s ()i H  ee— + H:OF

0, singleto Energia Radical aniénico H* Peroxido de
minima superoxido hidrogénio
% Hx0,

FONTE: adaptado de COHEN, 1989; BAYNES e DOMINICZAK, 2015.

hidroxila (base)
HO" OH~

Radical ] lﬁ\nion hidroxido

Na respiragdo mitocondrial, estima-se que cerca de 0,1 a 1% do (O:) usado
consiga formar o anion superéxido (O:"") pelo escape de elétrons dos complexos que
compdem a cadeia respiratéria (AUGUSTO, 2006; SILVA, P. M., 2009). Além da
respiracao mitocondrial, as ERO também sao produzidas através de enzimas
(oxigenases e desoxigenases) e outras moléculas, responsaveis por consumir de
10% a 15% do (O:) presente em células aerdbias (SILVA, P. M., 2009).

1.4.4 As principais ERO

O radical superéxido (O.~) é formado apos a primeira redugédo do (O.). Esse
radical ocorre em quase todas as células aerdbias e é produzido durante a ativacéo
maxima de neutrofilos, mondcitos, macrofagos e eosindfilos. O radical (O2) € pouco
reativo em solucdes aquosas, ndo é citotdxico, mas €& capaz de gerar radicais
secundarios extremamente toxicos, como o radical hidroxila (HO"). (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; CAMPOS e YOSHIDA, 2004).

O oxigénio singlete (O.) € um dos estados excitados do O: . Apresenta dois
elétrons emparelhados que podem estar hum mesmo orbital ou em orbitais
diferentes. Pode ser gerado na maioria dos seres vivos por reagbes que envolvem
enzimas (peroxidases), pela reacdo de ozdnio com biomoléculas e pelo processo de
lipoperoxidacdo (RONSEIN et al, 2006). Este radical pode ser produzido /in vitro,
através da reacdo de peroxido de hidrogénio com hipoclorito de sdédio
(SCHWEITZER e SCHMIDT, 2003), com anion hipoclorito ou com peroxinitrito
(RONSEIN et al., 2006). O ('0.) interage com outras moléculas através de reacgoes
quimicas ou transferindo sua energia de excitacdo, que pode ser captada por
carotenoides, bilirrubina, tocoferéis, fendis e por azida. Pode ainda reagir com
compostos fendlicos, formando hidroperoxidienonas, e com sulfetos, formando

sulféxidos ou outros compostos (RONSEIN et a/., 2006).
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Muitos estudos /in vitro tém monstrado que o 'O. oxida biomoléculas incluindo
lipidios, proteinas, aminoacidos (triptofano, histidina, tirosina, metionina, cisteina e
cistina), acidos nucléicos, carboidratos e tiois através dos mecanismos acima citados
(RONSEIN et al., 2006). Apesar dos varios efeitos negativos, o oxigénio singlete
possui aplicagbes médicas, por exemplo, seu uso como espécie ativa na terapia
fotodinamica, na qual € produzido para matar células com céancer.

O radical hidroperoxila (HO:) é a forma protonada do radical superdxido.
Possui um proton hidrogénio. Segundo HALLIWELL, este radical tem facilidade em
iniciar a destruicdo de membranas biologicas, entretanto, € menos reativo que o
superoxido (CAMPOS e YOSHIDA, 2004). No entanto, existem evidéncias de que
esse radical € mais reativo que o superéxido (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O radical peréxido de hidrogénio (H20:) ndo possui elétrons desemparelhados
na ultima camada e, portanto, ndo € um radical livre. Essa molécula é extremamente
deletéria, pois participa das reagées que produzem o radical hidroxila, seja via
reacdo de Fenton ou de Haber-Weiss. Tem vida longa, é capaz de atravessar
camadas lipidicas, pode reagir com a membrana eritrocitaria € com proteinas ligadas
ao ferro (Fe**). Sua citotoxicidade é bem alta e pode ser aumentada de dez para mil
vezes na presenca de ferro (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; CAMPOS e
YOSHIDA, 2004).

O radical hidroxila (HO') é a espécie mais reativa em sistemas biolégicos. E
capaz de se combinar rapidamente com metais e outros radicais. Pode atacar
moléculas de DNA que estejam ligadas a metais, provocando modificagées de bases
purinicas, pirimidinicas, inativacdo ou mutacdo do DNA. Pode inativar varias
proteinas e enzimas ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) e pontes dissulfeto (-SS).
Também inicia a oxidagdo acidos graxos polinsaturados de membranas celulares,
retirando atomos de hidrogénio do grupo metileno, iniciando a peroxidagéo lipidica e
a lise da membrana celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Esse radical pode
ser formado /n vivo (Figura 6), em reacoes de perdxido de hidrogénio com ions
metalicos (Fe?* e Cu*), através da reacédo de Fenton e de Haber-Weiss (CAMPOS e
YOSHIDA, 2004).
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Figura 6. Formacgao de hidroxila a partir do peréxido de hidrogénio.

Reacéo de Fenton:
Fe** + H,0, — Fe® + OH® + OH

Reacdo de Haber-Weiss:
0, + H,0, ——» 0O, + OH + OH°

Reacao do cobre com o peréxido de hidrogénio:
Cu" + H0, —— Cu*™ + OH" + OH
FONTE: adaptado de ANDRADE JUNIOR etal, 2005; DA COSTA, 2010.

1.4.5 Oion de ferro e a formag¢ao de ERO

A relacdo entre os metais e a formacéao /n vitro das ERO € mostrada na figura
6. Através da reacdo de Fenton, na presenca de metais (Fe?, Cu*) o H:0O. acaba
originando o radical hidroxila (HO'). O cobre pode catalisar a reacédo de Haber-Weiss;
porém, no organismo, o ferro € quem possui maior abundéncia e maior capacidade
catalisadora nas reacgdes de oxidagao de biomoléculas.

No traumatismo craniano, pode ocorrer a possivel formacdo de espécies
reativas de oxigénio através da reacao de Fenton. Os riscos de lesao induzidos por
esse trauma podem ser ampliados pela liberagcdo de ferro intracelular, pela baixa
capacidade de ligacao ferro-proteina e pela deficiéncia de enzimas antioxidantes no
sistema nervoso central (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Animais experimentais, ao receberem um quelante de ferro, apresentaram
diminuicdo da degeneracao cerebral pos-trauma. Possivelmente, quando o ferro
liberado apds o trauma foi aprisionado, ocorreu inibicdo da formacédo das espécies
reativas catalisadas pelo ferro (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).

Coracdes de ratos submetidos a sobrecarga de Fe3*, apos a reperfusédo (falta
de sangue em um 6rgéo ou tecido, seguida pelo seu retorno), tiveram decréscimo na
capacidade de contragao do miocardio. Supbe-se que, pela reacado de Haber-Weiss,
o Fe* em excesso promova acumulo de espécies reativas, como o (HO’). O excesso
de Fe* e o acumulo de hidroxila podem estimular a lipoperoxidagdo de membranas,
resultando na diminuicdo da contratilidade miocardica (VAN DER KRAAWN et al.,
1988). Lesdes teciduais, como as que ocorrem em tumores e na artrite reumatoide,
geram espécies reativas por reacdes catalisadas pelo ferro que, em sangramentos, &
liberado junto com a hemoglobina (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).
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1.4.6 Sistema de defesa antioxidante

O estresse oxidativo pode ser produzido por elevados niveis de ERO e
por defeitos no metabolismo, resultando no surgimento de varias doencgas tais como
desordens degenerativas, doengas cardiovasculares, doenga de Parkinson, cancer e
o processo de envelhecimento (SHASHOUA et al., 2004; LI et al., 2007). A oxidagao
de um substrato por uma espécie reativa ocorre a partir de uma reagdo em cadeia
(iniciacao, propagacao e terminagao). Por isso, a agcdo dos antioxidantes € avaliada
através de varios mecanismos (PRESA, 2013). Antioxidantes sdo substancias que
atrasam, previnem ou removem o dano oxidativo de uma molécula alvo (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2006) ou que neutralizam/previnem a oxidagdo de substratos
(ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

Os antioxidantes preventivos sdo os que previnem a formagdo de ERO,
inibindo as enzimas pro-oxidantes ou participando da quelagdo de ions metalicos
(PRESA, 2013). Os bloqueadores de cadeia sdo os que eliminam diretamente as
espécies reativas (ZHANG, 2006) e os reparadores sdo aqueles que servem para
reparar a lesdo oxidativa (CAMPOS e YOSHIDA, 2004). E possivel que um mesmo
antioxidante pertenca a mais de uma categoria (Tabela 3).

Tabela 3. Mecanismos de agao de alguns antioxidantes endégenos e ex6genos.

Antioxidantes bloqueadores de cadeia Antioxidantes preventivos Antioxidantes reparadores
albumina, bilirrubina e acido urico metalotionina, transferrina, ceruplasmina
vitamina C mioglobina, ferritina, selénio vitamina C

carotenos, acido lipdico, coenzima Q1| EDTA (&cido etilenodiamino tetracético)
DTPA (acido dietilenotriamino pentacético)

glutationa reduzida glutationa reduzida glutationa redutase
catalase, superdxido dismutase catalase, superdxido dismutase
vitamina E, flavonoides vitamina E, flavonoides
glutationa peroxidase glutationa peroxidase glutationa peroxidase

FONTE: adaptado de SOMOGY!| et al., 2007; CAMPOS e YOSHIDA, 2004.

Dentre os antioxidantes preventivos mais conhecidos estdo a glutationa
reduzida (GSH), superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GSH-
Px) e vitamina E. Dentre os reparadores estdo glutationa redutase (GSH-Rd),
glutationa peroxidase (GSH-Px) e vitamina C (CAMPOS e YOSHIDA, 2004).
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As células possuem um sistema antioxidante que atua em dois principais
mecanismos (FIDELIS, 2014). O primeiro mecanismo de defesa antioxidante atua
evitando a agéo e a formacéo de ERO, através de doadores de elétrons, quelantes
metalicos e sequestradores de espécies reativas (NATHAN e CUNNINGHAM-
BUSSEL, 2013). Ja o segundo mecanismo de defesa & geralmente exercido por
enzimas e consiste no reparo de lesdes ocorridas nas células, evitando um maior
estresse oxidativo em decorréncia da lesdao (VALKO et al, 2007, CAROCHO e
FERREIRA, 2013).

1.4.7 Antioxidantes biolégicos e sintéticos

O excesso de oxidantes causa desequilibrio entre as espécies reativas e o
sistema antioxidante, resultando em danos celulares e surgimento de doencgas. Para
evitar isso, ja que os antioxidantes endégenos nem sempre sao suficientes, os seres
vivos obtém moléculas antioxidantes exdgenas para complementar sua agao
(GUPTA et al.,, 2012).

Além das categorias ja citadas (mecanismos de a¢do, mecanismos de defesa
e origem), os antioxidantes podem ser agrupados em bioldgicos e sintéticos. Nos
humanos, dentre os antioxidantes biolégicos de baixa massa molecular, podem ser
destacados os de origem endégena, como o GSH, a bilirrubina e o acido urico. Ja no
grupo de origem exogena destacam-se carotenoides, tocoferdis e vitamina C
(BABIOR, 1997).

Os antioxidantes sintéticos servem como aditivos para preservar alimentos.
Os mais usados sao os hidroxianilose butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
tert-butilhidroquinona (TBHQ) e galato propil (PG). Porém, esses aditivos sao
suspeitos de ter elevada citotoxicidade (VALENTAO, 2002) e seu uso estd sob
regulacdo restrita devido ao perigo a saude. Por exemplo, BHA e BHT tém sido
suspeitos de causar cancer e danos no figado (Ql et a/., 2005; LI et al., 2007).

Assim, € essencial a utilizacdo de antioxidantes naturais multipotentes, que
possuam mais de um mecanismo de agao antioxidante (PRESA, 2013), para
proteger organismos contra as espécies reativas, retardar o progresso de muitas

doencas e preservar as caracteristicas dos alimentos (DA COSTA, 2010).
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1.4.8 Polissacarideos sulfatados antioxidantes de rodoficeas

Varios estudos descrevem a atividade antioxidante dos PSs de rodoficeas.
Zhang e colaboradores (2003) isolaram trés fragbes (F1, F2 e F3) de PS de
Phorphyra haitanensis e observaram alto poder para sequestrar radical superéxido e
um efeito mais fraco no sequestro de radicais hidroxila, bem como inibi¢cao
significativa de peroxidacao lipidica e inibicdo parcial da hemolise de eritrécitos de
ratos induzida por peroxido de hidrogénio. Esta mesma equipe observou a
administracdo intraperitoneal de F1 diminuiu a peroxidacao lipidica em camundongos
envelhecidos, apontando o possivel uso de PSs para retardar o avanco do
envelhecimento (ZHANG et a/., 2004).

Nosso grupo encontrou atividade antioxidante significativa para o sequestro
de radicais superdoxido e hidroxila em carragenanas iota, kappa e lambda,
pertencentes respectivamente as algas Eucheuma cottonii, Gigartina acicularis e
Gigartina pissilata (SOUZA et al., 2007). Analisou-se a atividade total de extratos
ricos em PS de 11 algas encontradas no litoral potiguar e constatou-se que todas
apresentaram atividade antioxidante total (Figura 7). (COSTA, L. S. et al,, 2010).

Nos géneros Gracilaria e Hydropuntia, as galactanas sulfatadas de H. caudata
mostraram atividade doadora de elétrons através dos testes CAT e poder redutor.
Foram capazes de estabilizar os radicais livres, quelar metais e sequestrar hidroxila
(COSTA, 2008). Outro estudo, com PSs de Gracilaria birdiae, mostrou atividade
antioxidante nos testes CAT, DPPH, sequestro de radical superdxido, quelagdo de
ferro e de cobre (SOUZA, B. W. S. et al.,, 2012; OLIVEIRA, 2014).

Figura 7. Capacidade antioxidante total de PS de algas marinhas presentes no litoral potiguar.
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FONTE: COSTA etal., 2010.
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Recentemente, Costa e colaboradores (2014) publicaram uma revisao sobre a
atividade antioxidante de polissacarideos sulfatados de algas marinhas. A revisao
relatou também as atividades antioxidantes dos PSs encontrados em outras
rodoficeas, como se pode verificar na tabela 4.

Tabela 4. Variedade das atividades antioxidantes de diversas rodoficeas.

‘ Alga vermelha | Atividade Antioxidante | Referéncia
Porphyra haitanesis DPPH; OH; QF; PL, O;~ ZHANG et al., 2003, 2009; ZHAO et al., 2006
Porphyra yezoensis PR; OH; O;~; QF LIU etal., 2008; ZHOU et al., 2008
Eucheuma spinosa OH; PL; O~ SOUZA et al., 2007
Eucheuma cotonni OH; PL; O~ SOUZA et al., 2007
Gigartina acicularis OH; PL; O, SOUZA et al., 2007

Gigartina pisillata OH; PL; O~ SOUZA et al., 2007
Hydropuntia caudata CAT; PR; OH; QF; Oy~ COSTA et al., 2008, 2010
Gracilaria birdiae CAT; DPPH; OH; QF SOUZA et al., 2012; OLIVEIRA, 2014
Gloiopeltis furcata DPPH; OH; O,~ SHAO etal.,, 2013
Gloiopeltis tenax DPPH LIM e RYU, 2009
Corallina officinallis PR; DPPH; O;~ YANG etal., 2011

(CAT) Capacidade Antioxidante Total; (DPPH) Sequestro de DPPH,;
(O2™) Sequestro de ions superdxido, (OH) Sequestro de radical hidroxila; (PL) peroxidacao lipidica;
(PR) Poder Redutor; (QF) Quelagao Feérrica.

FONTE: adaptado de COSTA et al., 2014.

Fidelis e colaboradores (2014) publicaram um histérico sobre os estudos da
ultima década, avaliando as atividades antioxidantes de PS extraidos de rodoficeas,
que em geral apresentam o6tima atividade antioxidante nos testes mais comuns.
Apesar dos bons resultados, ainda ha um grande potencial a ser explorado nas

rodoficeas, inclusive as do litoral potiguar, que € rico em varias espécies.

1.5 Nanoparticulas (Nps)

Segundo Khodashenas e Ghorbani (2015), o pesquisador japonés Norio
Taniguchi, em 1974, foi o primeiro a introduzir o termo nanotecnologia. Através do
tempo, a aplicagcdo dessa ciéncia tornou-se comum em varios campos, tais como
Ciéncias dos materiais, Eletronica e Biotecnologia (DARROUDI et a/., 2012).
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Em nanotecnologia, uma particula é definida como um pequeno objeto que se
comporta como uma unidade inteira no que diz respeito ao seu transporte e
propriedades. Contudo, ndo ha acordo que defina exatamente o tamanho de uma
nanoparticula. Alguns autores afirmam que nanoparticulas (Nps) séo aquelas cujo
tamanho varia de 1 a 100 nm (AHAMED et a/,, 2010); ja outros consideram que Nps
possuem tamanhos maiores —em alguns casos, particulas de 10 até 1000 nm (1 pum)
(MOHANRAJ e CHEN, 2006). As nanoparticulas possuem propriedades (fisicas,
quimicas, oticas e bioldgicas) que sao fortemente influenciadas pelo seu tamanho,
morfologia e estrutura (WEI et al, 2015). Essas propriedades sdo diferentes até de
outros nanomateriais, o0 que gera nos campos da nanociéncia e da nanotecnologia
um grande interesse em sintetizar Nps com diferentes tamanhos e formatos, visando

a busca de novas aplicagoes (AZIZI et al., 2013).

1.5.1 Nanoparticulas de prata (NpsAg): uma visao geral

Dentre os varios tipos de Nps, existe um grande numero de trabalhos
referentes a Nps metalicas. Elas podem ser usadas como superficie conveniente
para a montagem de moléculas e podem ser compostas de materiais inorganicos ou
misturas de matérias inorganicos e organicos (SALATA, 2004). Os metais mais
usados sao ferro, ouro e prata. Porém, outros metais também podem ser usados na
sintese de Nps metalicas, como titanio e platina (SALATA, 2004).

Sobre nanoparticulas de prata (NpsAg), pode-se dizer que elas sao formadas
a partir da reducao de prata na presenca de um composto redutor, que pode ser de
origem orgénica ou ndo (WEI et a/, 2015). NpsAg tem atraido atencdo em vista de
sua boa condutividade, sua estabilidade quimica, seu uso como catalisador
(HUSSAIN e PAL, 2008) e qualidades unicas, elétricas e oticas (LUE, 2001; RAI et
al, 2009). Além disso, possuem aplicacbes em varias industrias, incluindo as
ciéncias médicas (agentes contra o HIV) e industrias de alimentos (agentes
antibacterianos aplicados na embalagem de comidas) (AHMAD et al., 2003).

Porém, assim como ocorre com outras Nps, as propriedades fisicas, quimicas
e elétricas irdo mudar dependendo de seu tamanho. Por isso, algumas
caracteristicas, tais como temperatura de fusdo, comportamento magnético,
potencial redox e cor podem ser controladas ao mudar seu tamanho e seus formatos
(GURUNATHAN et al., 2009).
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Em vista disso, varios grupos de pesquisa estdo sintetizando e testando
diferentes NpsAg para utilizagdo no campo biomédico (RYCENGA et al., 2011). Ha
também estudos mostrando que os efeitos bioldégicos das NpsAg dependem das
diferentes cargas de superficie de seus revestimentos, as quais podem afetar a
interagdo das NpsAg com os sistemas vivos (POWERS et al,, 2011).

Além desses fatores, também pode ocorrer aglomeracao de NpsAg apos a
sua sintese, um fendmeno que acontece com a maioria das Nps fabricadas. Por
exemplo, a aglomeracdo de NpsAg ocorreu no citoplasma e no nucleo de células
tratadas de hepatoma humano (HepGg2), induzindo estresse oxidativo intracelular
(KIM et al., 2009).

A oxidacao da superficie das NpsAg é outro fenébmeno que deve ser levado
em consideragdo. Este evento resulta na dissolu¢cdo das NpsAg e na liberacdo da
prata sob a forma idnica, que pode entdo exercer sua atividade. Ja a taxa dessa
dissolucdo é afetada pelo meio circundante e depende do tamanho, das

propriedades quimicas e propriedades de superficie das Nps (MISRA et al., 2012).

1.5.2 Sintese de nanoparticulas de prata (NpsAg)

Na literatura ha a descrigao de varios métodos para sintetizar nanoparticulas
de prata; contudo, na maioria dos casos, esses métodos sao onerosos e prejudiciais
ao meio ambiente, sendo responsaveis por gerar alguns compostos quimicos e
toxicos que podem causar efeitos adversos em aplicagdes finais (ASMATHUNISHA
e KATHIRESAN, 2013). Por isso, ha uma necessidade crescente de desenvolver a
sintese “verde”, um processo que produz nanoparticulas ambientalmente benignas.

Em razdo disso, novos métodos vém sendo propostos e utilizados para a
sintese de nanoparticulas; por exemplo, pesquisadores tém utilizado extratos
biolégicos para reduzir ions de prata, por meio de protocolos simples, e assim
produzir nanoparticulas desse metal. (ASMATHUNISHA e KATHIRESAN, 2013).
Nesse tipo de sintese, a agua € usada como solvente, substituindo solventes
organicos toxicos, e compostos bioldgicos sdo empregados como agentes redutores
e estabilizadores para sintese de Nps metalicas (PARK et al., 2011).

Assim, a sintese de nanoparticulas de prata pode ser acionada por varios
compostos tais como terpendides, compostos fendlicos, flavononas, aminas, amidas,

proteinas, pigmentos, alcaldides e outros agentes redutores presentes nos extratos
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de plantas e de células microbianas (CHANDRAN et a/., 2006; MOHANPURIA et al.,
2007; LEELA e VIVEKANANDAN, 2008; TRIPATHY et al., 2010; KUMAR, C. V. et
al, 2010). No entanto, o mecanismo exato da sintese de NpsAg por extratos
bioldgicos ainda precisa ser melhor compreendido.

1.5.3 Aplicagdes biomédicas de nanoparticulas

As Nps sintetizadas a partir de plantas, fungos e bactérias apresentam
diversas aplicacdes na area biomédica (SCHROFEL et a/, 2014; WEI et al., 2015).
Além dessas, Schrofel e colaboradores (2014) mencionaram outras aplicagbes de
Nps na remediagdo ambiental, na industria e em outras areas da nanotecnologia.

Em seu trabalho, Salata e colaboradores (2004) também listaram algumas das
aplicacdes de nanomateriais na biologia e na medicina: marcagado biologica
fluorescente; carreacdo de farmacos e de genes; biodeteccdo de patdgenos;
deteccao de proteinas; sondagem de estrutura de DNA; engenharia de tecidos;
destruicdo de tumores via aquecimento; separacdo e purificagdo de moléculas
biolégicas e de células; melhoramento de contraste de imagem de ressonancia
magnética e, por ultimo, estudos fagocinéticos.

Com relagéo as NpsAg, Wei e colaboradores (2015) mencionaram que ja é
bem documentada as funcbes dessas como agentes antibacterianos e antifingicos.
Por isso, esses autores optaram por descrever aplicacoes terapéuticas nas quais as
NpsAg podem ser empregadas, incluindo: (l) agentes antivirais; (ll)

fotossenbilizadores e/ou radiossenbilizadores; (I11) agentes anticancer.

1.5.4 Sintese de NpsAg a partir de algas marinhas e suas atividades bioldgicas

Ha poucos artigos descrevendo a sintese de NpsAg com algas
(ASMATHUNISHA e KATHIRESAN, 2013) e ndo ha um consenso no método a ser
utilizado. Sao encontrados na literatura diferentes processos de sintese que utilizam
extratos de algas como agentes redutores. Na maioria dos casos, utiliza-se o extrato
aquoso (GOVINDARAJU et al. 2009; VIVEK et al, 2011; ASMATHUNISHA e
KATHIRESAN, 2013). Em trabalhos mais recentes, observa-se a sintese de NpsAg
com PS isolados desses extratos, como as que foram feitas com os PSs isolados de
Turbinaria conoides (VIJAYAN et al., 2014).
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Também se encontra em menor numero trabalhos mostrando a sintese de
NpsAg com extratos apolares de algas, por exemplo, NpsAg sintetizadas com extrato
apolar de Ulva fasciata, obtido com acetato de etila (RAJESH et al., 2012).

As NpsAg feitas com extratos de algas sdo na maioria das vezes avaliadas
como agentes antifungicos e antibacterianos. Na tabela 5 mostra-se varios exemplos
de algas que foram utilizadas para a obtencdo de extratos usados na sintese de

NpsAg, bem como as principais atividades biolégicas atribuidas a estas Nps.

Tabela 5. Diametro e atividades bioldgicas de NpsAg sintetizadas a partir de algas marinhas.

Alga marinha Referéncias

Diametro das NpsAg

Atividades biol6gicas

Colpomenia sinuosa | 20 nm Atividade antibacteriana EL-RAFIE etal., 2013.
Gelidiella acerosa | 22 nm (média) Atividade antifingica VIVEK etal,2011.
Gracilaria edulis | 35 nm (média) Biossintese de NpsAg MURUGESAN et al., 2011.
Gracllaria corticata | 51,82 nm (média) Atividade antifingica KUMAR, P. etal., 2013b.
Jania rubens | 12 nm Atividade antibacteriana EL-RAFIE etal., 2013.
Padina pavonica | 10 a 72 nm Microbicida SAHAYARAJ etal, 2012.
Porphyra vietnamensis | 13 £ 3 nm Atividade antibacteriana VENKATPURWAR e POKHARKAR, 2011.
Prerocladiella capillacea | 7 nm Atividade antibacteriana EL-RAFIE etal., 2013.
Sargassum cinereum | 45 a 76 nm Atividade antibacteriana MOHANDASS etal, 2013.
Sargassum muticum | 5a 15 nm Biossintese de NpsAg AZIZl etal, 2013.
Sargassum wightii | 8 a 27 nm Atividade antibacteriana GOVINDARAJU et al., 2009.
Turbinaria conoides | 2a 17 nm Atividade antibiofilme VIJAYAN et al., 2014.
28a41nm Atividade antibacteriana RAJESH etal, 2012.

Ulva fasciata
7 nm Atividade antibacteriana EL-RAFIE etal., 2013.
Ulva flexousa | 15+ 1,5 nm Biossintese de NpsAg RAHIMI et al., 2014.
48,59 nm (média) Degradacao fotocatalitica KUMAR, P. et al., 2013a.

Ulva lactuca
10a 30 nm Atividade antibacteriana BHARATHI RAJA et al, 2012.
Urospora sp. | 20 a 30 nm Atividade antibacteriana SURIYA et al., 2012.

FONTE: adaptado de ASMATHUNISHA e KATHIRESAN, 2013; EL-RAFIE etal., 2013; SINGH et al., 2015.

Como observado na tabela 5, a grande maioria dos trabalhos descreve
apenas a atividade antibacteriana para as NpsAg feitas com extratos de algas. Nao
se encontrou trabalhos que avaliassem outras atividades para essas nanoparticulas;
fato que nao se justifica, ja que extratos e PS de algas vem sendo descritos como
possuidores de diferentes atividades bioldgicas tais como antioxidante, antitumoral e
anticoagulante (COSTA, L. S. et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O intuito deste trabalho foi extrair da alga Gracilaria birdiae polissacarideos
sulfatados (PSs) e com eles sintetizar nanoparticulas de prata (NpsAg) pelo método
“verde”, a fim de potencializar a atividade quelante de ferro desses polissacarideos

sulfatados.

2.2 Objetivos especificos

* Extrair PSs de G. birdiae utilizando uma metodologia ja estabelecida;

» Testar a Capacidade Antioxidante Total do extrato rico em PSs;

» Sintetizar nanoparticulas de prata com os PSs obtidos na etapa anterior;

* Confirmar a presenca de NpsAg / PSs e determinar o seu tamanho;

» Determinar o teor de proteinas e agucares presente nas NpsAg e nos PSs;

* Avaliar a capacidade quelante de ferro das nanoparticulas e dos PSs de G. birdiae.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Material biolégico

A alga Gracilaria birdiae (Figura 8) foi escolhida devido a sua facil
disponibilidade. Ela foi coletada na praia de Rio do Fogo (latitude 05° 16' 16,61” Sul,
longitude 35° 22' 54,29” Oeste) (Figura 9) e a levada para o Laboratério de
Biotecnologia de Polimeros Naturais, do Centro de Biociéncias da UFRN, onde foi
lavada para retirada das epifitas, crustaceos, inclusdes calcarias e outros detritos.
Apos a lavagem, a alga foi seca em estufa a 60 °C, triturada e armazenada para
depois ser utilizada no processo de extragcdo de polissacarideos. Na tabela 6

descreve-se a classificagdo taxondmica desta alga.

Figura 8. Alga vermelha Gracilaria birdiae. Figura 9. Local de coleta.

FONTE: https://goo.gl/FAjnBM FONTE: https://goo.gl/maps/r15ME
(acessado em 26/06/15). (acessado em 26/06/15).

Tabela 6. Classificagdo do material biolégico utilizado.

Classificagdo comum® Classificagéo segundo ADL et al. (2005, 2012)
Filo: Rodhophyta Supergrupo: Archaeplastida
Classe: Florideophyceae Primeira categoria: divisdo Rhodophyceae
Ordem: Gracilariales Segunda categoria: subdivisdo Florideophycidae
Familia: Gracilariaceae Terceira categoria: subdivisao Rhodymeniophycidae
Género: Gracilaria Género: Gracilaria
Espécie: Gracilaria birdiae Espécie: Gracilaria birdiae

* Esta classificagao € antiga e atualmente n&o é recomendada.
Contudo, ainda € muito encontrada em diversos trabalhos cientificos.
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3.2 Outros Materiais

3.2.1 Reagentes

« Acido ascorbico, ferrosina, albumina, D-galactose (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA);

+ Alcool etilico 96° (Sertanejo, Natal, RN, Brasil);

« Acido cloridrico, acido sulftrico, alcool metilico, fosfato de sédio monobasico,
fosfato de sédio dibasico, hidréxido de sodio (Diadma, SP, Brasil);

« Acido etilenodiminotetracético (EDTA) (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil);

* Metanol (Vetec, Sdo Paulo, SP, Brasil);

* Cloreto de ferro (Merk, Darmstadt, Alemanha);

* Cloreto de sédio (Dindmica Quimica Contemporanea, Diadema, SP, Brasil);

* Fenol, Molibdato de amonio, sulfato de cobre, sulfato de potassio e sulfato de sodio
(Reagen Quimibras S.A., Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

* Nitrato de prata (Casa Americana Ltda, Santa Cecilia, SP, Brasil);

+ Parafilm M® — PECHINEY Plastic Packaging, Inc. (Menasha, Wisconsin, EUA).

* Prozima® (Prozyn Biosolutions, Sdo Paulo, SP, Brasil);

» Reagente de Bradford® (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, EUA).

3.2.2 Equipamentos

* Agitador de tubos modelo AP 56 — PHOENIX Ltda. (Araraquara, SP, Brasil);

* Agitador magnético Q261-22 — QUIMIS Ltda. (Diadema, SP, Brasil);

* Analizador de potencial zeta — Zeta Plus - BROOKHAVEN (Holtsville, NY, EUA);

* Balanga de precisdo AY220 — MARTE/SHIMADZU (Santa Rita do Sapucai, MG, Brasil);

* Balanga analitica de precisao, banho maria TE-056 mag, bomba de vacuo TE-058
e dessacador de vidro — TECNAL (Piracicaba, SP, Brasil);

* Centrifuga refrigerada 5804 R — EPPENDORF NORH AMERICA (Nova lorque, EUA);

* Centrifuga Sorvall Legend XTR — THERMO SCIENTIFIC (Osterode am Harz, Alemanha);

* Destilador de agua tipo Pilsen SL-71/10 — SOLAB (Piracicaba, SP, Brasil);

* Espectrofotometro — FEMTO Ltda. (Sao Paulo, SP, Brasil);

« Estufa de cultura 002 CB, Estufa 515, Estufa 330/5 — FANEM (S&o Paulo, SP, Brasil);

* Filtro Para Seringa Puradisc 25 mm 0,20 ym PTFE — WHATMAN - GE Healthcare
(Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra);

* Leitor de microplacas Epoch — BIOTEK Instruments, Inc. (Winooski, VT, EUA);

« Liofilizador FreeZone 4.5 — LABCONCO (Kansas City, Missouri, EUA);

* Medidor de pH PHS 3B — PHTEK (Toquio, Japao);
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3.3 Métodos

3.3.1 Extracao de polissacarideos da alga Gracilaria birdiae

» 3.3.1.1 Coleta, limpeza e congelamento

As algas foram cultivadas em Rio do Fogo (RN) e coletadas. Limpou-se a
biomassa para remocao de epifitas, crustaceos, inclusdes calcarias e outros detritos
através de enxague com agua corrente e catacdao manual. As algas foram

armazenadas a -20 °C até o seu uso.

» 3.3.1.2 Descongelamento, enxague da amostra e limpeza

As algas foram retiradas do freezer e colocadas numa bandeja para
descongelar em temperatura ambiente. Depois disso, foram enxaguadas outra vez

em agua corrente e limpas novamente.

» 3.3.1.3 Secagem em estufa, trituragéo e pesagem

As algas foram espalhadas em duas bandejas de ago, forradas previamente
com papel madeira, e foram colocadas na estufa, durante dois dias, a 60 °C. A
amostra seca foi retirada da estufa, triturada num liquidificador, guardada em um

béquer de dois litros, identificada e coberta com filme plastico.

» 3.3.1.4 Delipidagao, descarte de etanol e secagem

A biomassa triturada foi colocada em um béquer de plastico. O volume do
material correspondeu a 300 mL. Foi acrescentado 900 mL de alcool 96°, que levou
a uma proporc¢ao de 3:1, correspondente ao volume de alcool e ao volume ocupado
pelo pdé da alga. Por ultimo foram feitas trés trocas de alcool. A biomassa triturada
ficou em contato com o alcool por 24 h, a temperatura ambiente. A cada saturagéo
de alcool (observada visualmente), foram feitos o descarte e a reposicdo desse

reagente. Apos a terceira troca, o etanol foi descartado em garrafas de vidro.
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Cobriu-se uma bandeja de plastico com camadas de papel toalha e papel
madeira. A biomassa delipidada foi colocada nessa bandeja e coberta com filme
plastico, no qual foram feitas fileiras de cortes para que o alcool evaporasse mais
rapido. A biomassa foi seca sob a luz do sol, em temperatura ambiente. O alcool
evaporou e no final obteve-se um material despigmentado, apropriado para a

extracdo de polissacarideos.

» 3.3.1.5 Protedlise, peneiragao, descarte da amostra e centrifugagao

Depois de secar, a biomassa delipidada foi pesada e guardada na estante,
dentro de um béquer coberto com filme plastico. Logo apds, calculou-se a
quantidade de cloreto de sodio (NaCt 0,25 M) a ser colocado em solugao junto com a
amostra, ou seja, dois volumes de cloreto de sodio para cada volume de amostra.
Devido ao efeito geleificante da amostra algal, usou-se volume extra (x 200 mL) de
NaCt (0,25 M) para diminuir a viscosidade da solucao.

Retirou-se a amostra delipidada da estante e adicionou-se 250 mL de solugao
de NaCt (0,25 M). O pH da mistura foi ajustado para 8,0 com auxilio de uma solu¢ao
de NaOH (4 M). A seguir, adicionou-se a mistura uma solucdo de Prozima® (enzima
proteolitica), numa propor¢cdo de 15 mg para cada grama de amostra. O béquer
contendo o material ficou em banho maria a 60 °C, durante 19 horas (adaptado de
ROCHA et al., 2005). Apos esse periodo, o material foi filtrado para a retirada da
biomassa. Em seguida a solucéo foi centrifugada a 10.000 g, durante 10 minutos, em

temperatura ambiente. Os PSs estavam no sobrenadante.

» 3.3.1.6 Precipitacao de polissacarideos

Mediu-se em uma proveta o volume de sobrenadante (320 mL). Adicionou-se
metanol (640 mL) a dois volumes para um volume de amostra. A mistura foi
despejada em um Erlenmeyer. O Erlenmeyer foi identificado, tampado com filme
plastico, coberto com papel aluminio, colocado em um isopor e resfriado a 4 °C,
permanecendo em repouso durante um dia, aproximadamente. O erlenmeyer foi

retirado do isopor. A fase liquida foi descartada na pia.
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» 3.3.1.7 Centrifugacdo, dessecagem a vacuo, pesagem e armazenamento

A fase precipitada (corpo de fundo) foi agitada e centrifugada a 8000 g, durante 20
minutos, a 4° C. O sobrenadante foi descartado. O material precipitado foi colocado em um
tubo cbOnico e levado para secar sob pressdo atmosférica reduzida. Posteriormente, o
material foi triturado, pesado e armazenado, protegido contra a luz.

3.3.2 Sintese de Nanoparticulas de prata

Uma solugéao de PSs (40 mL, 10 mg/mL) foi misturada com outra solu¢do de nitrato
de prata (360 mL, 1 mM), em uma proporcao de 1:9. A mistura de solugdes foi mantida sob
agitacao, durante 24 horas, dentro de um Erlenmeyer coberto com papel aluminio (adaptado
de DIPANKAR e MURUGAN, 2012). Em seguida, a mistura foi centrifugada a 10.000 g
durante 30 minutos. O material foi liofilizado e guardado em microtubos de centrifuga para
uso posterior.

» 3.3.2.1 Deteccgado e medi¢do das NpsAg por dispersao de luz dinamica (DLS)

Medicoes de dispersao de luz dindmica foram realizadas a 25 °C, no equipamento
Zeta potential analyzer - BrookHaven, para a determinacdo do tamanho das Nps. A
suspensao de Nps (0,25 mg/mL) foi filtrada (com filtro de 0,2 um) e esta foi avaliada (total de
10 medidas) no equipamento. O valor do diametro das Nps foi expresso em média (+ desvio

padrao).
3.3.3 Atividade antioxidante de polissacarideos e nanoparticulas

» 3.3.3.1 Capacidade antioxidante total (CAT) dos PSs

O principio deste ensaio se baseia na reducdo de Molibdénio (Mo*®) para Molibdénio
(Mo*%), através da acdo da amostra aplicada, e a subsequente formagdo de um complexo
esverdeado de Fosfato/Mo*®> em pH acido (PRIETO et al., 1999; KUMARAN e
KARUNAKARAN, 2007). O padrao usado para atividade antioxidante foi o acido ascorbico
(vitamina C). A amostra foi adicionada a uma solugéo reagente (4 mM de molibdato de
amonia + 0,6 M de acido sulfurico + 28 mM de fosfato de sédio). A solugéo foi mantida a 100
°C durante 90 minutos; depois resfriou a temperatura ambiente, por 30 minutos. A
absorbancia de cada solucdo foi medida a 695 nm contra um ‘branco” (agua destilada +
solugao reagente). A capacidade antioxidante total foi expressa em equivalentes de acido

ascorbico (miligramas de vitamina C / gramas de amostra).

Medeiros, C. G. Trabalho de Conclusdo de Curso



Materiais e métodos 40

» 3.3.3.2 Quelagao de ions de ferro

A capacidade quelante de ferro do extrato dos PSs de G. birdiae e das
nanoparticulas foi investigada utilizando o método descrito por DECKER e WELCH
(1990) e modificado posteriormente por WANG ef al/ (2008). A amostra foi
adicionada em diferentes concentracées (0,1 até 2 mg/mL) a uma mistura de
reagentes que continha FeCf: (0.05 mL, 2 mM) e ferrozina (0,2 mL, 5 mM). Essa
mistura foi agitada e incubada durante 10 minutos, a temperatura ambiente. A
absorbancia da mistura foi medida a 562 nm contra um branco (agua destilada). O

EDTA foi utilizado como controle positivo.

3.3.4 Caracterizagao quimica de polissacarideos e nanoparticulas

» 3.3.4.1 Dosagem de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas foi determinada utilizando o reagente de
Bradford®, de acordo com o método mencionado por BRADFORD (1976) e por
MELO et al. (2013). Um total de 10 pL da solucdo de amostra (10 mg/mL) foi
aplicada em triplicata, em uma microplaca de 96 poc¢os. Acrescentou-se a amostra
200 pL de reagente de Bradford® em um volume pré-determinado. Apds 10 minutos,
a temperatura ambiente, a microplaca com amostra e reagente foi lida em
espectrofotdmetro a 595 nm. Uma curva de albumina, variando de 0 a 50 pg, foi

utilizada como padrao.

» 3.3.4.2 Dosagem de agUcares totais

Os acgucares totais foram determinados através da metodologia descrita por
DUBOIS et al (1956), empregando o uso de fenol/acido sulfurico e utilizando D-
galactose como padrao. O teor de agucares existente em cada extragao foi calculado

com base em valores expressos em leitura por espectrofotometria a 490 nm.
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencao de PSs de Gracilaria birdiae

O primeiro passo para a extracdo dos PS foi a delipidagdo da alga. Neste,
utilizou-se 86,4 g de alga. Durante esse processo, foram realizadas trés trocas de
etanol. Depois de seca e pesada, a amostra apresentou um ganho de massa de
3,93% apos a secagem. Em seguida, depois das etapas de proteolise, centrifugacao
e dessecagem a vacuo, obteve-se 1,16 g de um extrato rico em polissacarideos

sulfatados (PSs), corresponde a 1,3% do peso seco da alga delipidada (89,8 g).

4.2 Avaliagdo da capacidade antioxidante total (CAT) de PSs

Os PSs foram avaliados em relagéo a sua capacidade antioxidante total, com
intuito de determinar o seu potencial para a formagdo de NpsAg. Os resultados
mostraram que 1 g de extrato delipidado, proteolisado e seco apresentou em média

uma CAT equivalente a 45,83 £ 0,03 mg de acido ascorbico.

4.3 Sintese de nanoparticulas de prata (NpsAg) a partir de PSs

Os PSs foram usados para produzir nanoparticulas de prata a partir de nitrato
de prata, sob agitacdo, como descrito anteriormente em métodos. A partir de 400 mg
de amostra em solucao foram obtidos 17 mg de Nps liofilizadas, correspondendo a
um rendimento de 4,25%. Estas nanoparticulas, apds filtragao, tiveram seu diametro

analisado, como ja foi descrito, e o resultado obtido foi em média 117,64 + 4,31 nm.

4.4 Dosagem de acglcares totais presentes em PSs e em NpsAg

A suspensdo com NpsAg e a solugao com PSs foram submetidas a dosagens
de acgucares para confirmar a presenca de polissacarideos. ldentificou-se que a
suspensao com NpsAg € constituida por 55,7% de polissacarideos. Na solugdo com

PSs, verificou-se um teor de 46,9% de agucares totais (Figura 10.)
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Figura 10. Teor de polissacarideos das amostras.
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4.5 Dosagem de proteinas totais presentes em PSs e em NpsAg

O teor proteico das amostras também foi determinado. Observou-se que tanto
na solugdo com PSs quanto na suspensao com NpsAg nao se identificou a presenca
de proteinas nas condigbes testadas. Ou seja, as amostras estavam livres da
contaminagao por proteinas.

4.6 Avaliagao da capacidade quelante de ions de ferro

Na figura 11 mostra-se os dados das anadlises de quelagdo férrica com as
amostras. A solucdo com PSs e a suspensdo com NpsAg apresentaram atividade
quelante de ferro. Nos dois casos, pode-se verificar que as amostras tiveram um
aumento expressivo de suas atividades quando se compara as concentracoes de 0,1
e 0,5 mg/mL. Este aumento de atividade nao foi observado nas demais
concentragdes, o que indica um platonizagdo da atividade quelante das amostras.
Percebe-se que, com excegdo da concentracdo 0,1 mg/mL, a atividade da
suspensao com nanoparticulas, nas demais concentragdes, foi maior do que a da
solugdo com extrato rico em PSs. A atividade maxima (75%) foi obtida na
concentragao de 1,5 mg/mL da suspensao com Nps.

Figura 11. Atividade quelante de ferro das amostras.
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5. DISCUSSAO

A alga Gracilaria birdiae é cultivada no Brasil para alimentagdo humana e
extracdo de hidrocoldides. Estas algas sintetizam moléculas com potencial
farmacolégico e bioldégico, como os polissacarideos sulfatados, por exemplo.

Sabe-se que compostos sob a forma de nanoparticulas podem ter suas
atividades potencializadas. Porém, em relagcédo a alga G. birdiae, nunca se avaliou a
potencializagdo da atividade antioxidante de seus polissacarideos sulfatados (PSs)
sob a forma de nanoparticulas de prata (NpsAg). Para testar tal potencializacao,
produziu-se neste trabalho nanoparticulas de prata, a partir dos polissacarideos
dessa alga, e avaliou-se 0 seu potencial como agente quelante de ferro.

Observou-se que apos a delipidagao da alga, houve um aumento da massa da
amostra. Acredita-se que este aumento ocorreu devido a amostra ter a capacidade
de absorver agua atmosférica. Vale salientar que, durante a realizagdo desta etapa,
as condigdes climaticas eram favoraveis para uma alta umidade atmosférica. Nao foi
possivel verificar se isso também ocorreu com outras algas, pois os trabalhos
consultados nao apresentaram este dado.

E comum as rodoficeas marinhas apresentarem capacidade antioxidante.
Entretanto, sdo poucos os relatos sobre rodoficeas cuja CAT foi avaliada, sendo
mais comum encontrar tal informag¢do em trabalhos com algas verdes e marrons. No
total, foram encontrados dois relatos sobre a CAT de rodoficeas: um sobre a
Gracilaria (Hydropuntia) caudata (COSTA, L. S. et al, 2010) e outro sobre a
Gracilaria birdiae (FIDELIS et al., 2014). A escassez de dados torna necessaria a
realizagao de estudos futuros sobre a atividade antioxidante de rodoficeas.

Sabe-se que, para produzir nanoparticulas de prata, € importante que o
composto utilizado na sintese tenha capacidade de doar elétrons e reduzir a prata.
Uma forma de avaliar esta capacidade € através do teste de capacidade antioxidante
total (CAT). Os dados indicaram que os PSs foram capazes de reduzir a prata e
formar nanoparticulas, pois 1 g de amostra apresentou em média uma CAT
equivalente a 45,83 mg de acido ascorbico.

Este valor se assemelha ao descrito por Fidelis e colaboradores (2014). Este
grupo obteve de G. birdiae um extrato rico em PSs, utilizando a mesma metodologia
empregada neste trabalho. O grupo encontrou uma média de CAT equivalente a 40

mg de acido ascérbico, indicando que nosso resultado corresponde as expectativas.
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Diante do resultado da CAT, o extrato com PSs foi utilizado para a sintese de
NpsAg. A leitura por dispersao de luz dindmica indicou que foi possivel sintetizar
nanoparticulas de prata com o extrato testado. As nanoparticulas apresentaram um
tamanho alto em comparagao aquelas sintetizadas com extratos de outras algas.

As nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do extrato rico em
polissacarideos de Sargassum muticum apresentaram tamanhos de 5 a 15 nm
(AZIZI et al., 2013); as de Ulva lactuca, um tamanho de 48,6 nm (KUMAR, P. et a/,
2013a); as de Sargassum cinereum, tamanhos de 45 a 76 nm (MOHANDASS et a/.,
2013). Estes diferentes tamanhos ndo parecem estar relacionados com o género das
algas, pois as Nps sintetizadas com as algas do género Sargassum apresentaram
tamanhos diferentes. E provavel que as moléculas presentes nos extratos das algas
tenham uma grande importancia para delinear o tamanho das Nps.

Outro fator importante que pode influenciar o tamanho das nanoparticulas é a
velocidade de agitagcdo empregada durante a sua sintese. Quando a velocidade é
muito rapida, ocorre a formacao de nanoparticulas pequenas, como aquelas obtidas
de S. muticum (AZIZI et al., 2013). Quando a velocidade € mais lenta, como no
Nosso caso, leva a formagao de particulas maiores.

As proteinas sao contaminantes dificeis de retirar de extratos ricos em
polissacarideos algaceos. Fidelis e colaboradores (2014), utilizando extragédo aquosa
com auxilio de ultrassom, obtiveram um extrato rico em PSs de G. birdiae com 3% de
contaminantes proteicos — um resultado acima do nosso. Talvez a auséncia de
proteinas em nosso extrato tenha ocorrido por causa da protedlise enzimatica, a qual
pode ter destruido as proteinas presentes em nossa amostra.

Em relacdo ao teor de agucares, observa-se que foi maior na suspensao com
NpsAg do que na solugdo com PSs. Acredita-se que isso ocorra devido a uma maior
afinidade da prata com os PS do que com os demais componentes do extrato.

Os PS de G. birdiae sao sulfatados; portanto, além do grupo OH, também
possuem grupos sulfatos capazes de reduzir e se ligarem a prata. Corrobora com
essa hipotese os dados obtidos por Venkatpurwar e Pokharkar (2011), os quais
sintetizaram a partir da alga Porphyra vietnamensis nanoparticulas de prata com
extratos ricos em PSs. Quando analisaram as nanoparticulas por espectroscopia de
infravermelho, observaram que os sinais (picos) de sulfato livre existente no extrato
sumiram apoés a formacao de nanoparticulas. Isso indica que o sulfato ao mesmo

tempo reduziu e ligou-se a prata.
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Quando o extrato de G. birdiae foi transformado em nanoparticulas, isso
aumentou a sua atividade quelante de ferro. Nas concentracdes de 0,5 e de 1
mg/mL, a atividade quelante, em geral, subiu de = 60% (no caso do PSs) para= 70%
(no caso das nanoparticulas) — um aumento de 10%. Este aumento poderia ser
explicado devido ao maior teor de PS na suspensao com nanoparticulas.

Contudo, este aumento no teor de polissacarideos so foi de 8,8%. Quem seria
o responsavel pelo restante da atividade quelante? Uma explicag&o plausivel seria a
mudanga da conformacéo dos polissacarideos quando estes se ligam a prata. Esta
mudanga os deixaria mais ativos como agentes quelantes de ferro. Estudos futuros

confirmarao esta hipoétese.
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6. CONCLUSOES

e Foi obtido um extrato rico em PSs da alga Gracilaria birdiae que apresentou
capacidade antioxidante total;

e Foi possivel sintetizar NpsAg com os PSs de Gracilaria birdiae, livres de
contaminacao proteica, com alto teor de acucares totais e tamanho médio em

tornode 117,6 nm;

e O extrato rico em polissacarideos da alga Gracilaria birdiae apresentou potente
atividade quelante de ferro;

e Esta atividade foi otimizada quando esse extrato estava na forma de
nanoparticulas de prata.
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