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Resumo:

A investigacdo cientifica tem vindo a dar cada vez mais importancia aos polimeros
naturais, devido & sua versatilidade a nivel de propriedades, variabilidade, menor impacto
ambiental e reducdo de custos. De entre estes polimeros, destacam-se o0s polissacarideos

devido as suas propriedades funcionais Unicas e enorme diversidade encontrada na Natureza.

As algas marinhas sdo uma fonte privilegiada de polissacarideos que sédo constituidos
por uma gama de moléculas, como agUcares raros e grupos sulfato, que devido a sua elevada
biodisponibilidade Ihes confere uma gama de propriedades extremamente alargada. De entre
estas propriedades, destacam-se a actividade anticoagulante, antihiperlipidémica, antioxidante,
antiproliferativa, antiviral, antihipertensora, imunomoduladora e biomédica, assim como

aplicacdes tecnoldgicas a nivel ambiental, entre outras.

Entre as algas marinhas, destacam-se as algas verdes, e em particular as pertencentes
a ordem Ulvales, cujo polissacarideo predominante se denomina ulvano e que s6 agora
comeca a ter um maior relevo na investigacdo cientifica, mas que ja comeca a demonstrar o

enorme leque de propriedades que se estima ter.

Este estudo tem como objectivo principal a revisao bibliografica da literatura cientifica
tendo em vista alargar o conhecimento sobre o ulvano, apresentar evidéncias das suas
propriedades e inferir sobre novas funcionalidades, tanto através de uma analise comparativa
com polissacarideos semelhantes a nivel fisico-quimico, como através de modificacbes ao
polimero na forma nativa, nomeadamente a hidrélise; dado que noutros casos 0s
oligossacrideos ja demonstraram uma potenciacdo das propriedades existentes, e
eventualmente novas capacidades. Num segundo momento, foi realizada uma prospeccéo de
mercado no Concelho do Porto com o objectivo de averiguar a existéncia e diversidade de
produtos a base de macroalgas e, em Ultima instancia, de produtos contendo ulvano ou seus

derivados.

A analise detalhada da literatura permitiu afirmar que o ulvano é um polissacarideo
muito promissor a nivel biolégico e tecnoldgico, embora a nivel fisico-quimico a sua estrutura
ainda ndo seja totalmente conhecida e, consequentemente, 0 mesmo se aplica aos
mecanismos relacionados com as suas propriedades. Fica também claro o aumento de
potencial que as modificagbes a molécula original, nomeadamente a hidrélise, podem originar;
embora mais estudos sejam necessérios. No que concerne a prospec¢do do mercado, nao foi
possivel encontrar produtos & base de ulvano, mas a diversidade de produtos contendo
macroalgas encontrada permite concluir que se esta na presenc¢a de um nicho de mercado em

expansao e que o ulvano pode certamente ter o seu lugar dadas as suas propriedades Unicas.
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Abstract:

Scientific research has been giving more and more importance to natural polymers, due
to their versatility in terms of properties, variability, reduced environmental impact and reduced
costs. Among these polymers, polysaccharides stand out due to their unique functional

properties and enormous diversity found in nature.

Seaweeds are a privileged source of polysaccharides which are composed of a vast
range of molecules, such as rare sugars and sulphate groups, which due to their high
bioavailability; give them an extremely broad range of properties. Among these properties, it is
possible to highlight the anticoagulant, antihyperlipidemic, antioxidant, antiproliferative, antiviral,
antihypertensive and immunomodulatory activities, and biomedical applications, as well as

technological and environmental characteristics, among others.

Green algae stand out among the different types of seaweeds, and in particular those
belonging to the order Ulvales, in which the dominant polysaccharide that is found is called
ulvan, and although its greater importance in scientific research is very recent, it already begins

to demonstrate the wide range of estimated properties.

The main goal of this study is an extensive review of the scientific literature in order to
deepen existing knowledge on ulvan, to present evidence of their properties and to infer about
new functionalities; both through a comparative analysis with similar polysaccharides on a
physico-chemical level, as well as via modifications to the native form of the polymer, in
particular via hydrolysis. In fact, many studied oligosaccharides have demonstrated an
enhancement of their existing properties (associated with polysaccharides from which they
derive) and possibly the appearance of new ones. A second objective of this study was to carry
out a market survey in the municipality of Porto with the aim of verifying the existence and
diversity of products based on seaweeds and, ultimately, of the ones containing ulvan and its
derivatives.

Detailed analysis of the literature allowed demonstrating that ulvan is a polysaccharide
with very promising biological and technological properties, although its physico-chemical
structure is not fully understood, and consequently the same applies to the mechanisms
underlying its properties. It is also clear that, in order to increase the potential of the native
polymer, some modifications could be applied, mainly hydrolysis, but further studies are
required. Regarding the market survey, it was not possible to find ulvan containing products, but
the diversity of products containing seaweeds that was found suggest the presence of an

expanding market niche, in which ulvan can certainly have its place due to its unique properties.
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Estrutura da Dissertacao

A dissertacdo encontra-se dividida em seis sec¢cfes conforme o diagrama a seguir apresentado
(Figura 1).

Na primeira sec¢do, a Introducéo, efectua-se um enquadramento do tema elencando os
objectivos do trabalho e descrevendo a metodologia usada para a elaboracdo do trabalho
monografico. Em seguida, nos capitulos Il, Il e 1V, sdo aprofundados os métodos de obtencao
e caracterizacao do ulvano, as suas propriedades funcionais — biologicas e tecnoldgicas, e as
possiveis estratégias para formacao de oligossacarideos de ulvano com consequente impacto
nas propriedades funcionais, respectivamente. O capitulo V reporta o levantamento do
mercado e a andlise associada do mesmo. Por fim, na Ultima sec¢do sdo indicadas algumas

consideragdes finais sobre o tema e algumas sugestdes para trabalhos futuro.



Capitulo |

Introdugdo: Ulvano e sua importancia biolégica e tecnolégica como polissacarideo extraido
de fonte natural marinha

Ulvano
Capitulo 1l
Obtencéo e Extracgao ,| Composicao Quimica e
Estrutural
Capitulo 1l
Propriedades funcionais
Propriedades biolégicas Propriedades tecnoldgicas

Derivados do ulvano

Capitulo IV

Modifica¢des quimicas/estruturais

Impacto nas Propriedades Funcionais

A

Capitulo V

Levantamento do Mercado: Disponibilidade de produtos a base de ulvano/equivalente

}

Capitulo VI

Considerac¢fes Finais

Figura 1. Diagrama do trabalho realizado no ambito da dissertacéo.
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Introducéao:

Os polimeros naturais tém vindo, com o passar dos anos, a adquirir uma relevancia
cada vez maior a nivel das suas propriedades funcionais, dada a sua enorme versatilidade e
também diversidade. Posto isto, a investigacao cientifica tem-se direcionado cada vez mais no
sentido de aprofundar mais a pesquisa sobre estes compostos, em oposicdo a pesquisa de
compostos obtidos por sintese quimica, ndo so devido as propriedades acima referidas, como
também pelo facto de os polimeros naturais ou derivados serem biodegradaveis, em oposicao
aos primeiros, que muitas vezes sdo derivados do petréleo — a tendéncia actual a todos os
niveis é a pesquisa de materiais renovaveis, pouco ou nada poluentes e cuja obtencédo possa
ser sustentavel a nivel ambiental. A ja referida versatilidade e diversidade aumenta imenso as
hipoteses de descoberta de novas propriedades, 0 que sO por Si representa um contributo
inestimavel destes compostos [Alves et al., 2010; Alves et al., 2012, Wijesekara et al., 2011;
Yaich et al., 2011].

De entre os polimeros naturais, destacam-se os polissacarideos, devido as suas
propriedades estruturais e funcionais Unicas, as ja referidas diversidade — continuamente ha
referéncias na literatura cientifica da descoberta de novos polissacarideos — e versatilidade,
tudo isto combinado torna estes polimeros talvez nos mais promissores, tanto a nivel das
ciéncias biolégicas como no campo técnico-industrial. HA que acrescentar que o0s
polissacarideos podem ser utilizados na sua forma nativa, hidrolisados ou modificados, tudo
isto influenciado por um sem nimero de variaveis, que multiplica a gama de aplicacfes para as
guais os referidos polimeros podem vir a ser utilizados [Alves et al., 2010; Alves et al., 2012;
Costa et al., 2010, Fer et al., 2012; Robic et al., 2008; Wijesekara et al., 2011].

Das inumeras fontes de obtencéo de polissacarideos naturais, os organismos marinhos
e, em particular as macroalgas, tém adquirido uma importancia cada vez maior devido as
propriedades Unicas dos microrganismos que nelas se encontram. As macroalgas estdo
taxonomicamente classificadas em vérias Divisfes, das quais as principais sdo as seguintes:
Chlorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta. [Alves et al., 2010; Costa et al., 2010, Guiry et al.,
2012, AlgaeBase; Karnjanapratum et al., 2011; MACOI, 2008; Ngo et al., 2011; Stengel et al.,
2011; Toskas et al., 2011; Wijesekara et al., 2011].

A Diviséo Chlorophyta engloba a grande maioria das algas verdes, que s6 nos ultimos
anos se tornaram um alvo particular na investigagao cientifica, muito devido ao grave problema
ambiental que representa a eutrofizagcdo, isto €, o crescimento desmesurado de espécies
destas algas, e consequente formacdo de massas em zonas costeiras, lagos, etc. A
proliferacdo destas massas de algas (homeadamente de Ulva sp., pertencente & Ordem dos
Ulvales) resulta da contaminacdo das &guas por varios compostos quimicos, como por
exemplo adubos agricolas e outros compostos ricos em fosforo e azoto, que originam um
excedente nutricional que favorece o crescimento das algas. Por sua vez, as algas, como seres

fotossintéticos, alteram o balanco dos gases dissolvidos na agua, levando a morte de peixes e



outras espécies, causando danos graves no ecossistema. De notar que a acumulagdo nas
costas destas massas de algas € também um problema ambiental devido a sua degradacao
anaerdbia, que origina mau cheiro (principalmente resultante da producéo de gases de enxofre
resultantes do elevado teor em sulfatos que a alga contém) e consequentemente intoxicacdes
por inalacdo cronica (alguns gases, como o gas sulfidrico, sdo toxicos), além de ser um
problema a nivel de gestdo de residuos. Assim, este recurso natural pode ser facilimente
estudado e a exploracdo das algas verdes torna-se mais benéfica, ndo s6 devido as suas
propriedades como também ao excedente presente na natureza [Alves et al., 2010; Alves et al.,
2012; Bruhn et al., 2011, Collén et al., 2011; Lahaye et al., 2007, Paradossi et al., 1999; Peu et
al., 2011; Qi et al., 2005; Qi et al., 2006, Robic et al., 2008; Stengel et al., 2011; Toskas et al.,
2011; Yaich et al., 2011].

A designacdo dada ao principal componente polisacaridico das espécies pertencentes
a Ordem dos Ulvales, nomeadamente a Familia Ulvaceae, € Ulvano. Esta Familia € composta
essencialmente por dois géneros, Ulva e Enteromorpha, e as varias espécies que a compdem
s&o designadas pelo nome comum de “alface do mar”. E de salientar que, a nivel taxonémico,
existe alguma dificuldade na caracterizacdo destas espécies [Lahaye et al., 2007]. Os
polissacarideos que compdem estas algas podem ser classificados de varias formas, mas
segundo Lahaye et al., 2007; pode dividir-se o conjunto de polissacarideos entre os que estédo
presentes em larga escala e em pequena escala. Entre os presentes em pequena escala,
encontram-se as glucoronanas [El Boutachfaiti et al., 2011] e as xiloglucanas lineares, sollveis
em bases, enquanto 0s presentes em larga escala se classificam consoante a sua solubilidade
em agua — a fraccdo insollvel é a celulose, enquanto o ulvano comp@e a frac¢do soltuvel. O
nome Ulvano deriva dos termos ulvino e ulvacina, introduzidos por Kylin em 1946; para
designar as diferentes frac¢fes de polissacarideos sulfatados hidrossolUveis presentes na alga
Ulva lactuca. Actualmente, o termo Ulvano é utilizado para designar todos os polissacarideos
sulfatados hidrossollveis provenientes da Ordem dos Ulvales [Collén et al., 2011; Lahaye et
al., 2007; Robic et al., 2008].

As algas pertencentes a Ordem dos Ulvales destacam-se por possuir Varios compostos
bioactivos, tais como os compostos fendlicos e os polissacarideos sulfatados. Estes ultimos,
nos quais se inclui o Ulvano, pertencem a um grupo de moléculas bastante complexo, que
ocorrem numa vasta game de organismos, sendo que as macroalgas marinhas representam a
principal fonte ndo-animal [Costa et al., 2010; El-Baky et al., 2009; Qi et al., 2006, Stengel et
al., 2011; Wijesekara et al., 2011].

O Ulvano (que representa aproximadamente 8-29 % do peso seco do extracto de Ulva
sp.) € um heteropolissacarideo; presente na parede celular destas algas, fortemente associado
a proteinas, composto por varios monossacarideos, dos quais se destacam as ramnose e
xilose, o &cido idurénico e o &cido glucorénico, mas também possui grupos sulfato [Alves et al.,
2010; Collén et al., 2011; Karnjanapratum et al., 2011; Lahaye et al., 1997; Lahaye et al., 1998;
Paradossi et al., 1999; Qi et al., 2006; Robic et al., 2008; Toskas et al., 2011; Yu et al., 2003]. A
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presenca destes confere um interesse acrescido a este polimero, e é determinante para muitas
das propriedades em estudo, pois o0s polissacarideos sulfatados apresentam uma actividade
promissora numa vasta gama de utilizagdes, tais como anti-carcinogénica, anti-proliferativa,
antiviral, antioxidante, antihiperlipidémica, antihipertensora, antiadesiva, antinflamatéria e
anticoagulante, entre outras [Collén et al.,, 2011; Costa et al., 2010; El-Baky et al., 2009;
Karnjanapratum et al., 2011; Lahaye et al., 2007; Mao et al., 2006; Ngo et al., 2011; Paulert,
2005; Qi et al., 2005; Qi et al., 2006; Qi et al., 2012; Sathivel et al., 2008; Stengel et al., 2011;
Toskas et al., 2011; Wang et al., 2010]. Contudo, o interesse nas algas desta Familia e, em
particular, do género Ulva, ndo se direcciona unicamente para o Ulvano. As espécies deste
género sdo ricas em varios nutrientes, dos quais se destacam hidratos de carbono, fibras,
minerais (ex.: zinco, ferro), vitaminas (ex.: B1, B9, C, E), proteinas e aminoéacidos: em
consequéncia, desde tempos remotos que sdo utilizadas na medicina tradicional chinesa para
combater a hiperlipidemia, insolagdo e doencas urinarias, entre outras [El-Baky et al., 2009;
Mao et al., 2006; Ngo et al., 2011; Qi et al., 2005; Qi et al., 2006; Qi et al., 2012; Sathivel et al.,
2008; Toskas et al., 2011; Yu et al., 2003].

Actualmente, procede-se também a sua utilizagdo como suplemento nutricional devido
aos nutrientes acima enumerados, assim como ao seu baixo valor calérico e teor em lipidos, tal
como vem sendo usado ha muitos anos na cozinha japonesa. Além disso, a ampla distribuicéo
e grande quantidade em que estas algas se encontram permitem que também sejam atractivas
para utilizacdo em tratamentos de aguas e eventualmente conversdo em biogas. Tudo isto
confere a familia Ulvaceae um grande potencial nutricional, farmacolégico, tecnoldgico e
agricola [Alves et al.; 2010, Alves et al., 2012; Brownlee, 2011; Bruhn et al., 2011; Collén et al.,
2011; El-Baky et al., 2009; EI Modafar et al., 2012; Lahaye et al.; 2007; Ngo et al., 2011;
Paulert, 2005; Qi et al., 2005; Qi et al., 2006; Qi et al.; 2012; Stengel et al., 2011; Toskas et al.,
2011; Wijesekara et al., 2011; Yaich et al., 2011; Yu et al., 2003].

De momento, ainda ndo se conhece com exactiddo ao que se devem as inlUmeras
propriedades bioquimicas que este composto evidencia, mas os estudos experimentais até
agora realizados demonstram que estas resultam de um conjunto de caracteristicas estruturais
presentes nos polissacarideos sulfatados, entre os quais se inclui a forma¢éo de clusters de
grupos sulfato, que asseguram a interac¢do com proteinas cationicas. Esta também descrita a
importancia do peso molecular, do teor em sulfatos e de acidos urénicos do polimero, posicao
dos respectivos grupos, tipos de agUcares presentes, existéncia de ramificacdes glicosidicas e
presenca de outros grupos funcionais [Alves et al., 2012; Costa et al., 2010; Karnjanapratum et
al., 2011; Lahaye et al., 1996; Lahaye et al., 2007; Qi et al., 2006; Qi et al., 2012; Stengel et al.,
2011; Wang et al., 2010. Wijesekara et al., 2011].

Uma componente bastante importante deste trabalho foi a pesquisa em larga escala e
revisdo de todos os artigos relacionados com o ulvano, por forma a apresentar um ponto da
situacdo relativamente ao interesse geral que este polissacarideo tem despertado na

comunidade cientifica, e também em que areas é que se verifica maior incidéncia dos estudos.
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A pesquisa para a elaboracédo desta tese recorreu a varias fontes, tanto em formato online
como em papel, mas para fazer esta avaliagdo da incidéncia do ulvano nas publicacbes
cientificas, recorreu-se a base de dados de artigos cientificos www.sciencedirect.com. e
www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/. Para a elaboracdo da pesquisa, usou-se a palavra-chave
“ulvan” em todos os campos, a excepgao dos autores, o que permitiu a elaboragao do grafico

representado na Figura 1.1:
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Figura 1.1. Quantidade de referéncias encontradas pela palavra-chave “ulvan” ao longo das ultimas décadas.

Embora a andlise deste gréafico evidencie de imediato um crescimento cerca de dez
vezes superior das referéncias ao ulvano na literatura cientifica desde 1995, e em particular um
incremento claro desde 2010 em que o nimero de artigos quase que duplicou; uma andlise
mais detalhada a todas estas referéncias permite excluir um grande nimero de artigos, em que
o ulvano aparece apenas como titulo de uma entrada na bibliografia ou é referido no corpo do
texto mas sem particular relevo. A exclusdo destas referéncias reduz substancialmente o

ndmero de artigos, tal como se pode observar na Figura 1.2:
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Figura 1.2. Quantidade de artigos especificos sobre o ulvano ao longo das ultimas décadas.

Enquanto no gréfico correspondente a Figura 1.1 se contabiliza um total de 164
referéncias, apenas 46 sado contabilizados para a elaboracdo do segundo gréfico, isto &, de
todos os artigos encontrados, apenas 28% se concentram especificamente no ulvano.
Contudo, verifica-se a mesma tendéncia quanto a evolucéo do numero de artigos. Os primeiros
trabalhos de investigacdo com particular incidéncia no ulvano apareceram em meados de anos
90, o que se verifica pela quantidade de artigos encontrada no periodo de 1995 a 1999 e,
consequentemente, a sua utilizacdo como referéncia bibliografica em trabalhos sobre
compostos com propriedades similares, tais como outros polissacarideos sulfatados, origina o
elevado valor obtido na Figura 1.1. A partir de meados da primeira década do século XXI, o
interesse no ulvano tornou-se claramente mais nitido, dado que os trabalhos de pesquisa sobre
a sua obtencéo, caracterizacéo e propriedades revelaram resultados bastante promissores, o
gue se traduz no incremento gradual do nimero de artigos sobre o ulvano a partir de 2005, e
em particular desde 2010, verificando-se neste Ultimo periodo de tempo (de 2010 até
30/06/2012) um aumento enorme (superior ao dobro do niumero de artigos) tanto do nimero de

referéncias como do nimero de artigos propriamente ditos.

E também relevante analisar as diferentes tematicas das pesquisas sobre o ulvano, o

gue pode ser feito com recurso ao grafico da Figura 1.3:



Temas dos Artigos

Propriedades
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9%
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Aplicacbes em
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Plantas
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Aplicagdes Aplicagdes
nutricionais T~~__ biomédicas

2% 9%

Figura 1.3. Percentagens correspondentes aos diferentes temas nos artigos selecionados.

Analisando o principal objectivo de investiga¢do nos artigos sobre o ulvano, torna-se de
imediato evidente que o tema predominante é a caracterizagdo da molécula de ulvano e um
estudo genérico sobre as suas muitas potencialidades. Este tipo de artigos sdo encontrados ao
longo dos anos, com particular incidéncia nos primeiros anos apos a descoberta e o despertar
do interesse pela molécula, mas ainda aparecem nas pesquisas em nimero razoavel porque,
tal como referido anteriormente nesta introdugéo, ainda ha um longo caminho a percorrer para
se chegar a uma caracterizagdo fisico-quimica detalhada, assim como na andlise das
promissoras potencialidades deste polissacarideo. A partir de 2003, comegam a aparecer
artigos mais direccionados para um objectivo, como por exemplo a actividade
antihiperlipidémica/antihipercolesterolémica, que foi uma das primeiras a receber particular
atencdo o que nao é surpresa tendo em conta que sendo um polissacarideo podera esperar-se
propriedades fisioldgicas semelhantes a das fibras. Outras areas que tém registado um
aumento de interesse nos ultimos anos sdo as propriedades farmacéuticas no geral (ex:
anticoagulante, antineoplasica), as aplicac6es biomédicas e as possibilidades de hidrélise, em
particular, sendo que este Ultimo tema é referido anteriormente também devido a sua eventual
capacidade para potenciar as propriedades do polissacarideo ou até mesmo evidenciar novas

propriedades.



O objectivo principal desta dissertagdo € fazer uma revisdo do material publicado na
literatura cientifica relacionado com o ulvano. Antes de proceder a andlise de estudos que
demonstram as propriedades potenciais do polissacarideos referido, torna-se necessario referir
as fontes bioldgicas e posteriormente, uma analise das metodologias de extrac¢ao do polimero,
assim como da sua composic¢do e estrutura molecular e propriedades fisico-quimicas. O estudo
das propriedades funcionais do ulvano sera dividido neste trabalho em duas categorias: as
propriedades biolégicas, nas quais se englobam o potencial nutricional, farmacolégico e
biomédico; e as propriedades funcionais, que agrupam as aplica¢cfes industriais, ambientais e
alimentares, entre outras. Posto isto, € de vital importadncia analisar a influéncia das
modificagbes quimicas, essencialmente da hidrélise, que podem ser feitas ao ulvano, com o
objectivo de melhorar as propriedades existentes no polissacarideo, assim como a descoberta
de eventuais novas propriedades (tal como referido anteriormente); tendo em vista maximizar o

potencial do ulvano e a sua gama de utilizacfes

Em paralelo, é feito um levantamento de mercado dos produtos a base de algas no
Concelho do Porto para avaliar o potencial de comercializagdo do ulvano, assim como para

determinar a diversidade de produtos existentes & base de macroalgas.



Capitulo Il - Obtencé&o e Caracterizagcdo do Ulvano:
» 2.1. Obtencéo e Extracgéo:

O ulvano é habitualmente extraido através de processos fisico-quimicos a partir de
algas pertencentes a ordem Ulvales. As algas pertencentes a Ulva sp. estdo amplamente
distribuidas nas zonas litorais e sublitorais de praticamente todo 0 mundo, tendo maior impacto
em zonas ricas em nutrientes, como por exemplo na costa da Bretanha, devido a excessiva
descarga de fertilizantes resultante da agricultura intensiva praticada no local. A Ulva lactuca é

normalmente considerada a espécie-tipo deste género [Guiry et al., 2012; AlgaeBase].

Na grande maioria dos estudos analisados, a alga foi directamente colhida do meio
natural, tendo sido utilizadas diferentes espécies de diferentes partes do globo, tal como
mencionado na Tabela 2.1. O procedimento generalizado envolveu também a lavagem da alga
e posterior secagem, corte e armazenamento até a realizagcdo do processo de extracgdo, que

apresenta varias variantes, conforme pode ser analisado na Tabela 2.1.

Como se pode observar da analise da Tabela 2.1, as metodologias de extraccao
variam de estudo para estudo, embora exista sempre uma base comum, que consiste ha
filtracdo, para eliminar os residuos resultantes do esmagamento, e na precipitacdo da solucéao
obtida com etanol, seguida da liofilizacdo para posterior armazenamento. As metodologias
também variam muito em funcdo do objectivo experimental para o qual se pretende extrair o
ulvano. Para ensaios biomédicos e de caracterizacdo quimica [Alves et al., 2010; Costa et al.,
2012], a pureza torna-se muito mais importante (sendo desejavel valores de pureza superiores
a 85%) do que para outro tipo de experiéncias, como por exemplo o ensaio de fixacdo de
metais pesados [Areco et al., 2012], em que a alga é simplesmente lavada, esmagada, moida e

0 p6 armazenado.



Tabela 2.4. Quadro-resumo referente aos diferentes processos de obtencéo e extrac¢éo do Ulvano.

i Estado Condicbes de Rendimento de Grau de A
Especie da alga extraccédo extraccéo pureza Referéncias
Soxhlet,
c/diclorometano e
etanol; seguido de Costa et al.,
trés extracgbes N/D 88% 2012; Alves et
com agua quente a al., 2010
75-85 °C, durante 7
h.
Soxhlet, c/etanol Sathivel et al.,
95% (v/v), overnight N/D N/D 2008
Ulva
Soxhlet, c/etanol
lactuca 85% (v/v), durante | 10,3-11,3% N/D Eéggaky etal,
3ha6o - °C.
Soxhlet, c/agua i
quente, a 60°C 14,5-16,8% N/D Eéggaky etal,
durante 3 h.
e o € ot
o soin durante 3 | 20% N/D al., 2012; Ray
Seca h 8 60 o et al., 1995;
Soxhlet, c/agua
Ulva ' o Mao et al.,
conglobata quente, a 100°C N/D N/D 2006
durante 2 h.
Filtracdo e didlise Qi et al., 2005;
c/membrana de o . N j
Ulva porosidade 10,000 22,5% N/D Qi et a:., ggog
pertusa Da Qietal, 201
Filtracdo e dialise 23,2% N/D Yu et al., 2003
Ulva : ~ Freitas et al.,
fasciata Filtracdo N/D N/D 2012
Soxhlet, c/agua .
quente a 90-100°C | 7% N/D Paradossi et
al., 1999
durante 1h.
Ulva rigida Filtracdo e didlise | 24,3% N/D Toskasetal,
2011
Filtracao, didlise e Leiro et al.,
ST cromatografia N/D N/D 2007
Ulva Variado Sgligggsgg g)r(glato N/D N/D (ngll(lan Iséglc;et
rotundata de sbdio, durante 3 al 2608

ha60°C

Legenda: N/D — Nao disponivel; S/T — Sem tratamento prévio a homogeneizagéao;

Segundo Costa et al.,, 2012; o processo de extrac¢do basico nao

componentes da parede celular que podem estar ligados ao ulvano,

elimina alguns

tais como as




glucoronanas, as xiloglucanas, a celulose e as proteinas; o que pode ser um interferente nos
ensaios subsequentes. Tal justifica a necessidade da realizacdo de etapas adicionais de
purificacdo com o objectivo de aumentar o grau de pureza do produto final. Com este intuito,

um dos processos mais comumente utilizado esté ilustrado na Figura 2.1.:

Extracto aquoso filtrado e
concentrado

Proteinase K

a-Amilase

Adsorcéo em carvao activado

Centrifugacao, filtracdo e
precipitacdo

Figura 2.1. Processo de purificag&o do ulvano de acordo com Costa et al., 2012.

O tratamento com proteinase K tem como objectivo eliminar as proteinas presentes no
extracato, na sua maioria compontentes da parede celular e que podem estar associadas a
molécula de ulvano. De seguida, o tratamento com a-amilase visa degradar o amido que ainda
possa existir no filtrado, dado este ser um componente de grande importancia a nivel
guantitativo nas células de Ulva sp. Para terminar, o tratamento por adsor¢cdo em carvao
activado actua como um tratamento desodorizante e descolorante [Costa et al., 2012].

De momento, esta metodologia foi a que permitiu a obtencéo de um extracto mais puro
(88% de pureza), sendo que 0s 12% restantes sdo compostos por cinzas (10%) e residuos de
proteinas e glucose (2%), sem interferéncia com a composi¢ao e estrutura quimica. De acordo
com o descrito previamente na literatura, o alto teor em cinzas é bastante comum nos
polissacarideos de origem marinha e é essencialmente resultante da elevada quantidade de
sulfatos presentes nestes polimeros — a quantificagdo dos sulfatos nas cinzas revelou que
apenas 10 a 18% das cinzas ndo sdo compostos por sulfatos, resultando essencialmente de
catibes que se ligam aos sulfatos e aos acidos carboxilicos, tais como magnésio, sodio e
potassio. De acordo com os autores que aplicaram esta metodologia de purificacdo, o grau de

pureza elevado e o tipo de contaminantes encontrados permite que se possa afirmar que, a
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partida, todos os hidratos de carbono encontrados na amostra pertencem ao ulvano [Alves et
al., 2010; Costa et al., 2012].

Geralmente, o polissacarideo resultante do processo de extracgdo € liofilizado, e
armazenado ao abrigo da luz e da humidade, para ser utilizado posteriormente [Alves et al.,
2010; Costa et al., 2012]. O armazenamento, tal como o procedimento de purificacdo, depende
muito do objectivo de utilizacdo do polissacarideo, dado que, além da prevencdo da
degradacdo quimica, é também importante ter atencéo a contaminacdo microbiolégica [Robic
et al., 2008]. Uma contaminac¢ao microbiolégica pode acarretar problemas graves, dado que se
esta a estudar um composto para aplicacbes em areas tdo sensiveis como a alimentagéo e a
salide humana, pelo que é de vital importancia realcar esta questdo. Na literatura, ha muito
pouca informacdo reportada, porque até ao momento os estudos tém incidido em ensaios
sobre as propriedades e 0 mecanismo por tras delas, mas em estudos posteriores, como por

exemplo ensaios in vivo sera necessario prestar atencao redobrada a este ponto.

Neste contexto, tém sido feitos alguns estudos que visam aprofundar 0 conhecimento
sobre a estabilidade e processos de tratamento do polissacarideo, desde a colheita até ao
armazenamento, consoante o objectivo do trabalho (Alves et al., 2010; Costa et al., 2012;
Lahaye et al., 1996; Robic et al., 2008). Dada a diversidade de metodologias envolvidas, ainda
ndo existe um processo optimizado, embora se saiba que, para um melhor rendimento de
extraccdo, as amostras de Ulva sp. colhidas devem ser secas ao ar a cerca de 70°C.
Relativamente ao armazenamento, o processo indicado acima é considerado o mais pratico e o
mais seguro [Robic et al., 2008].

» 2.2. Composicdo Quimica e Estrutural:

O estudo das algas pertencentes a Ordem dos Ulvales ndo é propriamente um
acontecimento recente, principalmente no que concerne & sua estrutura quimica (Ray et al.,
1995; Lahaye et al., 1996), porém apenas em meados da década de noventa se comecgou a dar
maior atencao a estas espécies marinhas e se procurou saber com maior exactiddo qual a sua
estrutura molecular e caracteristicas fisico-quimicas; assim como determinar o potencial
funcional, tanto a nivel biolégico como tecnoldgico-industrial dos seus componentes,
principalmente da enorme quantidade de polissacarideos encontrados nas paredes celulares
das algas pertencentes a Ulva sp. [Collén et al., 2011; Karnjanapratum et al., 2011; Lahaye et
al., 1996; Paradossi et al., 1999; Ray et al., 1995; Toskas et al., 2011; Wijesekara et al., 2011].

Estudos posteriores permitiram caracterizar de uma forma mais rigorosa estes
compostos, dos quais se destaca claramente o ulvano, designacdo conferida a todos os
polissacarideos sulfatados hidrossollveis provenientes da Ordem dos Ulvales [Lahaye et al.,
1996; Lahaye et al., 2007], e que culminam no estudo de Costa et al.,, 2012; em que se

procedeu a caracterizagdo estrutural e fisico-quimica mais detalhada até ao momento.
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A nivel estrutural, os estudos até agora realizados permitem afirmar que o ulvano é um
heteropolissacarideo, cuja principal unidade repetitiva € o &cido ulvanobiurénico 3-sulfato,
também designada como &cido aldobiurénico (Lahaye et al., 1996; Lahaye, 1998); e é
composta por ramnose-O-3-sulfato e acido glucoronico (tipo A, A3S), apresentando-se da

seguinte forma:

[—~4) R-D-GlcAp (1—4)-a-L-Rhap3S (1— I

Verifica-se também a presenca de outra estrutura tipica em que o acido glucorénico é

substituido por acido idurénico (tipo B, B3S) com a seguinte configuracéo:

[—»4) a-L-ldoAp (1—4)-a-L-Rhap3S (1—~]

em que p indica a presenc¢a de uma forma piranosidica do composto.

Outra estrutura que ocorre neste polimero é a ligacao de xilose, sulfatada ou nédo no
oxigeénio ligado ao carbono-2; e ligada a ramnose sulfatada. Estas unidades sdo designadas

por ulvanobioses, representadas de forma espacial na Figura 2.2.:

U3S: —4) B-D-Xylp (1—4)-a-L-Rhap3S (1—

U2'S.3S: —4) R-D-Xylp2s (1—4)-a-L-Rhap3S (1—

A '

. B
. HiC 0
-00C ' \&?
~-. 0 H,C (o] OH 0,50
0) o) . OH
‘00C O
o 050
OH
0 OH

Figura 2.2. Representacéo estrutural das unidades repetitivas do ulvano [Jiao et al., 2011].

Estdo também descritas na literatura outras unidades, envolvendo os mesmos residuos
e por vezes ligadas ao acido glucorénico, que aparecem com muito menor incidéncia [Collén et
al., 2011; Costa et al., 2012, Lahaye et al., 1996; Lahaye et al., 1998; Lahaye,1998; Lahaye et
al., 2007, Toskas et al., 2011].

Para fazer uma caracterizacao fisico-quimica mais detalhada, um passo importante € a
despolimerizacdo do ulvano, isto é a decomposi¢do total do polissacarideo, que € feita
habitualmente com recurso a um processo de hidrélise Acida das ligagbes glicosidicas,
denominado por hidrélise de Saeman [Costa et al., 2012; Kamerling et al., 2007]. Contudo, este
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método provou-se pouco eficaz para quebrar ligagdes glicosidicas envolvendo acidos urénicos

[Costa et al., 2012; Dahlman et al., 2000], pelo que se procedeu também a despolimerizagéo

com recurso ao método da metandlise acida, que se revelou como o método preferencial,

permitindo assim a determinacdo do teor individual dos varios aclcares [Costa et al., 2012;

Sundberg et al., 1996]. Outro processo referido na literatura e que pretende resolver as falhas

existentes na hidrolise de Saeman é a hidrélise quimio-enzimatica, na qual se procede a

degradacdo do polissacarideo em meio moderadamente acido, para clivar a maioria das

ligacdes e libertar os &cidos aldobiurdnicos, que séo em seguida submetidos a uma hidrélise

enzimatica catalisada pela RB-D-glucoronidase [Lahaye et al,

O processo de

despolimerizacdo permite assim identificar individualmente os componentes do polissacarideo
[Costa et al., 2012; Lahaye et al., 2007].

Nos diversos estudos analisados, foi possivel encontrar uma vasta gama de testes,

tendo em vista aprofundar o conhecimento sobre a estrutura fisico-quimica do ulvano. O teor e

a quantidade destes testes depende do objectivo do estudo, isto €, estudos como Costa et al.,

2012 e Lahaye et al., 2007 sdo estudos que se focam quase inteiramente na vertente quimico-

estrutural da molécula do ulvano, enquanto muitos outros se concentram nas propriedades

biolégicas ou tecnolégicas do polissacarideo, dai a diversidade analitica, como pode ser

analisada na Tabela 2.2:

Tabela 5.2. Resumo dos principais métodos analiticos utilizados na caracterizagéo do ulvano e suas

aplicagdes.

Objectivo

Método analitico

Referéncias

Teor total em acUcares

Método do fenol-acido sulfurico

El-Baky et al.,
2009;
Karnjanapratum et
al., 2011; Leiro et
al., 2007; Mao et
al., 2006; Mao et
al., 2009; Sathivel
et al., 2008;
Toskas et al.,
2011; Yu et al.,
2003;

Cromatrografia Liquida de Alta
Performance (HPLC)

Collén et al., 2011;
Lahaye et al.,
2007; Robic et al.,
2008

Cromatografia gasosa

Mao et al., 2006;
Robic et al., 2008

Teor em cinzas

Analise termogravimétrica

Collén et al., 2011;
Costa et al., 2012;
Mao et al., 2006;

Toskas et al., 2011

Humidade do extracto

Analise Termogravimétrica

Paradossi et al.,
1999
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Tabela 6. 2.(Continuagao).

Objectivo

Método analitico

Referéncias

Teor em sulfatos

Hidrolise com &cido trifluoroacético,
seguida de Cromatrografia de troca
ibnica

Costa et al., 2012;
Ray et al., 1995

Método de Terho e Hartiala

Hidrélise acida com HCI

El-Baky et al.,
2009; Mao et al.,
2006; Mao et al.,
2009

Sathivel et al.,
2008; Yu et al.,
2003

Método da gelatina-BaCl,

Karnjanapratum et
al., 2011; Qi et al.,
2005

Turbidimetria (Tabatabai, 1974)

Collén et al., 2011;
Robic et al., 2008

Quantificagcéo de residuos de
proteinas no extracto

Método colorimétrico, utilizando o Kit
BCATM Protein Assay,

Costa et al., 2012

Método de Bradford

Mao et al., 2009

Método de Lowry

Karnjanapratum et
al., 2011; Leiro et
al., 2007

Método de micro-Kjeldahl

Toskas et al., 2011

Método de Kjeldahl

Collén et al., 2011;
Robic et al., 2008

Andlise Elementar (carbono,
hidrogénio, enxofre, azoto e
oxigénio)

Andlise organica elementar

Costa et al., 2012

Determinacgédo do peso
molecular

Cromatografia de exclusdo molecular de
alta pressdo (HPSEC)

Collén et al., 2011;
Costa et al., 2012;
Robic et al., 2008

Cromatografia de exclusdo molecular de
alta performance/permeabilidade em gel

Karnjanapratum et
al., 2011; Lahaye
et al., 2007; Leiro
et al., 2007; Mao et
al., 2009; Toskas
etal.,, 2011; Yu et
al., 2003

Quantificacdo dos
monossacarideos

Cromatrografia Gasosa (GC)

Costa et al., 2012;
Leiro et al., 2007;
Mao et al., 2009;

Cromatrografia Gasosa (GC) —
Espectrometria de Massa (MS)

Toskas et al., 2011

Cromatrografia Liquida de Alta
Performance (HPLC)

El-Baky et al.,
2009;
Karnjanapratum et
al., 2011

Determinacgéo das
propriedades térmicas do
polissacarideo

Analise termogravimétrica

Alves et al., 2010

Calorimetria Diferencial de Varrimento

Alves et al., 2010

Analise Mecéanica Dinamica

Alves et al., 2010

Viscosidade

Viscosimetro Capilar

Lahaye et al.,
2007; Robic et al.,
2008; Yu et al.,
2003

Redémetro

Robic et al., 2008;
Toskas et al., 2011
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Tabela 7. 2.(Continuacgao).

Objectivo Método analitico Referéncias

Alves et al., 2010;
El-Baky et al.,
2009; Mao et al.,
2006; Mao et al.,
2009; Paradossi et
al., 1999; Toskas
etal., 2011; Yu et

Espectroscopia Infravermelho (1V)

al., 2003

Alves et al., 2010;

Lahaye et al.,
Caracterizacao quimico- 2007; Leiro et al.,
estrutural do polissacarideo 2007;

Espectroscopia de Ressonancia

Magnética Nuclear ("H RMN) Mao et al., 2006;

Paradossi et al.,
1999; Robic et al.,
2008; Toskas et

al., 2011
. L Lahaye et al.,
Espec:[r_oscopla de R’gssonanma 2007: Robic et al.,
Magnética Nuclear (""C RMN)
2008
Espectroscopia de Dicroismo Circular Eggagdosa etal,

Karnjanapratum et
al., 2011; Leiro et
al., 2007; Robic et

Método colorimétrico com al., 2008; Sathivel
metahidroxidifenil et al., 2008;
.- L. Toskas et al.,
Teor em Acidos Urénicos 2011: Yu et al.,
2003

Mao et al., 2006;

Método do carbazole-acido sulfurico Mao et al.. 2009

Cromatrografia Liquida de Alta Collén et al., 2011,
Performance (HPLC) Lahaye et al., 2007

Dos estudos disponiveis € possivel determinar que o ulvano é um polissacarideo de
elevado peso molecular, embora o seu valor exacto seja indeterminado devido a elevada
tendéncia de agregacdo que o polimero apresenta, 0 que implica uma variacao significativa do
valor do peso molecular consoante a técnica utilizada [Costa et al., 2012; Lahaye et al., 2007].

No que se refere a composi¢cdo quimica, o ulvano apresenta um elevado teor em
sulfatos e é rico em ramnose e acido glucorénico, embora apresente também pequenas
guantidades de acido idurénico e xilose [Collén et al., 2011; Costa et al., 2012, El-Baky et al.,
2009; Karnjanapratum et al., 2011; Leiro et al., 2007; Paradossi et al., 1999, Toskas et al.,
2011]; também ndo sdo de excluir quantidades vestigiais de outros acgucares [Lahaye et al.,
2007; Yu et al., 2003]. Verifica-se que existem diferencas consoante o meio natural em que se
encontra a alga (local de colheita), época de colheita, stress bidtico e outros factores naturais, o
que induz obrigatoriamente algum grau de variabilidade entre lotes, embora esta ndo seja

acentuada e ainda ndo se tenha encontrado um padrao que relacione as composi¢cdes com as
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diferentes condicdes [Alves et al., 2010; Collén et al., 2011; Costa et al., 2012, El-Baky et al.,
2009; Lahaye et al., 2007]. Neste campo, foi também reportada a grande importancia das
metodologias de extrac¢do e purificagdo, pois diferencas nestas técnicas originaram alteracdes
na caracterizacao fisico-quimica e, consequentemente, das propriedades do polissacarideo
[Collén et al., 2011; Costa et al., 2012, El-Baky et al., 2009; Lahaye et al., 2007; Paradossi et
al., 1999]. A variabilidade do ulvano entre as diferentes espécies de Ulva sp. foi também
confirmada, devido a alteracédo do racio dos diferentes compontentes consoante a espécie de
onde o extracto provinha [El-Baky et al., 2009; Lahaye et al., 2007]. N&o se pode excluir a
presenca de contaminantes resultantes, por exemplo, da co-extraccdo de outros
polissacarideos da parede celular com variabilidade sazonal, como um dos factores que induz
a heterogeneidade molecular e variabilidade do ulvano [Lahaye et al., 2007].

A caracterizacdo fisica do ulvano adquire grande importancia porque em alguns
processos € necessario submeter a amostra a calor intenso, pelo que é necessario ter
conhecimento da sua estabilidade térmica. Os ensaios realizados até ao momento mostram
gue o ulvano é estavel até temperaturas entre os 200 e 220 °C, e que possui uma estrutura
semi-cristalina, em que a componente cristalina representa cerca de 15% da estrutura total. Tal
como referido acima, o ulvano é solivel em agua, tendo propriedades higroscépicas o que,
dada a sua estrutura maioritariamente amorfa, origina variacdo da quantidade de agua
adsorvida na molécula consoante a humidade atmosférica [Alves et al., 2010]. O ulvano
apresenta também uma baixa viscosidade intrinseca, capacidade de ligacdo a metais pesados,
glucoronanas e proteinas e elevada capacidade de formacédo de géis (embora este mecanismo
ainda ndo seja devidamente conhecido) [Lahaye et al., 2007]. Todas estas propriedades
resultam de conformacfes moleculares especificas da estrutura primaria da molécula do
ulvano [Lahaye et al., 2007].
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Capitulo Ill = Propriedades Funcionais do Ulvano:

» 3.1. Propriedades Biolodgicas:
e 3.1.1. Actividade Antioxidante:

A pesquisa de compostos com propriedades antioxidantes provenientes de fontes
naturais tem registado grandes avanc¢os nos ultimos anos, sem duvida resultante da cada vez
maior importancia que se atribui a estes compostos no combate ao stress oxidativo e suas
consequéncias nefastas para o organismo [Costa et al., 2010; El-Baky et al., 2009; Qi et al.,
2005; Qi et al., 2006; Wang et al., 2010].

O stress oxidativo resulta da formacao de espécies reactivas de oxigénio ou radicais
livres de oxigénio no organismo. Estas moléculas ocorrem naturalmente, maioritariamente
resultantes do processo metabdlico a nivel celular; mas com o passar dos anos a influéncia de
factores externos, tais como poluentes ambientais, exposicdo a radiacdo e a dieta, tém
adquirido cada vez maior importancia; e incluem as seguintes particulas: radical aniénico (05"),
radical hidroxilo (*OH), peréxido de hidrogénio (H,O,), singleto de oxigénio (*O,) e éxido nitrico
(NO*) [EI-Baky et al., 2009; Gido et al., 2007; Lehninger et al., 2004; Wang et al., 2010].

Os radicais livres interagem com o DNA nas células, oxidando-o; o que induz erros que
levam, com o decurso do tempo, a morte celular; mas também com os lipidos e proteinas. Este
processo é denominado por stress oxidativo e sabe-se que estd associado a uma vasta gama
de problemas de salde, tais como processos de carcinogénese, doencas cardiovasculares,
diabetes, doencas inflamatdrias, doencas neurodegenerativas (ex: Alzheimer) e cirrose
hepética, assim como ao processo de envelhecimento per si. Torna-se portanto vital combater
0 stress oxidativo com recurso a compostos antioxidantes [Costa et al., 2010; El-Baky et al.,
2009; Qi et al., 2005; Qi et al., 2006; Wang et al., 2010, Wijesekara et al., 2011].

Os primeiros compostos antioxidantes foram desenvolvidos como aditivos alimentares,
para aumentar o tempo de prateleira dos produtos, sem que as suas propriedades ediveis se
alterassem ou que o alimento entrasse em processo de decomposi¢cdo. Compostos com estas
propriedades, como o propil galato (PG), butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) e
butilhidroxiquinona terciaria (TBHQ), surgem actualmente como conservantes alimentares para
prevenir a peroxidagdo dos lipidos, mas a sua utilizacdo ndo tem sido isenta de controvérsia,
pois alguns estudos mais recentes levantam a hip6tese de estes compostos sintéticos nao
serem totalmente isentos de toxicidade, causando problemas hepéticos e inducdo de
carcinogénese. Por isso, a pesquisa de compostos antioxidantes direcionou-se para produtos
naturais, tais como plantas e as algas marinhas, nas quais 0s polissacarideos revelaram
enorme potencial in vitro e in vivo. Aliado ao potencial farmacolégico e nutricional que
representam, estes polimeros estdo na linha da frente da investigacdo [El-Baky et al., 2009;
Ngo et al.,, 2011; Qi et al.,, 2005; Qi et al., 2006; Sathivel et al., 2008; Wang et al., 2010,
Wijesekara et al., 2011].
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A pesquisa de actividade antioxidante em compostos biolégicos tem sido amplamente
desenvolvida na literatura desde os métodos de screening inicial até aos métodos mecanisticos
mais complexos. A Tabela 3.1. lista a gama bastante variada de técnicas que tém sido
aplicadas ao ulvano, cada qual com as suas particularidades e que permiteavaliar, a sua
maneira, um tipo de reac¢do quimica com efeito antioxidante [Huang et al., 2005; Karadag et
al., 2009; Prior et al., 2005; Wijesekara et al., 2011].

Nos varios ensaios feitos com o ulvano ou outros polissacarideos sulfatados,
evidenciou-se a presenca de actividade antioxidante. Determinante para a intensidade desta é
o teor em sulfatos do polissacarideo, o que mais uma vez permite corroborar o potencial
esperado deste grupo particular de polimeros [El-Baky et al., 2009; Qi et al., 2005; Qi et al.,
2006; Wang et al., 2010].

Tabela 8.1. Metodologias de estudo de actividade antioxidante do ulvano (adaptada de Prior et al., 2005).

Metodologia Simplicidade | Mecanismo de | Condi¢bes | Actividade Referéncias
accgéo de antioxidante
extraccao
Agua 87.63-
quente 93.09% El-Baky et
DPPH * - » 61.74- al., 2000;
Transferéncia Etandlica 64.36%
de electrbes z 200
Agua 13.54-15.25
quente pmol trolox/g El-Baky et
ABTS * » 17.66-19.55 | al., 2009;
Etandlica
pmol trolox/g
Detecgéo do Filtracdo e Qietal,
radical + Dialise 75,1% 2005; Qi et
superoxido al., 2006;
Deteccéo do énci Fllérigclgizg ° Qietal,
eleccao do + Transferéncia 40% 2005; Qi et
radical hidroxilo de protdes al. 2006:

i 3 0.20 g/ml eq. i etal.,
Determinag&o Flltr_a}clg_ao e g/mieq 2(?0 tal
do poder + Dialise &cido 5; Qi et
redutor ascorbico al., 2006;

Legenda: + - Facil; ++ - Intermédio; +++ - Dificil.

Tendo como objectivo ndo s6 avaliar a importancia do teor em sulfatos na actividade
antioxidante, mas também a possivel potenciacdo desta através de outras modificacdes
quimicas, Qi et al., procederam a um conjunto de ensaios com ulvanos modificados, tal como
descrito a frente em 4.1.2. e 4.2.1. [Qi et al., 2005; Qi et al., 2006; Wijesekara et al., 2011].

El-Baky et al. (2009) que trabalharam directamente com amostras de ulvano, obtiveram
elevada actividade antioxidante em todas as concentracdes testadas, de uma forma
directamente proporcional & concentracdo. Os resultados obtidos foram semelhantes a outros

ensaios prévios descritos na literatura, e préximos de outros antioxidantes naturais, embora
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tenham sido evidenciadas diferencas entre os métodos de extracgdo, destacando-se a
extraccado em agua quente.

Ensaios de pesquisa de actividade antioxidante efectuados com outros polissacarideos
sulfatados, como as fucoidanas (Wang et al., 2010), filofeofitinas e fucoxantinas corroboram a
hipétese de que existem varios factores estruturais que influenciam esta capacidade, tendo-se
verificado valores de actividade antioxidante para espécies de menor peso molecular e com
maior teor em sulfatos. Este Ultimo parametro, em particular, tem sido apontado como o
principal responsavel pela elevada capacidade antioxidante, tornando-se assim num alco
preferencial para a modificagdo quimica por forma a potenciar esta actividade, tal como
descrito em 4.1.2. e 4.2.1. Embora ainda sejam necessarios mais estudos, o potencial do
ulvano como composto antioxidante estd claramente demonstrado [El-Baky et al., 2009;
Wijesekara et al., 2011].

» 3.1.2. Actividade Antiproliferativa/Anticarcinogénica:

Os polissacarideos sulfatados tém vindo a ser estudados com cada vez maior
intensidade na busca de novos medicamentos com propriedades
antiproliferativas/anticarcinogénicas, tendo em vista complementar ou mesmo, num prazo mais
alargado, substituir a quimioterapia. Na literatura cientifica, ha sinais positivos da actividade
antiproliferativa de polissacarideos sulfatados derivados de algas marinhas em linhas celulares
in vitro, assim como em ensaios in vivo em ratos com tumores [Costa et al., 2010,
Karnjanapratum et al., 2011; Wijesekara et al., 2011].

Outros estudos ja descritos demonstraram que estes compostos induzem apoptose em
varias linhas celulares tumorais e sdo capazes de estimular células do sistema imunitario que
estdo envolvidas no combate a tumores (Costa et al., 2010; Wijesekara et al., 2011). Existe
ainda actividade antimetastasica, dado que os polissacarideos sédo capazes de interferir com a
interaccdo entre as células cancerosas e a membrana basal dos 6rgéos; existe igualmente
potencial de inibicdo da angiogénese também por um mecanismo de interferéncia na ligagédo
entre o factor de crescimento endotelial vascular e o factor de crescimento basico dos
fibroblastos (Costa et al., 2010; Wijesekara et al., 2011). A existéncia de actividade antioxidante
contribui também para uma acc¢éo anticarcinogénica, dado que os radicais livres sdo uma das
causas de cancro, tal como referido em 3.1.1. [Costa et al., 2010, Wijesekara et al., 2011].

El-Baky et al. (2009) procederam a ensaios de determina¢éo da actividade antitumoral,
testando as amostras contra duas linhas celulares tumorais: células MCF-7, de
adenocarcinoma mamadrio; e células HepG2, de carcinoma hepatocelular; sendo que a
capacidade antiproliferativa foi medida através da determinacdo da viabilidade celular por
métodos colorimétricos e pelo célculo de ICsy; ou seja, concentracdo de amostra de ulvano
necessaria para inibir o crescimento de 50% das células. Os resultados obtidos foram bastante
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promissores, pois foi observada forte actividade antiproliferativa, principalmentre contra as
células da linha MCF-7, directamente proporcional & concentragéo. Contudo, foram observadas
algumas diferencas interessantes, relativamente & influéncia do método de extraccdo e
também das condi¢cBes de cultivo da alga. Por exemplo, enquanto as células HepG2 foram
susceptiveis de uma maneira relativamente uniforme a todas as amostras, no caso das células
MCF-7, os melhores resultados foram obtidos com as amostras de ulvano extraidas em agua
guente, ao invés da extraccdo etandlica; o que pode estar relacionado com as diferentes
interacces quimicas que podem ocorrer nos diferentes processos por parte dos grupos sulfato
e também dos acidos urénicos, tidos como pontos-chave nas propriedades dos polissacarideos
sulfatados, como as fucoidanas, carragenanas e ulvanos [El-Baky et al., 2009; Wijesekara et

al., 2011].

Karnjanapratum et al., (2011) efectuaram também ensaios para avaliar a actividade
antiproliferativa, embora utilizando polissacarideos provenientes de Monostroma nitidum.
Contudo, sendo esta uma alga verde pertencente a Divisdo Chlorophyta, e sendo composta por
um polissacarideo sulfatado com muitas semelhangas estruturais com o ulvano; este estudo
adquire uma maior importancia. As linhas celulares utilizadas foram células AGS, de carcinoma
gastrico humano, e Hela, de cancro cervical humano; e os resultados foram avaliados por
métodos colorimétricos. A percentagem de inibicdo registada para o polissacarideo extraido de
M.nitidum foi bastante relevante, principalmente no caso das células AGS, tendo inclusive
demonstrado maior actividade do que em ensaios com outros polissacarideos sulfatados
extraidos de algas verdes, como os provenientes de Enteromorpha prolifera e da propria Ulva

lactuca.

Os estudos efectuados demonstram o potencial promissor destes polissacarideos, pelo
gue mais estudos terdo que ser efectuados em linhas celulares, para compreender melhor a
capacidade antiproliferativa, 0 mecanismo pelo qual os compostos a exercem, assim como a
influéncia do composto e concentragBes utilizadas em células normais, para avaliar a
selectividade do polissacarideo para as células neoplasicas [Costa et al., 2010, El-Baky et al.,
2009; Karnjanapratum et al., 2011; Wijesekara et al., 2011].

= 3.1.3. Actividade Antiviral:

Até ao momento, ndo foram realizados muitos estudos sobre propriedades antivirais de
polissacarideos de algas verdes, embora estejam j& descritos na literatura ensaios feitos com
outros polissacarideos com elevado teor em sulfatos, como carragenanas e fucoidanas, que
evidenciam actividade antiviral promissora tanto contra os virus de DNA (ex: Herpesviridae),
como contra os virus de RNA (ex: Flaviviridae, Orthomyxoviridae, Retrovirus). Contudo, este
tipo de polissacarideos ndo manifestou até agora eficicia contra virus sem envelope lipidicos,
tais como os pertencentes as familias Picornaviridae, Reoviridae e Adenoviridae, assim como
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alguns Myxovirus de envelope [El-Baky et al., 2009, Karnjanapratum et al., 2011; Kazlowski et
al., 2012, Wijesekara et al., 2011].

El-Baky et al. (2009) procederam a um ensaio em que testaram amostras de ulvano
contra o virus Herpes simplex tipo-1 (HSV-1), usado como modelo de virus de DNA, para
avaliar as propriedades estimadas dos polissacarideos sulfatados como compostos antivirais.
Foram utilizadas células Vero (provenientes de macaco verde Africano), cultivadas em meio
HMEM, suplementado com 1% de mistura de antibiético e antimicético, e 8% de soro fetal
bovino, com o pH ajustado a 7.2+0.2; providenciando-se condicSes favoraveis para
crescimento em monocamada. De seguida, as células foram dissociadas com tripsina e versina
e cultivadas em placas de 96 pocos para efectuar 0 ensaio de actividade antiviral, cujo
resultado foi determinado através da obtencéo do ICs, neste caso, a concentracdo de amostra

necessaria para reduzir o nimero de placas virais formadas em 50%.

Os estudos demonstraram actividade antiviral moderada em todas as amostras e, tal
como noutras situacdes, de forma directamente proporcional a concentracdo. Os valores
obtidos foram mais elevados nos extractos obtidos em agua quente, mais uma vez este
resultado leva a crer que ha influéncia do processo de extraccdo nas interacgGes dos grupos
sulfato e acidos uronicos [El-Baky et al., 2009].

Outros estudos feitos com virus da mesma familia, mas com outros polissacarideos,
evidenciaram os resultados positivos relativamente a actividade antiviral, e também ficou
provada uma correlacdo com o grau de sulfatacdo, dado que polissacarideos com um teor em
sulfatos reduzidos eram inactivos, ao contrario dos compostos com elevado teor em sulfatos.
Estudos feitos com o virus do VIH, um retrovirus [Madigan et al., 2006], apresentaram
resultados semelhantes, o que levantou a hipétese de os grupos sulfato estarem envolvidos em
varios mecanismos de inibicdo viral, entre 0s quais a inibicdo da enzima transcriptase reversa
[Wijesekara et al., 2011].

Por sua vez, Kazlowski et al. (2012) fizeram um estudo sobre propriedades antivirais
com uma alga pertencente a ordem dos Ulvales, mas da familia das Monostromataceae, a
Monostroma nitidum, e também a alga vermelha Gracilaria sp. Este estudo foi dirigido contra
virus da familia Flaviviridae, uma familia muito alargada que contem algumas espécies
patogénicas de relevo para o homem, tais como o virus da febre amarela, da dengue, “West
Nile Fever” e da encefalite japonesa (JEV). Este ultimo foi usado como alvo deste estudo. A
encefalite japonesa é prevalente no Extremo Oriente e Sudoeste Asiatico, é transmitida a partir
de hospedeiros intermediarios como porcos, passaros e mosquitos, tendo o homem como
hospedeiro final. A infeccdo causa enxaqueca febril, meningite e encefalite, podendo originar
danos no sistema nervoso central e risco de vida. Ao contrario da espécie usada no estudo de
El-Baky et al. (2009) este virus é um virus composto por uma cadeia Unica de RNA positiva,
com uma cépside proteica e uma membrana lipidica. Neste virus, encontram-se dois tipos

principais de proteinas — as glicoproteinas do envelope (E) e as pequenas proteinas da
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membrana (M). As glicoproteinas E sao responsaveis pela ligagédo da particula viral ao receptor
celular, assim como da fusdo com a membrana das células-alvo, através da ligagdo com o
sulfato de heparano existente nas membranas destas. A heparina, um glucosaminoglicano
sulfatado (descrita em 3.1.4.) € um andlogo do sulfato de heparano, e actua comao inibidor
competitivo deste, podendo inibir a replicacao viral, e é conhecida como agente de ligacédo a
varios Flavivirus, dai existir evidéncia de um papel de relevo dos grupos sulfato neste
mecanismo, Para avaliar a actividade antiviral, os estudos tém empregado ndo sé o
polissacarideo na forma nativa, mas também o respectivo hidrolisado, sabendo-se que, regra
geral, os oligossacarideos de menor peso molecular podem potenciar as actividades biologicas
(ver4.1.1. e 4.2.3.) [Kazlowski et al., 2012, Madigan et al., 2006, Wijesekara et al., 2011].

= 3.1.4. Actividade Anticoagulante:

Os medicamentos anticoagulantes sdo amplamente utilizados na medicina para uma
gama bastante vasta de utilizacBes, tais como cirurgias, dialise, tratamento da coagulagéo
intravascular disseminada, tromboemobilismos (combate e prevencdo), doencas coronarias,
entre outros; e também no campo das analises clinicas, para preservar a fluidez do sangue em
testes in vitro sendo que, de momento a heparina, um glucosaminoglicano com um elevado
grau de sulfatacdo, é o farmaco anticoagulante mais utilizado a nivel mundial. Contudo, este
composto pode induzir efeitos secundarios, nos quais se destacam hemorragias e
trombocitopenia, além de ser ineficaz em pacientes com deficiéncias na antitrombina. Assim, a
investigacdo farmacéutica tem procurado cada vez mais compostos que possam substituir a
heparina, preferencialmente mais rentdveis e com menos efeitos secundérios, adquirindo
naturalmente uma particular relevancia os polissacarideos sulfatados devido a similaridades
com esta [Costa et al., 2010; Karnjanapratum et al., 2011; Mao et al., 2006; Wang et al., 2010,
Wijesekara et al., 2011].

A pesquisa de novos compostos com propriedades anticoagulantes tem-se
desenvolvido bastante nos Ultimos anos e tem adquirido particular énfase o estudo das algas
marinhas, devido & elevada quantidade de polissacarideos sulfatados que estas possuem
[Costa et al., 2010; EI-Baky et al., 2009; Mao et al., 2009; Wang et al., 2010, Wijesekara et al.,
2011]. Contudo, embora existam ja bastantes estudos elaborados com macroalgas, os estudos
realizados em algas verdes sao ainda muito poucos, embora estejam ja reportados resultados
bastante promissores em Monostroma sp. e Ulva conglobata [Karnjanapratum et al., 2011; Mao
et al., 2006; Mao et al., 2009].

O mecanismo de coagulacdo sanguinea € extremamente complexo, envolvendo 12
factores de coagulagdo combinados sequencialmente e organizados em trés vias: comum,
intrinseca e extrinseca, fortemente reguladas por véarios compostos [Pallister et al., 2010;

Wijesekara et al., 2011], como se pode ver pela andlise da Figura 3.1.
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Figura 3.1. Vias de coagulagao [Adaptada de Pallister e Watson, 2010].

Para determinar a actividade anticoagulante de novos extractos ou compostos, foram
determinados os seguintes parametros, de acordo com Mao et al. (2009) e Wang et al. (2010);
sendo que a heparina foi sempre utilizada como padrédo [Colliec et al., 1991; Mourdo et al.,
1999; Pereira et al.,, 2002]; de notar que estes sdo também os pardmetros utilizados na
bioguimica clinica para a avaliacdo da actividade fisiolégicaTempo parcial de activacdo da
tromboplastina (APTT);

1. Tempo de protrombina;
2. Tempo de trombina;

3. Inibicdo da trombina ou do factor de coagulacdo Xa por antitrombina Il e

cofactor Il da heparina, na presenca do polissacarideo;

Os resultados obtidos nos varios estudos feitos com polissacarideos sulfatados foram
considerados como bastante promissores, pois foi demonstrada actividade anticoagulante
através do prolongamento do tempo de activacdo da protrombina e do tempo de trombina, mas
ndo do tempo de protrombina (Mao et al., 2009). Estes resultados sugerem que o
polissacarideo sulfatado é capaz de inibir a via intrinseca — traduzida pelo aumento do tempo
de activacdo da protrombina — e a via comum, através da inibicdo da actividade da trombina —

0 que impede a conversao de fibronogénio em fibrina - ou da polimerizagdo da fibrina. O nédo
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prolongamento do tempo de protrombina indica inac¢do sobre a via extrinseca. Contudo,
guando comparada com a heparina a actividade anticoagulante da amostra de fucoidana foi
inferior (Mao et al., 2009). Relativamente ao parametro 4, foi demonstrado que o referido
polissacarideo proveniente da alga Laminaria japonica ndo tem capacidade de inibicdo directa
sobre a trombina ou sobre o factor de coagulacao Xa; mas evidencia forte actividade inibitoria
da trombina quando mediada pelo cofactor Il da heparina (inibidor selectivo da trombina); assim
como potenciacao da antitrombina Ill (inibidor de todos as enzimas da via intrinseca), embora
em muito menor escala (Mao et al.,, 2009). Costa et al (2010) propuseram por sua vez um
mecanismo de inibicdo do factor Xa e lla, mediada pela antitrombina; e a inibicdo do cofactor I

da heparina.

Por sua vez, El-Baky et al. (2009), estudaram também a actividade anticoagulante no
ulvano, embora de uma forma menos detalhada, tendo obtido resultados positivos e
directamente proporcionais a concentracao, com o potencial maximo na amostra cultivada em
condicBes selvagens e obtida através do extracto etandlico, embora também tenham
observado uma actividade anticoagulante inferior a heparina.Contudo, mediante estes
resultados baseados apenas no tempo de coagulacdo, € necessario proceder a estudos mais

detalhados, tais como outros referidos no presente capitulo.

No que concerne o mecanismo possivel de actuacao, tanto os ensaios feitos em Ulva
sp. como aqueles associados a Monostroma sp., duas das espécies mais relevantes de algas
verdes e conhecidas pelos seus polissacarideos sulfatados, ndo permitiram determinar com
exactiddo qual o mecanismo que estad por detrds da actividade anticoagulante evidenciada,
embora seja proposta a formacdo de um complexo entre 0s grupos sulfato do polissacarideo
com o inibidor plasmético e a protease-alvo, por forma a bloquear a enzima [Mao et al., 2006;
Mao et al., 2009, Pereira et al., 2002; Wijesekara et al., 2011]. No estudo de Wang et al. (2010),
efectuado com oligofucoidanas (derivados do fucoidana, um polissacarideo altamente sulfatado
extraido de algas castanhas), foi também reportada a importancia do teor em sulfatos na
capacidade anticoagulante, assim como o facto de os oligossacarideos terem poder de

influenciar a cascata de coagulacdo tanto na via intrinseca como na via extrinseca.

= 3.1.5. Actividade Antihiperlipidémica/Antihipercolesterolémica:

Na actualidade, sdo cada vez mais reportados casos de alteragdes no perfil lipidico de
individuos, nomeadamente a nivel do colesterol e triglicerideos. Estas condigbes sdo uma das
principais causas de arterosclerose e, consequentemente, acidentes cardiovasculares e
doencgas coronarias, entre outros, 0 que as torna num dos alvos preferenciais da investigagédo
farmacéutica [Qi et al., 2012].

Os principais factores de risco para a hiperlipidemia sdo os valores altos de
triglicerideos e de lipoproteinas de baixa densidade (LDL, denominado de forma comum como
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“‘mau colesterol”), e uma baixa das lipoproteinas de elevada densidade (HDL, ou “bom
colesterol”). As concentragbes sanguineas destes compostos relacionam-se pela formula de
Friedewald [Qi et al., 2012; Sathivel et al., 2008; Yu et al., 2003] conforme indicado de seguida:

LDL = colesterol total — (HDL + 1/5 triglicerideos).

As LDL sao lipoproteinas que actuam como transportadores de colesterol do figado
para os restantes tecidos do corpo, enquanto as HDL transportam o colesterol no percurso
inverso, para que o colesterol seja usado no catabolismo, conferindo a estas lipoproteinas um
papel-chave no transporte reverso do colesterol (RCT) [Yu et al., 2003].

O tratamento da hiperlipidemia (nomeadamente da hiperlipidemia tipo lla, ou
hipercolesterolémia familiar) € efectuado normalmente com recurso a um controlo rigoroso na
dieta e a medicacédo, sendo que o farmaco mais usado devido ao seu potencial para alterar os
perfis lipidicos é o niacinato de inositol, normalmente combinado com o clofibrato, mas este e
outros reguladores lipidicos tem efeitos indesejaveis, pelo que é necessario descobrir novos
compostos, preferencialmente naturais, mais rentaveis e com menos efeitos secundarios [Yu et
al., 2003].

Estudos recentes demonstraram que as fibras com propriedades de troca idnica tém
fortes efeitos na diminuicdo do colesterol, pois 0s grupos ibénicos sdo capazes de interagir e
sequestrar os acidos bhiliares, que sdo posteriormente excretados nas fezes, em vez de serem
reabsorvidos no intestino através do mecanismo de circulacdo enterohepatica [Qi et al., 2012].
Assim, o figado é forcado a mobilizar colesterol dos tecidos para sintetizar mais acidos biliares,
dado que aquele é o percursor dos mesmos, o que diminui os valores do colesterol no sangue
e tecidos. Os polissacarideos sulfatados, ao serem ricos nos grupos aniénicos sulfato, tornam-
se imediatamente alvos preferenciais para estudo destas propriedades, destacando-se o
ulvano devido ndo s6 ao elevado teor em sulfatos mas também noutro grupo carregado, os
acidos urénicos, estimando-se que estes dois grupos tenham capacidade de sequestrar os sais
biliares no lumen intestinal. O que favorece mais uma eventual utilizacdo do ulvano para fins
antihipercolesterolémicos é o facto de este resistir & fermentacéo pela flora normal do intestino
devido a formacao de géis derivados da ligacéo a ides célcio [Qi et al., 2012; Wijesekara et al.,
2011; Yu et al., 2003].

Também muito referido na literatura cientifica € a importancia do peso molecular das
fibras nas suas propriedades, devido a alteracdo em fung¢édo do peso do processamento das
fibras, isto é, do tempo de passagem pelo intestino, do grau de fermentagéo e da quantidade
excretada nas fezes, contudo ainda ndo se conhece o impacto da hidrélise nas propriedades
antihiperlipidémicas, pelo que foram também efectuados ensaios com oligoulvanos (ver 4.1.1. e
4.2.4.) [Qi et al., 2012; Yu et al., 2003].
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Qi et al. (2012), baseando-se em estudos anteriores em que amostras de ulvano foram
modificadas para ter maior teor em sulfatos demonstraram maior actividade antioxidante, e
propuseram a aplicacdo desta alteragdo quimica tendo em vista a potenciacéo da actividade
antihiperlipidémica, o que pode ser visto em 4.1.2.

Yu et al. (2003), fizeram as experiéncias alimentares em ratos tendo em vista a
determinacéo de dois parametros principais: o perfil lipidico no soro dos animais e o contetido
fecal em sais biliares; e os resultados obtidos revelaram-se extremamente promissores. Para
tal, utilizaram ndo sé o ulvano na sua forma nativa como também procederam a sua hidrélise

de acordo com o descrito em 4.1.1.1.

ApoOs a dissecacao dos ratos, verificou-se que todas as amostras, tanto de ulvano como
dos respectivos hidrolisados, induziam um aumento no tamanho do cdlon, levantando-se a
hipotese de que o consumo dos ulvanos diminui a capacidade digestiva e de absor¢cédo dos
nutrientes, o que faz com que o colon se expanda para maximizar a area de absorcdo. Embora
ndo tenha sido feita uma andlise aos esterois neutros nas fezes (que seria um resultado a ter
em conta), observou-se uma reducéo significativa dos valores de colesterol total (45.2%) e de
LDL (54.1%) no soro, relativamente aos controlos; o que pode indicar que 0 mecanismo de
sequestro de sais biliares efectivamente ocorre. Além disso, o ulvano tornou-se num
componente maioritario no Iimen intestinal, pois ocorreu a formacdo de um gel com ides Ca*",
0 que também dificulta a reabsorcdo dos sais biliares no ileo, levando a sua excre¢do nas
fezes. Contudo, a excrecao ndo evidenciou diferencas significativas, nem para o o ulvano, nem
para os seus hidrolisados, tal como descrito em 4.2.4.; o que permite afirmar que séo
necesséarios estudos, nomeadamente a nivel das enzimas HGM-CoA redutase e 7-a-

hidroxilase, para avaliar o efeito do ulvano na diminui¢cdo do colesterol sérico [Yu et al., 2003].

= 3.1.6. Actividade Antihipertensora:

A hipertensdo arterial é considerada como um dos maiores factores de risco
independentes para doencas cardiovasculares, tais como arteriosclerose, acidentes vasculares
cerebrais (AVC) e enfarte do miocéardio, assim como para doencas a nivel de outros sistemas
de 6rgdos, tais como a doencga renal terminal, estimando-se que afecta cerca de 20% da
populagdo mundial [Park et al., 2003; Wijesekara et al., 2010].

A industria farmacéutica tem desenvolvido até ao momento uma vasta gama de
farmacos de origem sintética que s&o utilizados actualmente como tratamento preferencial para
0 combate a esta doenca, tais como o Captopril e o Enalapril. Contudo, estes medicamentos
ndo sdo desprovidos de efeitos secundarios, nos quais se incluem tosse, alteracdes de
paladar, edema angioneurdtico e ‘rash” cuténeo, pelo que se procuram continuamente
compostos com menos efeitos colaterais para o utilizador, economicamente mais rentaveis e,
se possivel de origem natural [Park et al., 2003; Wijesekara et al., 2010].
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Um dos pontos-chave nesta pesquisa € a regulacdo da Enzima conversora da
angiotensina (ECA, EC. 3.4.15.1), devido ao seu papel vital na manutencéo da pressao arterial.
Este mecanismo é um dos utilizados como alvo por parte dos compostos sintéticos de uso
corrente, incluindo os exemplos referidos acima, mas foram ja identificados varios péptidos
provenientes de fontes naturais que evidenciam um potencial promissor para regulacdo desta
enzima e, nos ultimos anos, tem sido dada cada vez maior atencdo aos florotaninos e aos

polissacarideos [Park et al., 2003; Wijesekara et al., 2010].

A ECA é uma exopeptidase secretada pelas células endoteliais dos pulm&es e dos rins

e gue actua no organismo de acordo com a Figura 3.2. [Wijesekara et al., 2010]:

Sistema renina-angiotensina-aldoesterona

Legenda
Actividade sistema —
Py > nervoso simpatico — il
1 @ um anzEa
; ® ...
\ ] w0
\ I astimuka
i -
. L Na Sinel d=
Rins ' u - ;
Puimae: f Reabsorgdo tubular K ==k nmgEa
, =23
Figado ! ammmap de Na* e CF a Femccia
superficie do endotélio ] Excregio de K I ransaare
renal e pulmonar [ Retengdo de H,0 H.0- — i
ACE P n .
LI | ¥ S Transparte
@‘: P Cortex adrenal i -
'
¥ o '
Angiotersinogénio =——#  Anzigtensing | ———— APEOERENAIL Lol Sewregio de
n Pl zldoesterona Retencio de dzua e sal,
:@ L. : \ Aumento do volume
Renina ' || total circulante,
DiminuigSs da = ' ‘. Aumento da perfusio
perfusorenal T 4 - no complexo
_ Azamplexa — L _@‘ Vasoconstrigo justaglomerular.
justaglomerular] ' 'I arteriolar.
: ' Aumento da :
i 1 pressio . .
.I \ ' arterial Arteriola "
i II '. 1
: Rins 1 @ :
i ===k Secrecio de ADH i
i ' i
' Lobo posterior da ' '
1 - S L] '
1 zlandula pituitaria el i
1 L] 1_
' .
. Absorcdode H,O HO=bb e X
| no ducto colector / i
L] L
lssssssssses s s eSS SSESSSESSEsssEsssssEssssssasssdssssessssssasssssssssansssl

Figura 3.2. llustracéo do Sistema renina-angiotensina-aldoesterona [Adaptada de Boron e Boulpaep, 2005].

Para avaliar o potencial de inibicdo da ECA por parte dos polissacarideos provenientes
de algas ou de hidrolisados destes (ver 4.1.1.), Park et al. (2003) basearam-se no Método de
Cushman e Cheung [Wu et al.,, 2002], descrito na Figura 3.3. Neste estudo, utilizaram
quitosanas — um polissacarideo resultante da deacetilacdo alcalina parcial da quitina, um
compontente maioritario de paredes celulares dos fungos e do exoesqueleto de crustaceos e
insectos - que ja haviam provado auséncia de toxicidade em testes in vivo, e sdo conhecidos

por uma gama abrangente de propriedades bioldgicas [Wijesekara et al., 2010].
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Pré-incubacéoda Incubacédo com
amostra com solucao de substrato (hipuril-histidil-
ECA leucina)

Paragem da reacc¢éo
com HCI

Dissolucao do acido
hipurico em agua
destilada

Extraccado do acido
hipurico com etilacetato
e centrifugacdo

Evaporacgéo do
sobrenadante em vacuo

Medicao
espectofotométrica

Figura 3.3. Procedimento de determinacédo de actividade de inibigdo da ECA de acordo com o Método de
Cushman e Cheung [Wu et al., 2002].

Para determinar o padréo de inibicdo da ECA, Park et al. (2003) adicionaram diferentes
concentracbes de quitoloigossacarideosda amostra a mistura de reaccdo e determinaram
também, com recurso a variagcdes nas concentracdes de substrato, a cinética da ECA na

presenca do inibidor, através do grafico de Lineweaver-Burk.

Por sua vez, Wijesekara et al. (2010), utilizaram também quitosanas, dado o seu
potencial biolégico-funcional ja descrito previamente na literatura, biodisponibilidade e
biocompatibilidade. Contudo, sugeriram outras modificacdes para além da hidrolise simples,
como por exemplo o aumento de grau de deacetilacdo dos quitooligossacarideos, que ja
tinham dado bons sinais de si em ensaios com ratos naturalmente hipertensos, provando ser
capazes de inibir ndo s6 a ECA mas também a renina, que é o ponto de controlo da reac¢éo de

conversédo do percursor hepatico angiotensinogénio em angiotensina-ll.

O modelo de inibicdo da ECA por parte de péptidos e proteinas ja foi proposto,
enquanto a nivel dos polissacarideos o conhecimento € bem mais restrito, pelo que néo foi
possivel determinar exactamente o modelo de inibicdo, embora o padréo obtido sugira uma
inibicdo competitiva da ECA na presenca do inibidor. Quanto ao peso molecular, ndo foi
observada uma diferenca significativa de actividade inibitéria para as quitosanas, o que pode

indicar que nesta situacdo o peso molecular ndo tem uma importancia tdo grande como em
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outras actividades biolégicas. Contudo, ainda sao necessarios estudos mais aprofundados
antes de se poder confirmar esta hipétese [Park et al., 2003; Wijesekara et al., 2010].

= 3.1.7. Actividade Imunomoduladora:

De momento, encontra-se reportada em varios estudos a possibilidade de os
polissacarideos sulfatados apresentarem actividade imunomoduladora, isto €, capacidade para
estimular o sistema imunitario. Embora a maior parte destes estudos tenham sido feitos com
polissacarideos sulfatados provenientes de outras algas marinhas, nomeadamente
carragenanas e fucoidanas, o ulvano também ja foi analisado [Karnjanapratum et al., 2011;
Leiro et al., 2007; Wijesekara et al., 2011].

Regra geral, os estudos até agora efectuados evidenciam este efeito maioritariamente
sobre os macréfagos, células pertencentes & componente inata do sistema imunitario,
resultantes da diferenciacdo dos mondcitos a partir do momento em que estes atravessam o
endotélio vascular. Os macréfagos sédo células muito versateis e tém um papel muito
importante no equilibrio da fungdo imunitaria, devido a sua capacidade de realizar diferentes
funcBes consoante o tecido e as circunstancias. Os macréfagos sdo células com capacidade
para eliminar microrganismos patogénicos por fagocitose, apresentar antigénios a linfécitos,
mediando assim a actividade imunitaria adquirida, e tém um papel vital na resposta
inflamatéria, através do estimulo, regulacdo e supressdo, devido as suas capacidades de
produzir citoquinas. Além disso, existem macréfagos colocados em locais estratégicos do
organismo para contribuirem na resposta imediata a uma invasao por parte de um patogénico,
devido & sua capacidade fagocitica e mediadorajtais como as células de Kupfer no figado e as
células de microglia no tecido nervoso [Arosa et al., 2007; Karnjanapratum et al., 2011; Leiro et
al., 2007; Wijesekara et al., 2011]. Além da estimulacdo directa dos macréfagos, existem
estudos que evidenciam actividade de regulacdo destas células, o que se reveste de particular
importancia para evitar respostas inflamatérias exageradas ou cronicas — a cronicidade
infecciosa é apontada como um factor que pode influenciar o aparecimento de tumores; e o
estimulo da producéo do factor de necrose tumoral alfa (TNF-a) por parte de certos tipos de

leucécitos [Leiro et al., 2007; Wijesekara et al., 2011].

Um dos motivos pelos quais o ulvano pode ser considerado como bastante promissor
como imunomodulador é a sua semelhanca com glucosaminoglicanos que ocorrem
naturalmente no organismo, tais como o hialuronano e o sulfato de condroitina, compostos
estes semelhantes a alguns produzidos por mondcitos, macréfagos e linfécitos B, assim como
o facto de o ulvano conter ramnose, que é um acucar tipico de bactérias [Leiro et al., 2007].

Para avaliar a influéncia do ulvano sobre o sistema imunitario, Leiro et al. (2007),
procederam a uma série de ensaios in vitro utilizando o polissacarideo extraido de acordo com

as condi¢cbes descritas na Tabela 2.1., e purificado em seguida tendo em vista a
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desproteinizacdo do extracto. Os ensaios incidiram na capacidade de o ulvano actuar sobre os

macrofagos, pelo que foi utilizada uma linha celular de macréfagos de rato denominada

RAW?264.7.

Os ensaios efectuados e respectivos objectivos encontram-se descritos na seguinte

tabela [Karnjanapratum et al., 2011; Leiro et al., 2007]:

Tabela 3.2. Ensaios efectuados por Leiro et al., 2007 para analise de actividade imunomoduladora do ulvano.

Ensaio Metodologia Objectivo Resultados principais
Producgéo de Reaccéo de Griess NO participa em vérios Aumento efectivo da
oxido nitrico eventos associados a sintese de NO

(NO) resposta inflamatéria directamente

proporcional a
concentragao de
ulvano

Producéo de
PGE,

Ensaio
imunoenzimatico de
inibicdo competitiva

As prostaglandinas séo
mediadores importantes
da resposta inflamat6ria

Aumento efectivo da
sintese de PGE;
directamente
proporcional a
concentracao de
ulvano

Expresséo dos
genes
responsaveis
pelas enzimas
NOS-2 e COX-2

Isolamento de RNA,
sintese de cDNA e
amplificac&@o por
PCR

NOS-2 (Sintetase de
oxido nitrico) e COX-2
(Ciclooxigenase) séo
enzimas que estédo
envolvidas
respectivamente na
sintese de NO e PGE,

Aumento da expressao
dos genes associados
a estas enzimas numa
relacéo directamente
proporcional a
concentracao de
ulvano

Expressao de
genes
associados a
citoquinas

Isolamento de RNA,
sintese de cDNA e
aplicacdo em Kit
Microarray

Analise dos mediadores
inflamatérios produzidos
pelos macréfagos se

estimulados pelo ulvano

Estimulacdo
significativa de varios
genes, demonstrando
potencial de activagéo
dos macrofagos

Os resultados obtidos por Leiro et al. (2007) demonstram uma efectiva actividade

imunomoduladora do ulvano sobre os macréfagos RAW264.7. através do aumento da sintese
de compostos importantes na resposta inflamatdria, como o éxido nitrico e as prostaglandinas,
Estes

assim como varias citoquinas. resultados sdo semelhantes aos obtidos por

Karnjanapratum et al (2011)., no seu estudo com polissacarideos extraidos de M.nitidum.

Os resultados demonstraram que o ulvano aumentava a expressdo dos genes
responsaveis pela sintese das enzimas NOS-2 e COX-2, num efeito directamente proporcional
a concentracdo de ulvano utilizada, tal como referido acima na Tabela 3.2. Isto explica a maior
producé@o de Oxido nitrico e de prostaglandinas. O dxido nitrico € extremamente importante na
resposta inflamatéria, pois esta envolvido na sua regulac@o e exerce um papel importante na
mediacdo da actividade fagocitica. As prostaglandinas, nomeadamente a prostaglandina E,
analisada no ensaio, € também um mediador importante que influencia células do sistema
imune tdo variadas como macréfagos, linfécitos ou células NK no inicio da resposta
inflamatéria. No ensaio de hibridizagdo em microarray, os resultados foram bastante
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diversificados, até devido & quantidade de genes testados, mas mesmo assim bastante
interessantes, pois observou-se uma expressédo claramente maior por parte de ligandos de
alguns mediadores envolvidos no desencadear da resposta inflamatdria no momento da leséo,
assim como de moléculas reguladoras do movimento de diversos tipos de leucdcitos. Um
exemplo é o aumento da expressao do receptor B-1 para a interleucina 12, existentes em
células de origem hematopoiética, como células NK, linfocitos T activados, células dendriticas e
células de microglia [Arosa et al., 2007, Karnjanapratum et al., 2011; Leiro et al., 2007].

Uma conclusdo importante que se pode retirar do estudo de Leiro et al. (2007), € o
facto de os polissacarideos terem perdido grande parte da sua capacidade de estimulacdo dos
macroéfagos quando modificados de forma a remover os seus grupos sulfato. Este resultado ja
tinha sido observado em ensaios feitos com ulvano em fagoécitos de peixes, e verifica-se
também com polissacarideos sulfatados provenientes de outras algas marinhas, tais como o
porfirano. O facto de se ter utilizado o ulvano na sua forma nativa leva & hipétese de, sendo
esta molécula muito grande para atravessar a membrana celular dos macréfagos, a sua
actuacdo seja exercida sobre receptores presentes na membrana, e que os grupos sulfato
possam ter um papel-chave nessas interaccdes. Resultados semelhantes foram também
observados com carragenanas [Leiro et al., 2007; Wijesekara et al., 2011]. Contudo, s&o
necessarios mais estudos a nivel quimio-estrutural para corroborar este mecanismo, até devido

a heterogeneidade que estes polissacarideos apresentam [Karnjanapratum et al., 2011].

Todas estas hip6teses sdo bastante promissoras e deixam a porta aberta a novos
estudos. Tal como referido acima, o ulvano apresenta semelhancas estruturais com
glucosaminoglicanos como o sulfato de condroitina, produzidos por macréfagos em situacdes
de resposta inflamatéria e por leucécitos polimorfonucleares apds a fagocitose, que sdo
também agentes importantes na mediacéo da resposta imune e na sintese de citoquinas, pelo
que esta funcdo poderd ser brevemente alvo de estudo. N&o é de excluir também a
potenciacdo desta actividade através da hidrélise [Arosa et al., 2007, Courtois, 2009;

Karnjanapratum et al., 2011; Leiro et al., 2007].

= 3.1.8. AplicacBes Biomédicas:

A investigacdo na &rea dos biomateriais tem avancado a um ritmo muito elevado nos
Ultimos anos, em grande parte devido ao cada vez maior investimento na pesquisa de
propriedades dos polimeros naturais, devido & sua biodegradabilidade, biocompatibilidade e
biodisponibilidade. De entre estes polimeros, salientam-se os polissacarideos das algas, como
o ulvano e o alginato, que tém grandes vantagens relativamente aos polissacarideos de origem
animal devido & minimizacdo dos riscos de imunogenecidade e de transmissdo de doencas
[Alves et al., 2012, Toskas et al., 2011, Toskas et al., 2012].
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Uma das aplicacdes biomédicas muito estudada em tempos recentes é a criagdo de
materiais que possam ser utilizados para preenchimento e tratamento de feridas. Dependendo
da tipologia da ferida, pode ser vantajoso utilizar um composto capaz de actuar nos tecidos,
seja de forma directa, seja como veiculo para outro aumentar a biodisponibilidade de um
farmaco naquele local, pelo que Alves et al. (2012) procederam a um conjunto de ensaios para

avaliacdo destas propriedades no ulvano.

Na literatura esta ja descrito que os polissacarideos ricos em ramnose tém capacidade
anti-inflamatéria, protegem a pele da radiacdo UV, da adesdo bacteriana e de lesbes
relacionadas com o envelhecimento, e estimulam a proliferacdo celular e a biossintese do
colagénio. No caso do ulvano, sabe-se também que € um agente heparindide, o que torna este
polissacarideo mais atractivo devido a conhecida importancia vital da heparina no processo de
cicatrizacdo. A versatilidade estrutural do ulvano deixa em aberto a capacidade de preparagéo
de hidrogéis que podem ser suplementados com farmacos que podem assim ser aplicados
sobre a ferida e, em conjunto com o hidrogel em si, actuar melhor tendo em vista uma melhor

cicatrizacao [Alves et al., 2012].

Alves et al. (2012) demonstraram que o ulvano tem efectivamente potencial neste
campo, quer através da promocdo directa da cicatrizacdo — actuando como agente
heparindide, isto €, um promotor da proliferacdo de fibroblastos e mediador quimico no
processo de coagulacdo, impedindo-0; e capaz de interagir com véarias moléculas da matriz
extracelular — quer como agente de transporte de farmacos, capacidade essa que se revelou

muito promissora e cujos ensaios correram de acordo com o esperado.

Outra utilizacdo do ulvano para aplicacdes biomédicas (hdo so6 tratamento de feridas e
agente de transporte, mas também na engenharia de tecidos propriamente dita) € a construcao
de matrizes de nanofibras. Toskas et al. (2011), aplicaram o conhecimento previamente
existente relativo ao fabrico de nanofibras a partir de polimeros naturais ao ulvano, por forma a
encontra uma nova matriz, rentavel, segura e préatica. Para o fabrico de nanofibras, a técnica de
electro rotacdo encontra-se j4 descrita em estudos prévios e, para contrariar a elevada
viscosidade do ulvano, foi desencadeada a mistura da solugdo do polissacarideo com outro

polimero de ligagéo, tendo-se concluido que o mais promissor seria o alcool polivinilico (PVA).

O fabrico de nanofibras nestas condi¢des permitiu a obtencéo de um produto final com
uma distribuicdo de didmetro que atingiu valores detectaveis de 84 nm. Os testes efectuados
demonstram que existe uma boa interac¢éo ionica entre o PVA e o ulvano, o que confere um
potencial bastante promissor a estas fibras, ndo s6 no campo biomédico mas também para
ajudar a compreender outras propriedades ja mencionadas. Em hipdtese estdo combinacgfes
com outros polimeros para reforco da integridade mecéanica das fibras e diversificacdo das
suas aplicagbes. E também vital estudar a bioactividade e biocompatibilidade destes
compostos [Toskas et al., 2011].
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Para preenchimento de feridas, Toskas et al. (2011), estudaram uma matriz combinada
usando ulvano, devido as propriedades evidenciadas nos estudos recentes, e quitosana, um
polissacarideo de elevado peso molecular resultante da deacetilacdo da quitina, e que se pode
encontrar nas carapacas de crustdceos. A quitosana tem sido alvo de inUmeros estudos ao
longo dos anos, e entre as suas propriedades destacam-se a biodegradabilidade, auséncia de
toxicidade, potenciacdo da cicatrizacdo, estimulacdo da actividade de macrofagos e potencial
antimicrobiano (Cunha et al., 2012) Ha ja algum tempo que a quitosana vem sendo estudado
para preenchimento de feridas, principalmente em complexos com alginato ou celulose, mas
devido ao potencial evidenciado pelo ulvano, foi estudada a combinagéo deste com a quitosana
[Toskas et al., 2011].

A combinacdo destes dois polimeros, de carga oposta (o ulvano tem carga negativa
devido aos grupos sulfato e carboxilo, e a quitosana carga positiva), originou a formulacdo de
estruturas supramoleculares estaveis, através das interaccfes electroestaticas estabelecidas.
A estrutura desta combinacdo assemelha-se a uma membrana de nanofibras, capaz de
mimetizar a componente fibrosa da matriz extracelular. Quando testado com uma cultura
celular de osteoblastos 7F2, de rato, foi observada uma situacdo de confluéncia clara,
semelhante aquela que ocorre na presenca de titdnio, um dos materiais mais usados para
suporte de propagacdo de osteoblastos. O resultado obtido com as fibras de ulvano e
guitosana foi claramente mais vantajoso que o obtido com as membranas compostas por cada
um dos polimeros em separado, 0 que sugere que a combinacdo do ulvano com outros
componentes semelhantes pode aumentar o seu potencial no campo biomédico, entre outros
[Toskas et al., 2012].

A aplicacdo biomédica do ulvano demonstrou um elevado potencial, embora mais
estudos sejam necessarios para corroborar estes resultados. Sabe-se desde jA que nesta
situacdo, é de vital importancia a utilizacdo de ulvano na sua forma mais purificada (assim
como qualquer outro componente), para que ndo haja qualquer interferéncia de contaminantes
[Alves et al., 2012; Costa et al., 2012, Toskas et al., 2011, Toskas et al., 2012].

» 3.2. Propriedades Tecnoldgicas:
= 3.2.1. Potencial de bioadsorc&o de metais pesados:

Na actualidade, existe cada vez mais sensibilidade para a problematica da poluicéo e
da preservagdo ambiental. O desenvolvimento industrial, entre outros, contribuiu largamente
para a libertagdo para o meio ambiente de enormes e diversas quantidades de poluentes, nos
quais se incluem os metais pesados (note-se que a designacdo metais pesados é amplamente

usada, inclusive na literatura cientifica, mas ndo tem propriamente uma base cientifica, sendo
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utilizada de forma comum para definir compostos metalicos susceptiveis de induzir toxicidade,
principalmente a nivel ambiental) [Areco et al., 2012; Duffus, 2002].

Assim sendo, a investigagdo cientifica tem-se concentrado em encontrar maneira de
combater a contaminacao, maioritariamente em aguas e solos; assim como prevenir o aumento
desta através do tratamento de residuos e efluentes industriais. Para esta tarefa, o potencial de
alguns organismos vivos, nomeadamente plantas e microrganismos, tem vindo a ser
documentado, e a biorremediacao, isto €, eliminacdo da toxicidade recorrendo a organismos
vivos € ja uma realidade. Se para correccdo de solos, a utilizagao de plantas com potencial de
fitorremediagdo ja € praticada; no que se refere a efluentes industriais contendo metais
altamente toxicos, a utilizagdo de microrganismos ainda esté a ser investigada, sendo que se
utilizam maioritariamente métodos fisico-quimicos, tais como a filtragdo com resinas de troca
i6nica ou recorrendo a adsorcdo em carvdo activado. Contudo, as algas tém revelado um
potencial de bioadsor¢cdo bastante promissor, o que pode mudar o conceito de tratamento de
aguas residuais [Areco et al., 2012].

O potencial existente nas algas deve-se essencialmente aos polissacarideos presentes
nas suas paredes celulares. Estes polimeros tém diferentes grupos funcionais, com respectivas
afinidades para ides metalicos, variaveis consoante o pH, o que permite a bioadsorcdo dos
metais contaminantes a matriz biologica, que pode depois ser tratada para anular a toxicidade.
Assim, a utilizacdo de massas de algas mortas para bioadsor¢cdo apresenta varias vantagens,
ndo s6 devido a sua elevada capacidade de bioadsorcdo, como também a elevada
biodisponibilidade, facil manipulacdo e utilizacdo, o que contribui para tornar este método como

uma técnica econémica, eficiente e ambientalmente sustentavel [Areco et al., 2012].

O estudo feito por Areco et al. (2012) utilizou Ulva lactuca para estudar a capacidade
de bioadsorcdo de alguns dos principais poluentes denominados como metais pesados: Cobre
(1), Cadmio (1), Chumbo (I) e Zinco (Il). Procedeu-se & extrac¢éo da alga, tal como referido no
Capitulo 1.1., por forma a obter um pé, com particulas de tamanho inferior a 125 ym, para ser
utilizado como matriz bioldgica, tanto em suspenséo, como compactado em colunas de eluicdo
ou fixo em agar. A eficacia da alga como bioadsorvente e a comparacdo entre os diferentes
métodos foi feita recorrendo a varios métodos de quimica analitica, assim como a microscopia
electrénica de varrimento, para analise da matriz biolégica. Os resultados obtidos permitiram
concluir que a U.lactuca pode constituir efectivamente uma matriz biolégica eficaz para
bioadsorcéo dos metais acima referidos, pois revelou elevado potencial nos ensaios praticados
com solucdes feitas em laboratoério. Os varios testes analiticos demonstraram uma diminui¢éo
da quantidade de metais toxicos nas aguas, apos a passagem pela matriz biologica, e a andlise
microscopica desta comprovou a presenca dos ifes metdlicos na superficie das particulas de
U.lactuca. Foi igualmente registado que o pH afecta o potencial de bioadsor¢éo, e que existem
diferencas quanto a bioadsorcéo dos diferentes metais, consequéncia das diferentes afinidades
dos grupos funcionais presentes nos polissacarideos da parede celular para cada metal. De

notar que os melhores resultados de remediacdo foram obtidos com as particulas em

34



suspensao, o0 que leva a crer que a incorporacdo das particulas em agar bloqueie alguns
grupos funcionais responsaveis pelo processo [Areco et al., 2012].

Pese embora esteja a ser considerado um Unico estudo nesta aplicagcdo consequéncia
da sua natureza emergente e escassez de literatura cientifica associada, pode considerar-se
que a utilizagdo de matrizes derivadas de algas com elevado teor em polissacarideos, como a
Ulva lactuca, pode ser uma forma alternativa, economicamente viavel e ambientalmente
sustentavel de tratar aguas contaminadas e efluentes industriais [Areco et al., 2012]. Yaich et
al. (2011), corroboram indirectamente este estudo pois, ao analisar as propriedades da alga
Ulva lactuca colhida na costa da Tunisia, demonstraram que esta, embora tendo propriedades
promissoras do ponto de vista biologico, ndo poderia ser usada para consumo humano devido
as elevadas concentracdes de metais pesados, tais como manganés, chumbo, cobre e cadmio;
de notar que o local donde foram colhidas estas algas era particularmente poluido com estes

metais pesados.

» 3.2.2. Utilizagao em técnicas de melhoramento de culturas vegetais:

Com a continua necessidade de aumentar a producdo de alimentos devido ao
crescimento da populacdo global, tem-se vindo a investir cada vez mais na proteccdo e
melhoramento das culturas vegetais. Contudo, ainda ha muito trabalho a fazer, dado que
muitas doencas e pragas que afectam as plantas cultivadas com fins alimentares ainda néo
sdo passiveis de um combate eficaz, ou entdo séo utilizados fungicidas e pesticidas que, ao
longo dos anos, sdo causadores de danos ambientais muito consideraveis e susceptiveis de
originar processos de bioacumulacédo e de alteracdo grave dos ecossistemas [El Modafar et al.,
2012; Freitas et al., 2012; Paulert, 2005]. Se excluirmos os factores climaticos e humanos, os
grandes inimigos das culturas sdo as pragas, nomeadamente de insectos (larvas de
borboletas, escaravelhos, gafanhotos.) e as doencas causadas por bactérias, mas
essencialmente por virus, viridides e fungos. Uma doenca bastante conhecida e que causa
avultados prejuizos a nivel mundial € a antracnose do feijdo, causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum. O processo de patogénese deste fungo pode ser observado na
Figura 3.4. [Freitas et al., 2012; Paulert, 2005]:
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Deposicao de Conidia (ou

Conidiésporos, formas Produg&o de estruturas
reprodutivas assexuadas Germinagdo das Conidia especializadas capazes
do fungo) nas folhas da de penetrarem a cuticula
planta

Producéo de vesiculas de

e Alimentagéo, crescimento infecgdo e hifas primarias
irﬁggg;ﬁfgﬁggtﬁﬁ:s e producéo de hifas no interior das células da
secundarias planta hospedeira, entre

a parede e a membrana

Morte dos protoplastos e
degradacéo das paredes Morte da planta
celulares

Figura 3.4. Processo de patogénese do fungo Colletotrichum lindemuthianum.

A antracnose do feijoeiro € uma doenca bastante dificil de combater devido a varios

factores, dos quais se destacam [Freitas et al., 2012]:

e Elevada variabilidade genética do patogénico, demonstrado por varios estudos
realizados no Brasil, que indicam que estdo continuamente a aparecer novas

variedades;

e Sobrevivéncia do patogénico em detritos da cultura, logo apresenta uma boa

resisténcia;
e Transmissao eficaz pelas pelas sementes;

Tal como todas as plantas, o feijoeiro também tem os seus mecanismos de defesa
naturais, que proporcionam diferentes linhas de ataque em caso de infeccdo com o fungo. Os

mecanismos sao muito variados [Freitas et al., 2012]:
e Producao de radicais livres de oxigénio (ROS), tais como peroxido de hidrogénio;
e Reforco da parede celular;

e Sintese de fitodexinas;
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e Producao de proteinas ligadas ao processo de patogénese, como a peroxidase (que
usa o peroxido de hidrogénio produzido durante a resposta imune para lenhificar a
parede celular) e a glucanase (que degrada os polimeros de B-1,3-glucanos, que sédo

dos maiores componentes da parede celular dos fungos);

e Resposta hipersensivel, em que ocorre morte rapida e escurecimento das células
epidermais afectadas pouco depois da invasdo, por forma a isolar o local infectado do
resto da planta e impedir a propaga¢édo da doenca (geralmente esta resposta ocorre

em plantas com resisténcia especifica a dadas variantes do fungo);

O combate humano a esta doenca é feito essencialmente de duas formas: utilizagcéo de
fungicidas e cultivo de variedades/cultivares resistentes de feijoeiro. Esta descrito que a
resisténcia de certas cultivares contra determinadas variedades do fungo é conferida por um
conjunto de genes, tendo sido identificados até ao momento 13 genes de resisténcia,
denominados genes Co. Contudo, a variabilidade enorme do patogénico faz com que existam
cada vez menos cultivares resistentes, enquanto o uso de fungicidas, além da indugéo de mais
resisténcias por parte do fungo, causa danos ambientais graves. Tudo isto contribui para
aumentar os danos nas culturas e, consequentemente as perdas e 0s custos de producéo, pelo
gue se tém investigado novos métodos de combate & antracnose, entre os quais se destaca a
utilizacdo de polissacarideos sulfatados provenientes de algas marinhas, como o ulvano
[Freitas et al., 2012; Paulert, 2005].

Estudos prévios demonstraram que o ulvano tem capacidade para combater uma gama
variada de doencas vegetais, tais como outros tipos de antracnose, ferrugem, mildio e
manchas nas folhas causadas por patogénicos, assim como de induzir a resisténcias nas
plantas, potenciando as defesas tanto em monocotiledoneas como em dicotiledéneas [Freitas
et al., 2012].

Os estudos realizados com o0 ulvano aplicado a antracnhose do feijoeiro ndo foram
conclusivos, mas mesmo assim demonstraram que existe potencial, porém mais ensaios terdo
que ser feitos para o comprovar. Efectivamente, demonstrou-se que o tratamento especifico
para cada variante e o tratamento com ulvano ndo afectam a germinacdo de Conidia nem a
formacgé&o de estruturas de invasdo, assim como ndo potenciam a resposta hipersensivel; pelo
contrario, observou-se que existe potenciacdo da producdo de enzimas, nomeadamente da
glucanase (enquanto que a peroxidase sO foi estimulada em plantas ja resistentes). Foi
também reportado, pela primeira vez, o0 aumento das defesas enzimaticas das plantas através
do tratamento com um polissacarideo antes da infeccdo, o que confere ainda mais um
potencial promissor & utilizagdo do ulvano para combate a antracnose do feijoeiro [Freitas et
al., 2012; Paulert, 2005].

Este estudo, tal como outros efectuados com polissacarideos sulfatados provenientes

de algas marinhas, abriu caminho para que estes compostos comecassem a ser referenciados
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como alvo de estudo para substituir os pesticidas, através do reforco do sistema de defesas da
planta, actuando como um agente profilatico. A maior parte dos estudos realizados baseados
neste modelo foram feitos com varios compostos, e sé recentemente € que os polissacarideos
se destacaram, embora mais uma vez ndo tenham sido feitos grandes estudos de referéncia
com algas verdes. O incremento da pesquisa sobre o ulvano levou a que este composto fosse
testado tendo em vista a inducdo de defesas em plantas independentemente da existéncia de
uma infeccao prévia, tal como se pode comprovar no estudo de El Modafar et al. (2012). Neste
estudo, os investigadores procederam ao isolamento dos dois polissacarideos principais
provenientes da alga Ulva lactuca, os glucoronanos e o ulvano; e também a hidrélise de
ambos, tendo em vista a comparacao dos efeitos profilaticos na planta do tomateiro, dada a
importancia econémica e o conhecimento das doencas e pragas sobre esta planta. O ulvano
demonstrou capacidade de activacdo na enzima PAL (Fenilalanina-amoénia liase, E.C. 4.3.1.5),
que é uma enzima-chave na activacdo das defesas do tomateiro, assim como de estimulo de
producdo de compostos fendlicos, conhecidos por serem uma das vias mais comuns de
resposta por parte das plantas. O procedimento de hidrélise e a analise comparativa da eficacia
do ulvano e seus oligossacarideos para estes objectivos encontra-se descrito,
respectivamente, em 4.1.1. e 4.2.6. [El Modafar et al., 2012].

= 3.2.3. Aplicac6es Ambientais:

Até ao momento, a maior parte das massas de Ulva sp. recolhidas nas costas sdo
utilizadas como adubo nos campos, composto, ou entdo sdo eliminadas. Contudo, as enormes
guantidades que tém dado & costa em varios pontos do globo, como por exemplo na Bretanha
colocam problemas graves de gestédo de residuos, pelo que alguns investigadores procederam
a estudos para avaliar a possivel rentabilizacdo destas massas de algas para fins energéticos
[Ale, 2012; Bruhn et al., 2011; Peu et al., 2011].

InvestigacBes prévias tinham ja demonstrado que a degradacé@o anaerdbia de Ulva sp.
em condi¢Bes controladas tinha potencial de produgcéo de biogas, contendo nomeadamente
metano e diéxido de carbono; contudo, a producdo ndo era em elevadas quantidade e a
sazonalidade de aparecimento das massas de algas impedia a sua utilizagdo de forma
rentavel. Além disso, o conteddo elevado em gas sulfidrico (H,S) seria um problema devido &
sua toxicidade. Alguns estudos de co-digestdo com outros residuos usados em meios rurais,
como estrume de porcos foram efectuados na tentativa de avaliar a diminuicdo do impacto da
producé@o de gés sulfidrico, mas os resultados ndo foram positivos, dado que se continuou a
verificar uma baixa taxa de metanogénese e a presenca de quantidades significativas de gases
téxicos [Peu et al., 2011].

Bruhn et al. (2011), procederam a uma avaliacdo do potencial bioenergético da Ulva

lactuca e, embora o resultado tenha sido promissor, colocam-se bastantes desafios
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relativamente & sua aplicacdo efectiva, dado que para um produto ser bioenergeticamente

eficaz, devo obedecer a alguns parametros dos quais se destacam:

= Elevada taxa de crescimento;
» Baixo custo (baixa necessidade energética e nutritiva, facil manutencéao);

» Propriedades intrinsecas adequadas;

Resumidamente, a U.lactuca apresentou um excelente desempenho no que concerne
ao primeiro parametro, e relativamente ao segundo, alguns estudos seriam necessarios mas 0s
resultados revelaram-se extremamente promissores. Também ndo é de excluir, tal como
referido acima, a utilizacéo para fins bioenergéticos das massas de algas que déo a costa, mas
a sua sazonalidade e possivel impacto ambiental sdo entraves para a producdo continua de
energia. Contudo, as propriedades intrinsecas da U.lactuca demonstram ser o principal
problema para este aproveitamento, dado que o elevado teor em cinzas e compostos alcalinos
ndo permite extrair um bom rendimento da biomassa. A fermentacdo de U.lactuca a etanol ndo
apresentou valores rentaveis, provavelmente devido ao elevado teor em ramnose do
polissacarideo [Lahaye et al., 2007]; enquanto a conversdo em metano € considerada como
razoavelmente promissora, mas a elevada quantidade de agua e a producao de gas sulfidrico,
tal como descrito por Peu et al. (2011) ndo permitem a rentabilizacdo desta metodologia.
Assim, é recomendada a utilizacdo da biomassa disponivel para extraccéo de produtos, como

0 ulvano; e aplicacdo em bioremediacéo (ver 3.2.1.) [Bruhn et al., 2011].

= 3.2.4. Outras Aplicacdes:

Para além de todas as propriedades referidas acima, estima-se que o ulvano possa ter
um conjunto bem mais alargado de aplica¢des. Esta descrito na literatura cientifica que muitos
dos polissacarideos derivados de algas, principalmente os polissacarideos sulfatados podem
ser utilizados como agentes espessantes e gelificantes na indistria alimentar, sendo que de
momento entre os espessantes encontrados no mercado incluem-se polimeros como o
alginato, agar e carragenanas, cujos processos de colheita, extraccdo e producdo ja se
encontram optimizados, pelo que a investigacdo destas propriedades no ulvano ndo sera
considerada prioritaria [Ramnani et al.,, 2012]. Contudo, existem outras propriedades
encontradas noutros polissacarideos sulfatados que podem vir a ser estudadas no ulvano.
Destacam-se as fucoidanas, que foram ja referidos como agentes estimulantes de
diferenciacdo de osteoblastos, pelo que podem vir a ser incluidos em suplementos nutritivos
para a salde Ossea; protectores da mucosa gastrica, podendo vir a ser aplicados como
alimentos funcionais anti-Ulceras e protectores de envelhecimento da pele em cosméticos
devido & inibicdo de metaloproteinases activadas pela radia¢do ultravioleta B; entre outros
[Wijesekara et al., 2011]. Assim, e partindo da mesma andlise comparativa com que este
estudo foi elaborado, pode dizer-se que a gama de propriedades do ulvano é certamente muito

mais alargada do que a referida neste trabalho.
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Capitulo IV — O Ulvano e os seus Derivados:

» 4.1. Estratégias de Modificagéo:
= 4.1.1. Hidrélise:

O processo de hidrélise de polissacarideos derivados de algas pode ser feito através
de varias metodologias, as quais ainda ndo estdo muito desenvolvidas no que concerne a
Divisdo Chlorophyta, e em particular ao ulvano. As metodologias podem agrupar-se
basicamente em trés grupos: fisicas (ex: utilizacéo de radiacdo), quimicas (ex: hidrélise acida)
e enzimaticas (ex: recurso a liases bacterianas), cuja analise sera feita neste capitulo. Devido a
falta de estudos feitos até ao momento para o ulvano, recorreu-se em certas situacées a uma
andlise comparativa, através do estudo de outro polissacarideo sulfatado com semelhancas
quimio-estruturais. De notar que muitos estudos ja realizados evidenciam que os hidrolisados
de polissacarideos possuem uma gama de propriedades mais alargada, maioritariamente
devido ao seu menor peso molecular, que lhes confere uma maior versatilidade e capacidade
de interaccdo a nivel celular [Courtois, 2009; El Modafar et al., 2012; Kazlowski et al., 2012;
Lahaye et al., 1997; Park et al., 2003; Ramnani et al., 2012].

e 4.1.1.1. Métodos Fisicos:

Nos ensaios para avaliagdo da actividade antihiperlipidémica do ulvano, Yu et al
(2003)., procederam a hidrélise do polissacarideo através da degradacdo a alta pressdo no

micro-ondas, de acordo com a Figura 4.1.

Solucao de ulvano 1,0% (m/v) em agua destilada

Hidrolisado 1: Hidrolisado 2:
T=2min T =3 min
P =10 atm P =15 atm

Figura 4.1. Hidrélise do ulvano segundo Yu et al., 2003.

As amostras foram de seguidas arrefecidas & temperatura ambiente e liofilizadas. Na
pesquisa efectuada até ao momento, ndo se encontraram mais referéncias a métodos fisicos
de hidrélise de polissacarideos, em particular do ulvano. A analise dos resultados obtidos
através da aplicacdo desta metodologia para os ensaios de deteccdo de actividade
antihiperlipidémica encontram-se descritos em 4.2.4. [Yu et al., 2003].

40



e 4.1.1.2. Métodos Quimicos:

Nos ensaios de avaliacdo da actividade prebidtica efectuados com agar e alginato,
Ramnani et al., 2012; propuseram a utiliza¢@o de dois métodos: a hidrélise &cida, recorrendo a
acido acético 1 M, agitacao continua a quente (80 °C) e posterior neutralizacdo com hidroxido
de potassio 5 M; e a utilizacdo de peroxido de hidrogénio, também com agitagdo continua a
guente (80 °C). O peso molecular dos hidrolisados é de seguida avaliado por cromatrografia de

exclusdo molecular.
e 4.1.1.3. Métodos Enzimaticos:

As enzimas sdo um dos conjuntos de proteinas mais estudados, devido a sua quase
infinita gama de aplicagbes e também a sua diversidade; como tal, o estudo das suas
propriedades, mecanismo e especificidade é uma area em continuo desenvolvimento. Existem
muitos mecanismos de actuacdo de enzimas, mas muitas delas regem-se por uma grande
especificidade, tanto no que se refere ao substrato com o qual interagem, como no proprio
mecanismo inter e intra molecular de accéo. Posto isto, a hidrélise de ulvano com recurso a
enzimas cujo mecanismo de accdo € conhecido permite a obtencdo de oligossacaridos cuja
estrutura sera aproximadamente conhecida [Lehninger et al., 2004].

No seu ensaio sobre a actividade antiviral (ver 3.1.3. e 4.2.3.), Kazlowski et al. (2012)
procederam & hidrélise das suas amostras recorrendo a duas agarases microbianas (MA103 e
MAEF108), e os hidrolisados separados e purificados por cromatografia de exclusdo molecular
de alta performance (HPSEC). No ensaio, os polissacarideos com massa molecular superior a
50 kDa foram usados como grupo comparativo de elevado peso molecular, enquanto os
obtidos da hidrélise com graus de polimerizacéo de 6, 24 e 30 foram catalogados como tendo
baixo peso molecular. Como controlos, foi utilizada agarose para o controlo negativo, visto ser
muito semelhante aos polissacarideos de Gracillaria sp., mas sem sulfatos; e como controlo
positivo a heparina. Em ambos os controlos, utilizaram-se hidrolisados com 0os mesmos graus
de polimerizacdo das amostras. As amostras e o0s hidrolisados ndo apresentavam
contaminagdo com polifendis e proteinas, nem citotoxicidade até uma concentracdo de 100

g/mL, embora alguns tivessem promovido um ligeiro crescimento celular.

A pesquisa de enzimas com alguma especificidade para o ulvano é um facto
relativamente recente, e mais recentes sao os resultados dessas mesmas pesquisas. De
momento, sabe-se que a maior parte das enzimas que actuam sobre os polissacarideos da
familia a que pertence o ulvano, os acidos poliglucorénicos, sdo liases de polissacarideos (EC
4.2.2.xX) que reconhecem os acidos urdnicos e fazem a clivagem da ligacao R ou a-(1,4) [Collén
et al., 2011; Lahaye et al., 1997; El Boutachfaiti et al., 2011; Fer et al., 2012].

Em estudos anteriores, j4 haviam sido identificadas algumas liases com esta ac¢éo
sobre o ulvano, provenientes de bactérias Gram negativas presentes em algas em
decomposicao [Lahaye et al., 1997]. Contudo, a caracterizacdo das enzimas e das espécies

41



baceterianas produtoras ainda néo tinha sido feita em detalhe, pelo que nas bases de dados
cientificas ainda ndo se encontravam dados de relevo sobre bactérias ulvanoliticas. Uma
pesquisa alargada permitiu a identificacdo de uma bactéria com estas propriedades,
Persicivirga ulvanivorans, pertencente a familia Flavobacteriaceae, Filo Bacteroidetes; isolada
das fezes do gastropode Aplysia punctata, apés alimentagcdo com Ulva sp., culminando no
estudo de Collén et al., 2011; utilizado como principal referéncia no presente capitulo. Outro
estudo, elaborado por El Boutachfaiti, tinha ja descoberto outra bactéria, Ochrobactrum sp.
estirpe PEC2; embora ndo tenha sido encontrada uma caracterizacédo tao alargada [Collén et
al., 2011; El Modafar et al., 2012].

Collén et al., 2011; procederam a extraccao e caracterizacéo do ulvano a partir de Ulva
rotundata, tal como descrito em 2.2., por forma a obter uma amostra com um bom grau de
pureza para ser usado nos ensaios bacteriologicos. Para analise da degradacéo do ulvano, foi
efectuada a incubacdo de P.ulvanivorans (estirpe DSM 22727) nas condi¢cdes adequadas,
seguida da adicdo de ulvano ao meio, para estimular a producdo das liases extracelulares. O
sobrenadante foi em seguida filtrado, submetido a um tratamento de precipitagdo com sulfato
de amonia e a varios passos de cromatografia de troca idnica e de afinidade hidrofébica, para
recolha da fraccdo protéica, procedendo-se a uma electroforese SDS-PAGE para separacao e
purificagcdo da fraccéo protéica e a quantificagdo pelo Método de Bradford. As proteinas obtidas
pelo processo de electroforese foram isoladas e tratadas para posterior analise por
espectrometria de massa (LC-MS/MS), sendo que os resultados desta analise foram em
seguida comparados com bases de dados para deteccado de homologias com outras proteinas,
e também foi efectuada uma sequenciacdo dos péptidos a partir dos resultados obtidos. Foram
efectuados também ensaios de clonagem em plasmideos, estudos enzimaticos e andlises
detalhadas por cromatografia e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear para

caracterizacéo dos oligoulvanos.

Apés a andlise detalhada de todos os resultados, foi possivel obter uma liase com um
peso molecular correspondente a 46 kDa, cuja analise estrutural e genética demonstrou ser
composta por dois médulos, um médulo catalitico com cerca de 30 kDa e outro moédulo cujas
funcBes se desconhecem. A existéncia do mddulo catalitico foi comprovada pela sua
expressdo recombinante em E.coli apés clonagem [Collén et al., 2011].

A andlise bioinformética ndo permitiu encontrar proteinas semelhantes a esta liase em
bases de dados de sequéncias, nem se provaram semelhancas com as familias de liases mais
conhecidas. A andlise detalhada do oligossacarideo purificado demonstrou que esta liase
actuia especificamente por clivagem da ligacdo glicosidica localizada entre os residuos de
acido idurénico ou glucorénico e a ramnose sulfatada. Presume-se que a ac¢ao da enzima seja
endolitica, dado que o peso molecular da amostra de ulvano decaiu rapidamente apos o inicio
da reaccao [Collén et al., 2011].
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Como a biomassa de Ulva sp. € uma componente importante dos ecossistemas
marinhos, presume-se que existam varios organismos capazes de degradar o ulvano, tal como
se verifica na bioconversdo das massas de outras algas pertencentes a outras divisdes, tais
como o agar, fucoidanas, carragenanas e alginatos; sendo que novas familias de proteinas
com estas funcbes tém sido descobertas continuamente. Presume-se também que a
degradacdo do ulvano a aguUcares envolva muitas outras enzimas, devido a grande
complexidade deste polissacarideo. A investigacdo efectuada também evidenciou que a
bactéria P.ulvanivorans ndo é capaz de crescer com o ulvano como Unica fonte de carbono,
pelo que mais estudos sdo necessarios para aumentar o conhecimento sobre o sistema
enzimatico envolvido na degradacao destas algas, assim como as relacfes entre as diferentes

bactérias associadas a este processo [Collén et al., 2011].

O estudo de Collén et al., representa um grande passo na desoberta de enzimas
capazes de degradar polissacarideos provenientes de algas verdes, nomeadamente ulvanos,
sendo que estas enzimas, depois de devidamente caracterizadas, poderéo ser utilizadas para a
obtencdo de oligossacarideos, que serdo em seguida testados para avaliagdo das
propriedades referidas acima, assim como para novas propriedades, multiplicando assim o
campo de acc¢do do ulvano e seus derivados [Fer et al., 2012].

= 4.1.2. Modificacdo Quimica por Adicao de Grupos ldnicos:

De acordo com o referido em 3.1.5., Qi et al. (2012) procederam a preparacdo de
derivados de ulvano com maior teor em sulfatos, através da adicdo de um agente de
sulfatacdo, o complexo dimetilformamida-triéxido de enxofre (SO3;-DMF). O teor em sulfatos foi
em seguida determinado pelo Método de gelatina-cloreto de bario, e foram efectuadas analises
espectroscopicas de FTIR e *C RMN nos derivados [Qi et al., 2005; Qi et al., 2012]. Se no
ulvano nativo o teor de sulfatos, segundo Qi et al., 2005; foi de 19,5%; apds este tratamento
com SOs;-DMF foram obtidas moléculas de ulvano altamente sulfatadas com um teor deste
grupo iénico a variar entre 23,5 e 32,8%, de acordo com a temperatura de reaccéo e a fracgédo

molar de ulvano/ SO;-DMF utilizada.

Qi et al. (2012) procederam também a ensaios em que o polissacarideo na sua forma
nativa foi modificado tendo em vista a adic&do de grupos acetil e benzoil, através do Método de
Tosh et al. (2000). O produto resultante desta reaccéo foi de seguida liofilizado e analisado por
FTIR, 'H RMN e ®C RMN, para estudo das posi¢des de substituicdo, tendo-se concluido
mediante a obeservacdo dos espectros que o processo de acetilacdo foi bem sucedido,

embora sejam necessarios estudos posteriores para definir as posi¢des de substitui¢éo.

Tal como descrito previamente, os principais objectivos destas modificagbes residem
na potenciacao das propriedades bioldgicas do ulvano, em particular da actividade antioxidante

e antihiperlipidémica, no que concerne aos estudos referidos nesta dissertacdo. Os ensaios
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efectuados e o impacto das modificagbes nas referidas propriedades encontram-se descritos
em4.2.1.e4.2.4.[Qi et al., 2012; Yu et al., 2003].

» 4.2. Impacto nas Propriedades Funcionais:
= 4.2.1. Actividade Antioxidante:

O estudo efectuado por Qi et al. (2012) com moléculas de ulvano com diferentes teores
em sulfato corroborou a hipétese colocada anteriormente da importancia dos grupos sulfato

nas propriedades funcionais deste tipo de polissacarideos.

Foi observado que o ulvano efectivamente possui actividade antioxidante moderada, e
gue nos ensaios efectuados os ulvanos com um maior teor em sulfatos apresentavam
claramente maior actividade — como exemplo, para uma concentracdo de 50 pg/ml, a variacdo
entre o ulvano nativo e o ulvano com maior teor em sulfatos (correspondente a 32,8%, tal como
descrito em 4.1.2.) aumenctou cerca de 20% no ensaio de deteccdo do radical superéxido; e
cerca de 45% no ensaio de deteccdo do radical hidroxilo [Qi et al., 2005]. Contudo, ainda sédo
necessarios mais estudos para compreender melhor os mecanismos de accdo destes
polissacarideos e a sua performance in vivo, assim como a seguranca dos métodos de adicao

de grupos sulfatos para uso humano [Qi et al., 2005; Wijesekara et al., 2011].

Por sua vez, os ensaios efectuados com as moléculas de ulvano acrescidas de grupos
acetil ou benzoil evidenciaram também uma potenciacdo desta actividade relativamente ao
polissacarideo na sua forma nativa. O mecanismo de accdo destes grupos ainda nao é
totalmente conhecido, embora se proponha que a neutralizagdo dos radicais livres se deva a
um mecanismo de transferéncia de protdes. Observou-se ainda que o ulvano substituido com
grupos acetil tinha uma actividade antioxidante ainda maior que o ulvano acrescido de grupos
sulfato na concentracdo maxima testada, embora o comportamento das moléculas nos
diferentes ensaios fosse diferente consoante os grupos adicionados (acetil ou benzoil) [Qi et
al., 2006; Wijesekara et al., 2011].

Ensaios efectuados com outras algas, por exemplo, Laminaria japonica demonstraram
gue a actividade antioxidante dos oligossacarideos era mais elevada que a do polissacarideo
nativo, pelo que se pode propor a hipétese que esta tipologia de ac¢do seja valida também
para o ulvano, o que implicara estudos futuros [Wang et al., 2010; Wijesekara et al., 2011].

= 4.2.2. Actividade Antiproliferativa/Anticarcinogénica:

Até ao momento, ndo foram encontrados estudos de avaliagdo de actividade
anticarcinogénica com derivados de ulvano. Contudo, e tal como referido em varias ocasibes, a
potenciacdo desta actividade através da hidrélise do polissacarideo nativo € uma hipdtese em
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aberto, que deverd ser alvo de estudos em breve. Estudos efectuados com outros
polissacarideos sulfatados, como fucoidanas, demonstraram precisamente que a hidrélise
moderada do composto pode aumentar significativamente a actividade antiproliferativa in vitro
[Wijesekara et al., 2011].

= 4.2.3. Actividade Antiviral:

Tal como descrito em 3.1.3., Kazlowski et al. procederam a um ensaio de actividade
antiviral, utilizando néo s6 os polissacarideos na sua forma nativa mas também os respectivos
hidrolisados, obtidos de forma descrita em 4.1.1. e obtiveram alguns resultados bastante

interessantes.

No estudo, foi demonstrado que os polissacarideos com peso molecular entre 1000 e
500000 Da inibem a replicacdo dos virus de RNA, mas ndo foram eficazes para o virus da
encefalite japonesa, e a actividade viral aumenta proporcionalmente ao peso molecular, até
atingir um valor 6ptimo de cerca de 40 kDa. Deduziu-se que os polissacarideos interferiam com
a replicacao viral na fase inicial do ciclo, dado que esta s6 pode ser bloqgueada no momento da
adsorcdo aos receptores celulares, e 0 mecanismo proposto foi o de neutralizacdo das cargas
positivas das glicoproteinas do envelope e acumulacdo de cargas negativas, 0 que impede as
interaccOes electroestaticas entre o virus e as células. Este mecanismo pode explicar a eficicia
dos polissacarideos sulfatados para a maioria dos virus de envelope [Kazlowski et al., 2012].

A grande dificuldade encontrada no estudo foi a baixa absorcdo dos polissacarideos
(que atingia valores de 1%), ao contrario dos seus hidrolisados, 0 que pode explicar a
existéncia de uma relagdo proporcional até um peso Optimo, sendo que a partir dai os
compostos tornam-se demasiado grandes para a absor¢éo ser eficaz. Tal como esperado, ndo
foi encontrada citotoxicidade; pelo que se pode considerar que os polissacarideos provenientes
de algas marinhas séo fontes promissoras de compostos com actividade antiviral e podem ter
efeito profilatico contra a infeccdo por parte de alguns agentes, como por exemplo a encefalite
japonesa [Kazlowski et al., 2012].

= 4.2.4, Actividade Antihiperlipidémica/Antihipercolesterolémica:

Tal como descrito em 3.1.5., Yu et al., procederam a ensaios alimentares em ratos com
hidrolisados de ulvano para avaliar a capacidade destes de diminuirem as concentragdes de
colesterol no sangue, e comparar a performance dos hidrolisados com o ulvano, inferindo sobre
a influéncia do peso molecular nas propriedades bioldgicas deste. O processo de hidrélise foi
feito de acordo com a Figura 4.1., referida em 4.1.1.
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Com os hidrolisados de ulvano, verificou-se uma diminuicdo da viscosidade no Iimen
intestinal, o que afecta a relagdo com os sais biliares, pois ndo ha tanto impacto no processo
digestivo nem na capacidade de reabsorgdo. Além disso, verificou-se que, tanto no Hidrolisado
1 (P =10 atm, T = 2 min) como no Hidrolisado 2 (P = 15 atm, T = 3 min), ocorreu um aumento
de HDL, diminuigdo dos triglicerideos, mas também um aumento de LDL e do colesterol total, o
gue sugere que existe um mecanismo indeterminado, provavelmente relacionado com a
viscosidade ou com o peso molecular, que interfere com o processo digestivo e de reabsorcéo
[Yu et al., 2003].

O aumento do valor de colesterol total e de LDL estéa relacionado com o processo de
biossintese de colesterol, pois estudos prévios efectuados com algas demonstraram que estes
valores poderiam ser aumentados pelo facto de os polissacarideos induzirem um aumento da
sintese de colesterol no figado. Este aumento leva a diminuicdo do nimero de receptores para
as LDL nos tecidos periféricos, que em Ultima instancia leva ao aumento da concentragao
sérica de quilomicrons, detectados na analise juntamente com os LDL. Assim, mais estudos
sdo vitais para avaliar as diferentes interaccfes estabelecidas pelo polissacarideo na sua forma
nativa e hidrolisada para potenciar as suas actividades [Yu et al., 2003].

No caso da dislipidemia diabética, caracterizada por um aumento de triglicerideos e
diminuicdo de HDL, os dois hidrolisados contrariam esta tendéncia, tal como referido acima e,
principalmente para o hidrolisado 2, os resultados foram extremamente promissores para esta
doenca, e melhores até do que os obtidos com o polissacarideo nativo [Yu et al.., 2003].

Qi et al. demonstraram que o ulvano na sua forma nativa e o ulvano com grupos sulfato
adicionais induzem aumento de peso nos ratos, embora ndo seja significativo relativamente
aos controlos. Neste estudo, foi evidenciada uma maior actividade antihiperlipidémica para os
derivados do ulvano e, embora ndo tenha sido possivel encontrar uma correlagdo com a
concentragdo, provou-se a influéncia do teor em sulfatos na potenciacdo desta propriedade —
por exemplo, para uma dose das amostra de concentracdo correspondente a 250 mg/kg
fornecida aos animais, foi obtida uma diminui¢do da concentracédo de triglicéridos de 28% e
para as LDL de 28,3%, mantendo-se estaveis os valores de HDL. Relativamente as moléculas
de ulvano acetiladas, verificou-se a mesma conclusdo para as moléculas de ulvano com maior
teor em sulfatos no aspecto do peso dos ratos, isto €, induziu um aumento nao significativo, e
um refor¢o na acgéo antihiperlipidémica, particularmente no que concerne as moléculas de LDL

e triglicéridos por parte do ulvano acetilado relativamente ao polissacarideo nativo.

Tal como Yu et al., 2003, Qi et al. observaram nos seus sucessivos estudos, o efeito do
ulvano e derivados nos triglicerideos e nas vaérias lipoproteinas € muito variavel, pelo que
estudos mais aprofundados sdo necessarios nesta area. As hipGteses propostas por estes
autores estdo de acordo com as referidas por Yu et al., ou seja, 0 mecanismo de reducdo do
colesterol consiste no sequestro de sais biliares e reducdo substancial da circulagédo
enterohepética, levando o organismo a degradar o colesterol em excesso. Yu et al. propdem
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também uma correlacdo entre a actividade antioxidante e a actividade anti hiperlipidémica. Qi
et al.,, por sua vez, mencionam a importancia dos grupos sulfato e dos grupos acetil na
potenciacdo da actividade antihiperlipidémica, através das interaccdes idnicas estabelecidas
pelos grupos sulfato e também de interac¢des proporcionadas por substituintes hidrofobicos
como os grupos acetil. Contudo, ambos os estudos sdo claros em afirmar que mais ensaios
sdo necessarios por forma a ter maior conhecimento do mecanismo de acc¢ao do ulvano sobre

as particulas lipidicas, e a interac¢éo em particular de alguns grupos.

= 4.25. Actividade Prebiética:

As algas sdo conhecidas pela sua elevada quantidade de fibras, que pode atingir até
cerca de 75% do seu peso seco e que sdo maioritariamente sollveis, o que lhes confere um
enorme potencial a nivel nutricional. Destas fibras, destaca-se a componente polisacaridica,
como os alginatos e fucoidanos nas algas castanhas, carragenanas, agar e porfiranas nas
algas vermelhas e o ulvano nas algas verdes. A maior parte destes polissacarideos sao
bastante completos, tal como discutido acima para o ulvano, e sao regra geral resistentes as
enzimas do Tracto Gastro-Intestinal (TGI), podendo ou nao formar géis de alguma viscosidade
no intestino e ser fermentadas pela flora intestinal normal. Assim sendo, para além do potencial

nutricional, existe potencial prébidtico por parte destes polissacarideos [Ramnani et al., 2012].

Ramnani et al. (2012) utilizaram nos seus ensaios agar e algunato mas, tal como dito
anteriormente, estes polissacarideos sdo demasiado complexos e tém um peso molecular
demasiado elevado para estarem tempo suficiente no intestino e serem metabolizadas pela
flora normal, pelo que se torna necessario encontrar formas de reduzir estas fibras a
compostos de menor peso molecular e com maior solubilidade, para avaliar o seu potencial
prébidtico, procedendo-se a sua hidrdlise tal como descrito em 4.1.1.2. [Ramnani et al., 2012].
Os oligossacarideos dai resultantes podem ser adicionados aos produtos alimentares,
procedendo-se em seguida a um conjunto de baterias de testes para avaliar se ndo ha
alteracBes as propriedades sensoriais do alimento [Ramnani et al., 2012]. Contudo, ainda ha
pouca informacg&o sobre o comportamento destes oligossacarideos derivados de algas, tanto a
nivel quimico como funcional, comparativamente aos prébiodticos mais usados, como a inulina e
os galactoligossacarideos [Courtois, 2009; Ramnani et al., 2012].

Para a realizagdo do estudo, Ramnani et al., 2012; procederam a recolha de amostras
fecais, que foram em seguida diluidas em PBS e homogeneizadas e inoculadas no vaso de
cultura, num modelo de condi¢des de fermentacdo intestinal controladas, em batch. Para
avaliar a actividade prebidtica dos hidrolisados de agar e alginato, foram efectuados ensaios de
fluorescéncia in situ (FISH), recorrendo a nucleétidos especificos para quantificar a populagdo
bacteriana total e a de certos grupos com relevancia na actividade intestinal; e de andlise por
cromatografia gasosa de produtos da fermentacdo (a fermentagdo microbiana pode ser

avaliada a partir do perfil de producao de acidos organicos ou seus derivados), como o acetato,
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propionato, isobutirato, valerato, butirato, isovalerato e caproato [Ramnani et al., 2012]. Como
controlos, foi utlizada a inulina como controlo positivo, dado o seu potencial prébidtico
amplamente descrito na literatura cientifica; e a celulose como controlo negativo por nédo ter
qualquer actividade prébidtica [Ramnani et al., 2012]. Contudo, os resultados a nivel da
actividade prébidtica obtidos por Ramnani et al., 2012; para os oligossacarideos de agar e
alginato foram, ao contrario de estudos anteriores com outros compostos, claramente inferiores
aos obtidos para o controlo positivo, 0 que ndo anula o facto de efectivamente existir um

potencial promissor, dado terem sido obtidas conclus@es interessantes.

A analise dos perfis de fermentacéo revelou uma degradacéo significativa de todos os
oligossacarideos, convertidos na sua grande maioria a acetato e propionato. A producéo de
acido acético € comum a maioria das bactérias anaerébias do TGIl, mas a producdo de
propionato reveste-se de maior importadncia porque outros estudos demonstram potencial
antihipercolesterolémico por parte deste composto. Relativamente a celulose e aos
polissacarideos nao hidrolisados, confirmou-se o esperado, isto €, a taxa de degradacdo é
baixa devido a sua complexidade, o que pode ser corroborado por varios estudos prévios
[Ramnani et al., 2012].

Ha que acrescentar alguns pormenores sobre estes resultados, que tém que ser
levados em conta em estudos futuros, inclusive para o avaliar o potencial de oligossacaridos
derivados do ulvano. Em primeiro lugar, as estimativas da flora bacteriana baseadas no perfil
de fermentacéo sao faliveis, devido & diversidade de espécies presentes no coélon, assim como
a complexidade do ambiente no Iimen intestinal, que néo é facil de reproduzir, e as interaccdes
e sinergias que podem ocorrer entre as diferentes espécies bacterianas. Além disso, sabe-se
gque a flora intestinal possui um grande conjunto de enzimas que actuam sobre
oligossacarideos (CAZimas), metabolizando-os. Existe informa¢@o sobre a actuacdo destas
enzimas nas fibras derivadas de plantas, mas no caso das algas, ainda ha muito pouca coisa —
outros estudos indicam a possibilidade de existirem enzimas desta tipologia que degradam
hidratos de carbono de algas, produzidas por bactérias dos grupos Bacteroides e Prevotella,

gue ja de si sdo um grumo muito humeroso e enzimaticamente versatil [Ramnani et al., 2012].

O que este e outros estudos efectuados com outras algas permite afirmar é que existe
um potencial bastante promissor de actividade prébidtica por parte de oligossacarideos
derivados de algas, mas que ainda ha muito a fazer, em particular no caso de hidrolisados de
ulvano, tal como descrito em 4.1.1.

» 4.2.6. Utilizagdo em Técnicas de Melhoramento de Culturas Vegetais:

Tal como descrito em 3.2.2., El Modafar et al. procederam a um estudo sobre a
capacidade de o ulvano e seus hidrolisados induzirem as defesas das plantas
independentemente da presenga de um patogénico, usando para tal a planta do tomateiro.
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Para avaliar a sua potencialidade como bioinsecticidas, El Modafar et al. analisaram a
actividade da enzima fenilalanina-amonia liase (PAL, E.C. 4.3.1.5.), uma enzima-chave na via
defensiva desta planta, e a presenca de compostos fendlicos tipico dos sistemas naturais de
defesa vegetais.

O estudo efectuado efectivamente provou que o ulvano foi capaz de induzir uma
actividade da enzima PAL semelhante ou superior aos outros polissacarideos conhecidos por
esta propriedade, tais como o carragenano, alginato e laminarina, assim como da presenca de
compostos fendlicos. Ficou demonstrado que, dos dois polissacarideos maioritarios presentes
em U.lactuca, glucoronano e ulvano; foi o ulvano que apresentou actividade significativa como
estimulante das defesas da planta. Quando foi analisada a actividade de ulvano cujos grupos
sulfato foram removidos quimicamente, esta ndo se verificou, o que leva a propor que 0s
grupos sulfato tém um papel determinante na actividade de biopesticida deste e de outros
polissacarideos, tal como estudos prévios ja haviam demonstrado. E também proposto que o
elevado teor em ramnose, comum em lipopolissacrideos bacterianos, também pdoe estar

envolvido neste processo [El Modafar et al., 2012].

Os oligossacarideos obtidos através da degradacdo com as liases obtidas da estirpe
selecionada de Ochrobactrum sp. evidenciaram uma actividade significativamente mais
elevada do que o polissacarideo na sua forma nativa (cerca de 250% mais elevada
relativamente ao controlo), pelo que esta actividade, tal como outras mencionadas
anteriormente, pode ser significativamente potenciada através do estudo detalhado dos
procedimentos de hidrélise do ulvano [El Modafar et al., 2012].

Ficou também demonstrado que a resposta induzida pelo ulvano e respectivos
oligossacarideos era sistémica, pois verificou-se em locais da planta que ndo tinham sido
estimulados pelo polimero. A resposta sistémica esta associada a producgéo de &cido salicilico,
gue actua como mediador na resposta sistémica das plantas a patogénicos, e pode ser
condicionada pelo aumento da actividade da enzima PAL. Sabe-se que a inducdo da resposta
sistémica aumenta significativamente as defesas da planta a insectos, nematodos, fungos,
bactérias e virus; e ficou demonstrado que o ulvano e derivados eram capazes de diminuir
claramente a mortalidade das plantas do tomateiro quando estas foram infectadas com o fungo
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Este estudo demonstra assim o potencial do ulvano e
dos seus hidrolisados para melhoramento de culturas, assim como para minimizar os danos
ambientais através da diminuicdo da utilizacdo de pesticidas, embora mais estudos sejam
necessarios para a utilizacgdo macica destes compostos no mercado [Courtois, 2009; El
Modafar et al., 2012].
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Capitulo V — Pesquisa de Mercado:

Para complementar esta investigagdo sobre o ulvano, procedeu-se a um levantamento
de mercado por produtos a base de ulvano ou de algas pertencentes a Familia Ulvaceae. Dado
ser um polissacarideo que s6 se tornou num alvo de estudo ndo ha muito tempo, e que s6 nos
ultimos dez anos é que tém surgido estudos mais avangados sobre as suas propriedades, nao

seria de esperar encontrar este composto no mercado.

Em primeiro lugar, foi efectuada uma pesquisa na internet, que n&do apresentou
resultados crediveis e de relevo, tanto em Portugal como no estrangeiro. De seguida,
procedeu-se a averiguacdes em sete lojas de produtos dietéticos, macrobidticos e ervanarias
na cidade do Porto, com o objectivo de falar com os assistentes e, se possivel; com os
responsaveis pelos estabelecimentos comerciais, por forma a receber algum feedback sobre os
produtos existentes, suas aplicacdes, prespectivas de negocio, assim como recolha de folhetos
e outras informacfes. Esta pesquisa que corroborou a hipétese inicial, isto €, de momento, nédo
deve haver produtos a base de ulvano ou das algas pertencentes a Familia Ulvaceae no

mercado.

Contudo, este levantamento permitiu a recolha de informacdes bastante interessantes,
relativas aos produtos a base de macroalgas encontrados nos estabelecimentos acima

indicados. Os resultados da pesquisa estdo resumidos na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Quadro-resumo do levantamento de mercado efectuado no Concelho do Porto.

Nome Comum Designacao Divisdo Classificacdo | Tipode | Qdede
Taxondmica por Cor Produto | Produtos
Alface-do-mar Ulva sp. Chlorophyta | Verde 0 0
Undaria Alga
Wakame/Mekabu pinnatifida Phaeophyta | Castanha seca 7
Dulse Palmaria palmata | Rhodophyta | Vermelha ';L%Z 2
E e d Eisenia arborea Al
sparguete do Phaeophyta | Castanha ga 3
Mar seca
Alga 6
Saccharina sce,ca I
Kombu japoénica/Laminari | Phaeophyta | Castanha apsuta | 5
a japonica S
Po 1
. Alga
Nori Porphyra sp. Rhodophyta | Vermelha seca 6
Gelidium ploa g
Agar-Agar sp./Gracilaria sp. Rhodophyta | Vermelha Gelatina | 2
(maioritariamente)
Flocos 1
Fucus vesiculosus Cha 3
Bodelha Phaeophyta | Castanha Capsula 4
s
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Tabela 5.1. (Continuacgao).

Nome Comum Designagéo Diviséo Classificagcdo | Tipo de | Quantida
Taxonémica por Cor Produto | de de
Produtos
Arame Eisenia bicyclis Phaeophyta | Castanha ﬁ‘é%i 1
o Sargassum Alga
Hijiki fusiforme Phaeophyta | Castanha seca 2
Chondrus crispus Capsul
Musgo da Irlanda Rhodophyta | Vermelha S apsuia | 4
Cha 1
S(’:apsula >
Produtos a base de combinados de algas Massas | 2
Bebidas | 2
Sopas 1
Arroz 1

Esta tabela evidencia que a venda de macroalgas marinhas esta amplamente difundida
em estabelecimentos comerciais na area dos produtos naturais, com particular incidéncia para
as algas Wakame, Kombu, Nori, Agar-Agar e Bodelha. Observa-se também uma ampla gama
de produtos, que vao desde a alga seca propriamente dita, para ser utilizada na cozinha como
suplemento alimentar, ou em cozinha vegetariana e macrobidtica; as capsulas, usadas
maioritariamente para fins dietéticos ou também como suplemento nutricional; assim como
produtos contendo combinados apenas de algas, ou de algas e outras espécies vegetais. A
existéncia de uma diversidade tdo grande de produtos com diferentes aplicacées neste nicho
de mercado pode indicar que a introducéo do ulvano é viavel, embora em Portugal ndo esteja
tdo difundida a utilizacdo de produtos naturais e macrobiéticos como noutros paises da Europa
ou no Brasil. Para tal, seriam necessarios estudos de mercado mais aprofundados tendo em

vista pardmetros como a rentabilidade e areas de aplicagdo preferenciais.

De realcar também que, das algas encontradas, nenhuma tinha uma proximidade
taxonémica com a Ulva sp., embora algumas das algas citadas acima, nomeadamente a
Laminaria japonica e Gracillaria sp., constem da pesquisa bibliografica realizada para a
elaboracdo deste trabalho, devido & proximidade estrutural dos seus polissacarideos,
respectivamente fucoidanos e agar [Kazlowski et al., 2012; Wang et al., 2010].
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Consideracgfes Finais:

A revisao bibliogréfica dos estudos efectuados até ao momento sobre o ulvano revelou-
se bastante positiva, dado que foram encontrados resultados bastante promissores.

Embora o estudo das algas verdes esteja atrasado comparativamente as outras
divisbes das macroalgas, é possivel observar que se tem registado um aumento significativo
dos mesmos nos Ultimos anos, 0 que se traduz num conhecimento cada vez mais alargado
sobre o ulvano. O conhecimento da estrutura fisico-quimica do ulvano é ja bastante bom,
embora ainda existam lacunas relativas a algumas particularidades deste polimero, dada a sua
enorme complexidade e variabilidade. Tém também sido cada vez mais optimizados os
métodos de extraccdo do ulvano a partir de Ulva sp. e também formas de obter um extracto o
mais puro possivel, o que é cada vez mais relevante devido ao potencial biomédico,

farmacolégico e nutricional, entre outros, deste polissacarideo.

No que se refere as suas propriedades funcionais, o ulvano ainda é uma molécula
muito pouco estudada, e pode considerar-se que, comparado com outros polissacarideos
sulfatados provenientes de algas marinhas, apenas uma pequena por¢cdo do potencial do
ulvano foi devidamente estudado. Contudo, os resultados obtidos, tanto com o ulvano em si,
como com polissacarideos com semelhangas quimio-estruturais demonstram um potencial
enorme, que podera ser aumentado quando o conhecimento a nivel quimico for melhorado,
dado que ainda ndo se conhecem a maior parte dos mecanismos moleculares responsaveis
pelas propriedades do ulvano. Mesmo assim, existem desde j4 algumas nocdes bastante
importantes que relinem consenso: em primeiro lugar, a importancia dos acidos urénicos e, em
principalmente dos grupos sulfato nas propriedades demonstradas. Varios estudos
evidenciaram ja que os grupos sulfato sdo determinantes na maioria das propriedades
estudadas, e que a sua supressao levava a perda das mesmas, enquanto um incremento no
teor em sulfatos pode contribuir para um aumento das capacidades bioldgicas do ulvano. Em
segundo lugar, esta determinado que o elevado peso molecular do ulvano € uma condicionante
para muitas interac¢des a nivel celular, tal como acontece com outros polissacarideos, pelo

gue o estudo da hidrdlise se torna extremamente importante.

Sabe-se, a partir dos estudos com polissacarideos similares, que a hidrélise pode
potenciar as actividades funcionais e até originar novas. A investigagdo no que concerne a
hisrélsie do ulvano esté ainda amuito no inicio, embora recentemente tenham sido descobertas
algumas enzimas, pertencentes a categoria das liases, capazes de degradar o polissacrideo.
Estas descobertas permitem o desenvolvimento de novos estudos, embora a caracterizagao
das enzimas, mecanismos de actuacdo e interaccdo entre enzimas e microrganismos ainda

seja um fendmeno cuja investigacao ainda estd numa fase inicial.

Este estudo permitiu demonstrar que o ulvano e o0s seus oligossacarideos sao

moléculas com elevadissimo potencial biolégico e tecnolédgico-industrial, potencial esse
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reforcado pela elevada biodisponibilidade das algas pertencentes a Ulva sp. A sua utilizagédo
torna-se mais interessante quando se sabe que 0 aparecimento excessivo destas massas de
algas é um problema crescente, pelo que este excedente pode ser aproveitado e convertido em
algo positivo. De salientar entre as propriedades do ulvano a capacidade antioxidante,
anticoagulante, antiproliferativa, imunomoduladora, antihiperlipidémica, biomédica e a sua
utilizacdo como biopesticida e biorremediador, além da utilizacdo comum em alguns paises

como suplemento nutricional.

O levantamento de mercado efectuado demonstrou que, de momento, ndo deve haver
produtos a base de ulvano no mercado, dado que os estabelecimentos comerciais inquiridos
foram alguns dos mais reconhecidos na especialidade no Concelho do Porto. Contudo, ficou
por demais evidente que o mercado dos produtos naturais, e em particular, das algas; tem o
seu lugar e que ha uma enorme diversidade, pelo que se pode afirmar que o ulvano, a
provarem-se as suas promissoras propriedades, podera entrar neste nicho de mercado a

médio prazo.

Conclusdo unanime em todos os estudos analisados, e que se aplica inteiramente a
este trabalho, é que o ulvano € uma molécula com muito potencial, mas mais estudos sao
necessarios para melhorar o conhecimento sobre ela e sobre os mecanismos por tras das suas

propriedades.

Futuramente, € necessério aprofundar a caracterizacao fisico-quimica do ulvano, o que
por sua vez pode permitir saber mais sobre os mecanismos bioguimicos que condicionam as
suas propriedades. Este conhecimento € vital para que se possa progredir, ndo s6 em ensaios
in vitro como também para ensaios in vivo, por forma a aplicar o ulvano em é&reas tédo
diversificados como a biomédica e a farmacéutica. O aprofundar do conhecimento de
propriedades como a antioxidante e a prebidtica pode também ajudar a lancar o ulvano no
mercado, dado ser reforcada a importancia desta alga como suplemento alimentar, o que ir&

certamente aumentar a rentabilidade.

O aproveitamento do excedente biolégico da alface-do-mar pode ser feito também com
énfase na area ambiental, o que ndo implica tantas fases de ensaios. A utilizacdo desta alga,
devido aos su polissacarideo maioritario, para tratamento de aguas contaminadas com metais

pesados pode ser uma excelente forma de aproveitar a versatilidade do composto em questao.

Para finalizar, a recente descoberta de enzimas ulvanoliticas permite aprofundar o
conhecimento e testar novas formas de hidrélise do ulvano que, a imagem do que ocorre com
outros polissacarideos sulfatados, pode ser uma forma de potenciar as propriedades do ulvano

e cujas referéncias na literatura cientifica séo ainda bastante reduzidas.
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