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RESUMO

Organismos marinhos s&o ricos em numerosos compostos com multiplas propriedades
farmacoldgicas. Os polissacarideos sulfatados tem chamado atencdo de
investigadores, uma vez que estdo envolvidos em varios processos celulares, podendo
apresentar potencial farmacolégico, dentre as quais podem desempenhar papéis como
antitrombdtico, antioxidante, anticoagulante, antiviral, anti-inflamatorio e agente anti-
proliferativo (Silva et al.,, 2011). Em algas, estes polissacarideos sulfatados sao
constituintes complexos da matriz extracelular e possuem uma ampla variacédo
estrutural, sendo isso um fator importante para determinacdo de suas funcgdes
bioldgicas especificas. A investigacdo dessas biomoléculas vem aumentando devido a
seu ampla acao biolégica. Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo a extracao
e caracterizacdo estrutural dos polissacarideos sulfatados da macroalga marinha
Gracilaria caudata.Inicialmente, a alga foi submetida a delipidificagdo em acetona com
posterior digestdo proteolitica para a obtencdo de um extrato bruto que foi, entdo,
submetido a eletroforese em gel de agarose e a cromatografia em coluna de troca
ibnica (DEAE-celulose) com gradiente crescente (“step-wise”)de NaCl. O resultado da
eletroforese mostra polidispersdo com uma banda majoritaria co-migrando com padrao
de heparina. A cromatografia em DEAE-celulose mostrou que houve eluicdo de
polissacarideos sulfatados nas concentracbes de 0,3 e 0,5 M de NaCl, ndo sendo
detectavel a eluicdo dos mesmos nas demaisconcentra¢des (1,0 ;1,5;2,0;2,5; 3,0;
4,0 M). Em seguida, esses polissacarideos eluidos foram submetidos a teste de tempo
de tromboplastina parcialmente ativado (aPTT), onde o tempo de coagulacao foi
prolongado até o limite de 300 segundos, utilizando-se aproximadamente 95ug e 89ug
das fracbes 0,3M e 0,5M, respectivamente. Adicionalmente, realizamos espectro de
ressonancia magnética nuclear unidimensional de prétons da fracao eluida em 0.3 M de
NaCl, o qual possibilitou a identificacdo de quatro sinais anomeéricos, sugerindo que
este polissacarideo sulfatado € composto por um tetrassacarideo repetitivo. Nossos
dados mostram que os polissacarideos sulfatados extraidos da alga G. caudata
possuem atividade anticoagulante e sugerimos que a fracédo eluida com 0,3 M de NaCl
possui composicdo monossacaridica repetitiva, similar a outros ja descritos na literatura.
Por fim, pretende-se caracterizar estruturalmente esses polissacarideos sulfatados e
estudar suas possiveis atividades biolégicas com base em sua estrutura, visto a
importancia do surgimento de novas moléculas biologicamente ativas para o
desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras chave: Polissacarideos sulfatados, Alga marinha, Atividade anticoagulante,
Gracilaria caudata.
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1. INTRODUCAO
1.1 Algas Marinhas
1.1.1 Caracteristicas gerais

As algas marinhas sao consideradas um grupo de seres aquaticos autotroficos,
fotossintetizantes. Elas podem ser encontradas em diversos ambientes marinhos e
continentais, podendo exercer a funcdo de protecdo para outros organismos, como
invertebrados e peixes. Sao utilizadas como fonte de proteinas, carboidratos e outras
moléculas por diversos organismos aquaticos, representando a base da cadeia
alimentar nos ecossistemas aquaticos.As algas apresentam uma estrutura variada, com
a presenca de parede celular composta de celulose, porém ndo possuem folhas, raizes
ou tecidos vasculares (Van denHoeck et al., 1995).

Sua classificacdo € bem diversificada, porém, na maioria das vezes, as algas séo
classificadas com base na coloracdo caracteristica dos pigmentos presentes nelas.
Podem ser classificadas em trés grupos: Phaeophyta (marrons/pardas), Clorophyta
(verdes) e Rodophyta (vermelhas), representadas na Figura 1 (Raven, Evert e Eichhorn,
2001). Alguns autores consideram também a classificacdo em Cianophyta, ou algas
azuis (cianobactérias), que representam 0s organismos procariontes cujas células nao
possuem nucleo definido, mitocdndria e os tilacéides ficam dispersos no citoplasma. Os
pigmentos que ditam a sua cor azul-esverdeadas sao ficocianina e aloficocianina
(Raven, Evert e Eichhorn, 2007).



Figura 1: Representantes dos filos A)Phaeophyta (algas marrons) — Lobophora variegata; B) Clorophyta
(algas verdes) — Acetabularia acetabulum; C) Rhodophyta (algas vermelhas) — Hypnea musciformis.
Fontes: www.horta.uac.pt/.../lobophora_variegata.html ; www.taringa.net; www.seaweedindustry.com
Acesso em: 07/06/13

As algas pardas, do filo Phaeophyta, s&o multicelulares e podem ser
encontradas em maior abundancia nas costas frias, em aguas boreais e polares. Séo
descritas cerca de 2000 espécies. Este tipo de alga, além de possuir clorofilas tipo a e
c, seus cloroplastos também contém varios carotendides, que incluem a fucoxantina e a
xantofila, responsaveis pela cor marrom escura, caracteristica desse filo (Raven, Evert
e Eichhorn, 2007).

As algas verdes, pertencentes ao filo Clorophyta, podem possuir estrutura
unicelular ou multicelular. Incluem, em sua maioria, algas aquaticas. Porém também
podem ser encontradas em outras variedades de habitats, tais como troncos de
arvores, solo e em simbiose com liquens, protozoarios e esponjas. Sao descritas cerca
de 1700 espécies desta classificacdo. Elas também possuem clorofilas tipo a e b além
de uma grande quantidade de carotendides. Adicionalmente, possuem a capacidade de
armazenamento de amido em seus cloroplastos (Raven, Evert e Eichhorn, 2007).

As algas vermelhas, do filo Rhodophyta, estdo presentes, predominantemente,
em aguas tropicais e quentes, porém também podem ser encontradas em regides mais
frias do mundo. Estao descritas aproximadamente de 4000 a 6000 espécies, sendo que
apenas 100 delas habitam corpos de agua doce. A ficoeritrina € o pigmento, presente
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nas algas vermelhas, que confere a cor caracteristica delas por mascarar a cor verde
da clorofila tipo a. Também sdo encontrados os pigmentos ficocianina e aloficocianina,
porém em menores quantidades. Essas algas possuem clorofila tipo d, diversos
carotendides e a principal substancia de reserva € o amido, armazenado no citoplasma
(Raven, Evert e Eichhorn, 2007).

1.1.2 Importancia das algas

As algas, como dito anteriormente, formam a base da cadeia alimentar dos
ecossistemas aquaticos. Isso se deve a sua maior eficiéncia fotossintética, sendo
responsavel por cerca de 40-50% da fixacdo de carbono e producdo de oxigénio do
planeta. Associado a isso, elas desempenham papel vital na manutencdo dos
ecossistemas aquaticos porque incorporam energia solar em biomassa através da
fotossintese, atuam no ciclo dos elementos quimicos e na mineralizacdo, em processos
de biorremediacdo e como indicadores de poluicdo, por serem altamente sensiveis
(Katz et al., 2004; Vidoti e Rollemberg, 2004).

Diversos estudos sobre espécies do habitat marinho mostram que estes sao uma
rica fonte de compostos bioativos. As algas apresentam vantagem sobre os demais por
apresentar uma maior facilidade de obtencdo, quando comparada a esponjas e
ascidias, por exemplo. Além disso, apresentam amplo potencial de cultivo, o que gera
uma maior procura destas pelas industrias (Gombotz e Wee, 1998). Inumeras
atividades biologicas de algas ja foram relatadas, incluindo atividades como
antioxidantes, antivirais, anticoagulantes, antimicrobiana, dentre outras, o0 que
demonstra o amplo potencial destes organismos (Smit, 2004).

Do ponto de vista alimenticio e nutricional, as algas também exercem um
importante papel. Em muitos paises ha o consumo de grandes quantidades de algas,
pois estas fornecem fibras, minerais e vitaminas. No entanto, existe uma exploracao
indiscriminada dos bancos naturais. Por tal motivo, observa-se que nas ultimas décadas
houve um esforco maior para que se desenvolvessem técnicas de cultivo em larga

escala (Cardozo et al., 2007).
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As algas vermelhas s&o as mais exploradas no Brasil. Dentre elas os géneros
Gracilaria e Hypnea sdo as mais utilizadas devido ao processamento e producdo de
agar, particularmente na costa nordestina, se estendendo do Ceara até a Paraiba.
(Oliveira et al., 2002). Pode-se destacar a bioprospeccéao das algas Gracilaria cornea,
G.caudata e Gracilaria sp. Ja as do género Hypnea, sdo mais utilizadas na producao de

um ficocoloide de grande valor econdmico, o kapa-carragenana (Oliveira et al., 2002).

1.2 Polissacarideos Sulfatados

Os polissacarideos sulfatados (PS) sdo macromoléculas complexas, que
possuem uma estrutura quimica rica em polianions, apresentando-se como polimeros
formados por unidades de acUcarrepetitivas carregados negativamente, devido a
presenca de grupos sulfato (Figura 2). Essas caracteristicas, que em Uultima instancia
possibilitam sua ligacdo a um grande numero de proteinas, sdo responsaveis pelas

inUmeras atividades biolégicas (Arfors e Ley, 1993).

Figura 2: Estrutura do polissacarideo sulfatado extraido do ourico do mar L. variegatus,
mostrando as unidades de acUcar repetitivas com a presenca de grupos sulfato.
Fonte: Mulloy et al., 1994

Podem ser subdivididos em 3 classes distintas: fucanas sulfatadas, galactanas
sulfatadas e glicosaminoglicanos.
Apresentam-se amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados

emmicrorganismos, animais (vertebrados e invertebrados) etambém em algas
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marinhas, sendo, entretanto, até entdo consideradas ausentes nas plantas superiores
(Dietrich et al., 1985; Yoon et al., 2002; Rocha et al., 2004).

1.3 Polissacarideos sulfatados de algas

As algas marinhas sdo uma das principais fontes de polissacarideos sulfatados
ja estudadas. Nestes organismos, os PS podem ser encontrados em diversas formas,
variando conforme o tipo de alga (Sousa, 2010).

Os PS, assim como os demais polissacarideos, podem apresentar uma
heterogeneidadeestrutural, porém esta se demonstra mais acentuada quando
comparada as dos polissacarideos neutros, carboxilados ou dos fosforilados, ja que
pode ocorrer variagcdo no grau de sulfatacdo e na posi¢cédo de substituicdo dos sulfatos
na molécula (Boisson-Vidal et al., 1995; Haron-Bouhedja et al., 2000). Nos itens a
seguir nos concentraremos em discutir com mais profundidade a relacdo entre a

variacao de estrutura e classe de algas.

1.3.1 Polissacarideos sulfatados de algas pardas

Os PS presentes nas algas pardas possuem em sua constituicédo,
majoritariamente ou exclusivamente, as fucanas (Quillet, 1961). Em sua maioria sao
fucanas ramificadas e com padrdo de sulfatac@o irregular (Bilanet al., 2004). Além
disso, podem estar na forma de homo ou heteropolissacarideos. Aqueles que possuem
até 90% de L-fucose, sdo chamados de fucanas e os demais de fucoidans, porém
alguns autores empregam esses termos como sinbnimos (Berteau e Mulloy, 2003).

As estruturas dos PS podem diferir conforme a variacdo das espécies de algas e
podem ainda variar dentro da mesma espécie. Como exemplo, tem-se as alteracdes
que podem ocorrer no padréo da ligacdo glicosidica nas fucanas (Ushakova, 2009),
isso inclui as de Laminaria saccharina, L. digitata, Analipus japonicus, Cladosiphon
okamuranus e Chordafilum (Figura 3) que tém suas cadeias centrais compostas de
unidades de a-(1—3)-L-fucopiranose, e também as fucanas isoladas de Ascophyllum

nodoso e Fucus vesiculosus, espécies que tém suas cadeias centrais compostas de
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repeticdo a-(1 — 3) e a-(1 — 4)-L-fucopiranose (Yang et al., 2011).Devido aessa
heterogeneidade das estruturas, as diferentes condicoes de extragao utilizadas por
investigadores, podem originar o isolamento de formas distintas de fucanas (Li, 2008).

Ligacéo
1->3

e F oo Ligacéo
oso,- 1->4

Choraa filum Moces vesicalosus

Figura 3: Estrutura de fucoidans de Chorda filum e Fucus vesiculosus, mostrando a diferenga no tipo de
ligacao glicosidica (=) e na possibilidade de ramificagdo (—). Retirado de Chizhov et al., 1999

1.3.2 Polissacarideos sulfatados de algas verdes

Nas algas verdes, os polissacarideos sulfatados sdo mais heterogéneos que em
algas pardas, mostrando uma estrutura com grande complexidade e variabilidade.
Normalmente, sdo ricos em galactose, manose, xilose, arabinose, glicose erafinose
(Siddhanta et al., 1999).

Embora as algas vermelhassejam a fonte mais comum de galactanas sulfatadas,
algumas algas verdes,particularmente as do género Codium, sdo uma fonte significativa
desses compostos (Love e Percival, 1964; Farias et al., 2008). As galactanas
sulfatadas,presentes nessas espeécies de alga verde, tendem a possuir estruturas mais
complexas e heterogéneas do que os seus homdlogos em algas vermelhas. Algumas
algas contém arabino galactana sulfatada e glucogalactana sulfatada (Love e Percival,
1964; Matsubara et al., 2001). Existem relatos sobre uma galactana sulfatada altamente

ramificada a partir C. yezoense, que contém uma cadeia linear de residuos 3-B-D-
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galactopiranose contendo ramificacdes de oligossacarideos curtos por meio de ligagdes
(1 — 6).Nesta classe de PS, os grupos sulfato sdo encontrados principalmente em C-4e
em pequenas quantidades em C-6 (Bilan, 2004).

As algas verdes também podem ser fontes de outros tipos de polissacarideos
sulfatados. Isso inclui, por exemplo, um heteropolissacarideoobtido a partir de
Enteromorpha compressa que € sollvel em agua e pode estar ligado a ramnose na
posicdo (1 — 2 ou 1 —4), a xilose e a unidades acido glucurénico na posi¢ao (1 — 4).
Grupos sulfato, quando presentes, podem estar situados na posi¢cdo C-3 de ramnose e
C-2 de xilose (Ray, 2006).

1.3.3 Polissacarideos sulfatados de algas vermelhas

Em algas vermelhas, sdo encontrados homopolissacarideos de galactose
sulfatadas, também conhecidas como carragenanas e agaranas. Esses termos séo
utilizados, de maneira geral, para referir-se a uma familia de polissacarideos sulfatados
que tem suas propriedades gelificantes alteradas por variagdes intramoleculares, as
quais geram interacdes intermoleculares. Esses polimeros podem formar fortes géis a
baixas concentracbes em solucbes aquosas. O comportamento dessas redes
tridimensionais, é baseado na auto-associacdo da estrutura primaria regular desses
polissacarideos. Essa caracteristica promove a formacdo de grandes agregados, que
somente se dissociam em maiores temperaturas e/ou em presenca de agentes
quelantes e/ou sais. Além disso, esses polimeros ainda podem apresentar substituicbes
de seus grupos hidroxila por grupamentos metil, piruvato, ésteres de sulfato ou as
vezes por monossacarideos adicionais (Usov, 1998; Lahaye, 2001).

A estrutura dessas moléculas pode variar entre as espécies de algas. Além do
tipo de enantibmero encontrado, o padrdo de sulfatacdo é outro fator importante de
distincdo destas moléculas, visto que tanto a quantidade como a posi¢cédo dos sulfatos
apresentam relacdo direta com a atividade bioldgica dos polissacarideos sulfatados
(Farias et al.,2008).

As carragenanas e agaranas apresentam cadeia linear com ligacdes alternadas
do tipo 3-B-D-galactopiranose (unidade A) e 4-a-galactopiranose (unidade B) entre as
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unidades, o que mostra uma unidade repetitiva de dissacarideos similar a dos
glicosaminoglicanos (GAGSs), sendo que a sulfatacdo pode ocorrer em diferentes pontos
(Usov,1998). Assim, asgalactanas formam um arranjo alternado entre as unidades A e
B, ou seja, (AB), (Figura 4).

[ (—=3)-p-D-galactopiranose - (1—4)-n-galactopiranose-(1=) 1 n

unidade A unidade B

Figura 4: Estrutura representativa da galactana de algas vermelhas, formando um arranjo alternado entre
as unidades A e B. Modificado de Painter, 1983.

A principal diferenga estrutural entre esses PS estd no fato de a unidade B do
dissacarideo béasico (alfa-galactopiranose) ser um estereoisémero L nos agares e D nas
carragenanas, enquanto que os residuos de beta-galactopiranose sempre pertencerem
a série estereoisomérica D (Figura 5) (Usov,1998; Lahaye, 2001).No entanto, podem
ocorrer variagdes estruturais devido a origem da galactana. Dependendo da espécie da
alga analisada, as unidades de alfa-galactopiranose podem apresentar-sena forma

ciclizada de 3,6-anidro-alfa-L-galactose (Stortz e Cerezo, 1991).
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Figura 5: Estrutura bésica repetitiva de carragenanas e agaranas.
Modificado de Painter, 1983.

1.4 Atividades bioldgicas dos polissacarideos sulfatados

Os PS sdo conhecidos por modular diversas fung¢des biolégicas. Ja foram
demonstradas atividades como anticoagulante (Anderson et al., 1976; Pereira et al.,
1999; Mourédo e Pereira, 2000; Pereira et al., 2002; Pereira et al., 2005), antitrombdtica
(Mourdo e Pereira, 2000; Mourdo, 2004), antitumoral (Soeda et al., 1994),
antiproliferativa (Costa et al.,, 2010), antiaterosclerética (Engelberg, 1991), antiviral
(Damonteet al., 1994), antioxidante (Zhang et al., 2003), anti-inflamatoria (Berteau e
Mulloy, 2003) e antinociceptiva (Vieira et al., 2004). No entanto, as agbes como
anticoagulante e antitrombotico sédo as mais estudadas (Mourdo e Pereira, 2000),por
isso, este item tera o foco nestas duas atividades, visto que também € o objetivo desse
trabalho.

A heparina éum polissacarideo sulfatado de origem animal (Figura 6). Foi o
primeiro farmacoutilizado como anticoagulante e ainda continua sendo o anticoagulante

mais utilizado, mesmo depois de 60 anos. Ele possuisitios de ligacao diversificados
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(Weizt, 1994) e seu mecanismo de agao baseia-se na sua ligagdo com a antitrombina e
ao cofator Il da heparina, inibindo a formacéo de trombina, do coagulo de fibrina e,

consequentemente, a coagulacao sanguinea (Figura 7) (Mouréo e Pereira, 2000).

0380CH :

H  0sO; o HNSOp

Figura 6:Unidade repetitiva do dissacarideo da heparina.
Fonte: Coelho e Laranjeira, 2004

Todavia, a heparina possui diversas limitagdes, podendo provocar algumas
reacfes adversas indesejaveis. Dentre elas pode-se citar a trombocitopenia, a
osteoporose, a alteracdo no metabolismo de lipideos e hemorragias, fazendo-se
necessario 0 monitoramento frequente de seu uso. Além disso, € obtida de intestino
suino ou pulm&o bovino, o que pode trazer risco de contaminacdo aos pacientes por
particulas virais ou outros agentes. Tais fatores levam a busca de novas substancias
com o0 mesmo potencial biolégico, se possivel, sem o0s riscos envolvidos na sua
administracao (Pereira et al., 2002).

Os PS de algas marinhas apresentam-se como um dos principais grupos de
substancias com amplo potencial anticoagulante e antitrombdtico. Sendo assim, séo
considerados como promissoras moléculas para o desenvolvimento de novos farmacos
em substituicdo a heparina ou como terapia alternativa. Isso se deve a grande
diversidade estrutural dessas moléculas, o que fornece a possibilidade de atuacdo em

outras vias, com diferentes mecanismos de acéo (Rocha et al., 2006).
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Figura 7: Diagrama do mecanismo da coagulagdo, indicando a acdo da heparina sobre a antitrombina e cofator
Il da heparina. Modificado de Rocha et al., 2006.

A D-galactana sulfatada extraida da alga vermelha Botryocladia occidentalis é
descrita como um polissacarideo com atividade anticoagulante semelhante a heparina,
por potencializar a inibicdo da trombina e do fator Xa na presenca de antitrombina e/ou
cofator Il da heparina (Farias et al., 2000). Isso pode ser mais bem visualizado ta tabela

I, onde é mostrada a comparacdo da atividade do padréo heparina e da galactana
sulfatada de B.occidentalis.

ICs"
_ Tabela | :
Polysaccharide Source Sulfat \PTT" . -
Thrombin/antithrombin Throog}!:;lc?o"hre G Xafanﬂ?t%?‘;mbin
molfmol IUimg pgiml
Sulfated galactan IB. occidentalis (Fig. 14) 1.5¢ 130 + 10 0.06 (+0.01) 0.03 (=0.01) 0.10 (+0.03) I
L. LUCLErier lI‘iE. 107 J..Uj | " gy a L U Uo) O _U.uUa) LU Z9)
H. monus (Fig. 1C) 1.0¢ ~2 =500 =500 =500
Sulfated fican S froncicconus (Fig 103 107 == =500 =500 250
Heparin® 1.39 193 0.01 (*£0.01) 0.5 (=0.10) 0.04 (=0.02) I
ermatan sulfate 0.5% 4 =oll 07 (Z02) =ald

Tabela | : Propriedades anticoagulantes da galactana sulfatada de B. occidentalis em comparagdo com o padrao
heparina. Retirado de Melo et al., 2004.

extratos de algas do género Laminaria (Kimura, 1941). A acdo destes compostos se da,
principalmente, pela potencializacdo da ligacdo dos anticoagulantes naturais
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(antitrombina e cofator Il da heparina) aos cofatores da coagulacdo. No entanto a
inibicdo, em menor escala, do fator Xa da cascata de coagulacdo também pode ocorrer
(Nishino et al.,2000).

Algumas fucanas podem possuir acdo na alteracdo do processo de coagulacao,
promovendo a liberacdo do TFPI (inibidor do fator tecidual) ou de heparam sulfato, um
glicosaminoglicano sulfatado produzido pelas células endoteliais, que apresenta acao
antitrombdética. As fucanas A,B e C extraidas da alga Spatoglossum schroederi, por
exemplo, quando submetidas a testes anticoagulantesin vitro ndo apresentaram
nenhuma atividade. Entretanto, as fucanas A e B apresentaram atividade antitrombotica
in vivo, que foi atribuida ao fato destas estimularem a sintese de heparam sulfato
(Barroso et al., 2008; Rocha et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a infinidade de estruturas quimicas possiveis de serem
exploradas e o0s possiveis papéis farmacologicos/biolégicos que polissacarideos
sulfatados extraidos de macroalgas marinhas possuem, definimos devido a falta de
informacdes sobre a estrutura de polissacarideos sulfatados da alga G.caudata estudar
esta espécie. Além disso, existem diversos efeitos adversos provocados pelo uso de
heparina, entdo ha uma busca de novas substancias sem os riscos envolvidos na sua
administracdo, como ja anteriormente citado (Pereira et al., 2002). A exemplo da
galactana sulfatada de B. occidentalis, a qual possui poténcia comparavel a heparina,
esse trabalho também se inspira na prospeccdo de moléculas bioativas. Sem essa
etapa inicial seria impossivel encontrar novos farmacos ou prototipos a farmacos, visto
que a sintese ou semi-sintese dessas moléculas ainda ndo é possivel de ser feita em
laboratorio. Outro fato que deve ser pontuado é que com o0s constantes trabalhos de
elucidacao estrutural publicados na literatura foi possivel formar uma biblioteca de
estrutura de carboidratos (“carboidratoteca”) que tornou-se uma ferramenta importante
para a avaliacdo dos requisitos estruturais fundamentais na manutencdo ou
potencializacdo da sua atividade biolégica, tanto a anticoagulante (analisada neste

trabalho), quanto outras tantas passiveis de serem examinadas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais
Avaliacdo quimico-biolégica dos polissacarideos sulfatados presentes na alga

marinha Gracilaria caudata.

3.2. Especificos

- Extracdo dos polissacarideos sulfatados,

- Isolamento e purificagdo dos polissacarideos sulfatados,

- Andliseestrutural dos polissacarideos sulfatados e

- Avaliacdo de seu potencial biol6gico como anticoagulante em testes in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta da alga

A alga G. caudata (Figura 8) foi gentilmente coletada na Praia da Barrinha -
Icapui - Ceara, identificada pela bidloga marinha e coordenadora do Projeto “Mulheres
de Corpo e Alga” Rosimere Ferreira da Costa e enviada limpa em novembro de 2011

pela técnica Leandra Sebastiana da Silva.

VP

Y

NAR
\\\ Q\\»‘\ \

Figura 8:Alga marinha Gracilaria caudata. Fonte: Costa, Leandro
Silva; 2008.

4.2 Extracao dos polissacarideos sulfatados (PS)
4.2.1 Obtencao do po cetdnico

A alga foi seca (60°C por 24 horas), triturada e submetida a despigmentacédo e
delipidificacdo em acetona por 24 horas. Posteriormente, a mistura foi decantada, o
excesso de acetona foi descartadoe a alga foi secanovamente (60°C por 24 horas).

Este residuo obtido foi denominado “p6 cetdnico”.
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4.2.2 Digestédo proteolitica

Para realizacdo desta etapa, misturou-se ao p6 cetdnico tampdo de digestédo
(acetato de sédio 0,1 M, EDTA 5mM, cisteina 5 mM em pH 5,0) e, aproximadamente,
10% do peso seco do p6 cetbnico em papaina a 60°C por 24 horas para a extracdo dos
polissacarideos sulfatados totais. A suspensao foi filtrada e centrifugada em centrifuga
clinica (2000rpm por 5 min). Esse procedimento foi realizado tantas vezes quanto
necessario para que houvesse 0 esgotamento da extracdo dos polissacarideos
sulfatados da alga marinha. O esgotamento foi definido utilizando a metodologia de
deteccdo por azul de dimetil metileno (DMB), conforme explicada posteriormente. O

sobrenadante da extracéo foi recolhido e armazenado para testes posteriores.

4.3 Cromatografia de troca idnica

Os polissacarideos totais extraidos foram submetidos a cromatografia de troca i6nica
em coluna de DEAE-celulose. A coluna foi equilibrada e lavada com tampédo de
equilibrio (Tris-HCI 40 mM, EDTA 50 mM em pH 7,4). Os polissacarideos sulfatados
foram eluidos com o mesmo tampé&o contendo NaCl em diferentes concentracdes (0,3;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 4,0 M) e foram monitorados (Aszsnm) pOr meio da propriedade
metacromatica com azul de dimetil metileno (DMB). As fracdes que possuiam
polissacarideos sulfatados foram dialisadas exaustivamente contra agua destilada e
concentradas por liofilizacdo para o0s ensaios posteriores. A deteccdo dos
polissacarideos sulfatados foi feita através da identificacdo de metacromasia do DMB,
sendo a variacdo da coloracdo de azul para rosea, na presenca de polissacarideos
sulfatados. Com isso, adicionou-se cerca de 10uL de material em 1mL de DMB, para

verificar a presenca de PS que se manifestava pela mudanga na coloracao do corante.

4.4 Eletroforese em gel de agarose

As fracbes cromatografadas, em que se detectou polissacarideos sulfatados, foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,5% em tampdo 1,3 - acetato
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diaminopropano/benzina (pH 9,0) como descrito (Dietrich e Dietrich, 1976). O gel
preparado foi colocado sobre laminas de vidro. As amostras foram aplicadas no gel e
submetidas a eletroforese em cuba resfriada a 4°C. O gel foi submetido a 100 V por
aproximadamente 60 minutos. Apds a corrida, os polissacarideos sulfatados no gel
foram fixados durante 12 h com brometo de cetiltrimetil amdnio (Cetavion) 0,1 % em
agua destilada a temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi desidratado e corado com
azul de toluidina 0,1 % e descorado por acido acético / etanol / 4gua (0,1 : 5 : 5, v/v).
Para as eletroforeses realizadas, foram utilizados glicosaminoglicanos sulfatados como

padrdes (condroitim sulfato - CS e heparina - HEP).
4.5 Teste de aPTT

Plasma humano foi coletado em uma solucdo de citrato de sodio 3,8% na
proporcdo de 9:1 e analisado pelo tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT)
(Anderson et al., 1976). Para as andlises de aPTT foi utilizado como controle positivo,
heparina (193 Ul/mg). Neste ensaio 90 puL de plasma foram incubadas com 10 uL de
solugcdes com diferentes concentracfes de polissacarideos sulfatados ou heparina e
NaCl 0,9% . Logo apés, 100 uL de cefalina ativada (ReagentCelite, Biolab, Mérieux) foi
adicionado a mistura e incubado por mais 2 minutos. Em seguida, 100 uL CaCl, 0,25 M
foi acrescentado e o tempo de coagulacao foi registrado em um microcoagulémetro da
Amelung, modelo KC4A (Melo et al., 2008).

4.6 RessonanciaMagnética Nuclear

Os espectros foram obtidos em um espectrometro Bruker DRX 800 MHz
utilizando uma sonda de tripla ressonancia de 5 mm. Utilizou-se de aproximadamente
10 mg de amostra dissolvidas em 0,5 mL de D,O 99,9%. Os experimentos foram
realizados a 60°C com supressédo de D,O por presaturacdo. Foi realizado espectro

unidimensional (deteccéo direta de ;H).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cromatografia de troca-ibnica

Apés a extracdo dos polissacarideos sulfatados por digestdo proteolitica com
papaina, os polissacarideos totais obtidos foram submetidos a cromatografia de troca-
iGnica.

Os perfis cromatogréficos obtidos em coluna de troca ibnica (DEAE-celulose)
indicaram a separacdo de duas diferentes fracdes de PS, eluidas nas concentracdes
0,3 e 0,5 M de NaCl (Figura 9). O emprego de procedimentos cromatograficos,
utilizando a matriz trocadora aniénica DEAE-celulose, tem sido eficiente na separacao
de fracbes de PS em varias espécies de algas marinhas. Isso se da pelo fato de esta
matriz ser carregada positivamente, enquanto que os polissacarideos sulfatados séo
carregados negativamente. Logo, hd uma interagdo entre a matriz e essas moléculas,
gue sao posteriormente eluidas com tampado contendo concentracdes crescentes de
NaCl. Este, por sua vez, promove a “quebra” dessas interacdes, separando entdo os
polissacarideos sulfatados com diferentes padrdes de sulfatacdo na molécula (Bezerra-
Neto et al., 2008).

A eficiéncia de separacdo se traduz em vantagens, tendo em vista o elevado
grau de complexidade e heterogeneidade dos compostos presentes nas diferentes
espécies de algas, dificultando a sua caracterizacao estrutural posterior, quando ndo é

realizada essa abordagem metodoldgica de cromatografia (Zhang et al., 2008).
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Figura 9: Cromatograma dos polissacarideos totais extraidos da alga marinha Gracilaria caudata em

cromatografia de troca-i6nica (DEAE — celulose).

5.2 Eletroforese em gel de agarose
Apbés a separacdo dos polissacarideos sulfatados, as fracdes obtidas na

cromatografia, foram submetidas a analise em eletroforese em gel de agarose. Nesta
técnica, a presenca de polissacarideos sulfatados pode ser observada pelo fato do
corante azul de toluidina se complexar com compostos sulfatados, apresentando uma
banda com coloracao violeta. Além disso, € utilizado para producdo do gel de agarose
um tampédo a base de diaminopropano. Este é carregado positivamente, logo ha uma
interacdo dos polissacarideos sulfatados aplicados no gel com essa substancia. Por
isso, as moléculas com maior densidade de carga tendem a interagir mais com o gel,
consequentemente migrando menos. O que pode indicar o provavel padrdo de
sulfatacdo dos polissacarideos sulfatados aplicados.

A eletroforese em gel de agarose revelou pequenas diferencas na mobilidade
eletroforética entre as duas fracdes eluidas e o extrato bruto (Figura 10), ja que o
padrao de migracdo das trés amostras aplicadas sdo similares e co-migram com a

heparina, o que sugere alta densidade de carga negativa.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose do extrato rico em polissacarideos sulfatados e das fragfes da
cromatografia de troca idnica (CTI) comparado aos padrdes (heparina e condroitin sulfato).

5.3 Ensaio de aPTT

Posteriormente, as fragoes 0,3 e 0,5M foram submetidas a um ensaio de aPTT, o
qual revelou que as fragfes de polissacarideos sulfatados foram capazes de modificar o
tempo normal de coagulacdo, que é de aproximadamente 30 segundos (Figura 11). A
guantidade minima de polissacarideo sulfatado para prolongar o aPTT em 300
segundos foi de aproximadamente 95ug na fracao eluida com 0,3 M de NaCl e 89ug na
fracdo eluida com 0,5 M de NaCl. Desta forma, as duas fracdes testadas mostraram
possuir atividade anticoagulante, porém essa atividade ainda € considerada baixa
guando comparada a da heparina, cerca de 170 vezes menor. Entretanto, testes

utilizando enzimas purificadas da cascata de coagulacdo deverdo ser realizados para
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determinacdo do seu mecanismo especifico de acdo anticoagulante. Este pode ser
semelhante ao da heparina, atuando entdo na potencializacdo da ligacdo entre a
antitrombina e o cofator Il de heparina aos cofatores da coagulacdo, ou através da

inibicdo do cofator Xa, ou através de algum outro mecanismo ainda desconhecido.
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Figura 11: Atividade anticoagulante das fragc6es polissacaridicas 0,3M e 0,5M, obtidas por cromatografia de
troca i6nica (DEAE-celulose) de G.caudata, realizados segundo o teste de aPTT.

5.4Ressonancia Magnética Nuclear

Também foi realizado ensaio de ressonancia magnética nuclear para
caracterizacdo estrutural inicial do polissacarideo sulfatado presente na fracdo 0,3M.
Como descrito em alguns trabalhos, nos ensaios utilizando ressonancia magnética
nuclear unidimensional de protons existe uma regido caracteristica, entre 5,5 — 5,0 ppm,
onde ressona o préton anomérico. Nesta regido, a quantidade de sinais presentes esta
relacionada com a quantidade de prétons anoméricos de cada unidade de acucar que
compde a estrutura do polissacarideo sulfatado. Isso pode ser observado na figura 12,
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onde os quatro sinais presentes no espectro de RMN *H do polissacarideo sulfatado de

L. variegatus corresponde a seu tetrassacarideo repetitivo.
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Figura 12: Espectro de RMN 'H (A) e estrutura do tetrassacarideo repetitivo (B)
extraido de L. variegatus. Fonte: Mulloy et al., 1994.

O mesmo é observado no espectro do polissacarideo sulfatado extraido de E.
lucunter, onde ha presenca de um unico sinal nessa regido, que seria o referente ao
monossacarideo repetitivo que compde a cadeia do polissacarideo sulfatado (Figura
13).
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Figura 13: Espectro de RMN *H (A) e estrutura do monossacarideo repetitivo
(B) extraido de E. lucunter.Fonte: Pereira et al., 2002.

No espectro de RMN 'H da fracdo 0,3M, observou-se a presenca de um
quadrupleto entre 5,0 — 5,5 ppm, regido caracteristica do préton anomérico (Figura 14).
Esse dado sugere que o polissacarideo possua em sua estrutura basica quatro
monossacarideos repetitivos. Porém, esse dado preliminar necessita de ensaios
complementares como espectros de TOCSY, NOESY e COESY, para elucidagéo

estrutural mais completa.
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Figura 14: A) Expansdo dos espectros
unidimensionais (1H) da Fracdo 0,3M a
800MHz. O sinal do D,O foi suprimido por
pré-saturacdo. B) Expansdes da regido de
5,4 - 5,0ppm— Regido caracteristica do
préton anomérico.




6. CONCLUSAO

Os polissacarideos sulfatados extraidos e isolados da alga marinha Gracilaria
caudata apresentaram atividade anticoagulante no teste de aPTT,mas ainda nao é
possivel saber através de qual mecanismo eles atuam. Portanto, seria importante fazer
a avaliacdodo potencial farmacologico quanto a atividade anticoagulante desses PS
utilizando outros ensaios in vitro.

Através da caracterizacdo estrutural preliminar sugere-se que 0 polissacarideo
sulfatado possua em sua estrutura basica quatro monossacarideos, quese repetem ao
longo da cadeia. Todavia, mais testes se fazem fundamentais para a determinacao da

sua estrutura quimica.
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