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RESUMO

A procura de novas substancias anticoagulantes é justificada devido os
efeitos adversos da heparina. Os polissacarideos sulfatados (PS) séo
macromoléculas que vém sendo estudadas com esse propdsito e sao
encontradas abundantemente nas algas marinhas. Este trabalho teve como
objetivo de extrair, purificar e avaliar as atividades anticoagulante dos PS da
alga marinha vermelha Solieria filiformis. Para ambos os métodos, a extragdo
iniciou-se a partir de 2 gramas do material seco e triturado, que foi hidratado
com tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0 + EDTA 5mM + cisteina 5mM. Em
seguida, adicionou-se uma solu¢cao de papaina (30 mg/mL), sendo a mistura
incubada a 60°C por 24 horas. O primeiro método de extracao foi realizado
com cloreto de cetilpiridinio (CPC) e alcool etilico, enquanto o segundo método
foi realizado apenas com alcool etilico para a precipitacao dos PS. Em seguida
o material foi levado a estufa a 60°C para secagem, obtendo-se os PS total
bruto. Apds a obtencao dos PS, esses foram fracionados em coluna de troca-
idbnica, eluida com diferentes concentracbes de NaCl. A atividade
anticoagulante nas fragbes foi determinada através do teste do APTT,
utilizando um coagulémetro. A deteccdo da presenca de acgucar nas fragoes foi
realizada através do teste de DUBOIS. O método de extracdo com CPC e
alcool etilico apresentou um rendimento total de 43,40% em um total de 3
incubacées, com os seguintes rendimentos parciais: 432; 290 e 118 mg. Com
o método de extragcdo somente com alcool etilico, obteve-se um rendimento
total de 46,8% com os seguintes rendimentos parciais: 504; 322 e 110 mg,
considerando o mesmo numero de incubagdes. Os perfis metacromaticos dos
PS foram diferentes, tanto entre os métodos de extracbes como entre as
incubagcbes do mesmo método. De maneira geral, os polissacarideos
sulfatados da alga Solieria filiformis apresentaram baixa atividade
anticoagulante. As fracdes eluidas com 1,2 M de NaCl na 1% incubagéo (M I) e
com 1,4 M de NaCl na 12 incubagédo (M Il) foram as que obtiveram maior

atividade anticoagulante.
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EXTRACAO, FRACIONAMENTO, PURIFICACAO E ATIVIDADE BIOLOGICA
DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS EXTRAIDOS DA ALGA MARINHA
VERMELHA Solieria filiformis (SOLIERACEAE, RODOPHYTA).

GRAZIELLE DA COSTA PONTES

1. INTRODUCAO

As rodoficeas sado separadas dos outros grupos de algas eucariéticas por
um conjunto de caracteristicas, quais sejam: auséncia completa de estagios
flagelados, presenca de ficobilinas (pigmentos fotossintetizantes acessorios),
ocorréncia de tilacoides ndo agregados nos cloroplastos, “amido das florideas”
como produto de reserva e a reproducao sexuada oogamica envolvendo a
célula feminina (carporgdnio) e o elemento masculino (espermacio) (BOLD,
WYNNE, 1978).

Segundo NORRIS, KUGRENS (1982) um grande numero de espécies de
rodoficeas habita o ambiente marinho e apenas um pequeno numero o de
aguas continentais. A maioria das espécies ocorre desde a zona das marés até
a profundidade de cerca de 200m em mares tropicais, subtropicais, temperados
e poucas sao encontradas nas regides boreais e sub-boreais.

OLIVEIRA FILHO (1977) apresenta um histérico completo da Ficologia

Marinha no Brasil e relaciona 128 géneros e 327 espécies de rodoficeas.
1.1. Alga marinha vermelha Solieria filiformis

Segundo MIN-THEIN, WOMERSLEY (1976) o género Solieria foi
descrito por J. Agardh em 1842, baseado em Solieria chordalis. Os aspectos
vegetativos e reprodutivos foram descritos por Bornet em 1880. KYLIN (1932)
incluiu o género Solieria como pertencente a familia Solieraceae, sendo até

hoje aceito pela maioria dos pesquisadores.



A alga marinha em estudo (Figura 1) € uma planta ereta, rosea-
avermelhada, talo totalmente cilindrico, de extremidades finas, agudas,
consisténcia gelatinosa, ramificagdo subdicotdmica e 6-16 cm de altura
(WYNNE, TAYLOR, 1973).

Os exemplares desta alga podem ser encontradas nos seguintes locais
no Ceara: Fortaleza: Barra do Ceara, Praia de Iracema, Barra do Coc6; Acarad,
Trairi, Paracuru, Caucaia, Aquiraz e Aracati (FERREIRA, PINHEIRO, 1966;
PINHEIRO-VIEIRA, FERREIRA, 1968 como Agardhiella tenera (J. A gardh)
Smitz.

Extremidades
agudas (b)

Talo cilindrico (a)

Figura 1. A alga marinha vermelha Solieria filiformis mostrando o talo cilindrico
(a) com as suas extremidades agudas (b).
Fonte: GEAMAR



1.2. Os polissacarideos sulfatados

Os polissacarideos sulfatados sdo polimeros formados por unidades
repetitivas de acuUcares e carregados negativamente devido a presenga de
radicais sulfato. Estas moléculas sdo encontradas no tecido conjuntivo dos
vertebrados (MATHEWS, 1975), estao presentes nos invertebrados
(CASSARO, DIETRICH, 1977) e em grandes quantidades nas algas marinhas
(PAINTER, 1983). Recentemente, foi detectada a presenga do polissacarideo
sulfatado em graminhas marinhas (AQUINO et al., 2005).

Geralmente, os polissacarideos sulfatados formam compostos de maior
complexidade ligados covalentemente a uma proteina central sendo
denominados de proteoglicanos (PGs) (Figura 2). Nos vertebrados, estes PGs
possuem cadeias de polissacarideos sulfatados denominados de
glicosaminoglicanos (GAGs). Dentre os GAGs mais conhecidos estdo os
galactosaminoglicanos, com destaque para o condroitim sulfato (CS) e o
dermatam sulfato (DS), e os glucosaminoglicanos, representados pela heparina
e acido hialurénico (KJELLEN, LINDAHAL, 1991).

(a) Cs —’J ’ l

'v"l]I"
,|« f' | |

Figura 2. Estrutura de um proteoglicano (“agregan”) mostrando a proteina

Ks il

central em azul e as cadeias de condroitim sulfato(CS) e queratam
sulfato (KS).
Fonte: GlycoWord

Nas algas marinhas os polissacarideos sulfatados estao presentes como
fucose sulfatada (fucoidam) nas algas pardas, como galactanas sulfatadas
(carragenana e agar) nas algas vermelhas (PAINTER, 1983) e, nas algas
verdes os mais encontrados sdo as arabino-galactanas (PERCIVAL,
McDOWEL, 1967).



As galactanas das algas vermelhas sao polissacarideos sulfatados que
normalmente apresentam a seguinte estrutura: uma cadeia linear de unidades
de galactose com residuos alternados Bde -D-galactopiranose e a-
galactopiranose com ligacbes do tipo 153 e 14, respectivamente. Os
residuos de 3 -galactose sempre pertencem a série D-, enquanto os residuos
de a-galactose sdo D- nas carragenanas e L- nos agares. Grande parte ou
todos os residuos dex -galactose podem existir na forma de derivados 3,6-
anidrido galactose. Varios grupos de hidroxila podem ser substituidos por éster
sulfato, grupo metilico, acido pirdvico acetal e, algumas vezes, por
monossacarideos (USOV, 1998).

1.3. Atividades bioldgicas de polissacarideos sulfatados

Nos ultimos anos, a busca por novos compostos aplicaveis nas ciéncias
biomédicas e na biotecnologia provenientes dos organismos aquaticos vem se
expandindo. Dentre estes compostos, pode-se destacar os polissacarideos
sulfatados com atividade anticoagulante, antitromboética, imunoestimulante, e
as lectinas (proteinas hemaglutinantes e mitogénicas) extraidos de
invertebrados e de algas (micro e macroalgas) (HIRSH, 1984; ARTHUR et al.,
1985; BICK, FAREED, 1997; AINOUZ et al., 1991).

FARIAS et al., (2000) isolou e caracterizou a estrutura de uma galactana
sulfatada da alga marinha vermelha Bofryocladia occidentalis que possui uma
elevada atividade anticoagulante (semelhante a heparina) e, também,
apresentou atividade antitrombética quando testada em um modelo
experimental de trombose venosa em ratos e ndo apresentou efeito
hemorragico quando comparada com a heparina (FARIAS et al., 2001).

Recentemente, foram incorporados os polissacarideos sulfatados da
macroalga marinha vermelha Bofryocladia occidentalis em ragéo para larvas de
tilapias, sendo observado um crescimento bastante diferenciado nas larvas que
receberam determinada dose do polissacarideo (FARIAS et al., 2004). Além
disso, quando esses mesmos polissacarideos sulfatados foram utilizados,
numa determinada dose, em banhos de imersao em pés-larvas do camaréao
Litopenaeus vannamei, 0s mesmos apresentaram uma sobrevivéncia

aumentada (FARIAS, com. pess.). Este efeito de aceleragéo do crescimento ou



uma melhoria na sobrevivéncia tem sido relatado como um efeito adicional da
imunoestimulagao (SAKAI, 1999).

. Além das atividades biolégicas ja mencionadas, os polissacarideos
sulfatados apresentam diversas outras, tais como antiviral, antiinflamatéria,
interacdo com fatores de crescimento, antiproliferativa, antimetastatica,
antiadesiva, podendo ainda inibir a fertilizagdo (BOISSON-VIDAL et al., 1995).

A fucana sulfatada encontrada no ourico-do-mar apresentou um papel
fisiologico especifico na indugéo de reagao acrossdmica. A reagao acrossémica
acontece quando o espermatozoide encontra o envoltério gelatinoso do évulo.
Enzimas hidroliticas liberadas da vesicula acrossomal digerem a superficie do
gel, enquanto proteinas adesivas ligam o espermatozdides a camada vitelinica,
ocorrendo, entdo, a fusdo das membranas plasmaticas do o6vulo e
espermatozéides, com a penetracdo do nucleo do ultimo no évulo (ALBERTS
et al., 1989). ALVES et al., (1997) trabalhando com espécies de ourigo-do- mar
Echinometra lucunter, Arbacia lixula e Lytechinus variegatus demonstraram que
essa camada gelatinosa € indutora da reacdo acrossémica em
espermatozoides da mesma espécie e nao de espécies diferentes.

HAYASHI et al., (1996) isolaram o polissacarideo sulfatado da microalga
marinha Spirulina platensis, o “calcio spirulan” que apresentou uma elevada
atividade anti-viral quando testada no virus da herpes (HSV-l) e no virus da
AIDS (HIV-I).

ANGULO et al., (2003), mostraram que o fucoidam, extraido da alga
marinha parda Fucus vesiculosus, apresentou uma eficiente atividade citotdxica
e miotdxica contra o veneno das serpentes Bothrops asper, Cerrophidion
godmani, Atropoides nummifer e Bothriechis schlegelii.

A galactana sulfatada isolada da macroalga vermelha Aghardhiella
tenera inibiu o efeito citopatico do virus da imunodeficiéncia tipo 1 (HIV-1) e tipo
2 (HIV-2) em cultivo de células (WITVROUM, 1994).

ZHANG et al., (2003) mostrou que o polissacarideo sulfatado da
macroalga vermelha Porphyra haitanesis apresentou efeito inibitorio da
peroxidagao lipidica em camundongos envelhecidos.

Segundo ZHOU et al, (2004) a alga marinha vermelha Chondrus
ocellatus possui galactanas sulfatadas com atividade antitumoral e

imunomodulatéria. Esses polissacarideos foram degradados em fracbes com



diferentes pesos moleculares, sendo que todas apresentaram atividade em
maior ou menor grau.

As galactanas sulfatadas extraidas das macroalgas vermelhas
Gymnogongrus griffithsiae e Cryptonemia crenulata apresentaram atividade
antiviral contra o virus do herpes simples tipos | e Il. O mecanismo de acéo
dessa atividade estd relacionado com a inibicdo da adsor¢do do virus na
célula-alvo. Além disso, essas galactanas foram eficientes em evitar a infecgcéo
viral do herpes tipo Il a partir de uso tépico em vagina de roedores (TALARICO
et al.,, 2004). Em outro trabalho de TALARICO et al., (2005) relataram que o
polissacarideo sulfatado dessas mesmas algas apresentou propriedade
antiviral, inibindo a multiplicacdo do virus da dengue (DENV-2) em células de
macaco com concentracdo inibitéria de 50% (ICsp).

CHOTIGEAT et al.,, (2004) relataram que a administracdo oral de
fucoidam bruto, extraido da alga parda Sargassum polycystum reduziu a
infeccdo do virus causador da sindrome da mancha branca (WSSV) no
camarao Penaeus monodon e também inibiu o crescimento das bactérias
Vibrio harveyi, Escherichia coli (ambas gram negativas) e Staphylococcus

aureus (gram positivas).

1.3.1. A atividade anticoagulante

1.3.1.1. A coagulacao sangiiinea

A cascata de coagulagédo sangliinea envolve uma série de reagdes que
sdo dependentes da presenca de calcio podendo ocorrer em duas vias, a
intrinseca, que é responsavel pelo crescimento e manutencdo da rede de
fibrina, e a extrinseca, a qual depende de um fator tecidual (DAVIE et al.,
1991). Este processo consiste na transformacao do sangue liquido em coagulo
pela conversdo do fibrinogénio solivel em filamentos insolluveis de fibrina
estimulada por uma catalise enzimatica.

A enzima trombina €& necessaria para a coagulacdo do sangue,
colaborando tanto para a formacéo da rede de fibrina como para ativar outros
cofatores importantes (OLSON, BJORK, 1992).



Os componentes, chamados de “fatores”, estdo presentes no sangue na
forma de precursores inativos que sado ativados por protedlise promovendo a
ativacdo de uma pequena quantidade de um certo fator que catalisa a
formagédo de quantidades maiores do fator seguinte e assim sucessivamente,
de modo que a cascata proporciona um mecanismo de amplificacédo (RANG et
al., 1999).

Segundo pesquisas realizadas por BOURIN, LINDAHL (1993), a
coagulacao sanguinea pode ser bloqueada. Segundo esses autores, apés a
adicdo do proteoglicano trombomodulina, este se liga a trombina alterando
suas atividades procoagulantes para anticoagulantes.

Nos polissacarideos sulfatados, as atividades bioldgicas mais
amplamente estudadas sdo a anticoagulante e a antitrombdética, que se
expressam em varios representantes como na heparina, no sulfato de dextram,
nas fucanas e galactanas sulfatadas (THOMAS et al., 1989; COLLIEC et al.,
1991; NISHINO et al., 1991; NISHINO, NAGUMO, 1992).

A heparina é um polimero da familia dos glicosaminoglicanos sulfatados
que foi descoberto em 1916. Este polissacarideo apresenta alta atividade
anticoagulante e é extraido de pulmé&o bovino ou de intestino de suinos, sendo
a heparina de baixo peso molecular as mais utilizadas na clinica médica
(RANG et al., 2001).

A busca por novas substancias anticoagulantes e antitrombdticas é
justificada, principalmente, pelos efeitos adversos da heparina como episodios
de sangramento e queda na contagem de plaquetas (THOMAS, 1997).

Os invertebrados possuem polissacarideos sulfatados com atividade
anticoagulante, podendo ser encontrados em moluscos, equinodermas e
ascidias, estes Ultimos possuem moléculas de sulfato de dermatan. Outro
polissacarideo sulfatado, o sulfato de condroitina fucosilado, isolado do pepino
do mar Ludwigothuria grisea também possui atividade anticoagulante e
antitrombética (BURSON et al., 1956; MOURAO et al., 1996; PAVAO et al,,
1998).

BURSON et al., (1956) isolaram dos moluscos Macfrus pussula e
Cyprinia islandica uma substéncia denominada de “mactina”, que apresentou

atividade anticoagulante, sendo estruturalmente semelhante a heparina.



DELLIAS et al, (2004) compararam a composicdo e atividade
anticoagulante do dermatam sulfato purificado da pele de trés espécies de
raias marinhas da costa do Brasil e uma espécie de agua doce com o
dermatam dos mamiferos. Com relacdo ao teste anticoagulante, concluiram
que o dermatam sulfato da Dasyatis americana tem alta atividade
anticoagulante e o da Dasyatis gutafta mostrou agéo similar com o dermatam
dos mamiferos. Em contraste, os dermatans da Aetobatus narinari e
Potamotrygon motoro néao apresentaram atividade anticoagulante.

A primeira descricdo da atividade anticoagulante de polissacarideos
sulfatados de alga marinha foi feita por CHARGAFF et al., (1936), relatando o
efeito anticoagulante de galactanas sulfatadas exiraidas da espécie [ridaea
laminarioides.

HAWKINS, LEONARD (1962) demonstraram a atividade anticoagulante
‘in vitro” da carragenana, extraida da alga vermelha Chondrus crispus,
utilizando plasma humano e de cachorro.

O polissacarideo sulfatado encontrado na alga verde Codium cylindricum
mostrou uma atividade anticoagulante similar a heparina (MATSUBARA et al.,
2001).

O objetivo deste trabalho foi extrair, purificar e avaliar a atividade
anticoagulante dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha

Solieria filiformis.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta do material

Os exemplares da macroalga vermelha Solieria filiformis foram coletados
na praia do Pacheco-Caucaia-CE, em condicbes de maré baixa. As algas
foram colocadas em sacos plasticos e transportadas para o laboratério, onde
as mesmas foram lavadas com agua corrente para retirar as epifitas e outros
organismos. Em seguida, as algas foram secas ao sol e, depois cortadas em

pedacos pequenos.

2.2. Extracao de polissacarideos sulfatados

Para a extracdo dos polissacarideos sulfatados foram utilizadas duas

metodologias, as quais serao descritas a seguir:

2.2.1. Método |

Inicialmente, o material (2g de alga seca) foi submetido a uma
hidratagdo com 100 mL de tampéo acetato de sddio 100 mM, pH 5,0 + EDTA 5
mM + cisteina 5 mM. Em seguida, foram adicionados 6,8 mL de uma solugao
de papaina bruta (30mg/mL), sendo a mistura incubada em banho-maria a
60°C por 24 horas. Apds esse periodo, a mistura foi filtrada e centrifugada
(15.000 rpm; 4 °C) para separar o residuo do sobrenadante. Em seguida, ao
sobrenadante, adicionaou 6,4 mL de CPC 10% (cloreto de cetilpiridinio) para
precipitacdo dos polissacarideos sulfatados, por 24 horas a temperatura
ambiente. O residuo obtido da filtragdo foi incubado novamente, sofrendo o
mesmo procedimento descrito anteriormente, com o objetivo de otimizar o
rendimento. Logo apds a precipitacéo, o “pellet” foi lavado com 200 mL de CPC
0,05%, dissolvido em 69,6 mL de NaCl 2M: etanol absoluto (100:15; v/v) e
submetido a uma nova precipitacdo com adicdo de mais 122 mL de etanol
absoluto, por 24 horas a 4°C. Em seguida, a solucéo foi centrifugada e o
precipitado foi submetido a duas lavagens com 200 mL de etanol 80% e uma
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com 120 mL de etanol absoluto, sendo entdo levado a estufa a 60°C para

secagem (Figura 3).

MATERIAL SECO (2 gramas)

— HIDRATA:(}AO (T.Ac.Na pH 5.0 + EDTA 5 mM + CYS 5 mM)
DIGESTAO - PAPAINA (30mg/mL; & 60°C por 24 h)

FILTRAGEM

| RESIDUO (RE-EXTRACAO)  SOBRENADANTE (centrifugado)

PRECIPITACAO COM CPC 10% ( 24h)

|

LAVAGEM COM CPC 0,05%

PELLET SOBRENADANTE (descartado)

NaCl 2M: ETANOL ABSOLUTO (100:15)

y

PRECIPITAGCAO COM ETANOL ABSOLUTO (24 h; 4°C)

|
v | !

PRECIPITADO SOBRENADANTE (descartado)

LAVAGEM - ETANOL 80% (2x)
LAVAGEM — ETANOL ABSOLUTO (1x)

SECAGEM NA ESTUFA (60°C; 24h)

POLISACARIDEO SULFATADO TOTAIS

Figura 3. Fluxograma mostrando os procedimentos realizados no método de
extracao |.



11

2.2.2. Método Il

O material (2 g de alga seca) foi submetido a uma hidratacdo com 100
mL de tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0 + EDTA 5 mM + cisteina 5
mM. Em seguida, foram adicionados 6,8 mL de uma solugdo de papaina bruta
(30mg/mL) e a mistura foi incubada em banho-maria a 60°C por 24 horas. Apés
este periodo, a solucao foi filtrada e centrifugada (13.000 rpm; 4 °C), sendo
separado o residuo do sobrenadante. O residuo obtido neste método também
foi incubado novamente, a fim de otimizar o rendimento. Ao sobrenadante
foram adicionados 3 vezes o volumes de etanol absoluto para precipitar os
polissacarideos sulfatados. Essa nova solugdo permaneceu em repouso, a
temperatura ambiente, por 24 horas. Em seguida, esta solugdo foi centrifugada
e o “pellet” foi submetido a duas lavagens com 200 mL de etanol 80% e uma
com 120 mL de etanol absoluto, sendo entéo levado a estufa a 60°C por 24 h

para secagem do material (Figura 4).
MATERIAL SECO (2 gramas)

——> HIDRATAGAO (T.Ac.Na pH 5.0 + EDTA5 mM + CYS 5 mM)
DIGESTAO - PAPAINA (30mg/mL; & 60°C por 24hrs)

FILTRAGEM

| RESIDUO ( RE- EXTRACAO) SOBRENADANTE (centrifugado)

PRECIPITACAO ETANOL ABSOLUTO

LAVAGEM - ETANOL 80% (2x )

LAVAGEM — ETANOL ABSOLUTO (1x)

}

SECAGEM NA ESTUFA (60°C; 24h)

!

POLISACARIDEO SULFATADO TOTAIS

Figura 4. Fluxograma mostrando os procedimentos realizados no método de
extracao Il.
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2.3. Fracionamento dos polissacarideos sulfatados brutos em coluna de

troca iGnica

Os polissacarideos sulfatados brutos, obtidos de ambos os métodos de
extracdo, foram fracionados em coluna de troca-ibnica de DEAE-celulose
acoplada a um coletor de fragdes. O fluxo da coluna foi mantida em
1mL/minuto, sendo coletadas fragdes de 1 mL. A coluna (6,5 cm x 1,5 cm) foi
equilibrada com tampao acetato de sodio 100 mM, pH 5,0 + EDTA 5 mM +
cisteina 5 mM. Uma amostra de 1 mL da solugdo com polissacarideo sulfatado
bruto (1 mg/mL) foi aplicado no topo do gel. Em seguida, a coluna foi eluida
com solugdes de concentracdes crescentes de NaCl (0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4; 1,6
e 1,8 M), preparadas no mesmo tampao de equilibrio. Os polissacarideos

sulfatados foram monitorados através da reagao metacromatica.
2.4. Atividade metacromatica nas fragoes obtidas no fracionamento

Para determinar a atividade metacromatica, uma amostra de 200 pL da
solugdo obtida no fracionamento, foi adicionada a 1 mL de DMB (dimetil-azul-
dimetileno), Em seguida foi levada ao espectrofotdmetro para a leitura em

525nm.

2.5. Deteccdo da presengca de acucar nas fracdes obtidas no

fracionamento

A metodologia utilizada para detectar a presenca do agucar nas fragbes
foi realizada de acordo com teste de DUBOIS (DUBOIS et at., 1956). Uma
amostra de 50 pl da solugdo contendo polissacarideo sulfatado, obtido no
fracionamento, foi adicionado a 350 puL de agua destilada, 20 pL de fenol
redestilado e 1 mL de acido sulfirico concentrado, sendo essa mistura
incubada por 30 minutos. Ap6s esse periodo, a mistura foi levada ao

espectrofotémetro para a leitura da absorbancia em 490 nm.
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2.6. Atividade anticoagulante nas fragées obtidas no fracionamento

A avaliacao da atividade anticoagulante, segundo metodologia descrita
por ANDERSSON et al., (1976), foi determinada em um coagulémetro (Drake,
modelo Quick-timer), utilizando plasma humano citratado obtido de cinco
doadores diferentes.

Primeiramente, as amostras de sangue humano foram reunidas e
centrifugadas (2.500 rpm; 15 minutos) para a obtencdo de um plasma humano
pobre em plaquetas.

Para a realizagdo do teste do APTT (tempo de ativagdo parcial da
tromboplastina), inicialmente, misturou-se 50 pL de plasma humano com 50 pL
de cefalina ativada e 5 pL de solugado de polissacarideos sulfatados, oriundo do
fracionamento, foram incubados a 37°C por 3 minutos. Ap6s a incubacéo,
foram adicionados 50 puL de cloreto de calcio 0,025 M a mistura para ativar a
cascata de coagulacdo. Os testes foram realizados em duplicata, sendo o

tempo de coagulagdo determinado automaticamente pelo coagulémetro.

2.7. Determinacao da condutividade nas fragoes obtidas no fracionamento

Na determinacao da condutividade nas fragdes, obtida no fracionamento,
utilizou-se 120 pL da amostra com 12 mL de agua destilada, em seguida, fez-
se a leitura da mistura em um condutivimetro de marca Analyser. O mesmo
procedimento foi utilizado para as solugdes padrées (0,5; 0,9 e 2,0 M de NaCl)

e por comparacgao, determinou-se as concentracées de NaCl reais nas fragoes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Extracao de polissacarideos sulfatados

No processo de extragdo dos polissacarideos sulfatados da alga
vermelha Solieria filiformis, foram realizadas 3 extracdes, utilizando cada um
dos métodos citados anteriormente. O método | apresentou um rendimento
parcial bruto de 480 mg na 12 incubacgéo, 273 mg na 22 incubagdo e 115 mg na
32 incubacdo. Com relagcdo ao método I, foi obtido, na 12 incubagcdo, um
rendimento bruto de 504 mg, sendo 322 mg na 2-2 incubacao e 110 mg na 3¢
incubacgao (Figura 5).

RENDIM ENTO PARCIAL DOS POLISSACARIDEOS
500 - SULFATADOS

25,0 -
20,0
15,0
10,0 -

= METODO |
= METODO I

RENDIM ENTO (%)

Figura 5. Rendimentos parciais das extragdes de polissacarideos sulfatados
da alga Solieria filiformis obtidos pelos dois métodos de extracao.

Os resultados mostraram que o rendimento da 12 incubacgéo, realizada
pelo método IlI, mostrou-se ligeiramente superior quando comparado com 0
obtido na mesma incubacdo do método |. Este fato se repetiu durante a 22
incubagéo dos dois métodos. Porém, na 3® incubacdo os rendimentos obtidos
pelos dois métodos foram praticamente iguais.

O rendimento total obtido pelo método | foi de 43,4%, considerando as 3

incubacgdes, enquanto que o obtido pelo método Il foi de 46,8% (Figura 6).
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RENDIMENTO TOTAL DOS POLISSACARIDEOS

SULFATADOS
50

40 - .
BMETODO I

e
30 | METODO I

20

RENDIMENTO (%)

10 -

0

Figura 6. :Rendimento total das extracdes de polissacarideos sulfatados da alga

marinha vermelha Solieria filiformis obtidos pelos métodos | e II.

3.2- Fracionamento em DEAE-celulose

Os polissacarideos sulfatados brutos extraidos pelos métodos | e |l
foram fracionados em coluna de troca-iénica DEAE-celulose. Com relagéo ao
método | podemos observar que, na 1% incubagdo, os polissacarideos
sulfatados foram eluidos com solu¢ées de NaCl nas concentractes de 1,2; 1,4
e 1,6 M (Figura 7). A fragao eluida com 1,6 M de NaCl apresentou uma maior
atividade metacromatica, seguida das fracbes eluidas com 1,2 e 14 M,
respectivamente.

Com relacdo ao teor de acucar, a fragdo eluida com 1,4 M de NaCl
apresentou o maior valor, enquanto que a menor concentragcdo de agucar foi
observada na fragdo eluida com 1,2 M de NaCl (Figura 7). Analisando a
relacdo entre metacromasia e teor de agucar, podemos observar que, nas
fracdes eluidas com 1,4 e 1,6 M de NaCl, as concentragbes de acucar sao
muitos superiores do que a atividade metacromatica, enquanto que, na fracao

eluida com 1,2 M esta relacado é praticamente a mesma.
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Figura 7. Metacromasia, teor de agucar e concentracdo de NaCl nas fragbes
obtidas na 1% incubagdo pelo método | de extragdo dos

polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria

filiformis.

Com relagéo a 22 incubacgdo do método |, podemos observar que, além
das fracdes eluidas com 1,2; 1,4 e 1,6 M de NaCl, foram eluidas mais duas
fracdes, uma com 0.9 M e outra com 1,8 M de NaCl (Figura 8). A fragao eluida
com 1,4 M de NaCl apresentou a maior atividade metacromatica, seguida das
fracoes eluidas com 1,2; 1,8; 1,6 e 0,9 M de sal. Na determinacédo do teor de
acucar, a fragao eluida com 0,9 M de NaCl foi a que apfesentou 0 menor valor,
enquanto que, na fracao eluida com 1,2 M, esse valor foi o mais significativo
(Figura 10). A relacéo entre metacromasia e teor de acucar foi praticamente a
mesma nas fragdes eluidas com 0,9, 1,4 e 1,8 M de NaCl, enquanto que nas
demais fragdes o teor de acucar foi bastante superior a atividade

metacromatica.
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Figura 8. Metacromasia, teor de agucar e concentracdo de NaCl nas fragdes
obtidas na 22 incubagcdo pelo método | de extragdo dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria

filiformis.

A 3% incubagdo do método | revelou um perfil metacromatico bastante
semelhante ao obtido na 22 incubacdo, exceto pela auséncia de uma fragcao
eluida com 0,9 M de NaCl. Além disso, nessa incubagéao, a fracado eluida com
1,8 M de NaCl foi a mais metacromatica (Figura 9). Com relagado ao teste de
Dubois, nas fracdes eluidas com 1,2 e 1,6 M de NaCl, o teor de acgucar foi
superior a matacromasia, sendo que essa diferenca foi maior na fragao eluida
com 1,6 M de sal. Ja, nas fragdes eluidas com 1,4 e 1,8 M de NaCl, a relagao

entre metacromasia e teor de acgucar foi praticamente a mesma (Figura 9).
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Figura 8. Metacromasia, teor de aglcar e concentracdo de NaCl nas fragdes
obtidas na 32 incubagdo pelo método | de extragdo dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria

filiformis.

A Figura 10 mostra o perfil matacromatico e o teor de agucar dos
polissacarideos sulfatados extraidos na 12 incubacdo do método Il. Nesta
cromatografia, foram eluidas trés fragdes com atividade metacromatica. Pode-
se observar que a fracdo eluida com 1,4 M de NaCl, apresentou a maior
atividade metacromatica, seguida das eluidas com 1,2 e 1,6 M de NaCl. No
teste de Dubois, em todas as fragcbes, o teor de acglcar foi menor do que a
metacromasia (Figura 10), mostrando uma tendéncia contraria a 12 incubagio
do método |, no qual o teor de aglcar foi sempre superior a metacromasia
(Figura 7).
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Figura 10. Metacromasia, teor de agucar e concentracdo de NaCl nas fracdes
obtidas na 12 incubacdo pelo método Il de extragdo dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria

filiformis.

Na 22 incubagéo do método I, (Figura 12) as fragbées foram eluidas com
solucdes de concentragdes 0,7; 0,9; 1,2; 1,6 e 1,8 M de NaCl. A fragdo mais
metacromatica foi eluida com concentragdo 1,8 M de sal. Nesta incubacéo
surgiu uma nova fracéo eluida com 0,7 M de sal e nenhuma fragao foi eluida
com 1,4 M de NaCl. O teste de Dubois revelou que, nas fracbes eluidas com
0,7; 0,9 e 1,2 M de sal, os teores de acucar foram maiores do que a
metacromasia, sendo maior na fracao eluida com 1,2 M de sal. Por outro lado,
nas fragdes eluidas com 1,6 e 1,8 M de NaCl os teores de acgucar foram

menores do que a metacromasia (Figura 12).
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Figura 11. Metacromasia, teor de agucar e concentragdo de NaCl nas fragdes
obtidas na 22 incubacdo pelo método Il de extracdo dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria

filiformis.

Com relacdo a 32 incubacdo do método i, as fragées foram eluidas nas
concentragdes de 1,2; 14; 1,6 e 1,8 M de sal (Figura 14). Semelhante ao
observado na 32 incubagcdo do método | de extragcdo, a fragdo mais
metacromatica foi eluida com 1,8 M de NaCl, seguida das fragdes eluidas com
1,4; 1,2 e 1,6 M de NaCl. No teste de Dubois, nas fragdes eluidas com 1,2 e
1,8 M de sal, o teor de agtcar foi menor do que a metacromasia e, somente na
fracdo eluida com 1,6 M, o teor de acgucar foi superior a metacromasia. Ja a
fracdo eluida com 1,4 M de NaCl, a relacado entre metacromasia e teor de

acucar foi bastante semelhante (Figura 14).
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Figura 12. Metacromasia, teor de acgucar e concentracdo de NaCl nas fracbes
obtidas na 32 incubacdo pelo método Il de extracdo dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria

filiformis.

De uma maneira geral, pode-se afirmar que a atividade metacromatica
nas fracbes decresceu da 12 para a 32 incubacido em ambos os métodos de
extracées. Nas trés incubagdes do método |, nenhuma fragado foi eluida com
0,5 e 0,7 M de NaCl, no entanto, no método Il de extragcao, foi observada uma
fracdo eluida com 0,7 M de NaCl (22 incubagdo). Nao foi observada nenhuma
fracéo eluida com 1,4 M de sal na 22 incubagéo (M Il). A fragdo eluida com 1,8
M de NaCl cresceu a partir da 22 incubacéo, ficando superior as demais fragées

na 32 incubagao no método | e II.
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3.3. Atividade anticoagulante (APTT) das fracdes obtidas na coluna de

troca-i6nica.

A Tabela 1 apresenta a atividade anticoagulante das fragdes obtidas na
coluna de troca-ibnica. Podemos observar que a atividade anticoagulante das
fracbdes eluidas nas primeiras incubagdes de ambos os métodos de extracao
foram as que apresentaram as maiores atividades. As fracées eluidas com 1,2
M (12 incubacéo, M 1) e 1,4 M de NaCl (12 incubacgdo, M 1) apresentaram um
tempo de coagulagéo 2,54 e 2,23 vezes superior ao tempo controle (sem
polissacarideo sulfatado), sendo essas as fragcbes com atividades

anticoagulantes mais significativas.

Tabela.1 Atividade anticoagulante das fragcées obtidas no fracionamento dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha Solieria filiformis,

utilizando dois métodos de extracédo (M | e M II).

12 INCUBAGAO | 22 INCUBAGAO 32 INCUBACAO
TEMPO (S) TEMPO (S) TEMPO (S)

FRACOES MI Ml MI Ml MI Ml

1,2 M 97,7 71,5 41,3 44,5 40,6 442

1,4M 78,3 85,7 48,9 " 45,0 47,0

1,6 M 82,2 78,25 46,0 50,7 40,8 44,0

1,8 M 74,7 x 58,4 52.3 47,5 44,2

CONTROLE 384s

HEPARINA 1pL da amostra > 240 s

*N&o foi realizado teste do APTT.

Na 22 incubagéo de ambos os métodos, as fragées eluidas com 1,8 M de
sal apresentaram maior atividade, sendo 1,52 vezes superior ao tempo controle
na fracédo eluida pelo método | e 1,36 vezes superior na eluida pelo método |I.

Na 32 incUbagéo de ambos os métodos, praticamente nao houve
diferenca no tempo de coagulagéo entre as fragdes obtidas, sendo a atividade

ligeiramente superior nas fragées eluidas com 1,8 M (M |) e 1,4 M de NaCl (M

).
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De uma maneira geral, as fragdes que apresentaram as maiores
atividades anticoagulantes foram as mais metacromaticas ou aquelas em que a
relacdo entre o teor de aclUcar e a atividade metacromatica foi mais
semelhante. As fragcées que apresentaram baixa metacromasia e aquelas em
que o teor de acucar foi muito superior a atividade metacromatica foram as que
apresentaram as menores atividades anticoagulantes.

Diferentes procedimentos s&o utilizados para extrair polissacarideos
sulfatados. O rendimento varia dependendo da metodologia adotada e das
espécies de organismos utilizados, o que dificulta qualquer comparacao.

MELO et al., (2002) utilizaram o método | para extrair o polissacarideo
sulfatado da alga marinha vermelha Gracilaria cornea e obteve rendimento de
21,4% a partir de 100g de alga seca.

FARIAS (2000) ao extrair os polissacarideos sulfatados da alga marinha
vermelha Bofryocladia occidentalis, através do metodo | de extragdo, obteve
rendimento de 4% a partir de 5g de alga seca.

RODRIGUES (2004) extraiu polissacarideos sulfatados da alga verde
Caulerpa racemosa utilizando o método | e Il de extracdo e obteve rendimentos
totais, considerando todas as incubacdes, de 13% e 15% respectivamente.

CHOTIGEAT et al., (2004) extrairam, a partir de 100g de alga seca, o
polissacarideo sulfatado da alga parda Sargassum polycystum utilizando 0,1 N
de HCI a 95 °C por 12h, onde o extrato bruto foi dializado e liofilizado. O
rendimento bruto obtido foi de 22,3 + 4,51%.

A extracdo dos polissacarideos sulfatados brutos de algas marinhas
possui bom rendimento, porém a alga marinha Solieria filiformis apresentou
rendimento excelente comparada com outras espécies de algas marinhas
relatadas neste trabalho.

O meétodo de extracdo |l apresentou um maior rendimento dos
polissacarideos brutos, sendo também mais rapido e econémico. Porém o

método de extracdo | foi mais eficiente em obter polissacarideos sulfatados do
que o método Il. Comparando as Figuras 7 e 10 (ambas de 12 incubacao), as

fracdes obtidas no fracionamento através do método de extragcao | apresentou

uma maior atividade metacromatica e, também, foi detectado uma maior

presenca de agucar.
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Os polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria
filiformis apresentaram baixa atividade anticoagulante. Por outro lado, uma
baixa atividade anticoagulante ndo implica em auséncia de outras atividades
biolégicas, como no caso do polissacarideo sulfatado extraido da microalga
Spirulina platensis que possui uma baixa atividade anticoagulante e uma
elevada atividade antivira (HAYASHI, 1996).
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4. CONCLUSOES

Apos a realizacdo desse trabalho, as seguintes conclusdes podem ser

apontadas:

1) O rendimento total dos polissacarideos extraidos pelo método I,
considerando todas as incubacdes, foi maior (46,8%) do que o obtido pelo
método | (43,4%);

2) Tanto no método | como no método Il de extragdo, o rendimento da 12
incubacédo foi bem superior aos demais incubacdes e também foram obtidas

fragcbes com maior atividade anticoagulantes;

3) A coluna de troca i6énica DEAE-celulose foi bastante eficiente para separar
as diferentes fracdes de polissacarideos sulfatados extraidos da alga marinha

vermelha Solieria filiformis;

4) As fragtes eluidas com 1,2 M de NaCl na 12 incubagéo (M 1) e com 1,4 M de
NaCl na 1% incubacdo (M IlI) foram as que obtiveram maior atividade

anticoagulante.
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