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RESUMO
Polissacarideos sulfatados (PSs) da alga vermelha
comestivel Crassiphycus birdiae possuem atividade

antioxidante. Trabalhos anteriores mostram que PSs,
quando 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 C. birdiae. Portanto,
NpsAg sintetizadas a partir dos PSs de C. birdiae foram
obtidas e avaliadas como agentes antioxidantes. Foram
realizadas a detecgdo e a medicdo de tamanho das NpsAg
por dispersdo de luz dindmica (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 quelagdo férrica. O teor de

proteinas e de agucar 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
contaminacgdo proteica foi encontrada nos PSs e nas
NpsAg. O teor de aglicar na suspensdo de NpsAg (55,7%)
foi superior ao encontrado na solugdo de PSs (49,7%). A
suspensdo com NpsAg apresentou uma atividade
quelante de ferro 25% maior que a solugdo de PSs. Os
resultados mostraram que os PSs de C. 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 aplicagdes.

PALAVRAS-CHAVE: Alga vermelha, nanoparticulas metalicas, agaranas, quelagao férrica, galactanas sulfatadas

GREEN SYNTHESIS OF ANTIOXIDANT SILVER NANOPARTICLES WITH SULFATED
POLYSACARIDES FROM THE RED SEAWEED Crassiphycus birdiae

ABSTRACT

Sulfated polysaccharides (SPs) from the edible red
seaweed Crassiphycus birdiae have antioxidant activity.
Previous studies have shown that SPs, when in the form
of silver nanoparticles (AgNps), had better antioxidant
activity than in its original form. However, there is no data
about AgNps synthesized with the SPs from C. birdiae.
Then, AgNps synthesized with the SPs from C. birdiae
were obtained and evaluated as antioxidant agents. 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 from C.
birdiae, in the form of 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, agaran, ferric chelation, sulfated galactans.
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1 INTRODUCAO

A alga vermelha Crassiphycus birdiae era conhecida anteriormente como Gracilaria birdiae e
foi reclassificada recentemente (Guiry et al., 2021), por isso ndo se acha artigos sobre essa alga
usando o nome Crassiphycus birdiae como descritor. Ela é uma alga comestivel que é cultivada
principalmente no litoral dos estados do Ceara e do Rio Grande do Norte. Neste ultimo, ela é
cultivada no municipio de Rio do Fogo pela AMAR (Associa¢ao 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). Foi
demonstrado que animais que receberam essa alga como suplemento alimentar, apresentaram
um ganho menor de peso em comparacdo com aqueles animais do grupo controle. Foi
demonstrado, também, que polissacarideos sulfatados (PSs) dessa alga inibem a diferenciacado
adipogénica de pré-adipdcitos em condicdo de cultivo (Barros et al., 2018). O principal PS dessa
alga foi purificado e caracterizado estruturalmente, trata-se de uma agarana (Maciel et al., 2008).
Agaranas sao uma familia de polissacarideos sulfatados constituidos de uma unidade dissacaridica
principal formada por B-D-galactose 3-substituida, ligada a posicdao 4 de a-L-galactose, alguns
desses residuos sao sulfatados em C6. Esta ultima pode estar, em parte, na forma de 3,6-anidro-a-
L-galactose, além disso, residuos de outros monossacarideos, como B-D-xilose podem ser
encontrados (Maciel et al., 2008). Vale salientar, que uma molécula de agarana ndo sulfatada, ou
seja, neutra, é conhecida como agarose (Vasconcelos et al., 2015). Os PSs de C. birdiae sdao descritos
também como agentes anti-inflamatdrios (Vanderei et al., 2011; Silva et al., 2012; Brito et al.,
2014). Mais recentemente, foi demonstrado que os PSs de C. birdiae também agem como agentes
antioxidantes (quelantes de ferro) e como inibidores da formacao de cristais de oxalato de célcio,
um das principais causas de calculos renais em humanos (Oliveira et al., 2020).

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) sdo aquelas cujo tamanho varia de 1 a 100 nm (Ahamed et al., 2010); ja outros
consideram que Nps possuem tamanhos maiores — em alguns casos, particulas de 10 até 1000 nm
(1 um) (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, o que gera nos campos
da nanociéncia e da nanotecnologia um grande interesse em sintetizar Nps com diferentes
tamanhos,composicao e formatos, visando a busca de novas aplica¢Ges (Azizi et al., 2013).

Sobre nanoparticulas de prata (NpsAg), pode-se dizer que elas sdao formadas a partir da
reducdo de prata na presenca de um composto redutor, que pode ser de origem organica ou nao
(WEl et al., 2015). NpsAg tem atraido atencdo em vista de sua boa condutividade, sua estabilidade
quimica e qualidades Unicas, elétricas e Oticas (Hussain e Pal, 2008). Além disso, possuem
aplicacdes em vdrias industrias, incluindo as ciéncias médicas (agentes contra o HIV) e industrias
de alimentos (agentes antibacterianos aplicados na embalagem de comidas) (Ahmad et al., 2003).
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Na literatura ha a descricdo de varios métodos para sintetizar nanoparticulas de prata;
contudo, na maioria dos casos, esses métodos sdo onerosos e prejudiciais ao meio ambiente,
sendo responsdveis por gerar alguns compostos quimicos e tdxicos que podem causar efeitos
adversos em aplicagdes finais (Asmathunisha e Kathiresan, 2013). Por isso, ha uma necessidade
crescente de desenvolver métodos de sintese de nanoparticulas, métodos esses que sejam menos
agressivos ao meio ambiente. Nesse contexto, surgiu o termo “sintese verde” de nanoparticulas.

A abordagem verde de sintese de nanoparticulas, de acordo com Morones e colaboradores
(2005), concentra-se na utilizacdo de materiais de baixo custo, eficazes, biocompativeis, que
causam poucos danos ao meio ambiente, por isso mais amigaveis ao meio ambiente, e originam
nanoparticulas estaveis para diversas aplicacdes. Em razdo disso, novos métodos vém sendo
propostos e utilizados para a sintese de nanoparticulas; por exemplo, tém sido 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 é
usada como solvente, substituindo solventes organicos tdxicos, e compostos bioldgicos sdao
empregados como agentes redutores e estabilizadores para sintese de Nps metalicas (Park et al.,
2011).

Ha poucos trabalhos descrevendo a sintese NpsAg com polissacarideos de algas e que
utilizaram um método “verde”. Pode-se citar a sintese de NpsAg com uma fucana (polissacarideo
sulfatado que contém fucoses sulfatadas) purificada da alga Spatoglossum schréederi (Amorim et
al., 2016) e NpsAg sintetizadas com fucanas da alga Dictyota mertensii (Fernandes-Negreiros et al.,
2017). Nos dois casos, os polissacarideos, na forma de nanoparticulas, apresentaram atividade
farmacoldgica superior aos polissacarideos originais, o que indicou que a formacao de NpsAg com
esses polissacarideos potencializa suas atividades.

O estresse oxidativo pode ser produzido por elevados niveis de espécies reativas e por defeitos
no metabolismo, resultando no surgimento de varias doencas tais como desordens degenerativas,
doencas cardiovasculares, doenca de Parkinson, cancer. Além disso, pode também acelerar
processos fisioldgicos, como o processo de envelhecimento (Shashoua et al., 2004; Li et al., 2007).
Para evitar isso, os organismos usam antioxidantes. Contudo, os antioxidantes endégenos nem
sempre sdo suficientes. Por isso, os seres vivos obtém moléculas antioxidantes exdgenas para
complementar sua acdo (Gupta et al., 2012). Tendo isso em mente, atualmente, se procura novos
antioxidantes que possam ser utilizados como componentes em medicamentos e/ou alimentos
com intuito de se combater os danos causados pelas espécies reativas.

Antioxidantes sdo substancias que atrasam, previnem ou removem o dano oxidativo de uma
molécula alvo ou que neutralizam/previnem a oxida¢do de substratos (Apak, 2019). Os
antioxidantes preventivos sdo os que previnem a formacdo de espécies reativas, inibindo as
enzimas pro-oxidantes ou participando da quelacdo de ions metdlicos. Os bloqueadores de cadeia
sao os que eliminam diretamente as espécies reativas e os reparadores sao aqueles que servem
para reparar a lesdo oxidativa (Zhang, 2006).

Como dito, as sintese de NpsAg com polissacarideos potencializa acdo desse polissacarideos
(Amorim et al., 2016; Fernandes-Negreiros et al., 2017). Os PSs de C. birdiae possuem atividade
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antioxidante, principalmente capacidade quelante de ferro (Oliveira et al., 2020), e ndo se
identificou a sintese de NpsAg com esses polissacarideos com intuito de aumentar sua atividade
antioxidante. Por isso, nesse trabalho, teve-se como objetivo principal sintetizar NpsAg com PSs de
C. birdiae e avalia-las como agentes antioxidantes.

2 METODOLOGIA

2.1 Obtencdo dos PSs de C. birdiae

A alga C. birdiae foi cultivada pela AMAR, no municipio de Rio do Fogo (latitude 05° 16'
16,61” Sul; longitude 35° 22' 54,29” Oeste) e foi doada para este estudo. Os PSs foram extraidos
por meio do protocolo descrito anteriormente (Oliveira et al., 2020). Sucintamente, as algas apds
a coleta, foram levadas ao laboratério, lavadas com agua corrente para retirada de epifitas e
incrustagdes. Posteriormente, entre 90 e 85,0 g desse material foram secas a 45 °C, trituradas e
delipidadas com acetona. O material obtido foi suspenso em solucdo salina (0.25 M de NacCl) e a
esse foi acrescido maxatase (proteases) com intuito de se realizar protedlise. Apds 12 h, a 60 °C, o
material foi centrifugado (10000 x g, 4 °C, 15 min) e o sobrenadante foi submetido a precipitacdo
com o acréscimo de 2 volumes de metanol P.A. Apds 12 h, o precipitado, que contém os PSs, foi
coletado, seco a pressao reduzida e armazenado para posterior andlise. Esse procedimento foi
repetido mais duas vezes para se obter a média e o desvio padrdo do rendimento da técnica de
extracdo. Esta pesquisa esta registrada no SISGEN sob o n° A72AD2B.

2.2 Sintese das NpsAg com os polissacarideos obtidos

Uma solugdo de PSs (40 mL, 10 mg/mL) foi misturada com outra solucgdo de nitrato de prata
(360 mL, 1 mM), em uma proporg¢do de 1:9. A mistura de solugdes foi mantida sob agitacdo,
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
precipitado foi liofilizado e guardado em microtubos de centrifuga, protegidos da luz, para uso
posterior.

2.3 Espectroscopia de UV-visivel

A reducdo da prata (I) pelo PSs e formacdo das nanoparticulas foi acompanhada por uma
mudanca de cor da solucdao, monitorada por espectroscopia eletrénica na regido UV-visivel. Foram
realizadas leituras de 350 a 600 nm nas solugdes de nanoxilanas utilizando o espectrofotémetro
DR 5000 (Hitach). Foram feitas trés analises independentes, utilizando triplicatas em cada analise
(n=3).

2.4 Analises por dispersdo de luz dinamica (DLS)

O diametro das nanoparticulas foi determinado por espectroscopia de correlagdo de fotons,
usando o equipamento DLS da Brookhaven 90 Plus (Brookhaven Instruments Corporation, New
York, USA). As NpsAg (0,25 mg/mlL), em agua, foram analisadas em trés experimentos
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independentes, e os valores relatados sao referentes aos valores médios obtidos, com os desvios
padrées (). Foram feitas trés analises independentes, utilizando triplicatas em cada andlise (n=3).

2.5 Andlise por microscopia de varredura

NpsAg foi processada e analisada por MEV (microscépio eletronico de Shimadzu, modelo
SSX550; Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo). Resumidamente, 20 uL de amostra (0,5 mg / mL) foram
colocados em uma grade de cobre revestida com carbono sem revestimento de ouro e secos ao ar
por 10 minutos sob vacuo. A camara de grade foi colocada na sala SEM e incubada no escuro a 10—
20 °C por 2 horas. Imagem apresentada é representativa de trés experimentos independentes.

2.6 Andlise por eletroforese em gel de agarose

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose. O preparo das laminas passa
pela pesagem do gel de agarose 0,6% (m/v) e diluicdo no tampdo 1,3 diamino propano acetato
(PDA) 0,05 M, pH 9,0. Aliquotas de 5 uL de cada amostra na concentra¢do de 10 pg/uL foram
aplicadas em canaletas no gel e submetidos a eletroforese em cuba resfriada a 4 °C. Apds a corrida
eletroforética (a 100 Volts), os compostos foram precipitados com CETAVLON 0,1% por 2h, a
temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi seco sob uma corrente de ar quente e corado com
azul de toluidina 0,1%, numa solucdo de acido acético 1% e etanol 50%. O excesso de corante foi
removido utilizando-se uma solucdo de acido acético 1% em etanol 49% (solucdo descorante). A
operacao foi repetida até completo descoloramento do fundo da lamina. A seguir, o gel foi seco a
temperatura ambiente (Dietrich e Dietrich, 1976).

A revelacdo das bandas de migracao foi feita pela atividade metacromatica caracteristica de
cada composto. Neste caso, os compostos ricos em sulfato desenvolvem uma coloracdao roxa
caracteristica. Imagem apresentada é representativa de trés experimentos independentes.

2.7 Avaliacao da atividade antioxidante de polissacarideos e nanoparticulas
2.6.1 Avaliagdo da capacidade antioxidante total (CAT) das amostras

O principio deste ensaio se baseia na reducdo de Molibdénio (Mo*®) para molibdénio
(Mo*), através da a¢do da amostra aplicada, e a subsequente formacdo de um complexo
esverdeado de Fosfato/Mo*> em pH acido (Prieto et al., 1999). O padrdo usado para atividade
antioxidante foi o acido ascdrbico (vitamina C). A amostra foi adicionada a uma solucdo reagente
(4 mM de molibdato de aménia + 0,6 M de acido sulfurico + 28 mM de fosfato de sddio). A solucdo
foi mantida a 100 °C durante 90 minutos; depois foi resfriada a temperatura ambiente, por 30
minutos. A absorbancia de cada solucdo foi medida a 695 nm contra um “branco” (agua destilada
+ solucdo reagente). A capacidade antioxidante total foi expressa em equivalentes de acido
ascorbico (miligramas de vitamina C/gramas de amostra). Foram feitas trés analises
independentes, utilizando triplicatas em cada analise (n=3).

2.6.2 Avaliagdo da amostras como agentes quelante de ions de ferro
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A capacidade quelante de ferro das amostras foi investigada utilizando o método descrito
por Decker e Welch (1990) e modificado posteriormente por Wang et al. (2008). A amostra foi
adicionada em diferentes concentracbes (0,1 até 2 mg/mL) a uma mistura de reagentes que
continha FeC®; (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 (dgua destilada). O EDTA foi utilizado como controle positivo. Foram feitas trés
andlises independentes, utilizando triplicatas em cada analise (n=3).

2.8 Caracterizacao quimica de polissacarideos e nanoparticulas
2.5.1 Quantificagcdo do teor de proteinas das amostras

A quantificacao 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 pogos.
Acrescentou-se a amostra 200 uL de reagente de Bradford® em um volume pré-determinado. Apds
10 minutos, a temperatura ambiente, a microplaca com amostra e reagente foi lida em
espectrofotémetro a 595 nm. Uma curva de albumina, variando de 0 a 50 ug, foi utilizada como
padrdo. Foram feitas trés analises independentes, utilizando triplicatas em cada andlise (n=3).

2.5.2 Quantificagdo do teor de acucares das amostras

Os acucares totais foram determinados através da metodologia descrita por Dubois et al.
(1956), empregando o uso de fenol/acido sulfurico e utilizando D-galactose como padrdo. O teor
de agucares existente em cada extrac¢do foi calculado com base em valores expressos em leitura
por espectrofotometria a 490 nm. Foram feitas trés andlises independentes, utilizando triplicatas
em cada analise (n=3).

2.9 Analises estatisticas

Os dados sdao apresentados na forma de média + desvio padrdo. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Student-Newman-Keuls.
As diferengas estatisticas foram consideradas significativas, quando o valor de p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencgao dos PSs de C. birdiae

Apds processo de secagem, moagem e delipidacado, a amostra apresentou uma perda de 3,93
t 0,51% referente a sua massa. Em seguida, depois das etapas de protedlise, centrifugagao e de
secagem a vacuo, obteve-se 1,16 + 0,11 g de um extrato rico em polissacarideos sulfatados (PSs),
corresponde a 1,3% do peso seco da alga delipidada. Esse valor foi 2,5 vezes maior do que o obtido
pelo método anterior mencionado para extragao de polissacarideo sulfatado da mesma alga
(Maciel et al. 2008). O método de extragdo aplicado influencia diretamente a eficiéncia da extragdo
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de polissacarideos. Nas algas marinhas, os polissacarideos sulfatados sdao associados as proteinas
na parede celular, e por isso, sdo mais resistentes a processos de extracdo. A mistura de enzimas
proteoliticas usada no processo de extracdo promoveu a degradacdo de proteinas associadas a
esses, 0 que por sua vez, aumentou a solubilizacdo de polissacarideos (Fidelis et al., 2014). Assim,
credita-se o maior rendimento aqui observado a esta etapa adicional de protedlise.

3.2 Avaliacdo da capacidade antioxidante total (CAT) de PSs

Os PSs foram avaliados em relacdo a sua capacidade antioxidante total, com intuito de
determinar o seu potencial para a formac¢ao 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.

E comum as algas vermelhas marinhas apresentarem capacidade antioxidante. Entretanto, s3o
poucos os relatos sobre essas algas cuja CAT foi avaliada, sendo mais comum encontrar tal
informagdo em trabalhos com algas verdes e marrons. No total, foram encontrados dois relatos
sobre a CAT de rodoficeas: um sobre a Crassiphycus caudata (Costa et al., 2010) e outro sobre a C.
birdiae (Fidelis et al., 2014) e nos dois casos, os valores descritos se assemelham com os aqui
apresentados. Devido a falta de mais artigos publicados que apresentassem dados relacionados ao
CAT de polissacarideos sulfatados, ndo foi possivel fazer uma comparacdo dos dados aqui
mostrados com os de outros autores. Fato que indica a necessdria a realizagao de estudos futuros
sobre a atividade antioxidante de algas vermelhas.

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

Sabe-se que, para produzir nanoparticulas de prata, é importante que o composto utilizado na
sintese tenha capacidade de doar elétrons e reduzir a prata. Uma forma de avaliar esta capacidade
é através do teste de capacidade antioxidante total (CAT). Diante do resultado da CAT, o extrato
com PSs foi utilizado para a sintese de NpsAg utilizando o procedimento descrito em métodos. Na
figura 1 sdo mostradas as solugdes utilizadas nesse processo e a suspensao de NpsAg. Em A e B

B (& D
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o o el
~ © -

L
3]

03
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observa-se a solucdo de nitrato de prata e a solucdo de PSs, respectivamente. Em C a suspensao
NpsAg, que tem coloragdo mais escura que as outras duas outras solugdes devido a redugao da
prata promovida pelo PSs.

Figura 1. Foto das solugdes e suspensao envolvidas na sintese de NpsAg. A — Solucdo de nitrato
de prataa 1 mM; B —Solucdo de PSs a 10 mg/mL. C— Suspensdo de NpsAg; D- Espectros de UV-
visivel obtido durante a varredura da suspenc¢ao de NpsAg. A andlise foi realizada a partir de
uma varredura de 350 a 600 nm. Estas imagens sdo representativas de trés experimentos
independentes.

A partir de 400 mg de amostra em solugdo foram obtidos 17 mg de NpsAg liofilizadas,
correspondendo a um rendimento de 4,25%. Este valor ficou bem a quem daqueles obtidos com
outro extratos ricos em polissacarideos sulfatados de algas. Por exemplo, com extratos alga
Dyctiota mertensii, Fernandes-Negreiros e colaboradores (2017) obtiveram um rendimento de
aproximadamente 50%. De acordo com Rodriguez-Ledn e colaboradores (2013), a quantidade de
nanoparticulas de prata obtidas pode ser explicada pelo poder redutor de cada extrato. Quanto
maior o poder redutor do extrato, maior a quantidade de nanoparticulas obtidas. Portanto, o
rendimento das nanoparticulas aqui mencionadas variou entre as algas devido as propriedades do
agente redutor (no caso, o polissacarideo sulfatado da alga marinha) presente nos extratos. Como
C. birdiae tem um CAT menor do que D. mertensii (Costa et al., 2010), isso justificaria esse menor
rendimento.

Todavia, vale salientar que as os extratos estudados até o momento com intuito de produzir
nanoparticulas de prata, sdo extratos obtidos de algas ndo cultivaveis, enquanto a C. birdiae é
cultivdvel, o que compensaria o menor rendimento durante o processo de sintese das
nanoparticulas. Uma vez que algas nao cultivaveis tem obstaculos a serem superados para que se
tornem viaveis o seu uso comercial.

A espectroscopia UV-Vis tem sido utilizada como uma ferramenta importante tanto para
confirmar a obtencdo de nanoparticulas (Dipankar & Murugan, 2012). Portanto, apds a sintese da
nanoparticula, a solugdo obtida foi avaliada por esta técnica. Na figura 1D mostra-se o perfil de
absorcéo de luz pela suspencdo de NpsAg que foi obtido a partir de uma varredura de 350 a 600
nanémetros (nm).

No espectro representativo da absorcdo de luz obtido a partir da suspencao de NpsAg observa-
se que na regido préxima a 350 nm, os valores de absorbancia estdo em torno 0,5, contudo esses
valores comecam a aumentar na regidao de 400 nm e chegam ao maximo de absorcdo na regido de
469 nm. Esse tipo de comportamento também foi observado por outros autores que sintetizaram
nanoparticulas de prata (Pandey et al., 2012). E de acordo com Gurunathan e colaboradores (2013)
isso ocorre devido a ressonancia da superficie de plasmon, que se forma devido a presenca da
prata reduzida e causa desvio da luz. Vale salientar que nessa mesma faixa de comprimento nao
foi detectado nenhum sinal de absorc¢do de luz quando se avaliou a solucdo de nitrato de prata,
bem como, a solucdo de PSs (Dado ndo mostrado).
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As nanoparticulas obtidas com o extrato de C. birdiae, apds filtracao, tiveram seu diametro
analisado por DLS, como ja foi descrito em Métodos, e o resultado obtido foi de 117,64 + 4,31 nm,
0 que pode ser considerado elevado em comparacdo com aqueles obtidos nanoparticulas que
contém extratos de outras algas. Por exemplo, 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. et al., 2013a); as de Sargassum
cinereum, tamanhos de 45 a 76 nm (Mohandass et al.,, 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 Nanoparticulas.
Espera-se no futuro determinar possiveis fatores que venham a influenciar estes tamanhos.

Coradeghini e colaboradores (2013) relatam que nanoparticulas muito pequenas podem
apresentar grande citotoxicidade comparadas a nanoparticulas maiores. Por outro lado,
nanoparticulas grandes nao sao facilmente absorvidas pelos tecidos, dificultando a acdo em seu
respectivo alvo (Elsabahy & Wooley, 2012). Assim, de acordo com estes autores, as nanoparticulas
com tamanhos 20-200 nm sao particularmente indicadas para possiveis aplicacdes in vivo, sendo
gue para alguns casos, como aplicacdo de farmacos para o figado, podem-se utilizar também
nanoparticulas com tamanhos de até 500 nm. Como as NpsA encontram-se proximas a esta faixa
de tamanho, espera-se que também sejam adequadas para aplicagdes in vivo.

3.4 Morfologia das nanoparticulas

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada por MEV. Na figura 2 tem-se uma imagem
representativa das anadlises realizadas. As NpsAg sdo predominantemente esféricas, agregadas e
com o tamanho médio de 50,3 + 10,0 nm. Essa diferenca de tamanho das nanoparticulas
determinadas por MEV e por DLS se justificam porque para as analises de MEV, as amostras foram
desidratadas, e ao perderem agua, o diametro das particulas diminuiu. Por ouro lado, nas andlises
de DLS, a desidratagdo nao ocorre.
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Figura 2. Imagem de MEV das nanoparticulas. As nanoparticulas foram obtidas como descrito
em métodos e depois submetidas a analises de microscopia eletronica de varredura (MEV). As
NpsAg se apresentam agregadas e com formato arredondado. Esta é uma imagem
representativa de trés experimentos feitos de forma independente.

Esta geometria arredondada das NpsAg ja foi descrita para diversas nanoparticulas de prata
(Okafor, et al., 2013; Gurunathan, et al., 2013). Porém, nanoparticulas podem ser amorfas ou
assumirem diferentes formas geométricas. Entretanto, no caso das nanoparticulas de
polissacarideos obtidos de diversas fontes (Pandey et al.,, 2012; Akmaz et al., 2013), inclusive
nanoparticulas feitas com polissacarideos sulfatados de algas (El-Rafie, El-Rafie & Zahran, 2013,
Amorim et al., 2016, Fernandes-Negreiros et al., 2017), a Unica forma geométrica identificada até
o momento foi a forma arredondada. E isso leva a proposta de que nanoparticulas de prata
contendo polissacarideos assumem exclusivamente a forma arredondada.

O fato das nanoparticulas com polissacarideos assumirem sempre a forma arredondada é um
ponto positivo, pois nanoparticuas arredondas em sdo menos citotéxicas comparadas outras
formas, como por exemplo, triangulares (Pal, Tak & Song, 2007). Assim, espera-se que as NpsAg
deste estudo também sejam pouco tdxicas as celulas.

3.5 Dosagem de agucares totais presentes em PSs e em NpsAg

A suspensdo com NpsAg e a solugcdo com PSs foram submetidas a dosagens de aclcares para
confirmar a presenca de polissacarideos. Identificou-se que a suspensdo com NpsAg é constituida
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por 55,7% de polissacarideos. Na solugdo com PSs, verificou-se um teor de 46,9% de agucares totais
(Figura 3). Estes valores foram significativamente diferentes (p < 0,001).

Negreiros (2015) produziu nanoparticulas de prata com extratos de 4 algas diferentes, a saber:
Dictyota mertensii, Spatoglossum schréederi, Sargassum filipendula e Dictyopteris justii. Aquelas
sintetizadas com os dois primeiros extratos apresentaram o mesmo teor de agucares que esses.
Por outro lado, as nanoparticulas sintetizadas com extratos de S. filipendula e D. justii
apresentaram um teor de acucares superior em 13 e 27%, respetivamente, em comparacao com
seus extratos. A justificativa dos autores para esse aumento de acucares na nanoparticulas é que
cada alga sintetiza acucares diferentes, por isso eles apresentam propriedades diferentes. E que,
portanto, os acucares de S. filipendula e D. justii devem ter uma afinidade maior pela prata do que
os das outras duas algas, o que provavelmente favoreceu uma maior agregacdo desses, em
detrimento de outros componentes dos extratos. Acredita-se que o mesmo ocorreu aqui nesse
trabalho, o que justificaria se observar uma maior quantidade de aglcar em NpsAg do que em na
solucdo de PSS.

3.6 Dosagem de proteinas totais presentes em PSs e em NpsAg

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

As proteinas sdao contaminantes dificeis de retirar de extratos ricos em polissacarideos
algdceos. Fidelis e colaboradores (2014), utilizando extracdo aquosa com auxilio de ultrassom,
obtiveram um extrato rico em PSs de C. birdiae com 3% de contaminantes proteicos, um resultado
acima do aqui observado. Essa diferenca pode ser justificada pelo fato de aqui ter se usado
protedlise como etapa de obtencdo dos PSs. A protedlise promove a destruicao das proteinas da

amostra.
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Figura 3. Quantidade de polissacarideos presentes nas amostras. O valores
representam a média de trés experimentos independentes * desvio-padrdo. *** indica
diferenca significativa entre os valores observados (p <0,001).

3.7 Eletroforese em gel da agarose

As amostras foram submetidas a analise por eletroforese em gel de agarose. Na figura 3 tem-
se uma imagem representativa de trés andlise feitas independentemente. Pode-se observar a
presenca de uma banda em PSs. Esta coloracdo azul arroxeado é indicativo da presenca de grupos
sulfato no polissacarideo, ja quando a amostra assume tons de rosa ou tons azul anil, hd aindicacdo
de grupos carboxila ou a presenca de proteinas na amostra, respectivamente (Dietrich e Dietrich,
1976). Além disso, a presenga de uma Unica banda é indicativa da existéncia de apenas uma
populacdo de um polissacarideo sulfatado nessa amostra. O mesmo ocorre com a NpsAg.

Observa-se ainda, que as duas amostras apresentaram a mesma mobilidade eletroforética.
Quando uma fucana da alga S. schréederi e sua correspondente NpsAg foram submetidas a
eletroforese se observou esse mesmo padrdo (Amorim et al., 2016). Esses dados indicam que os
polissacarideos sulfatados presentes em NpsAg sao os mesmos que se encontram em PSs.

PSs NpsAg

Figura 4. Eletroforese em gel agarose das amostras. 100 pg de cada amostra foram
aplicadas no gel de agarose 0,6% em tampao PDA (1,3-diaminopropano), pH 9,0 e
submetidos a eletroforese a 100 V/cm por 1 hora. Apds esse periodo, o gel foi mantido em
CTV (Cetiltrimetilamonio), desidratado e os polissacarideos corados com azul de toluidina
0,1%.

3.8 Avaliagao da capacidade quelante de ions de ferro das amostras

Na figura 5 mostra-se os dados das analises de quelacdo 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
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compara as concentracdes de 0,1 e 0,5 mg/mL. Este aumento de atividade ndo foi observado nas
demais concentra¢des, o que indica uma estabilizacdo da atividade quelante das amostras.
Percebe-se que, com exce¢do da concentracdo 0,1 mg/mL, a atividade da suspensdo com
nanoparticulas, nas demais concentragdes, foi maior do que a da solugdo com extrato rico em PSs.
A atividade méxima (75%) foi obtida na concentragdo de 1,5 mg/mL da suspensdo com Nps.

Quando o extrato de C. 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 suspensdao com
nanoparticulas.

Contudo, este aumento no teor de polissacarideos foi de 8,0%. Quem seria o responsavel pelo
restante da atividade quelante? Uma explicacdo plausivel seria a mudanca da conformacdo dos
polissacarideos quando estes se ligam a prata. Esta mudanca os deixaria mais ativos como agentes
quelantes de ferro. Estudos futuros confirmarao esta hipdtese.

80 K%
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60
50

40 * %k

30
PSs

Quelacaoférrica (%)

20

" —&— Nanoparticulas

0 0.1 0.5 1 1.5
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Figura 5. Atividade quelante de ferro das amostras. O valores representam a média de trés
experimentos independentes + desvio-padrao. *** (p <0,001) e ** (p <0,01) indicam diferenca
significativa entre os efeitos das amostras quando comparadas com a mesma massa.

O ferro é um mineral importante para o ser humano e é encontrado complexado a proteinas
como a hemoglobina (envolvida no transporte de oxigénio), mioglobina nos musculos e enzimas
heme (Kremastinos & Farmakis, 2011). Porém, em grandes quantidades ele pode ser toxico. Para
evitar isso, a concentracdo de ferro é fortemente controlada em pessoas sauddveis, mas é
relativamente descontrolada em pessoas com hemocromatose hereditaria (De Domenico, Ward,
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& Kaplan, 2007), por exemplo. Ndo ha via excretora para este metal, e seu acimulo acima dos
niveis seguros pode levar a formagao de espécies reativas, principalmente do oxigénio, que sdo as
principais responsaveis pela peroxidacdo lipidica, e danos a outras estruturas celulares (Ayala et
al., 2014). Além disso, os niveis excessivos de ferro podem causar diabetes (Hansen et al., 2014),
cancer de figado e osteoporose, dentre outras doencas (Dixon & Stockwell, 2014). Até o momento,
ndo ha cura para pacientes com sobrecarga de ferro. Assim, os niveis de ferro sdo controlados por
flebotomia ou administracdo de quelantes de ferro (Hansen et al., 2014). Portanto, a descoberta e
o estudo de agente quelantes de ferro como as NpsAg é algo estimulado. Espera-se que estudos
posteriores possam elucidar o mecanismo de acdo dessas nanoparticulas e estimular o
desenvolvimento de novos produtos que posam ser utilizados em pacientes com acumulo de ferro
no organismo.

4 CONCLUSAO

Utilizando uma metodologia ja estabelecida foi possivel obter polissacarideos sulfatados
antioxidantes da alga G. birdiae. Foi possivel sintetizar nanoparticulas de prata com esses
polissacarideos. Além disso, estas nanoparticulas apresentaram maior atividade quelante de ferro
0 que os PSs originais. O que indica que os PSs na forma de NpsAg podem ter suas atividade
potencializadas.
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