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“Quando vocé comegar seu caminho, vai encontrar
uma porta com uma frase escrita — diz 0 mestre. —
Volte e me conte qual é esta frase.

O discipulo se entrega de corpo e alma a sua busca.
Chega um dia em que vé a porta, e volta até o mestre.
- Estava escrito no comego do caminho: isto ndo é
possivel — diz.

- Onde estava escrito isto, num muro ou numa porta? —
pergunta o mestre.

- Numa porta — responde o discipulo.

- Pois coloque a m&o na macaneta e abra.

O discipulo obedece. Como a frase esta pintada na
porta, também vai se movendo com ela. Com a porta
totalmente aberta, ela ja ndo consegue mais enxergar
a frase — e segue adiante.”
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RESUMO

A alga marinha vermelha Champia feldmannii € uma alga pertencente a
Ordem Rhodymeniales, Familia Lomentariaceae. O presente trabalho teve
como objetivo extrair, fracionar e avaliar a atividade anticoagulante dos
polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha C. feldmannii, utilizando
diferentes metodologias de exiracdo. A extracdo iniciou-se a partir de 2 gramas
do material seco, hidratado com tampéo acetato de sédio pH 5,0 + EDTA 5mM
+ cys 5SmM. Em seguida, adicionou-se solucdo de papaina (30 mg/ml), sendo a
mistura incubada a 60 °C por 24 horas. Apés esse periodo, o residuo foi
separado do sobrenadante. Ao sobrenadante adicionou-se solucéo a 10% de
cloreto de cetilpiridinio (CPC) para precipitacdo dos polissacarideos sulfatados
por 24 horas, a temperatura ambiente. Pelo método I, a precipitacdo foi
realizada apenas com etanol absoluto. Apés a precipitacao, os polissacarideos
sulfatados foram levados & estufa, a 60 °C para secagem, obtendo-se os
polissacarideos totais. O extrato bruto dos polissacarideos foi fracionado em
coluna de troca ibnica, com solucdo contendo diferentes concentracdes de
NaCl. Em cada fracdo obtida, foram realizados os testes de condutividade,
DUBOIS e aPTT, para determinar a condutividade, o teor de acticar e atividade
anticoagulante, respectivamente. O rendimento total obtido pelo método i
(46,6%) foi superior ao obtido pelo método | (36,2%). O fracionamento em
coluna de troca iGnica mostrou uma grande diferenca no perfil metacromatico
entre os polissacarideos sulfatados exiraidos pelos métodos | e I, bem como
entre as diferentes incubagbes dentro do mesmo método. A atividade
anticoagulante apresentou uma grande variacéo éntre os métodos e também
entre as diferentes incubactes de um mesmo método. As atividades mais
expressivas foram obtidas nas fracbes eluidas com 1,2 e 1,4 M de NaCl,
ambas oriundas da quarta incubacdo do método | (C.P.C.), sendo a primeira a
mais ativa. A fracdo eluida com 1,2 M de NaCl obtida da 22 incubagao do
método I também apresentou uma atividade anticoagulante bastante

expressiva.
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EXTRACAO, PURIFICACAO E ATIVIDADE BIOLOGICA DE
POLISSACARIDEOS SULFATADOS DA ALGA MARINHA VERMELHA
Champia feldmannii.

VALESKA MARTINS TORRES

1. INTRODUGAO

Segundo Hoek et al. (1995), existem cerca de 5.000 a 5.500 espécies de
algas vermelhas ou Rhodophyta, que estdo distribuidas entre 500 a 600
géneros.

A alga marinha vermelha Champia feldmannii € uma alga pertencente a
Ordem Rhodymeniales, Familia Lomentariaceae. Essa familia possui
caracteristicas como talo cilindrico e ramificado, na maioria oco e de
organizacdo multiaxial. Suas células glandulares desenvolvidas s&o,
geralmente, produzidas na cavidade intemna. Possuem paredes celulares
formadas por células grandes e pequenas. A maioria das células terminais
produzem carposporos e seus tetrasporangios sdo geralmente tetraédricos. As
algas do género Champia crescem em tufos, epifitando outras algas. Possuem
cor résea-camea, translucidas, ramos cilindricos e segmentados (HOEK, et al.,
1995; JOLY, 1965). No litoral brasileiro, ha registros de sua presenca em
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Bahia e Rio de Janeiro. No Cear3, a alga
C. feldmannii pode ser encontrada na praia do Pacheco, municipio de Caucaia.

1. 1. Polissacarideos Sulfatados

Os polissacarideos sao polimeros lineares ou ramificados, presentes em
organismos vivos, animais e vegetais, desempenhando papel como reserva
energética e estrutural (LEHNINGER, 1976). Neste grupo de compostos
destacam-se = o0s  polissacarideos  sulfatados, principalmente  os
glicosaminoglicanos de tecidos animais e os varios polissacarideos sulfatados



de algas marinhas e gramineas marinhas. Os glicosaminoglicanos sé&o
heteropolissacarideos constituidos de unidades alternadas de hexosamina e
outro agucar ndo aminado. S&o substancias encontradas em altas
concentragdes no tecido conjuntivo, principalmente como componentes da
matriz extracelular. (AQUINO et al., 2005; HEINEGARD e OLDBERG, 1989;
RUOSLAHTI, 1989; HASCALL, 1988, FRANSSON, 1985; DIETRICH, 1984;
LINDAHL e HOOK, 1978; LEHNINGER, 1976).

As carragenanas € o fucoidam s&o polissacarideos sulfatados
encontrados em algas marinhas. Estes compostos estdo principalmente no
espaco extracelular ou na matriz mucilaginosa de varias espécies de algas
marinhas. As carragenanas sdo polimeros lineares constituidos de unidades
alternadas de (1—4) D-galactopiranose (unidade A) e a(1—>3) galactopiranose
(unidade B), sendo que o residuo da unidade B pode ser constituido por D- ou
L- galactopiranose . A complexidade da estrutura destes compostos decorre da
presenca de diferentes proporcbes de a-D- ou L-galactopiranose, da presenca
de grupamentos sulfatos nas posicbes 2, 4 ou 6 dos residuos de B-D-
galactopiranose ou nas posigoes 2 efou 6 dos residuos de a-galactopiranose e
da formacéo de 3,6-anidro-galactose, decorrente da eliminacdo do sulfato da
posicdo 6 dos residuos de  a-galactopiranose. O fucoidam é outro
polissacarideo abundante em algas, constituido principalmente de o-L-
fucopiranose, unidas por ligagdo glicosidica tipo 1—2 e com sulfato na posicéo
4. Quantidades menores de outros agucares como galactose, manose e acido
hexurdnico sdo descritas em preparacdes de fucoidam (GRAHAM e WILCOX,
2000; HOEK et al., 1995; PAINTER, 1983; PERCIVAL e MCDOWELL, 1967).

1.2. Atividades biolégicas dos polissacarideos sulfatados

Nos ultimos anos, ha um crescente interesse em se descobrir novos
compostos biologicamente ativos exiraidos de algas e outros organismos
marinhos.

Os polissacarideos sulfatados extraidos de diversas algas marinhas
podem ser aplicaveis em diversas areas, como na industria alimenticia, onde

s&o utilizados como emulsificantes, estabilizantes e espessantes de alimentos;



na industria cosmética, no preparo de xampus, condicionadores e cremes para
o corpo; na biotecnologia, no preparo de culturas gelatinosas e na area das
ciéncias biomédicas (HOEK et al., 1995).

Recentemente, diversos estudos foram publicados mostrando as
diferentes atividades que substancias extraidas das algas marinhas podem
apresentar. Dentre essas substéncias podemos citar os polissacarideos
sulfatados, anticoagulantes e antitrombéticos, e as proteinas denominadas
lectinas que possuem atividade hemaglutinante e agdo mitogénica (NAGANO
et al., 2002; SAMPAIO et al., 2002; COSTA et al., 1999; FREITAS et al., 1997).

Em algas verdes (Chlorophyta) como, por exemplo, Codium cilindricum e
Ulva pertusa, entre outras clorofitas, os polissacarideos sulfatados exibiram
atividade anticoagulante através da inibicdo de trombina (PENGZHAN, et al.,
2003; MATSUBARA et al., 2001; HAYAKAWA et al., 2000). Rao et al. (2004)
estudaram a natureza antihepatotdxica de um extrato aquoso quente da alga
verde marinha, Ulva reticulata, em um experimento com ratos. Os resultados
indicaram que o pré-tratamento oral de ratos com o extrato de U. reticulata é
efetivo, reduzindo radicalmente a tensdo oxidativa hepatica, sugerindo uma
atividade de antihepatotoxica. Recentemente, Rodrigues (2004) isolou uma
fracdo de um polissacarideo sulfatado, extraido na quarta incubacéo da alga
verde Caulerpa racemosa, que apresentou significativa atividade
anticoagulante, prolongando o tempo de formacdo do coagulo em até seis
vezes em relacéo ao tempo normal de coagulacéo.

Segundo Zhang et al. (2003), uma fragdo de polissacarideos sulfatados
extraidos da alga Porphyra haitanesis (Rhodophyta) apresentou atividade
antioxidante “in wvivo’, quando administrada por injecdo intraperitonial,
reduzindo o nivel de peroxidacdo lipidica. Nesse mesmo trabalho, o autor
sugere que esses polissacarideos sulfatados possuem agdo imunoestimulante,
pois a aplicacdo da fragcdo de polissacarideo induziu um aumento no indice de
baco e timo, 6érgéos responsaveis pela producgdo dos linfcitos que protegem o
organismo. Um polissacarideo sulfatado de baixo peso molecular, obtido da
alga marinha Laminaria japonica também apresentou efeito antioxidante, além
de um efeito hepato-protetor, quando administrados em ratos vivos (ZHAO et
al., 2004; XUE et al., 2001).



As galactanas sulfatadas das algas vermelhas Gymnogongrus
griffithsiae e Cryptonemia crenulata apresentaram atividade antiviral contra o
virus do herpes simplex tipo | e ll. Ap6s os tratamentos com as galactanas
sulfatadas, observou-se um efeito inibitério na adsor¢cdo do virus, havendo
protecédo significativa contra o virus do herpes simplex, em vagina de roedores
(TALARICO et al., 2004). A atividade antiviral dos polissacarideos sulfatados
dessas algas também foi analisada contra quatro sorotipos de virus da dengue,
onde foram observadas variacées nas atividades antivirais dos polissacarideos
no tocante a interacéo virus-célula, que conduz a entrada do virus (TALARICO
et al, 2005). Ainda em relacdo a atividade antiviral, os polissacarideos
sulfatados da alga Gracilaria corticata exibiram potente efeito inibitério contra o
virus do herpes simplex dos tipos | e ll, sendo considerados potenciais
candidatos para combater esse tipo de virus (MAZUMDER et al., 2002).

As galactanas sulfatadas, obtidas da alga vermelha Bostrychia
montagnei, exibiram atividade antiviral inibindo a replicacédo do virus do herpes
simplex tipos | e Il. A avaliacdo do tempo de ativacdo parcial da tromboplastina
(aPTT) dos polissacarideos sulfatados extraidos de Bosfrychia montagnei
revelou uma baixa atividade anticoagulante (DUARTE et al. 2001). Os autores
sugerem ainda, a partir desses resultados, que ndo ha nenhuma relacdo entre
as propriedades antivirais e anticoagulantes desses polissacarideos.

Muitos polissacarideos n&o sulfatados tém apresentado um efeito
imunoestimulante quando administrados as larvas de peixes e camardes
(MILES et al., 2001; VARGAS-ALBORES e YEPIZ-PLASCENCIA, 2000;
SAKAI, 1999; PARK € DO JEONG, 1996;).

Campa-Cdérdova et al. (2002) relataram, pela primeira vez, a atividade
imunoestimulante em juvenis do camardo Litopenaeus vannamei, através da
imersdo dos mesmos em solugdo de um polissacarideo sulfatado extraido da
microalga Cyanotheca sp. E, segundo os autores, esta atividade foi 500 vezes
mais potente do que a observada para um polissacarideo ndo sulfatado. Os
polissacarideos sulfatados da macroalga vermelha marinha Bofryocladia
occidentalis foram incorporados em racdo para larvas de tilapias, sendo
observado um crescimento bastante diferenciado nas larvas que receberam
determinada dose do polissacarideo (FARIAS et al., 2004). Recentemente,
quando os polissacarideos sulfatados de B. occidentalis foram utilizados em



banhos de imersdo em pés-larvas de L. vannamei, os camardes apresentaram,
em uma determinada dose, uma melhoria na sobrevivéncia (FARIAS,
com.pess.) Um efeito de aceleragdo no crescimento e/ou aumento na
sobrevivéncia tém sido relatados como efeitos adicionais da imunoestimulagéo
(SAKAI, 1999).

Dentre todas as atividades biolégicas relatadas para os polissacarideos
sulfatados de algas e outros organismos marinhos, os estudos se concentram,
principalmente, nas atividades anticoagulante e antitrombética. Farias et al.
(2000) purificou e caracterizou a estrutura de uma galactana suifatada extraida
da alga marinha vermelha Botryocladia occidentalis. Esta D-galactana sulfatada
possui uma elevada atividade anticoagulante (semelhante & heparina)
determinada pela presenca de dois ésteres de sulfato em um Unico residuo de
galactose (FARIAS et al., 2000). O mecanismo desta atividade anticoagulante
ocorre através da potencializagdo da inibicdo da trombina via antitrombina e
cofator Il da heparina. Esta galactana sulfatada também apresentou atividade
antitromboética, 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).

A atividade anticoagulante dos polissacarideos sulfatados da alga parda
Fucus evanescens é realizada através da inibicdo de trombina, mediada por
antitrombina [l (KUZNETSOVA et al., 2003). Uma fracdo de polissacarideo
sulfatado de outra espécie de Fucus, F. vesiculosus, mostrou alto potencial
antioxidante (RUPEREZ et al., 2002). O fucoidam, um polissacarideo sulfatado
dessa mesma espécie, inibiu eficazmente as toxinas presentes em veneno de
cobra, quando administrado em ratos (ANGULO e LOMONTE, 2003). A partir
do extrato da alga marrom Sargassum patens foi possivel o isolamento de um
polissacarideo com atividade contra o virus do herpes simples (HSV-1) e do
herpes genital (HSV-2) (ZHU et al., 2003).

Em relacéo a outros organismos, foi observada uma elevada atividade
anticoagulante no condroitim sulfato do pepino-do-mar devido a sua
capacidade de potencializar a inibicdo da trombina e do fator Xa pela
antitrombina ou cofator Il da heparina. Através de modificagées quimicas neste
polimero, ficou evidente que esta atividade anticoagulante é devida,
principalmente, as ramificagcbes de fucose sulfatadas ligadas a regido central



da molécula de condroitim sulfato. A atividade antitrombética deste
polissacarideo também foi investigada em um modelo de trombose
experimental em coelhos e, apds a administracdo intravenosa do polimero
nativo, a formagao de trombos foi reduzida de uma maneira dose dependente,
sendo completamente abolida na dose de 1,5 mg/kg (MOURAO et al., 1998;
MOURAO et al., 1996). Pereira et al., (2002), estudou as caracteristicas
estruturais de galactanas e fucanas sulfatadas obtidas de invertebrados
marinhos. Os resultados indicaram que as exigéncias estruturais para interagéo
de galactanas e fucanas sulfatadas com os co-fatores de coagulacéo sdo
especificas e ndo somente uma consequéncia da sua densidade de carga e
conteudo de sulfato.

Dellias et al. (2004) comparou o dermatan sulfato (DS) purificado obtido
das peles ventrais de trés espécies de raias da costa brasileira, Dasyatis
americana, Dasyatis gutatta, Aefobatus narinari e Potamofrygon motoro, uma
espécie que habita o rio Amazonas. A acdo anticoagulante dos DS obtidos
dessas quatro espécies, mensuradas pelo teste do aPTT, foram comparadas
ao DS de mamiferos. O DS de D. americana exibiu elevada atividade
anticoagulante, enquanto os DS de D. gutatta mostraram atividade semelhante
ao DS de mamiferos. N&o foi mensurada a atividade do DS de A. narinari e P.
motoro (DELLIAS et al., 2004).

O presente trabalho teve como objetivo extrair e avaliar o rendimento
dos polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Champia feldmannii,
utilizando diferentes metodologias de precipitacdo, bem como fracionar e

avaliar a atividade anticoagulante nas fragdes obtidas desses polimeros.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta e limpeza da alga.

A alga marinha vermelha Champia feldmannii foi coletada na Praia do
Pacheco, Municipio de Caucaia - Ceara, durante as marés mais baixas. Em
seguida, a mesma foi transportada em saco plastico até o laboratério, sendo
cuidadosamente separada das epifitas e lavada com agua destilada para a
retirada de impurezas. Apés a limpeza, a alga foi desidratada & luz solar e
cortada em pequenos pedacos para, posteriormente, ser submetida ao
processo de extracio.

2.2. Extracdo dos polissacarideos sulfatados.

Foram utilizadas duas metodologias de extracdo. No Método I, de acordo
com Farias (2000), a precipitagao dos polissacarideos sulfatados foi feita com
uma solucdo a 10% de cloreto de cetilpiridinio (CPC) e etanol absoluto e, no
Método |I, foi utilizado apenas etanol absoluto para precipitar os
polissacarideos sulfatados (ARAUJO, 2003).

2.2.1. Método I.

A extragcdo foi realizada a partir de 2 (dois) gramas do tecido seco,
previamente cortado e hidratado com 100 mL de tamp&o acetato de sddio
0,1M, pH 5,0 + EDTA 5mM + cisteina 5mM. Em seguida, foram adicionados
6,8 mL de uma solugdo de papaina (30 mg/mL), sendo a mistura incubada a
60 °C por 24 horas.

Apés esse periodo, a mistura foi filtrada e centrifugada (14.000 rpm; 20
min; 4 °C), separando-se o residuo do sobrenadante. Ao sobrenadante, foram
adicionados 6,4 mL de solucdo de CPC 10% para precipitar o0s
polissacarideos sulfatados por 24 horas, a temperatura ambiente. Ap6s a
precipitacdo, os polissacarideos sulfatados foram centrifugados, descartando-
se o sobrenadante. O precipitado foi lavado com 200 mL de CPC 0,05% e,



posteriormente, dissolvido em 70 mL de uma solucdo de NaCl 2M:etanol
(100:15;v.v). Em seguida, os polissacarideos foram novamente precipitados
com a adicdo de 122 mL de etanol absoluto, por 24 horas a 4°C.

Finalmente, os polissacarideos sulfatados foram lavados duas vezes
com 200 mL de etanol 80% e uma vez com 122 mL de etanol absoluto, sendo
levados a estufa a 60 °C para secagem, obtendo-se os polissacarideos

sulfatados totais (Figura 1).

2.2.2. Método .

Essa extracdo também foi realizada a partir de 2 (dois) gramas de
material seco e cortado, hidratado com tampé&o acetato de sédio pH 5,0 +
EDTA 5mM + cisteina 5mM, sendo adicionada uma solucdo de papaina (30
mg/mL) e incubada a mistura a 60 °C por 24 horas. Apds esse periodo, a
mistura foi filtrada e centrifugada, separando-se o residuo do sobrenadante.
Ao sobrenadante, foram adicionados trés volumes de etanol absoluto gelado
para precipitar os polissacarideos sulfatados por 24 horas. Apos esse tempo
de precipitagdo, os polissacarideos sulfatados foram submetidos a duas
lavagens com etanol 80% e uma com etanol absoluto sendo, em seguida,
levados a estufa a 60 °C para secagem, obtendo-se os polissacarideos
sulfatados totais (Figura 2).

2.3. Otimizagdo do rendimento.
A otimizacdo do rendimento foi realizada a partir do residuo da primeira

incubagdo, submetendo-c a novas extragSes, seguindo o0 mesmo processo

para os Métodos | e Il.
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Figura 1: Fluxograma de extracé@o de polissacarideos sulfatados pelo Método |
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Figura 2: Fluxograma de extrag@o de polissacarideos sulfatados pelo Método |i
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2.4. Fracionamento dos polissacarideos sulfatados.

O extrato bruto foi submetido a submetido a uma cromatografia de troca
ibnica em coluna de DEAE-celulose. A coluna foi equilibrada com o tampéao
acetato de sédio 0,1M, pH 50 + EDTA 5mM + cisteina 5mM e o fluxo foi
mantido em 60mL/h. Em todas as cromatografias, foi aplicada uma amostra de
1 mL de uma solucdo contendo 1 mg/mL de extrato bruto de polissacarideos. A
eluicdo da coluna realizou-se, passo a passo, com o tampdo de equilibrio
contendo diferentes concentracdes de cloreto de sédio (0,5; 0,7; 0,9; 1,2, 14 e
1,6 M).

2.5. Atividade metacromatica dos polissacarideos sulfatados.

O monitoramento da atividade metacromatica foi realizado adicionando-
se 200 plL de cada fracdo obtida durante a eluicdo da coluna de DEAE-celulose
a 1mL de azul de 1,9-dimetilmetileno (DMB), que € um indicador especifico
para grupos sulfatados, mudando sua coloracdo na presenca do polissacarideo
sulfatado. Essa atividade foi determinada no especirofotdbmetro, através da
leitura da absorbancia a 525 nm.

2.6. Condutividade

A condutividade foi analisada misturando-se 120 uL de cada fragéo
obtida na coluna de troca ibnica, a 12 mL de &gua destilada, sendo
determinada em um condutivimetro (ANALYSER — Condutivimetro 650) e

expressa em microSiemens (microMHO).

2.7. Dosagem de Carboidratos totais pelo método de Dubois.

A determinacdo dos carboidratos totais foi realizada pelo método de
Dubois et al. (1956). Inicialmente, 50 uL de solugdo de polissacarideo sulfatado
eluida com cloreto de sédio foram adicionados a 350 uL agua destilada. Em

seguida, 20 ul de fenol 5% redestilado € 1 mL de acido sulftrico concentrado,
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foram misturados, permanecendo em repouso por 30 minutos. ApOs esse
periodo, o teor de aclcar foi determinado no espectrofotdmetro através da

leitura da absorbancia a 490 nm.

2.8. Avaliagado da atividade anticoagulante dos polissacarideos sulfatados
pelo teste do aPTT (tempo de ativacdo parcial da tromboplastina).

A atividade anticogulante foi avaliada utilizando amostras de sangue
humano citratado, proveniente de cinco doadores diferentes, sendo
centrifugadas a 2.500 rpm por 15 minutos, para a obtencdo de um plasma
humano pobre em plaquetas.

Para a realizacdo do teste, foram utilizados 50 ulL de plasma humano, 50
uL de cefalina ativada e 5 ulL de solugio de polissacarideo sulfatado. A mistura
foi incubada por 3 minutos a 37°C e, apdés o pericdo de incubacgio, foram
adicionados 50 ulL de cloreto de caicio 0,025 M, para ativar a "cascata" de
coagulagéo, sendo o tempo de coagulacdo registrado por um coaguldmetro
(Drake - Quick Timer).
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3. RESULTADOS

3.1. Extracdo dos polissacarideos sulfatados.

Os resultados obtidos mostraram que € possivel extrair uma quantidade
razoavel de polissacarideos em até quatro incubagdes, utilizando o mesmo
residuo, para ambos os métodos de extracdo (Figura 3). Entre as incubacdes,
observou-se um maior rendimento na segunda incubacdo, decrescendo na
terceira e quarta incubacgdes, nos dois métodos de extracao.

O Método Il apresentou um rendimento total (quatro incubacbes) de
46,6 %, sendo superior ao rendimento total obtido pelo Método | (36,2 %). O
primeiro método apresentou um rendimento ligeiramente superior ao da alga
Gracilaria cornea, com 21,4% (MELO et al., 2002). Os Métodos | e |l
mostraram resultados mais significativos do que os obtidos pelos mesmos
métodos de extracdo das algas Gracilaria sjoestedtii, onde foram obtidos 31,5
e 32,3 % do extrato bruto de polissacarideo sulfatado (ARAUJO, 2003) e
Caulerpa racemosa, cujos rendimentos foram da ordem de 26 e 31,5%,
respectivamente (ROGRIGUES, 2004).

I Método |
1 Metodo Il

8§

Rendimento (g)

Qm-‘ r
om- ¢ + ; :

1 2 3 4
Incubacdes

Figura 3: Rendimento dos polissacarideos sulfatados (g) da alga marinha
vermelha C. feldmannii, por incubagao, obtidos pelos métodos | e Il.
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3.2. Fracionamento e dosagem de agucar dos polissacarideos sulfatados.

Apbés o fracionamento dos polissacarideos sulfatados da alga C.
feldmannii em DEAE-celulose, observou-se que em todas as incubagdes de
ambos os métodos, os mesmos foram eluidos nas concentragdes de 0,7, 0,9,
1,2 e 1,4M de NaCl.

As cromatografias apresentaram diferentes perfis metacromaticos, que
variaram de acordo com a incubacdo e o método de extracdo utilizado. Na
primeira incubacdo do Método |, a cromatografia revelou uma fracdo com uma
elevada metacromasia, que foi eluida com 1,2 M de NaCl (Figura 4), enquanto
gue, na primeira incubagdo do Método Il, as quatro fragbes apresentaram
atividades metacrométicas elevadas e bastante semelhantes (Figura 5).
Quando foi analisado o teor de acticar nas referidas fragbes, observou-se que,
no Método |, esses teores foram bastante semelhantes com excegio da ultima
fracdo (1,4 M de NaCl) que apresentou o menor teor (Figura 4). Por outro lado,
no Método I, as fracbes eluidas com 0,7 e 0,9 M de NaCl apresentaram os
menores teores de agucar, enquanto que as fragcées eluidas com 1,2e 1,4 M
de NaCl apresentaram teores de acucar superiores, sendo maior na fracdo
eluida com 1,2 M de NaCl (Figura 5).
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Figura 4: Atividade metacromatica e presenga de agucar nas fragdes obtidas
da 12 incubacédo da alga marinha vermelha C. feldmannii (Método I).
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Figura 5: Atividade metacromatica e presenca de acucar nas fracdes obtidas

da 12 incubacéo da alga vermelha C. feldmannii (Método II).

Os perfis metacromaticos da segunda incubagao obtidos pelos Métodos

| e Il sdo semelhantes (Figuras 6 e 7), observando-se duas fragcdes majoritarias
eluidas com 0,7 e 1,2M de NaCl. O teste de Dubois revelou uma presenca de

acucar bastante semelhante entre as quatro fragdes obtidas através do método

| (Figura 6). Ao contrario, no Método Il, foram observadas presenca de acutcar

bem superiores as do Método | nas fragdes eluidas com 0,7, 0,9 e 1,2 M de

NaCl (Figura 7).
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Figura 6: Atividade metacromatica e presenca de agucar nas fragdes obtidas

da 22 incubacéo da alga marinha vermelha C. feldmannii (Método I).
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Figura 7: Atividade metacromatica e presenca de agucar nas fragdes obtidas

da 22 incubacéo da alga marinha vermelha C. feldmannii (Método II).

O perfil metacromatico da terceira incubacdo do Método | (Figura 8) se
mostrou semelhante ao perfil da mesma incubacdo do Método 1l (Figura 9). No
entanto, nesses perfis as fragdes majoritarias foram eluidas com 0,9 e 1,4 M de
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NaCl, diferindo dos obtidos nas incubagbes anteriores. As fracdes obtidas
através do Método | apresentaram teores de agucar crescentes, sendo a fracao
eluida com 0,7 M de NaCl a de menor teor (Figura 8). Ja, no Método I, as
fracbes eluidas com 0,9 e 1,4 M de NaCl apresentaram teores de agucar

superiores as demais (Figura 9).
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Figura 8: Atividade metacromatica e presenca de aglcar nas fragdes obtidas

da 32 incubacéo da alga marinha vermelha C. feldmannii (Método ).
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Figura 9: Atividade metacromatica e presenca de agucar nas fragbes obtidas
da 32 incubacdo da alga marinha vermelha C. feldmannii (Método II).
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Em relagcdo a quarta incubagdo do Método | (Figura 10), as fragdes

apresentaram uma atividade metacromatica bastante semelhante, enquanto

qgue, na quarta incubacdo do Método I (Figura 11), apenas duas fragdes

apresentaram atividade metacromatica significativa (0,7 e 1,2M de NaCl). Com

relacéo aos teores de acgucar, no Método |, a fragdo eluida com 1,2 M de NaCl

apresentou cerca de 5 vezes mais aclicar do que as demais fracdes (Figura

10). Diferentemente, no Método Il os teores de acglucar foram bastante

reduzidos e bem semelhantes entre as quatro fragdes (Figura 11).
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Figura 10: Atividade metacromatica e presenca de agticar nas fracdes obtidas

da 4? incubacéo da alga marinha vermelha C. feldmannii (Método ).
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Figura 11: Atividade metacromatica e presenca de aglcar nas fragdes obtidas
da 42 incubacdo da alga marinha vermelha C. feldmannii (Método Il).

3.3. Avaliagao da atividade anticoagulante dos polissacarideos sulfatados
pelo teste do aPTT .

O teste do aPTT foi realizado nas fracdes obtidas das quatro incubacdes
dos Métodos | e ll. No Método |, com excecao das fragbes obtidas com 1,4M
de NaCl da 12 incubacdo e 0,9M de NaCl da 22 incubacdo, a atividade
anticoagulante esteve presente, em diferentes intensidades, em todas as
fracGes. A maioria das fracSes apresentou uma baixa atividade anticoagulante
(Tabela 1), com o prolongamento do tempo de coagulacdo normal (37,5s)
variando enire 1,1 a 2 vezes. As fracbes eluidas com 1,2 e 1,4 M de NaCl
oriundas, respectivamente, das 12 e 32 incubagdes prolongaram em cerca de 3
vezes o tempo de coagulacdo normal. Na quarta incubacido desse método, as
fracdes eluidas com 1,4M e 1,2M de NaCl apresentaram as atividades mais
expressivas. A primeira fragdo (1,4 M de NaCl) aumentou o tempo de
coagulacdo em 4,8 vezes, enquanto a atividade da segunda fracdo (1,2 M de
NaCl) ndo pbéde ser mensurada, pois ela ulirapassou o tempo de registro do
coagulémetro, que é de 240 segundos, prolongando, no minimo, em 6,4 vezes
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o tempo de coagulagdo. Desta forma, essa fracéo foi a que apresentou a
atividade anticoagulante mais elevada. Surpreendentemente, essa fracdo teve
sua atividade significativamente amplificada na 42 incubacgdo, provavelmente
pela maior presenca de acucar (Figura 10), j@ que a metacromasia foi
praticamente a mesma obtida na 12 incubacdo (Figura 4). Desta forma, de
alguma maneira, os polissacarideos dessa fracdo foram extraidos em uma
maior quantidade na ultima incubacdo, possivelmente por estarem mais
acessiveis ao ataque enzimatico. Estes resultados foram semelhantes aos
obtidos por Rodrigues (2004), que descreveu um aumento significativo da
atividade anticoagulante em 2 fragGes, eluidas durante a quarta incubacéo,
oriundas da macroalga verde Caulerpa racemosa.

No Método Il, com excecdo da fracdo obtida com 0,7M de NaCl da 32
incubacdo, a atividade anticoagulante (Tabela 2) esteve presente, em baixa
intensidade, em todas as fracbes, prolongando o tempo de coagulagdo normal
(36,4 s) entre 1,2 a 2,3 vezes. O resultado mais significativo foi obtido com a
fracdo eluida com 1,2M de NaCl oriunda da 22 incubacgao, cujo tempo de
coagulacgéo foi prolongado em 4,2 vezes em relacdo ao controle. Mais uma vez,
observamos uma amplificacéo da atividade anticoagulante dessa frac&o, desta
vez, da 12 para a 22 incubacao. Esta fracdo teve sua metacromasia e teor de
acucar aumentados da 12 (Figura 5) para a 22 incubacdo (Figura 7) o que,
provavelmente, resultou na elevacao dessa atividade.

O controle positivo, realizado com 1 pL de heparina (5.000 Ul/mL),
também ultrapassou a capacidade de registro de tempo do coaguldémetro.
Quando o teste foi realizado com 1 plL da fracdo mais ativa, nhovamente, o
tempo de formacéo do coagulo foi superior a leitura do coagulémetro. Esses
resultados sugerem que, a fracdo eluida com 1,2M de NaCl, obtida da quarta
incubacdo do Método |, pode apresentar uma atividade anticoagulante
semelhante & da heparina nao-fracionada.

Todos os trabalhos envolvendo exiracéo e atividade anticoagulante de
polissacarideos sulfatados, seja de algas ou de invertebrados marinhos
utilizaram amostras oriundas de uma unica extracdo ou, em algumas vezes,
reuniram amostras de duas ou irés exiragbes, ndo avaliando se existia
diferencas na atividade anticoagulante entre fracbes oriundas de diferentes
extracbes. Este trabalho mostra, claramente, que é possivel obter moléculas
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com atividade anticoagulante bastante elevada, realizando varias extracbes de
um mesmo residuo. A futura elucidacdo dos mecanismos envolvidos nessa
atividade, bem como os aspectos estruturais desses polissacarideos poderéo
explicar, definitivamente, a amplificacdo da atividade anticoagulante observada

nessas fracées.

Tabela 1: Atividade anticoagulante dos polissacarideos sulfatados de C.
feldmannii obtidos pelo Método 1.

Método | Fracao (M) Tempo de aPTT (T4/Tg)
coagulacao (s)
ol 58,1 1,6
a3 416 1,1
12 incubacéo T 1140 3.0
g 243 0,7
i 43,0 1,2
02 278 07
22 incubacéo 1,2 69,4 18
et 44,1 1,2
0.7 494 1,3
a9 75,4 2,0
32 incubacgdo 1,2 66,1 1.8
&4 106,0 28
i 527 1,4
0,9 484 1,3
42 incubacgdo 1.2 > 240 >6.4
s 178 48




Tabela 2: Atividade anticoagulante dos polissacarideos sulfatados de C.
feldmannii obtidos pelo Método Il

Método li Fracdo (M) Tempo de aPTT (T4/To)
coagulacéo (s)
0,7 48,1 1.2
0,9 64,6 1,8
12 incubacdo 1,2 81,8 23
1.4 70,4 1,9
0,7 63,5 1,8
0,9 416 1.2
22 incubacdo 1,2 152,0 42
1.4 49,3 1,4
0,7 36,3 1,0
0,9 69,5 1,9
32 incubacgao 1,2 71,6 2,0
1,4 78,5 2.2
0,7 57,0 1,6
0,9 46,6 1,3
42 incubacéo 1,2 71,8 2,0
1,4 48,1 1,3
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4. CONCLUSOES

1

2)

3)

4)

9)

Apoés a realizacdo do presente trabalho, pode-se concluir que:

Podem ser realizadas até quatro extracdes, utilizando o mesmo residuo,
para a obtencdo de quantidades significantes de polissacarideos por ambos

os métodos;

O Método [l apresentou um maior rendimento total (46,6 %) de
polissacarideos quando comparado ao Método | (36,2 %), sendo mais

efetivo na obtencdo dessas moléculas;

O fracionamento em coluna de troca iénica mostrou uma grande diferencga
no perfil metacromatico entre os polissacarideos sulfatados extraidos pelos
Métodos | e I, bem como entre as diferentes incubacdes dentro do mesmo
método;

A atividade anticoagulante apresentou uma grande variagdo entre os
métodos e também entre as diferentes incubagbes de um mesmo método.
As atividades mais expressivas foram obtidas nas fragctes eluidas com 1,2 e
1,4 M de NaCl, ambas oriundas da quarta incubagdo do Método | (C.P.C.),
sendo a primeira a mais ativa. A fracdo eluida com 1,2 M de NaCl obtida da
22 incubacdo do Meétodo I também apresentou uma atividade
anticoagulante bastante expressiva.

De forma geral, o método de exiracdo | € o mais aconselhavel para a
obtencdo dos polissacarideos sulfatados que apresentam significativa
atividade anticoagulante.
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