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RESUMO

Os polissacarideos sulfatados (PS) s&o macromoléculas complexas que apresentam uma
estrutura rica em polianions. Em algas, estes PS sdo comumente encontrados em sua matriz
extracelular, onde sua estrutura varia entre as diferentes espécies de alga, tanto no tipo de
acucar, quanto na posicdo da ligacdo glicosidica e sitio de sulfatacdo, sendo estes fatores
importantes para a determinagdo de suas funcfes biologicas. Nos ultimos anos, os PS tém
chamado atencdo uma vez que estdo envolvidos em varios processos celulares, podendo
apresentar potencial bioldgico, desempenhando papéis como antitrombdtico, antioxidante,
antiviral, anticoagulante. Uma das maiores fontes de PS naturais sdo algas marinhas e por essa
razdo sdo utilizados em bioprospeccdo. Todavia, as algas do género Gracilaria ndo possuem
estudos aprofundados com relacdo a estrutura quimica dos PS “versus” suas atividades
bioldgicas. Por essa razdo o objetivo deste trabalho foi descrever a atividade antioxidante dos
PS extraidos de diferentes espécies do género Gracilaria que tenham a sua estrutura quimica
integralmente elucidada. Buscas foram realizadas nas plataformas PubMed, Scielo, Science
Direct, utilizando os seguintes descritores: Gracilaria, sulfated polysaccharide, structure,
specie, macrolagae no campo de busca das referidas plataformas, onde o descritor “specie” foi
substituido individualmente pelas diversas espécies encontradas no género Gracilaria. Na
busca feita nas 03 plataformas foram aceitos somente artigos disponiveis e nao foram
selecionados filtros temporais. Foram encontradas 44 (100%) espécies do género Gracilaria,
dentre essas em 28 (63,63%) espécies ndo foram encontrados quaisquer artigos utilizando os
descritores, restando apenas 16 (36,36%) espécies de algas com artigos encontrados. Neste
grupo, foram aplicados critérios de exclusdo que foram referéncias duplicadas encontradas em
bases de dados distintas, artigos que apds serem lidos ndo apresentaram informacdes
necessarias para o estudo ou estavam fora do contexto apresentando, bem como outras
informacBes que ndo seriam objeto direto deste trabalho, com isso, apenas 3 (9,09%) espécies
de algas foram selecionadas; G. birdiae, G. caudata, G. gracilis, e G. intermedia. Nestas 03
espécies foram encontradas suas respectivas nomenclatura da estrutura quimica, onde
apresentaram os tipos de ligagdes mais comuns sendo, B-D-galactopiranose, a 3,6-anidro-a-L-
galactopiranose e a alL-galactopiranose-6 sulfato. As principais técnicas utilizadas pelos autores
para definicdo dessas estruturas quimicas foram espectroscopia de infravermelho e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. A atividade biolégica encontrada foi a
antioxidante. Na primeira, ndo relatos detalhando o mecanismos de ac&o. Por outro lado, para
acao antioxidante os mecanismos de acdo indicados envolvem a capacidade de quelante de ferro
(Fe?*) e eliminacéo do radical hidroxila por doagdo de hidrogénio, os quais previnem dano
celular. Inicialmente, foi notdrio o baixo namero de artigos apresentando elucidacdo completa
da estrutura quimica desses PS e suas respectivas potencialidades bioldgicas. Os dados
estruturais encontrados sdo convincentes. Todavia, ha outras atividades biologicas possiveis de
serem testadas, o qual ocorreu em muitos trabalhos, porém sem o engajamento quimico-
estrutural devidamente alinhado.

Palavras-chave: Gracilaria, polissacarideos sulfatados, estrutura quimica, espécie, macroalga
marinha.



ABSTRACT

Sulfated polysaccharides (PS) are complex macromolecules that exhibit a polyanion-
rich structure. In algae, these PS are commonly found in their extracellular matrix, where their
structure varies between different algal species, both in the type of sugar, the position of the
glycosidic bond, and the sulfation site, all of which are important factors in determining their
biological functions. In recent years, PS have drawn attention because they are involved in
various cellular processes, and may have biological potential, playing roles as antithrombotic,
antioxidant, antiviral, and anticoagulant. One of the major sources of natural PS are seaweeds
and for this reason they are used in bioprospecting. However, the algae of the genus Gracilaria
do not have in-depth studies regarding the chemical structure of PS "versus" their biological
activities. For this reason, the aim of this work was to describe the antioxidant activity of PS
extracted from different species of the genus Gracilaria that have their chemical structure fully
elucidated. Searches were performed in PubMed, Scielo and Science Direct platforms, using
the following descriptors: Gracilaria, sulfated polysaccharide, structure, specie, macrolagae in
the search field of those platforms, where the descriptor "specie™ was individually replaced by
the several species found in the genus Gracilaria. In the search on the 03 platforms, only
available articles were accepted and no time filters were selected. Forty-four (100%) species of
the genus Gracilaria were found, among these, in 28 (63.63%) species no articles were found
using the descriptors, leaving only 16 (36.36%) species of algae with articles found. In this
group, exclusion criteria were applied, such as duplicate references found in different databases,
articles that after being read did not present the necessary information for the study or were out
of context, as well as other information that would not be the direct object of this work. Thus,
only 3 (9.09%) species were selected; G. birdiae, G. caudata, G. gracilis, and G. intermedia. In
these 03 species their respective chemical structure nomenclature was found, where they
presented the most common bond types being, B-D-galactopyranose, the 3,6-anhydro-o-L-
galactopyranose, and the ol-galactopyranose-6 sulfate. The main techniques used by the
authors to define these chemical structures were infrared spectroscopy and nuclear magnetic
resonance spectroscopy. The biological activity found was antioxidant. For the former, there
were no reports detailing the mechanism of action. On the other hand, for the antioxidant action,
the mechanisms of action indicated involve the capacity of chelating iron (Fe2+) and
elimination of the hydroxyl radical by hydrogen donation, which prevent cellular damage.
Initially, it was notable the low number of articles presenting a complete elucidation of the
chemical structure of these PS and their respective biological potentialities. The structural data
found are convincing. However, there are other possible biological activities to be tested, which
occurred in many papers, but without the chemical-structural engagement properly aligned.
Keywords: Gracilaria, sulfated polysaccharides, chemical structure, species, marine
macroalgae.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Algas Marinhas
1.1.1. Caracteristicas gerais das algas vermelhas

Consideradas como um grupo de seres aquaticos autotréficos fotossintetizantes, as algas
marinhas podem ser encontradas em diversos ambientes marinhos e continentais, exercendo a
funcéo de protecdo para outros organismos, como invertebrados e peixes. Sua classificagdo é
bem diversificada, porém na maioria das vezes, as algas sdo classificadas com base na coloracao
resultante da combinacdo dos pigmentos presentes em seus plastos (clorofilas e pigmentos
acessorios, como carotendides, ficobilinas e xantofilas que mascaram a cor verde das
clorofilas), e nas caracteristicas morfoldgicas e anatdbmicas (VIDOTTI e ROLLEMBER, 2004).

Desta forma, com base no pigmento sdo classificadas em sete filos: Phaeophyta
(marrons/pardas), Clorophyta (verdes) e Rodophyta (vermelhas), (Figura 1).

Alguns autores consideram também a classificacdo em Cianophyta, ou algas azuis
(cianobactérias), que representam o0s organismos procariontes cujas células ndo possuem nucleo
definido, mitocéndria e os tilacoides ficam dispersos no citoplasma. Os pigmentos que ditam a
sua cor azul-esverdeadas sdo ficocianina e aloficocianina (RAVEN, EVERT e EICHHORN,
2007).

Figura 1. Representantes dos filos: A) Rhodophyta (algas vermelhas) - Ochtodes secundiramea (foto: E.O.V.
Martins); B) Phaeophyta (algas pardas/marrons)- Dictyota ciliolata (foto: Sandra Magalhdes); C) Clorophyta

Fonte: www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br. Acesso em: 30/06/2022.
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Apesar de possuirem algumas caracteristicas ecologicas em comum, sdo encontradas
nas algas caracteristicas morfoldgicas, estruturais e metabdlicas bastante variadas (OLIVEIRA,
2014). Onde, as algas vermelhas apresentam uma grande diversidade de espécies: entre 4.000
e 6.000 e vérias destas estdo distribuidas na costa atlantica brasileira devido a sua preferéncia
por aguas de temperatura quente (COSTA, 2020).

De modo geral, em sua maioria sdo macroalgas, variando de poucos centimetros até
cerca de um metro de comprimento, com formas cilindricas compridas ou foliaceas. Essas algas
ndo necessariamente precisam ser vermelhas, podendo se apresentar com tonalidades
acastanhadas ou mesmo roxas (TEIXEIRA, 2012; RAVEN; EVERT e EICHHORN, 2014).

O pigmento ficoeritrina é responsavel pela coloragdo avermelhada destes organismos
mascarando a cor verde da clorofila tipo a. Em pequenas quantidades também sdo encontrados
0s pigmentos ficocianina e aloficocianina. As algas vermelhas possuem clorofila tipo d, bem
como diversos carotenoides e armazenam no citoplasma o amido como a principal substancia
de reserva (VIDOTTI e ROLLEMBER, 2004; RAVEN et al., 2007).

1.1.2. Macroalgas Marinhas

As macroalgas apresentam um grande nimero de espécies. Elas formam a base da cadeia
alimentar e servem como fonte de nutrientes para uma grande variedade de organismos
aquaticos. As macroalgas servem também de abrigo, de bercario e de reflgio para varias
espécies de invertebrados e pequenos vertebrados. A importancia das macroalgas em
ecossistemas naturais aumenta com a crescente eutrofizagdo da biosfera, pois elas garantem
oxigénio para a manutencdo da vida em praticamente todos os ecossistemas do planeta terra
(MARIANO-SORIANO, CARNEIRO e SORIANO, 2008).

Devido a esta importancia econdmica, o cultivo de algas favorece o desenvolvimento
socioecondémico local e tem como vantagem o uso de tecnologias relativamente simples,
requerendo baixo capital de investimento inicial. Além disso, as culturas podem ser colhidas
em pouco tempo, 0 que representa um retorno rapido para o investimento (FERDOUSE et al.,
2018).

Diante disso, as macroalgas marinha se destacam, pois tém desempenhado um papel
importante nas comunidades costeiras durante seculos devido as suas diversas aplicabilidades
(PORSE e RUDOLPH, 2017).

Elas sdo coletadas nas praias de varias regibes do mundo para usos tradicionais

(FERREIRA, et al., 2020). As algas s&o usadas em uma infinidade de aplicagdes devido a
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expansdo global das industrias baseadas em hidrocol6ides, cosméticos e suplementos
alimentares (FORSTER et al., 2015; FAO, 2017).

A maior parte da producéo de algas no mundo utilizadas com a finalidade de extracao
de hidrocoloides (alginatos, agar e carragenanas) utilizados como aditivos alimentares. Os
principais hidrocoldides de interesse comercial sdo o agar, a carragenana, sendo que ambos séo
encontrados em algas vermelhas, e o alginato, nas algas pardas (BRAVIN e YONESHIGUE,
2002). Dentre os hidrocoloides, o agar € um dos mais utilizados por ser um polimero com a
caracteristica de formar géis a temperatura ambiente, o que é extremamente importante para o
processamento industrial (PORSE, 2017).

Desta forma, as macroalgas apresentam os homopolissacarideos de galactose sulfatados,
conhecidas também como carragenanas e agaranas, que se trata de polimeros capazes de formar
fortes géis a baixas concentracfes em solucdes aquosas. O comportamento dessas redes
tridimensionais € baseado na autoassociacdo da estrutura primaria regular desses
polissacarideos. Essa caracteristica promove a formacdo de grandes agregados, que se
dissociam em maiores temperaturas e/ou em presenca de agentes quelantes e/ou sais. Ainda,
esses polimeros podem apresentar substituicdes de seus grupos hidroxila por grupamentos
metil, piruvato, ésteres de sulfato ou por monossacarideos adicionais (USOV, 1998). Com isso,
é possivel encontrar uma significativa variedade estrutural dessas moléculas no interior dos
diferentes tipos de algas.

Além do tipo de enantibmero encontrado, o padréo de sulfatacdo € de suma importancia
na distincdo destas moléculas, visto gque tanto a quantidade quanto a posi¢do dos sulfatos
apresentam relacdo direta com a atividade bioldgica dos PS (FARIAS et al., 2008).

As algas marinhas se apresentam com uma grande variedade de aplicacdes, sendo o seu
uso principal na alimentacdo humana. Paises como Japdo e a China sdo 0s que mais utilizam
algas como alimento (FLORENCIO et al., 2012). Dentre outros motivos, isso se deve ao fato
das mesmas, fornecerem fibras, minerais e vitaminas. No entanto, hd mais de 20 anos as
macroalgas eram exploradas de forma indiscriminada nos bancos naturais, mas devido a
modificagdes no ramo de exploracdo e utilizagdo de macroalgas, na atualidade, houve um
esforgo significativo no desenvolvimento de técnicas de cultivo em larga escala (CARDOZO
et al., 2007).
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1.1.3.0 género Gracilaria

O género Gracilaria possui grande importancia econémica, principalmente no que se diz
respeito na extracdo de agar (PLASTINO et al., 2004). Presente em larga escala na costa
nordestina do Brasil, as espécies de algas do género Gracilaria sdo devastadas devido a
urbanizacdo, resultando mesmo que de forma indireta na deplecdo de seus leitos através das
praticas ndo ecologicas. Comunidades pesqueiras executam o cultivo de algas desse género
tanto para a producdo de agar quanto para proteger da devastacdo do seu ambiente (BEZERRA
e MARINHO-SORIANO, 2010).

Diante disso, o &gar extraido dessas espécies € o ficocoldide mais valioso do mercado
mundial, compde-se em duas diferentes substancias, as quais sdo a agarose e a agaropectina.
Em relagdo a agarose, esse € um polissacarideo neutro com uma estrutura linear de unidades de
agarobiose dissacarideo, que consiste em D-galactose e 3,6-L-galactose. J& a agaropectina é um
acido polissacaridico contendo éster de sulfato, acido piravico, acido D-glucurénico e
agarobiose (MARINHO-SORIANO e BOURRET, 2005).

Pesquisadores ja demonstraram que a Gracilaria, dentre os varios outros géneros de
algas, ¢ um dos mais promissores devido a sua importante capacidade de produzir galactanas
sulfatadas em grande quantidade (CARVALHO, 2006).

A G. birdiae ¢é encontrada desde o litoral cearense até o Espirito Santo (PLASTINO;
OLIVEIRA, 2002), sendo cultivada por técnicas simples em comunidades costeiras,
principalmente no Nordeste do Brasil (REBOURS et al., 2014). No litoral do estado do Rio
Grande do Norte é intensamente cultivada, com destaque para a comunidade pesqueira
localizada na praia do Rio do Fogo, municipio de Rio do Fogo — RN (Figura 2). A Associa¢do
das Maricultoras de Rio do Fogo (AMAR), constituida por mulheres da comunidade local,
cultivam esta alga e a utilizam como uma das principais fontes de renda. A populagéo de Rio
do Fogo também utiliza esta espécie como alimento, em prepara¢Ges como sopas, pudins e
gelatinas (OLIVEIRA, 2014).
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Figura 2. Alga marinha vermelha Gracilaria birdiae em zona de cultivo.

Fonte: PLASTINO, E.M. & Oliveira, E.C. Gracilaria birdiae (Gracilariales, Rhodophyta), a new species from
the tropical South American Atlantic with a terete frond and deep spermatancial conceptacles. Phycologia, v.41,
p.389-396, 2002.

A coleta da alga marinha G. birdiae vem sendo realizada por extracdo manual ou através
de mergulho livre para fins de exportacdo e também para processamento no préprio pais,
visando a producdo de agar (VIDOTTI e ROLLEMBERG, 2004), que é um ficocoldide de
grande interesse para as industrias de alimentos (MELO et al., 2002), farmacéutica e cosmética
(ARMISEN, 1995), o que tem levado varios paises a cultivar algas marinhas (MACIEL et al.,
2008).

A alga G. caudata (Figura 3) que é uma macroalga vermelha marinha do filo
Rhodophyta, geograficamente distribuida em regides tropicais (MARINHO-SORIANO e
BOURRET, 2005). Essa espécie produz agar sendo explorada para esse fim no Brasil desde a
década de 70 (OLIVEIRA e MIRANDA, 1998), sendo a regido Nordeste aquela que abriga seu
maior banco natural (CARNEIRO et al., 2011). Ela ocorre nos mares da América Central e do
Sul, e por quase toda costa brasileira, dos estados do Maranhdo a Santa Catarina. Por se tratar
de uma espécie que ocorre por quase toda a costa brasileira e, portanto, estar sujeita a
diversidade climatica, levantam-se questdes sobre os limites fisiologicos de G. caudata quanto
a temperatura (PLASTINO e OLIVEIRA, 1997; NUNES, 2005).
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Figura 3. Aspecto geral de Gracilaria caudata na natureza.
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Fonte: CHIARAMONTE, Amanda Rodrigues. Efeitos da temperatura em Gracilaria caudata (Gracilariales,
Rhodophyta): estudos fisioldgicos em diferentes populagdes da costa brasileira. 2022. Tese de Doutorado.
Universidade de Séo Paulo.

A Gracilaria intermédia (Figura 4) é uma espécie de alga vermelha, encontrada em
aguas quentes, encontradas em abundancia na costa nordeste, membro da familia
Gracilariaceae, que inclui algumas das mais importantes algas produtoras de dgar (OLIVEIRA,
ALVEAL, & ANDERSON, 2000). Atualmente, existem poucos estudos envolvendo essa
espécie, limitando a analise filogenética e pesquisas ecoldgicas. Apesar do baixo numero de
estudos cientificos sobre G. intermédia, e considerando o potencial terapéutico dos PS em
doencas do trato gastrointestinal, é fundamental a realizacdo de pesquisas nessa area. Os
resultados obtidos pode permitir a adocao de novas terapias e medidas profilaticas (LEODIDO
etal., 2017).
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Figura 4. Aspecto geral de Gracilaria intermédia encontrada na natureza.
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Fonte: CASTRO, Joana Paula Lima de et al. Polysaccharides of red alga Gracilaria intermedia: structure,

antioxidant activity and rheological behavior. Polimeros, v. 28, p. 178-186, 2018.

Assim como outras espécies de Gracilaria, a G. intermédia também podem ser
utilizadas como alimento, fertilizantes e na inddstria de cosméticos (TORRES; SANTOS;
CHOW e SANTOS, 2019). Esta espécie ja possui diversas atividades relatadas, como
antioxidante e antidiarreica (CASTRO, 2018).

1.2. Polissacarideos Sulfatados

Dentro do grupo dos polissacarideos, existe a classe dos polissacarideos sulfatados (PS),
0s quais tem chamado bastante a atencdo de alguns pesquisadores, despertando assim grande
interesse nas ciéncias médicas e na biotecnologia de organismos aquaticos, devido ao fato de
apresentarem atividades bioldgicas e estarem envolvidos em diversos processos celulares
(BLONDI et al., 1995; MOURAO et al., 1996; JIAO et al., 2011; RAPOSO et al., 2013). Os
PS apresentam-se amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados em microrganismos,

animais (vertebrados e invertebrados) e também em algas marinhas (ROCHA et al., 2004).
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Os PS representam um grupo de macromoléculas complexas, que possuem uma
estrutura quimica rica em poliénions, apresentando-se como polimeros formados por unidades
de acUcar carregados negativamente, devido a presenca de grupos sulfato, podendo apresentar
outras substituicbes como carboxilas (Figura 5). No entanto, os PS sdo encontrados
principalmente em algas marinhas (JIAO et al., 2011) Essas caracteristicas, que em ultima
instancia possibilitam sua ligacdo a um grande nimero de proteinas, sdo responsaveis pelas
inimeras atividades biologicas (JIAO et al.,, 2011; RAPOSO et al., 2013). J& foram
demonstradas atividades como anticoagulante (PEREIRA et al., 2005), antitrombotica
(MOURAO & PEREIRA, 2000; MOURAO, 2004), antitumoral (GARDEVA et al., 2009; RUI
etal., 2017), antiproliferativa (COSTA, 2010), antiviral (RADONIC et al., 2010), antioxidante
(ZHANG et al., 2003), anti-inflamatdria (COURA et al., 2012).

Figura 5: Estrutura do PS, mostrando as unidades de acUcar repetitivas com a presenca de grupos sulfato.
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Fonte: MILLER, 1. J., & FURNEAUX, R. H. (1997). The Structural Determination of the Agaroid
Polysaccharides from Four New Zealand Algae in the Order Ceramiales by Means of 13CNMR Spectroscopy.
Botanica marina, 40(1 -6), 333 -340.

Dentre os PS existem os glicosaminoglicanos (GAGS) que sdo o0s PS de animais mais
conhecidos. Eles sdo polissacarideos lineares compostos de unidades dissacaridicas
alternativas, ligados por ligacGes glicosidicas, com a sulfatacdo ocorrendo em diferentes
posi¢des. Quase todos 0s GAGs estdo distribuidos nos tecidos na forma de proteoglicanos, onde
as cadeias desses polissacarideos estdo covalentemente ligadas a uma proteina (DREYFUSS et
al., 2009).
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1.2.1. Polissacarideos Sulfatados de algas

Devido as flutuaces de umidade, temperatura, salinidade e intensidade luminosa do meio
em que vivem, as algas marinhas apresentam uma diversidade estrutural bastante complexa.
Em decorréncia disto, a parede celular das macroalgas € bastante resistente, composta por uma
fragéo fibrilar rica em celulose formada por repeti¢cGes de D-glucose que confere resisténcia, e
outra fracdo amorfa rica em PS que conferem flexibilidade (RAVEN, EVERT e EICHHORN,
2014).

Esta fracdo amorfa é composta por um componente mucilaginoso, que varia em sua
composicao de acordo com a classificacdo das algas. Nas algas vermelhas este material amorfo
se encontra na forma de PS constituidos por repeticdes de D-galactose, denominados de
galactanas sulfatadas devido a presenca de ésteres de sulfato em sua cadeia carbonica
(CRAIGIE, 1990).

Os PS de algas marinhas vermelhas sdo macromoléculas polianidnicas complexas
formadas por unidades repetitivas principalmente de D-galactose. Dentre 0s grupos
substituintes das hidroxilas presentes, os grupamentos sulfatos sdo os mais frequentes,
conferindo diversidade estrutural e propriedades bioldgicas diversificadas para cada espécie de
alga (JIAO et al., 2011). Alem da flexibilidade na parede celular, pouco se sabe sobre outras
funcdes desempenhadas pelos PS nas algas, porém, sugere-se que uma das suas fungdes seja a
protecdo contra desidratacdo em condicGes de maré baixa através da regulacdo osmética e
ibnica, o que explica o fato de que algas que sdo encontradas na zona entre marés apresentam
maior teor de PS (MICHEL et al., 2010).

A diversidade estrutural dos polissacarideos proporciona a essas moléculas diversas
propriedades, que sdo um dos fatores cruciais para o interesse em relagcdo ao estudo de algas
marinhas. Varios grupos de pesquisas utilizam esses polissacarideos na busca de novas fontes
de biomoléculas com atividade bioldgica, como: antiinflamatdria, antinociceptiva (BHATIA et
al., 2019), anticoagulante (MENDES MARQUES et al., 2019), gastroprotetora, antidiarreica
(LIU et al., 2019), antioxidante (ALENCAR et al., 2019), dentre outras. Enquanto que varias
industrias utilizam os PS como hidrocoloides, aplicados como espessantes, gelificantes,
estabilizantes de espumas, emulsdes, inibidores de formacdo de cristais de acUcar, liberacdo
controlada de aromas, dentre outras (PORSE, 2017).
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1.2.1.1.Polissacarideos Sulfatados de algas vermelhas

O estudo detalhado da estrutura quimica dos PS é importante para correlacionar fun¢des
quimicas presentes em seus esqueletos carbdnicos, como padrdes de sulfatacdo, substituicdes
das cadeias laterais e ocorréncia de grupamentos metilicos ou aglcares anidros, com
propriedades fisico-quimicas e/ou potencial biolégico (USOV; BILAN, 2009). Parece haver
uma estreita correlacdo entre sua estrutura principal, composicdo de monossacarideos,
substituicdes de sulfato e a taxa em que sdo encontradas (COSTA et al., 2010).

As galactanas sulfatadas compartilham uma cadeia linear basica comum constituida por
repeticbes de dissacarideos, sdo polimeros de agucares complexos e heterogéneos constituidos
por unidades repetitivas alternadas de B (1—3) D-galactopiranose (unidade A) e a (1—4) D-
ou L- galactopiranose (unidade B) dotados de radicais sulfato, os quais sdo componentes da
matriz extracelular (Figura 6) (PAINTER, 1983). A classificacdo das galactanas segue a
estereoquimica dessas moléculas, quando relacionada a unidade B. Quando a referida unidade
pertence a série D-, sugere-se a ocorréncia de carragenanas e quando pertencem a série L-, dita-
se como agaranas (CAMPO et al., 2009).

Conhecidas também como carragenanas e agaranas, termos que sdo utilizados, de
maneira geral, para referir-se a uma familia de PS que tem suas propriedades gelificantes
alteradas por variacOes intramoleculares, as quais geram interacdes intermoleculares, que se
trata de polimeros capazes de formar fortes géis a baixas concentracdes em solugdes aquosas.
O comportamento dessas redes tridimensionais é baseado na auto associacdo da estrutura
primaria regular desses polissacarideos. Essa caracteristica promove a formacdo de grandes
agregados, que se dissociam em maiores temperaturas e/ou em presenca de agentes quelantes
e/ou sais. Ainda, esses polimeros podem apresentar substitui¢ces de seus grupos hidroxila por
grupamentos metil, piruvato, ésteres de sulfato ou por monossacarideos adicionais (USOV,
1998).

Com isso, é possivel encontrar uma significativa variedade estrutural dessas moléculas
no interior dos diferentes tipos de algas. Desta forma, alem do tipo de enantidmero encontrado,
0 padréo de sulfatacdo é de suma importancia na distingdo destas moléculas, visto que tanto a
quantidade quanto a posicao dos sulfatos apresentam relacdo direta com a atividade biologica
dos PS (FARIAS et al., 2008).

Em relacéo as carragenanas, cada familia é subdividida em diferentes tipos e constituidas
de unidades (1—3)-p-D-galactopiranose (unidade A) e (1—4)-a-D-galactopiranose (unidade
B) (STEPHANIE et al., 2010). Os trés tipos de carragenanas mais importantes comercialmente

sdo: Kappa (x-), Iota (1-) e Lambda (A-), que diferem entre si de acordo com a quantidade e a
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posicao dos grupos sulfato nas unidades A e B e ciclizagdo da unidade B. A kappa-carragenana
apresenta apenas um radical sulfato em sua estrutura, que ¢ constituida por [(1—3)-B-D-
galactopiranose 4-sulfato- (1—4) 3,6-anidro-a-D-galactopiranose eéster sulfato]. A iota-
carragenana apresenta na sua estrutura dois radicais sulfato [(1—3)-B-D-galactopiranose 4-
sulfato- (1—4) 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato] e a lambda-carragenana apresenta
trés radicais sulfato e apresenta-se na forma de [(1—3)-p-D- galactopiranose 2-sulfato- (1—4)
3,6- anidro-a-D-galactopiranose 2,6-dissulfato] (PAINTER, 1983).

As agaranas apresentam uma estrutura bésica repetitiva, constituida por unidades
alternantes de -D-galactopiranose (unidade A) e a-L-galactopiranose (unidade B), diferindo,
portanto, das carragenanas pela forma estereoquimica L- da unidade B. De acordo com Stortz
e Cerezo (2000), assim como nas carragenanas, a unidade B das agaranas pode estar na forma
do seu derivado 3,6-anidrogalactose, porém, a substituicdo por grupos sulfato, metil e pirvico
em suas estruturas difere do observado em carragenanas. A presenca de unidades A piruvatadas
(4,6-O-(1carboxietilideno)-D-galactopiranose) e com grupos metil  (6-O-metil-D-
galactopiranose) € frequente, bem como cadeias laterais de 4-O-metil-Lgalactopiranose e
unidades B metiladas no carbono 2. A classificacdo das agaranas ndo é tdo especifica quanto a
das carragenanas (PAINTER, 1983).

Figura 6: Estrutura representativa da galactana de algas vermelhas, formando um arranjo alternado entre as
unidades A e B.

[ (=3)-p-D-galactopiranose - (1-4)-0-galactopiranose-{1-) ] n

unidade A unidade B

Fonte: PAINTER, TJ. Algal Polysaccharides. In ASPINALL, GO. The Polysaccharides. New York: Academic
Press, vol 2, p. 195-285, 1983. Acesso em: 26 de dezembro de 2022.

Entre esses PS a principal diferenga estrutural esta no fato de a unidade B do dissacarideo
basico (a-galactopiranose) ser um esteoisdbmero L nas agaranas e D nas carragenanas, enquanto
que os residuos de B-galactopiranose sempre pertencerem a série estereoisomérica D (Figura 7)
(USOV,1998; LAHAYE, 2001).
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Figura 7. Estrutura basica repetitiva de carragenanas e agaranas.
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Fonte: PAINTER, TJ. Algal Polysaccharides. In ASPINALL, GO. The Polysaccharides. New York: Academic
Press Acesso em: 26 de dezembro de 2022. vol 2, p. 195-285, 1983. Acesso em: 26 de dezembro de 2022.

1.3. Atividade Antioxidante de Polissacarideos Sulfatados de algas marinhas

Os antioxidantes, quer sejam naturais ou sintéticos, possuem elevada estabilidade
oxidativa em funcéo de sua estrutura molecular, e por isso desempenham papel fundamental na
prevencdo a oxidagdo de substancias. Sendo assim, os antioxidantes sdo definidos como
compostos que possuem a capacidade de proteger os sistemas bioldgicos contra os efeitos,
potencialmente nocivos de processos ou de reacfes que causam excessiva oxidacdo nas células
vegetais e animais (VASCONCELOS et al., 2007).

As propriedades antioxidantes dos PS totais da alga marinha sdo normalmente avaliados
através do método DPPH e os resultados demonstram que estes apresenta um efeito moderado
na inibicdo da formacdo desses radicais e que o conteldo de sulfato influenciou de forma
significativa na expulséo do radical hidroxila.

As algas marinhas tém despertado a aten¢do como fontes naturais de antioxidantes com
perspectiva de utilizagdo terapéutica, aplicacdo na alimentacdo e na inddstria de cosméticos
(SMIT, 2004). O interesse inicial pelo estudo de substancias com atividade antioxidante em
algas surgiu no Japdo, na busca de novos aditivos para alimentos, em substituicdo aqueles

antioxidantes sintéticos utilizados, como o hidrixianisol butilado (BHA) e o hidroxitolueno
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butilado (BHT), os quais mostravam efeitos carcinogénicos, alteracdes enzimaticas e lipidicas
em animais (ROCHA et al., 2007). O fato de algumas algas secas poderem ser estocadas por
um longo periodo sem o perigo de deterioracdo oxidativa, mesmo apresentando mais de 30%
do total de seus acidos graxos na forma de cadeias poliinsaturadas despertou o interesse dos
pesquisadores em relacdo ao mecanismo antioxidante presente nessas algas (FUJIMOTO e
KANEDA, 1980).

As algas marinhas por serem organismos fotossintéticos desenvolveram uma série de
mecanismaos fisioldgicos de defesa contra os efeitos das espécies reativas de oxigénio, uma vez
que as membranas fotossintéticas sdo alvo primario para os efeitos deletérios oxidativos, por
conterem lipideos ndo saturados. Portanto, varios mecanismos de protecdo sdo desenvolvidos
nessas células em funcédo de estarem sempre submetidas a rapidas variacdes de intensidade de
luz e concentracdes de O2 e CO2 ao longo da coluna de agua e, assim, sua sobrevivéncia
depende de uma resposta eficiente ao estresse oxidativo (MATSUKAWA et al., 1997).

O estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre a produgdo de radicais
livres e a capacidade de acdo dos sistemas antioxidantes, no caso de um estresse oxidativo leve,
as células reagem a situacdo, aumentando a producdo de defesas antioxidantes, tentando
restabelecer o equilibrio. No entanto, quando essas espécies sao produzidas de forma acentuada,
e 0s mecanismos de defesa sdo incapazes de neutralizé-los, elas oferecem risco a salde, pois
podem provocar danos a uma grande variedade de biomoléculas, causando lesdo celular e danos

irreversiveis, ocasionando assim, morte celular (WANG et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

O estudo detalhado da estrutura quimica dos PS é importante para correlacionar fungGes
quimicas presentes em seus esqueletos carbénicos, como padrdes de sulfatacdo, substituicdes
das cadeias laterais e ocorréncia de grupamentos metilicos ou aglcares anidros, com
propriedades fisico-quimicas e/ou potencial biolégico (USOV; BILAN, 2009). Devido a essas
possibilidades de ligacbes entre os monossacarideos e a distribuicdo de grupamentos sulfato
existe uma complexidade em se buscar essas estruturas, existe uma estreita correlacdo entre sua
estrutura principal, composicdo de monossacarideos, substituicdes de sulfato e a taxa em que
sdo encontradas (COSTA et al., 2010). E, assim, cada polissacarideo pode possuir conformacéo
estrutural Unica e, portanto, apresentar atividades bioldgicas diferentes e ou mais potentes do
que outros polissacarideos ou outros compostos ja descritos (COURA et al., 2012)

Apesar do grande potencial dos polissacarideos de algas, da diversidade de espécies de
algas e, consequentemente, da quantidade de PS nelas encontrados, poucos estudos foram
realizados com esses compostos (ZHANG et al., 2009). Devido a dificuldade em se encontrar
informac@es descritas na literatura a respeito dos PS extraidos das algas marinhas do género
Gracilaria com sua estrutura quimica elucidada, teve o interesse na prospeccao e avaliacdo de
novas moléculas que possam trazer informagdes relevantes, juntamente com sua atividade
antioxidante comprovada cientificamente, tendo em vista, que a estrutura quimica apresenta
relacdo direta com as atividades bioldgicas que pode apresentar, justamente pela relacdo

estrutura-atividade.
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3. OBJETIVO
3.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo é descrever a atividade antioxidante dos PS extraidos de
diferentes especies do género Gracilaria desde que tenham a sua estrutura quimica devidamente

elucidada.

3.2.  Objetivos especificos

Coletar através de revisdo bibliografica, as estruturas quimicas dos PS extraidos das
algas marinhas do género Gracilaria.

Verificar o efeito dos PS extraidos das diversas espécies de Gracilaria.

Analisar a composi¢do quimica dos PS extraidos das algas marinhas vermelhas.

Avaliar os métodos utilizados para determinar a atividade antioxidante presente nas

diversas espécies de Gracilaria que obtenham sua estrutura quimica elucidada.



28

4.  METODOLOGIA
4.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de revisdo integrativa e sistematica com abordagem quantitativa
e qualitativa de carater exploratorio, baseado em analise documental estruturada da literatura
referente a atividade antioxidante dos PS extraidos de diferentes espécies do género Gracilaria

que tenham a sua estrutura quimica devidamente elucidada.

4.2.  Coleta dos dados

O estudo foi realizado em trés etapas, sendo que a primeira etapa referente a uma
pesquisa com a finalidade de obter uma lista com as diversas espécies de Gracilaria existentes;
a segunda etapa foi compreendida na pesquisa de espécies, individualmente, para verificar os
dados presentes na literatura até a data de corte previamente definida e foi criada uma planilha
com o numero de artigos encontrados de cada espécie nas bases de dados PubMed, Scielo e
Science Direct; e a terceira foi fundamentada na implantacdo dos critérios de excluséo até que
chegasse no resultado final das buscas das espécies que estavam de acordo com esses critérios.

Sob esse viés, foram pesquisados livros, teses e revisoes bibliograficas sobre este género
de macroalga marinha. Com isso, foi necessaria a identificacdo de todas as espécies
pertencentes ao género Gracilaria, em que foi encontrado uma listagem com todas essas
espécies (COSTA, 2013) (ver Quadro 1).

Posteriormente, buscas foram realizadas no periodo de janeiro de 2022 a julho de 2022,
nas seguintes bases de dados bibliograficas PubMed, Scielo, Science Direct, utilizando os
seguintes descritores: gracilaria, polissacarideos sulfatados, estrutura, espécie e macroalga
marinha e no inglés gracilaria, sulfated polysaccharides, structure, species and marine
macroalgae no campo de busca dos sites utilizados. Onde se 1€ “species” ou “espécies” houve
a substituicdo desta palavra pelas espécies encontradas na pesquisa anterior, espécies de algas
do género Graciliaria, apresentada no Quadro 1. Ainda, o grupo de artigos encontrados

inicialmente foram, posteriormente, submetidos por filtros descritos na secédo abaixo.

4.3.  Critérios de analise

Os critérios de inclusdo foram polissacarideos sulfatados extraidos das algas marinhas
vermelhas do género Gracilaria, sempre artigos gratuitos e/ou disponiveis, artigos em inglés e
portugués, foram realizadas as busca por artigos relacionados a analise das diversas espécies de
Gracilaria, atividade antioxidante e estrutura quimica, envolvendo polissacarideos sulfatados

extraidos dessas algas. Foram incluidos todos os artigos sem delimitacdo no tempo de
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publicacdo. Dessa forma, apds a etapa inicial de uso dos critérios de inclusdo, foram utilizados
os critérios de exclusdo. Com isso, os critérios de exclusdo foram referéncias duplicadas
encontradas em bases de dados distintas, artigos que apds serem lidos ndo apresentaram
informacdes necessarias para o estudo ou estavam fora do contexto apresentando, bem como

outras informacdes que n&o seriam objeto direto deste trabalho.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

Foram encontradas 44 espécies diferentes do género Gracilaria: G. apiculata, G.
armata, G. birdiae, G. brasiliensis, G. bursa-pastori, G. caudata. G. cervicornis, G. chilensis,
G. cornea, G. crassissima, G. cuneifdlia, G. curtissiae, G. cylindrica, G. damaecomis, G.
domingensis, G. edulis malaysa, G. eucheumatoides, G. flabelliforme, G. galetensis, G.
gracilis, G. hayi, G. incurvata, G. intermedia, G. isabellana, G. longa, G. mammillaris, G.
occidentalis, G. oliveirarum, G. ornata, G. pacifica. G. parvispora, G. punctata, G. preissiana,
G. rangiferina, G. salicoria, G. secunda, G. smithsoniensis, G. spinulosa, G. tenuistipitata,
G.urvillei, G. venezuelensis, G. vermiculophylla, G. viellardii e G. yoneshigueana. Elaborou-

se um quadro onde indicava todas as espécies do género Gracilaria (Quadro 1).

Quadro 1. Espécies do género Gracilaria encontradas nas bases de dados cientificas.

G. apiculata G. curtissiae G. intermedia G. rangiferina
G. armata G. cylindrica G. isabellana G. salicoria
G. birdiae G. damaecomis G. longa G. secunda

G. brasiliensis G. domingensis G. mammillaris G. smithsoniensis
G. bursa-pastori G. edulis malaysa G. occidentalis G. spinulosa
G. caudata G. eucheumatoides G. oliveirarum G. tenuistipitata
G. cervicornis G. flabelliforme G. ornata G. urvillei

G. chilensis G. galetensis G. pacifica G. venezuelensis

G. cornea G. gracilis G. parvispora G. vermiculophylla
G. crassissima G. hayi G. punctata G. viellardii
G. cuneifolia G. incurvata G. preissiana G. yoneshigueana

Fonte: COSTA, Emmanuelle da Silva. Algas Gracilariéides (Gracilariaceae, Rhodophyta) na costa brasileira:
Uma abordagem morfolégica e molecular. 2013. Tese de Doutorado. Universidade de Sao Paulo.

Das 44 algas do género Gracilaria, observou-se que 28 delas ndo foram encontradas na
busca pelas plataformas cientificas utilizadas, sendo assim néo ha informac6es depositadas nas
bases dados cientificas submetidas a esse estudo, usando os descritores indicados na
metodologia. Dessa maneira, é evidente que inUmeras algas ndo possuem nem Seus
polissacarideos sulfatados estudados e consequentemente seus potenciais bioldgicos ainda ndo

foram explorados (Quadro 2).



Quadro 2. Algas que ndo obtiveram artigos encontrados.
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Algas do género Gracilaria

G. apiculata G. domingensis G. occidentalis G. salicoria
G. brasiliensis G. flabelliforme G. oliveirarum G. secunda
G. bursa-pastori G. galetensis G. ornata G. smithsoniensis
G. cuneifolia G. hayi G. pacifica G. spinulosa
G. curtissiae G. incurvata G. preissiana G.urvillei
G. cylindrica G. isabellana G. punctata G. viellardii
G. damaecomis G. longa G. rangiferina G. yoneshigueana

Apenas por interesse comprobatorio, compartilhamos com os leitores algumas figuras

abaixo, as quais indicam a auséncia de informacfes de algumas espécies de Gracilaria.

Poderiamos ter realizado o mesmo procedimento para as 28 espécies (Quadro 2), mas

consideramos que estes exemplos (G. brasiliensis, G. pacifica e G. salicoria) eram suficientes

para compreensao (Figura 8, Figura 9 e Figura 10).

Figura 8. Busca pela espécie G. brasiliensis em bases de dados cientificas sem resultado.
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Figura 9. Busca pela espécie G. pacifica em bases de dados cientificas sem resultado.
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Figura 10. Busca pela espécie G. salicoria em bases de dados cientificas sem resultado.
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Devido & importancia econdmica da Gracilaria, diversos trabalhos foram publicados
nas Ultimas décadas (MARMITT et al., 2015). Dessa maneira, de acordo com o estudo realizado
pelo nosso grupo, 16 algas apresentaram resultados, uma vez que foram encontrados artigos
cientificos nas plataformas de buscas (Figura 11), onde o nimero de artigos descritos abaixo

sdo os artigos encontrados antes dos critérios de exclusdo do presente estudo.

Figura 11. Algas que obtiveram artigos encontrados.
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Apesar de se obter um total de 466 artigos cientificos desenvolvidos com as diversas
espeécies, existem espécies que se destacam, como por exemplo a G. birdiae, G. caudata,
G.chilensis, G.cérnea, G. vermiculophylla, a maioria desses estudos trata-se de espécies com
grande importancia econdmica, considerada a principal fonte de agar. Porém este nimero
grande de artigos encontrados ndo sdo apenas artigos que se tratam de suas propriedades
bioldgicas e estrutura quimica e ao longo do estudo foram excluidos um total de 439 artigos
(Tabela 1) onde abordam outros assuntos como, aspectos taxonémicos, fisioldgicos e estudos
de maricultura buscando o conhecimento mais refinado sobre a biologia do grupo.
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Tabela 1. Analise dos artigos obtidos por meio da metodologia empregada e, consequente, avaliagdo dos que

foram submetidos ao estudo de acordo com os critérios escolhidos.

Artigos encontrados

Artigos excluidos

Apresentavam

informagdes Artigos

n Abordagem .

. Science . sobre a alga, mas | submeti

Algas PubMed | Scielo Direct Duplicado fora do nio suficientes | dos ao

contexto
para acrescentar | estudo
ao trabalho
G. armata 0 1 0 0 1 0 0
G. birdiae 0 0 79 0 15 44 2
G. caudata 0 0 64 0 20 39 2
G. cervicornis 1 0 1 0 2 0 0
G. chilensis 0 0 39 0 33 6 0
G. cérnea 0 0 118 0 80 38 0
G. crassissima 1 1 1 3 0 0
G. edulis malaysa 2 0 0 0 0 0
G.
eucheumatoides ! 0 0 0 1 0 0
G. gracilis 2 0 0 0 0 2 0
G. intermédia 1 1 33 2 24 8 1
G. mammillaris 0 0 0 1 0
G. parvispora 0 0 0 2 0
G. tenuistipitata 0 0 38 0 32 6 0
G. venezuelensis 0 0 1 0 0 1 0
G.

vermiculophylla ! 0 65 1 57 ! 0
TOTAL 9 2 455 6 279 154 5

Com a finalidade de contribuir para um melhor conhecimento deste importante grupo

de algas propusemos estudar a diversidade das espécies a fim de destacar as que possuem sua

estrutura quimica elucidada dos PS extraidos das diversas espécies de Gracilaria e atividade

antioxidante comprovada cientificamente, foram separados todos os artigos que apontaram 0s

critérios escolhidos que foram, os artigos que apresentavam os PS extraidos das algas marinhas

vermelhas do género Gracilaria, sempre artigos gratuitos e/ou disponiveis, artigos em inglés e

portugués, onde foram realizadas as busca por artigos relacionados a analise dos diversas

espéecies de Gracilaria, atividade antioxidante e estrutura quimica elucidada dessas algas

marinhas (Figura 12). Ao final, restaram apenas 3 algas G. birdiae, G. caudata e G. intermédia.
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Figura 12. Algas que restaram ap6s a inclusdo dos critérios escolhidos.
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5.1. Gracilaria birdiae

Para a espécie G. birdiae foram obtidos 79 artigos cientificos, sendo a espécie com
maior nimero de resultado, no entanto, foram encontrados somente 2 artigos que abordam sobre
a atividade antioxidante e apresentam a respectiva estrutura quimica (SOUZA et al., 2012)
(Figura 3).

Figura 13. Dados sobre os artigos encontrados apos as pesquisas nas plataformas de busca sobre a espécie G.

birdiae.
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De maneira geral, ha varios trabalhos que abordam a respeito da presenca de grupos

sulfato em polissacarideos de algas marinhas, as quais sdo responsaveis por inimeros tipos de



36

atividades bioldgicas, como antioxidantes. Sob esse viés, devido ao grande interesse,
pesquisadores optam por realizar experimentos voltados as atividades biol6gicas e em menor
frequéncia em elucidacao dos polissacarideos que sdo extraidos destas algas, podendo observar
iSS0 no numero de artigos que relatam essas atividades comparadas ao numero de artigos que
possuem a estrutura quimica elucidada.

Segundo Maciel e colaboradores (2008), h& experimentos que possibilitaram o
isolamento do polissacarideo soltvel utilizando espécimes da alga vermelha G. birdiae, logo
apos obtiveram os seguintes resultados, o polissacarideo soltvel da G. birdiae extraido a frio é
um polissacarideo ndo gelificante e representa 6,5% do peso seco das algas marinhas, bem
como, o baixo rendimento pode ser devido a baixa temperatura de extracdo. Com o material
isolado foram feitas analises de teor de nitrogénio, carbono e sulfato utilizando a técnica de
microanalise elementar, onde determina as quantidades de Carbono (C), Hidrogénio (H),
Nitrogénio (N), Enxofre (S) e Oxigénio (O) presentes na amostra. Com isso, trata-se de uma
técnica econdmica utilizada para avaliar a pureza e a composic¢ao quimica dos compostos, esta
microanalise exige uma analise detalhada a um nivel elementar no qual reacdes quimicas e
fendmenos elétricos podem ser isolados e modelados, com isso, foi determinado o teor de
nitrogénio de polissacarideo sulfatado (1.22%), carbono (40%), sulfato (2%) e proteina (7,6%).
Diante disso, pode-se realizar uma comparacgdo entre o polissacarideo G. birdiae do Brasil ter
um teor de sulfato (6,4%) enquanto outras espécies de Gracilaria podem possuir valores
menores e maiores (2,3-8,9%), a depender da espécie estudada.

Sob esse viés, os PS da alga G. birdiae foram caracterizados estruturalmente por
técnicas espectrométricas de absorcdo no infravermelho (FT-IR) e de ressonancia magnética
nuclear (RMN) uni e bidimensional por Maciel et al. (2008), que os consideraram como
galactanas do tipo agarana. O FT-IR de G. birdiae € representado por bandas caracteristicas de
agarocoldides, para G. birdiae (1375, 1258, 1076, 933, 890, 775 cm-1). A regido cerca de 800-
850 cm-1 é utilizada para inferir a posicao do grupo do sulfato nos agarocol6ides. As faixas a
845, 830 e 820 cm-1 sdo atribuidas ao destino 4- sulfato, 2-sulfato e 6-sulfato de unidades D-
galactose, mostra uma baixa intensidade banda, a 850 cm-1, atribuida a substitui¢do do sulfato
no C-4 de galactose. A auséncia de bandas a 805 cm-1 indica que a galactose de 2-sulfato, e 0
sulfato no C-2 de 3,6-anidro-a-L-galactose ndo estavam presentes.

Bem como, a ressonancia magnetica nuclear (RMN) uni e bidimensionais foram
utilizadas para investigar a estrutura dos polissacarideos da alga G. birdiae, com isso, a amostra
extraida a frio, por ser menos viscosa, permitiu a obtencdo de espectros de RMN mais

resolvidos e serviu para fazer os assinalamentos de H e C nos espectros de RMN do
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polissacarideo da G. birdiae. O RNM 1D e 2D foram empregados com a finalidade de investigar
a estrutura polissacaridica de G. birdiae, demonstrando assim os seguintes dados, 0s sinais do
préton anomérico em 6 5,13 e 5,28 ppm foram atribuidos a 3,6 a -L-anidrogalactose (LA) e o -
L-galactose-6-sulfato (L-6S), respectivamente. O H-1 de B-D-galactose(G) ligado a o -L-
galactose 6-sulfato e o de B-D galactose (G) foi ligado a 3,6 a -L-anidrogalactose, em 6 4,43 e
4,54, respectivamente. Diante disso, Maciel e colaboradores (2008) realizaram a primeira
publicacéo sobre a caracterizacdo quimica dos PS. Dessa forma, estudaram o isolamento e a
caracterizacdo estrutural do produto soltvel em agua fria da fracdo de polissacarideo retirado
da alga marinha G. birdiae. Apds a realizacéo dos experimentos determinou-se que o PS soltvel
em agua de Gracilaria birdiae extraido a temperatura ambiente (25-28 °C) é composto por f -
D-galactopiranose (50,3%), 3,6-anidro- a -L-galactopiranose (40,5%) e - a -L-galactopiranose
-6 sulfate (9,2%). O teor de sulfato € de 6,4%. A propor¢do de unidades L/ D € de 1,01, muito
proxima da proporcao ideal de agarose. A estrutura é formada por segmentos 3,6-anidro- a L-
galactopiranose 3 D-galactopiranose, com a possibilidade de uma unidade o L-galactopiranose
substituida na posicdo 6 por éster sulfato.

Porém de acordo com Souza e colaboradores (2012), a alga vermelha foi moida e lavada
com &gua a temperatura ambiente e o residuo restante foi exaustivamente extraido com agua
quente, este método revelou ter um maior rendimento do que a extracdo a frio, Maciel et al,
2008 estudou a caracterizacdo estrutural da fracdo extraida a frio de PS de G.birdiae e mostrou
que o baixo rendimento pode ser devido a baixa temperatura de extragéo.

A extracdo com agua quente originada niveis de sulfato de 8,4%, superiores aos
encontrados na literatura para outras espécies tropicais de Gracilaria. Com isso, ap6s a
realizacdo dos testes Composi¢cdo de monossacarideos e distribuicdo de massa molar, Analise
FTIR, RMN e Caracterizacdo reoldgica foi determinado que a alga marinha vermelha G. birdiae
é composto de galactose (65,4%) e derivados de metil 6-O-metil galactose (9,2%) e em menores
quantidades 3-O- e 4-O-metil galactose (0,33%). Este polissacarideo também apresenta alto
teor de 3,6- anidrogalactose (25,1%) e possui teor de sulfato de 8,4%.

O DPPH que foi utilizado para determinar a atividade antioxidante o efeito de
eliminacado de radicais livres de cada amostra foi medido e os resultados demonstraram que o
PS possui um efeito notavel na inibicdo da formagé&o desses radicais (IC50 =1,62 mg mL). No
entanto, nenhuma das amostras apresentou atividade do que o BHT na mesma concentracédo

que foi o antioxidante sintético utilizado como amostra.
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Em relacéo aos resultados obtidos para a inibi¢do do radical hidroxila (OH), a formacéo
demonstrou que a atividade de eliminacdo do polissacarideo de G.birdiae aumentou
significativamente (p < 0,05) para concentracdes mais altas de polissacarideo. O valor de 1C50
de G.birdiae eliminando OH foi de cerca de 1,73 mg mL, o que indica que a eliminacao
atividade de G. birdiae contra OH foi menor que a de BHT. Portanto, concluiu que a atividade
sequestrante de OH de diferentes polissacarideos estava relacionada com a presenga da mesma
estrutura caracteristica em que todos os polissacarideos tinham um ou mais OH e grupos de
OSO3H na molécula. Esses resultados provaram que o teor de sulfato teve um efeito
significativo na atividade de eliminagdo de OH. Onde mostraram que a iota-carragenina teve
uma maior efeito inibitério na formagdo de OH em relagdo ao lambda- e kappa-carragenanas.
Por este viés, esses trabalhos demonstraram que a presenca de grupos sulfato em polissacarideos
de algas marinhas € responsavel por inimeros tipos de atividades biologicas, como

antioxidante.

5.2. Gracilaria caudata

Para a espécie G. caudata foram encontrados 64 artigos cientificos, no entanto, foram
encontrados apenas 2 artigos em que se abordavam a estrutura quimica do PS, juntamente com
sua atividade antioxidante. Demonstrando assim, que 0s pesquisadores optam por realizar
experimentos voltados as atividades biolégicas e em menor frequéncia em elucidacdo dos

polissacarideos que sdo extraidos destas algas (Figura 14).

Figura 14. Dados sobre os artigos encontrados apds as pesquisas nas plataformas de busca sobre a espécie

G.caudata.
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Portanto, de acordo com Alencar e colaboradores (2019), foram realizados alguns
ensaios como espectroscopia de infravermelho, espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN), ensaios de atividade antioxidante in vitro, ensaio de atividade quelante de ions
ferrosos, com intuito de, avaliar o potencial antioxidante dos PS extraidos das algas marinhas
G. caudata.

Bem como, o espectro FT-IR mostra bandas caracteristicas de polissacarideos do tipo
agar (891, 930, 1075 e 1258 cm-1), onde a posicdo do grupo sulfato pode ser inferidas por
bandas na regido de 800-850 cm-1. Varios dados de referéncia mostram que as bandas em 845
e 830 cm-1 podem ser atribuidas, respectivamente, aos grupos 4-O-sulfato e 2-O-sulfato
presentes nas unidades de D-galactose, enquanto a banda em 820 e 805 cm-1 é devido a
sulfatacdo em C6 de L-galactose e C2 de 3,6- anidro-L-galactose.

Sendo que, o polissacarideo G. caudata ndo mostrou nenhum sinal resolvido em 845,
830 e 805 cm-1 indicando a auséncia de sulfatacdo em C-4 e C-2 de d-galactose e em C-2 de
3,6-anidro-I-galactose, pode se observar também o sinal de baixa intensidade em 821 cm-1 foi
atribuido a sulfatacdo de C-6 de residuos de 1-galactosil, o precursor bioldgico da 3,6-anidro-
L-galactose.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e C ¢ um método
eficiente para analisar as caracteristicas estruturais de polissacarideos de algas marinhas. O
espectro de H RMN revelou picos em & 5,14 e 4 4,56 ppm, sendo um indicativo de prétons
anoméricos de 3,6- a -L-anidrogalactose (LA) e pB-D- galactose (L) ligados a LA,
respectivamente. O sinal em & 5,22 ppm é atribuido a préton anomérico do residuo L-galactose
ligado a piruvato-D-galactose residuo (BARROS et al., 2013).

Com isso, de acordo com os dados obtidos nos experimentos realizados concluiram que
0 polissacarideo isolado de G. caudata é do tipo agar composto principalmente por D-
galactopiranose ligada a 3,6-anidro-L-galactose com metil ou piruvato substituido grupos em
C-6 de D-galactose e com um pico de massa molecular de 2,5 x 105g mol-1. O teor de sulfato
é de 1% (BARROS et al., 2013).

Sobre a atividade antioxidante, foram realizados ensaios que avaliaram a atividade
guelante do ion ferro Il. Para isso foi utilizada a ferrozina, um reagente cromogénico, que torna
a solucdo rosea de acordo com a quantidade de ferro disponivel em solucdo. Assim, quanto
maior a quelacdo de ion na amostra, menor o nimero de ions disponiveis para a rea¢cdo com a
ferrozina e menor serd a absorbancia. Os antioxidantes contribuem para a quelacdo de metais
de transicdo, que em excesso podem levar a peroxidacdo lipidica, com consequente leséo as

membranas plasmaticas e a oxidacdo do DNA (Alencar et al., 2019). O ensaio de quelagéo de
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ions ferrosos foi realizado com 1 mL de sulfato ferroso 0,1 mM (FeSO4), 1 mL de amostra de
PS de G. caudata em concentragdes diferentes (0,1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1 mg/mL; 2 mg/mL e
4mg/mL) e 1 mL de 0,25 mM de ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-p,p'-acido
dissulfonico) foram misturados. Os tubos foram agitados em vortex por 1 min. Ap6s 10 min, a
absorbancia foi medida em um espectrofotdmetro a 562 nm, todas as rea¢fes foram realizadas
em triplicado, utilizando o EDTA como controle positivo.

Os resultados do ensaio de atividade antioxidante mostram que os PS tem uma excelente
atividade quelante dependente da concentracdo a uma concentracdo de 4 mg/ml (69,80%)
enquanto que o EDTA-controle mostrou uma capacidade quelante ferrosa de 95,60% em a
mesma concentracdo. Essa capacidade quelante de ions pode ser explicada pela natureza
nucleofilica dos elétrons livres dos grupos hidroxila e sulfato presente na estrutura quimica do
PS da G. caudata. Demonstrando assim que a atividade antioxidante foi considerada

satisfatoria.

5.3. Gracilaria intermedia

Foram obtidos um total de 35 artigos cientificos da espécie G. intermédia, devido ao
fato de que a pesquisa cientifica relacionada a estrutura quimica da G. intermedia ainda é
escassa foram encontrados apenas 1 artigo que demonstrava sua estrutura quimica elucidada e

seu potencial em relagéo a atividade antioxidante (Figura 15).

Figura 15. Dados sobre os artigos encontrados apds as pesquisas nas plataformas de busca sobre a espécie

G.intermédia.
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De acordo com Castro e colaboradores (2018) a estrutura quimica do PS de G.
intermedia foi analisada por diversos experimentos, com isso foram realizados, a extracdo onde
as algas coletadas foram limpas de epifitas, lavadas com agua destilada e armazenadas a -20
°C. O tecido seco (5 g) foi suspenso em 250 mL de tampdo acetato de sodio 0,1 mol.L-1 (pH
5,0), contendo 1 g de papaina, 5x10-3 mol.L-1 EDTA e 5x10- 3 mol.L-1 cisteina e incubados
a 60°C por 30 min. A solucdo foi entdo filtrada através de uma membrana de nylon e o
homogenato foi retido. Os polissacarideos em solucdo foram precipitados com 16 mL de
solucéo de cloreto de cetilpiridinio (CPC) a 10%. Apoés 24 h a temperatura ambiente (25°C), a
mistura foi centrifugada a 2.560 x g por 20 min a 20°C. Apos isso, os PS foram lavados com
acetona, seguido de secagem com ar quente (60 °C) até que toda a acetona fosse removida. Em
seguida iniciou a analise quimica, o teor de sulfato de PS foi determinado pelo método de
gelatina de béario apos hidrdlise da amostra em HCI 1 mol.L-1 (5 h, 105 °C) usando sulfato de
sodio ( Na2S04 ) como padrao. Iniciando em seguida a composicdo de monossacarideos onde
essa composicdo do polissacarideo extraido de G. intermedia foi determinada com base na
analise de cromatografia gasosa/espectrometria de massa dos acetatos de alditol formados apds
hidrolise acida, Amostras dos polissacarideos extraidos de G. intermedia (5 mg) foram
hidrolisados com &cido trifluoroacético 5 mol.L-1 por 4 h a 100°C, reduzidos com borohidreto,
e os alditois foram acetilados com anidrido acetico:piridina (1:1, v/v). Sendo a galactose.o
principal monossacarideo detectado.

Logo apds foi realizada a espectroscopia de infravermelho, os espectros de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos com um espectrofotémero
Shimadzu IR com medidas na faixa de nimero de onda de 400-4000 cm-1 usando 20
varreduras. As amostras foram analisadas como pastilhas de KBr. Com isso, as medidas na
faixa de nimero de onda de 400-4000 cm-1 usando 20 varreduras (1375, 1258, 1075, 931, 892,
860,821,772 cm-1) as bandas encontradas em 1375 e 1258 cm-1 podem ser atribuidas a grupos
éster de sulfato, a banda em 1075 cm-1 corresponde para galactana e a banda em 892 cm-1
corresponde a banda especifica de agar. A banda em 931 cm-1 atribuida ao estiramento do o
grupo (C-0-0) presente na 3,6-anidrogalactose, e as bandas entre 820 e 860 cm-1 indicam a
presenca de grupos sulfato.

Diante disso, a estrutura quimica do polissacarideo de G. intermedia foi analisada por
ressonancia magnética nuclear (RMN), 1D (H e C) e 2D da fragdo de polissacarideo extraida
de G. intermédia que é um método comumente utilizado para caracterizacdo estrutural de
polissacarideos de algas marinhas. O espectro de RMN H é um pouco complexo devido a

sobreposicao e ampliacdo dos sinais, com isso, ele mostra os sinais do proton o -anomerico em
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d 5,62, 5,14 e 4,69 (atribuido, respectivamente, 3,6- a -L anidrogalactose ligada a B -D-
galactose, o —L-galactose 6-sulfato ligada a p -D-galactose ¢ 3 -D-galactose ligados a 3,6- o -
L-anidrogalactose), No entanto, a H-1 § -D-galactose ligada ao a -L-galactose-6-sulfato nao foi
detectada, provavelmente devido a sobreposicdo do sinal. Outros estudos afirmam que quando
esta unidade esta ligada com a -3,6-anidrogalactose e L- a -L galactose-6-sulfato, ocorrem
pequenas varia¢fes quimicas na regido de 4,65-3,90 ppm. Com isso, o polissacarideo extraido
foi classificado como um agar apresentando esqueleto carbénico composto principalmente de
[-D-galactopiranose ligado a 3,6 a-L-anidrogalactose com grupos substituintes de metil e acido
piravico (CASTRO et al., 2018).

Logo, para a determinacéo da atividade antioxidante, a capacidade antioxidante total foi
determinada pela formacédo de um complexo de fosfomolibdénio quando Mo6+ é reduzido a
Mo5+, onde aliquotas da solugéo polissacaridica (0,1 mL) de diferentes concentrac@es (0,1% a
1,5%) foram misturadas com 1 mL da solucdo reagente (acido sulfarico 0,6 mol.L-1 , fosfato
de s6dio 28x10-3 mol.L e molibdato de aménio 4x10-3 mol.L-1 ). Esta etapa foi seguida por
incubacdo a 95°C por 90 min. Subsequentemente, a absorbancia foi lida em 695 nm. Uma curva
padrdo sob a mesmas condicdes foi preparado com solugdes de acido ascérbico. Assim, 0s
resultados sdo apresentados como equivaléncia de acido ascérbico (mg/g EAAsc). A
capacidade antioxidante total foi determinada pela formacdo de um complexo de
fosfomolibdénio quando Mo6+ € reduzido a Mo5+; PLS mostrou atividade com 28,98 + 1,86
mg/g EAAsc. A capacidade do PS de quelar ions de ferro (11) foi dependente da dose. Embora
0 PLS tenha levado a maior porcentagem de quelacdo do que os obtidos a partir do acido
ascorbico sua atividade é baixa se comparada a outros polissacarideos extraidos de algas
marinhas (CASTRO et al., 2018). A capacidade de eliminagdo do radical DPPH do PS também
foi dose-dependente, com um bloqueio variando de 9,89 + 1,32% (na concentracdo de 0,1%) a
41,83 £ 0,97% (na concentracdo de 1,5%). Embora significativa, a capacidade de eliminacdo
do radical DPPH do PS foi menor do que o &cido ascorbico na faixa de concentracéo testada e
também menor do que a atividade de outros polissacarideos de algas marinhas, Com isso,

estudos in vitro mostraram que o PS possui atividade antioxidante (COSTA et al., 2020).
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6. CONCLUSAO

Inicialmente, foi notorio o baixo numero de artigos apresentando elucidacdo completa
da estrutura quimica desses PS e suas respectivas potencialidades biolégicas onde foram
encontrados um total de 5 artigos que relatavam as informacdes sobre essas estruturas quimicas
e sua atividade antioxidante. Os dados estruturais encontrados necessita de uma elucidagéo mais
completa sobre sua estrutura quimica, onde séo representadas por uma imagem dessa estrutura
e ndo somente sua nomenclatura. Embora existam diversas atividades biolégicas comprovadas
na literatura, o presente estudo focou apenas em demonstrar a atividade antioxidante presente
nesses PS que sdo extraidos das algas marinhas das espécies do género Gracilaria.

Visto que, das 44 espécies das algas encontradas do género Gracilaria, somente trés
espécies, tais como G. birdiae, G. caudata e G. intermédia apresentaram as nomenclaturas das
respectivas estruturas quimicas e ambas apresentaram a atividade antioxidante. Restando assim
um namero significativo de espécies a serem estudadas. Devido a grande importancia na relacao
entre estrutura-atividade, esta revisdo serve como referéncia para que possa surgir novos
estudos sobre esta caracterizacdo estrutural e suas atividades bioldgicas a serem abordadas
sobre estes PS extraidos das diversas algas marinhas do género Gracilaria.

Dessa forma, o atual estudo constitui-se como investigacdo referente a estrutura
quimica encontrada na literatura e seu potencial antioxidante das espécies de macroalgas
marinhas do género Gracilaria, considerando que ndo existem muitos relatos a respeito, e
dentre as espécies analisadas, a G. birdiae, G. caudata e G. intermédia demonstraram ser
promissoras, uma vez que apresentaram interessante potencial antioxidante e suas respectivas
estruturas quimicas, o que torna as outras diversas espécies alvo de novos estudos a fim de

avaliar novas estruturas quimicas.
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