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RESUMO

As algas marinhas sdo fontes naturais de macromoléculas conhecidas como
polissacarideos sulfatados. Essas macromoléculas sdo amplamente
distribuidas na natureza. Esta classe de compostos € amplamente encontrada
na natureza e suas propriedades farmacologicas, como anticoagulante,
antiplaquetario e antitrombético, tém atraido grande interesse nas ciéncias
farmacéuticas. O grau e posicdo de sulfatacdo, glicosilacdo e composicéo
monossacaridica destes polimeros variam, podendo apresentar alta
heterogeneidade e, normalmente, possuem alta flexibilidade molecular. Por
estas razfes detém a capacidade de interagir com outros compostos. E, assim,
cada polissacarideo pode possuir conformacdo estrutural Unica e, portanto,
apresentar atividade anticoagulante mais potentes do que outros compostos ja
descritos. O objetivo deste projeto é a purificagdo e analise da estrutura
quimica e do potencial anticoagulante de polissacarideos sulfatados oriundos
da alga marinha Halimeda tuna coletada no litoral do Estado da Bahia. Sendo
assim, a alga foi submetida a uma deslipidificacdo em acetona por 24 horas e
posteriormente ela foi suspensa em tampéao de digestdo com 10% do seu peso
em papaina, caracterizando assim o processo de extracdo dos PS e, em
seguida, foi adicionado 3 volumes de etanol ao sobrenadante da extracao.
Logo apds, os PS foram caracterizados por eletroforese em gel de agarose e
quantificados por métodos quimicos. Os resultados obtidos em eletroforese
mostraram que a banda apresenta padrédo de migracdo mais lento que a
heparina, sugerindo que esta molécula possua alta densidade de carga
negativa. A partir desse dado, a fracdo analisada foi submetida & cromatografia
de troca-idnica (DEAE-celulose), com o objetivo de purificar seus PS, eluindo
na faixa de 0,7 M a 1,5 M de NaCl. Apos o processo de purificacdo, realizou-se
outra eletroforese no qual foi observado que a fracdo nao alterou seu padréo
de migracdo apresentando padrdo de migracdo semelhante a heparina. A fim
de analisar a atividade anticoagulante da fracdo purificada, foi realizado o
ensaio de coagulacdo TTPA onde o resultado demonstrou atividade
anticoagulante, uma vez que a fracdo atingiu o tempo méaximo de 300
segundos na quantidade minima de 30 ug. E por fim, o ensaio estrutural no
espectro de infravermelho realizado apresentando similaridade ao da heparina,
confirmando a presenca de bandas caracteristicas de PS. Deste modo, a
descoberta de um novo polissacarideo sulfatado com potente atividade
farmacoldgica vem sempre acompanhada de perspectivas de um novo farmaco
a ser utilizado pela industria farmacéutica.

Palavras chaves: agdo anticoagulante, alga marinha, Halimeda tuna,
polissacarideos sulfatados.
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1. INTRODUCAO

1.1 Algas marinhas

O ambiente marinho apresenta uma diversidade de espécies comparavel
aguela presente nas florestas tropicais. Esta riqgueza de espécies (biologica) é
capaz de produzir uma enorme variedade de estruturas quimicas com grande
potencial para a descoberta de novos farmacos (Molinski, 2009).

As algas marinhas constituem um diversificado grupo de organismos
autotroficos que podem ser encontrados em ambientes aquaticos e terrestres
umidos (Sze, 1997). Apresentam grande variacdo de forma e possuem, assim
como as plantas, parede celular composta de celulose. Elas produzem oxigénio
e carboidratos, como resultado da fotossintese, que séo utilizados por outros
organismos, inclusive os animais (Sousa, 2010).

Nos ultimos anos o interesse no estudo de algas marinhas como fonte de
compostos bioativos tem crescido significativamente. Tal tendéncia pode ser
explicada com base nos seus componentes quimicos que apresentam
diferentes propriedades benéficas para a saude humana (Shin et al., 2006).
Além de apresentarem diversas utilidades no dia-a-dia, seja na alimentacdo, na
industria, agricultura e cosmético, também sédo ricas em polissacarideos que
lhes conferem atividade anticoagulante, antitumoral, antiviral, antitrombotica
entre outras (Souza et al., 2007).

As macroalgas marinhas sao classificadas conforme a predominancia
pigmentar presentes no organismo, sendo assim séo divididas em: cloroficeas,
rodoficeas e feoficias (Boney,1966).

As cloroficeas ou “algas verdes” caracterizam-se como o grupo mais
complexo em relacdo a riqueza de espécies, elas se assemelham as plantas
superiores por apresentarem clorofila a e b, fundamentais para a fotossintese.
Em termos de estrutura multicelular, possuem a celulose como principal
constituinte da parede celular e apresenta amido como substancia de reserva
(Bortolucci e Moraes, 2011) (Figura 1).

13



Figura 1: Alga Caulerpa verticilata. Adaptado do site
http://www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br/ na data 18/02/16.

Enquanto que as feoficias sdo chamadas de “algas pardas” por
apresentarem cloroplastos castanho-dourados. Esses organismos possuem
clorofilas a, c e carotenos, além do pigmento fucoxantina, responséavel por
mascarar a cor verde da clorofila (Bortolucci e Moraes, 2011). Sua parede
celular € composta, majoritariamente, por alginatos, fucoidanas e celulose
(Boney,1966) (Figura 2).

Figura 2: Alga Dictyota ciliolata. Adaptado do site
http://www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br/ na data 18/02/16.

E por sua vez, as Rodoficeas, conhecidas popularmente por “algas
vermelhas”, possuem clorofila a e ¢, em alguns casos d e carotenos, além dos
pigmentos ficocianina e ficoeritrina, responsavel pela coloracdo (Bortolucci e
Moraes, 2011). Em sua parede celular pode-se encontrar, basicamente,
ésteres, poligalactoses e celulose, podendo apresentar carbonato de célcio
também (McHugh, 2003) (Figura 3).
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Figura 3: Alga Ochtodes secundiramea. Adaptado do site:

http://www.biodiversidade.pgibt.ibot.sp.gov.br/ na data 18/02/16.

O que diferencia as classes das algas €&, principalmente, a composicéo
da parede celular. A celulose esta presente em todas as classes, no entanto
existem alguns componentes da parede celular especificos de cada alga. Nas
algas verdes tem-se basicamente acido galacturénico, nas algas pardas a
fucose e nas algas vermelhas a galactose, que sdo suas principais unidades de

acucar (Figura 4) (Boney,1966).

Acido galacturénico Fucose Galactose

Figura 4: Componentes da parede celular caracteristico de cada alga marinha.

Atualmente, a sistemética vegetal foi revolucionada pela aplicacdo de
ferramentas moleculares, embora grande parte da classificacdo tenha sido
mantida e corroborada por esta técnica. Entretanto, foi evidenciada a existéncia
de grupamentos filogeneticamente nédo relacionados e que tiveram que ser
realocados em grupos taxondmicos distintos (filos, ordens, familias), ou em
novos grupos criados para acomodar organismos de origens filogenéticas
diferentes. Segundo Adl e colaboradores (2005), as algas sao classificadas em

grupos de organismos procariotos (cianobactérias) e eucariotos, que estao
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divididos em trés grandes grupos: Chromalveolata, Archaeplastida e Excavata,
porém essa classificacdo encontra-se muito precoce de acordo com a literatura
(Adl et al., 2012).

1.2 Halimeda tuna

A alga verde Halimeda tuna ( Figura 5) pertence a classe Ulvophyceae, a
ordem Bryopsidales e a familia Halimedaceae. Ela costuma ser citada como
importante agente estruturador dos ecossistemas marinhos, assim como as
outras espécies desse género (Hillis-Colinvauxi, 1980). Por conta do formato
complexo dos seus talos, podem abrigar uma rica fauna e flora associadas,
além de serem importantes produtoras de sedimentos carbonaticos (Carneiro,
2011). O crescimento é de forma ereta, pendente ou alastrando e podendo
atingir até 13 cm. A reproducdo assexuada ocorre pelo desenvolvimento de
novo talos e a sexuada por gametas em hastes néo calcificada simples ou
ramificada, que se desenvolvem de nds ou na superficie de segmentos
(Verbruggen, 2005).

Figura 5: Alga Halimeda tuna. Retirado do site: http:// www.reefcorner.com/ em
26/05/16.

Ela é considerada tipica de ambientes tropicais, preferindo aguas
transparentes, quentes e em profundidades de 0 até 150 m. Sao abundantes
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nas regides costeiras do Nordeste, Bahamas, Caribe, india e ilhas do oceano

Pacifico, principalmente (Figura 6) (Carneiro, 2011).

Figura 6: Distribuicdo da espécie Halimeda tuna no mundo. Retirado do site
http//www.eol.org/ em 26/05/16.

1.3 Polissacarideos

Os carboidratos, também conhecidos como glicidios ou acucares, séo
moléculas constituintes dos seres vivos, assim como proteinas, lipidios e
acidos nucleicos. Eles atuam em processos bioldgicos essenciais para a vida
como sinalizacéo celular e interacdo entre outras moléculas, além das funcdes
mais conhecidas como estrutural e energética (Voet, 2000).

Estruturalmente, os carboidratos podem ser divididos em classes
dependendo da complexidade de sua estrutura. Os mais simples chamados de
monossacarideos podem chegar a 11 4tomos de carbono, sendo que 0s mais
conhecidos (glicose, frutose e galactose) tém seis carbonos (Figura 7)
(Lehninger et al, 2002). Os monossacarideos, principalmente as hexoses,
podem se unir em cadeia, formando desde dissacarideos (com duas unidades,
como a sacarose, que une uma frutose e uma glicose) (Figura 8) até
polissacarideos (com mais de 20 unidades, como amido e a celulose) (Figura
9). Embora muitos polissacarideos sejam formados pela mesma unidade, as
diferencas em suas estruturas, como presenca ou ndo de ramificacdes e
variedade nas ligacdes entre as unidades, conferem a eles propriedades fisico-

quimicas muito diversas (Voet, 2000).
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Frutose Glicose Galactose

Figura 7: Formula estrutural dos monossacarideos frutose, glicose e galactose.

CH,OH
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OH HO
o)
OH CH,OH
OH OH
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Figura 8: Formula estrutural da sacarose.
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Figura 9: Formula estrutural do amido. Adaptado de

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782009000300052 em
06/06/16.
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1.3.1 Polissacarideos sulfatados

Os polissacarideos sulfatados (PS) sdo macromoléculas dotadas de
radical sulfato e podem ser encontradas em tecidos animais e vegetais (como
algas e gramineas marinhas) (Rodrigues et al, 2009). Eles englobam um grupo
complexo de carboidratos com estrutura quimica rica em polianions. Por sua
natureza quimica, apresentam inimeras possibilidades de ligacfes a proteinas
em solucao tanto na matriz celular como no plasma sanguineo (Arfos, 1993).

Até pouco tempo, os estudos sobre os PS se mostraram voltados para a
expressdo em mamiferos, algas e invertebrados marinhos. Acreditava-se que
plantas superiores ndo apresentassem estas macromoléculas, no entanto ja
existem relatos da presenca dessas macromoléculas em trés espécies de
angiospermas, séo elas: Ruppia maritima, Halodule wrightii e Halophila
decipiens (Aquino et al., 2005).

1.3.1.1 Polissacarideos sulfatados das algas

A estrutura dos PS de algas é complexa e heterogénea em relacdo aos
polissacarideos de angiosperma e invertebrados marinhos, que sdo compostos
de unidades repetitivas (Mouréo, 2004; Aquino et al., 2005).

Percival e Mcdowell (1967) relatam que os PS podem se apresentar na
forma de fucanas nas algas pardas (Phaeophyceae), de galactanas nas algas
vermelhas (Rhodophyceae) e arabino-galactanas nas algas verdes
(Chlorophyceae). Nos invertebrados, eles sdo conhecidos como
glicosaminoglicanos, destacando-se o sulfato de condroitina, heparam sulfato,
gueratam sulfato, dermatam sulfato e heparina. (Kjellén e Lindahl, 1991).

As fucanas sulfatadas tém como caracteristica marcante a presenca de a-
L-fucopiranose (Figura 10) em sua estrutura (Rocha et al., 2001). Acredita-se
que por possuir um carater altamente higroscépico, as fucanas estariam
relacionadas com a protecdo da alga contra a desidratacdo, quando esta
submetida a longos periodos de exposi¢do ao sol durante marés baixas. Além
disso, a natureza mucilaginosa das fucanas parece tornar a alga flexivel o
bastante para crescer em ambiente liquido e rigida o suficiente para
permanecer estendida, de forma a melhor captar a luz e o0s nutrientes

existentes (Percival e Mac Dowell, 1967).
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CH; 0O OH
HO
HO
Figura 10: Estrutura molecular do acucar da macroalga parda Fucus sp formada por

unidades dissacaridicas de a-L-fucopiranose. Retirado de PIRES, 2013.

As galactanas, oriundas das algas vermelhas, sédo divididas em agaranas
e carragenanas. As agaranas (Figura 11) sdo da série L que apresentam
residuos de a-galactose ligada no carbono 4 enquanto as carragenanas
constituem a série D, sendo moléculas de elevada massa molecular composta
por unidade repetitiva de dissacarideo composta por B-D-galactopiranose
ligado ao carbono 3 e/ou a-galactopiranose/3,6-anidro-a-galactopiranose ligada

ao carbono 4 (Knusten et al., 1994).
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Figura 11: Estrutura molecular de uma agarana do tipo porfirana extraida da alga

vermelha do género Polysiphonia. Retirado de PIRES, 2013.

Nas algas verdes, as arabino-galactanas (Figura 12) apresentam um
grupo heterogéneo de polissacarideo contendo &acido glucordnico, xilose,
arabinose, manose, glucose ou galactose (Carvalho, 2000). Porém, as mais

encontradas sdo as D-manose e galactose (Ramana et al., 1991).

0S0;- OH

0 o
OH

Figura 12: Estrutura quimica da galactana sulfatada encontrada, majoritariamente, na

alga verde Codium isthmocladum. Adaptada de Farias et al., 2006.

Vérias atividades bioldgicas dos PS ja foram descritas na literatura como:
antitrombética, anticoagulante, antiviral, antioxidante, imunomodulatéria e anti-

inflamatoéria.

1.4Sistema de coagulacao

O aumento da incidéncia das doencas cardiovasculares, o sedentarismo,
0os habitos alimentares e o estresse sdo fatores que contribuem muito para
desenvolvimento de disfungBes relacionadas a trombose, com isso vem
aumentando consideravelmente a busca por novos farmacos anticoagulantes
na tentativa de encontrar um substituto para heparina (Rodrigues et al., 2010)

A necessidade de explorar novas biomoléculas com propriedades
bioldgicas oriundas de outros organismos como as algas marinhas, moluscos,

equinodermos, entre outros, € justificada devido aos efeitos colaterais do uso
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terapéutico da heparina, tais como plaquetopenia e hemorragia. Esse farmaco
é utilizado mundialmente como agente terapéutico na prevencao de tratamento
de pacientes acometidos por trombose venosa (Rodrigues e Farias, 2009).

Em 1964, Macfarlane, Davie e Ratnoff propuseram o sistema de
coagulacdo que vigorou por muitos anos na literatura (Figura 13). Ela foi
proposta para explicar a fisiologia da coagulacdo do sangue, segundo o qual a
coagulacdo ocorre a partir das vias extrinseca e intrinseca (Ferreira et al.,
2010). A iniciacao dar-se por meio de ativacdo proteolitica sequencial de pro-
enzimas por proteases do plasma, resultando na formacdo de trombina, onde
as duas vias se ligam tornando-se uma via comum e, entdo, quebra a molécula

de fibrinogénio em mondémeros de fibrina (Farias et al., 2006).

Via Intrinseca Via Extrinseca
Xll{a) tator tTciduaI
K%ﬁ? Vil{a)
IX{a}

Vi I.lll[gl]-_ (2]

tPA PAl-1
1 } ‘
PTNC/S —* V(a) + X{a)

plasminogénia

Antitrambina 111 —
II{_aj_-:- trombina
’l #—— plasmina
|Fibrinogénio T— fibrina 1

Figura 13: Sistema de coagulacdo. Retirado de FARIAS et al., 2006.

Grandes avancos ocorreram nos Uultimos 15 anos no campo da
homeostasia, a luz de importantes descobertas relacionadas a coagulacdo
sanguinea in vivo. Embora o conceito da “cascata” da coagulacdo tenha
representado um modelo bem sucedido e um avango significativo no
entendimento deste assunto, observacdes experimentais e clinicas de alguns
distirbios hemostéaticos recentes demonstram que essa hipotese nao reflete

completamente os eventos da hemostasia (Ferreira et al., 2010).
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Recentemente foi proposto o modelo baseado em superficies celulares
(Figura 14). O entendimento atual do processo hemostético considera a inter-
relacdo dos processos fisicos, celulares e bioquimicos que atuam em uma
série de estagios ou fases, e ndo em duas vias como antes. As fases de
iniciacdo, amplificacdo, propagacdo e finalizacdo esclarecem tal processo
(Quadro 1) (Ferreira et al., 2010).

Fases da Coagulacéo

Iniciacéo Amplificacéo Propagacéo Finalizacao

Endotélio Trombina  ativa Producéo de Processo da
vascular e células | plaquetas, grande coagulacéo é
sanguineas cofatores V e VIII, | quantidade de | limitado para
circulantes sdo | e fator Xl na |trombina, evitar oclusao
perturbados; superficie das | formacdo de um | trombotica ao
Interacéo do | plaquetas. tampdo  estavel | redor das areas
FVlla derivado do no sitio da lesao | integras dos
plasma com o FT. e interrupcdo da | vasos.

perda sanguinea.

Quadro 1. Fases da coagulacdo. Adaptado de Ferreira et al., 2010.
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. Immaq:ao Célula expressando
(nas celulas que o fator tecidual

expressam o FT)
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(na superficie das Villa VIl + FyW Va vV X X
plaquetas ativadas) l
IXa 1X
v
] ]
Va ?
Propagacéo (Complexo >
(na superficie das protrombinase) +
plaquetas ativadas) Xa a2 (Trombina)
_XasVla | —»
(Complexo
tenase) X

Fibrinogénio —— Fibrina

Figura 14: Modelo de coagulagdo baseado em superficies celulares. Retirado de
Ferreira et al., 2010.

1.4.1 Heparina

A utilizacdo de polissacarideos sulfatados surgiu a partir da necessidade
de uma fonte alternativa ao uso da heparina. Esse glicosaminoglicano tem sido
usado como anticoagulante e antitromboético, sendo o segundo composto
natural mais usado na medicina, perdendo apenas para a insulina. Sua
utilizacdo é frequente por causa da incidéncia de doencas cardiovasculares
(Mouréo, 2004).

A heparina é uma mistura heterogénea de polimeros de um
polissacarideo natural, extraido de tecidos animais, principalmente atraves da
mucosa intestinal suina. Ela tem a vantagem de ser bastante especifico, ndo
produzir anafilaxia ou alergia, tendo como efeito colateral mais importante a

trombocitopenia, raramente fatal (Melo, 2008).
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A interacdo com a antitrombina € que confere o seu principal efeito
anticoagulante. Ela atua na fase final da cascata de coagulagédo e aumentando
a afinidade da antitrombina e o co-fator Il da heparina por fatores do sistema de
coagulacédo. Logo, inibe a trombina e o fator Xa, impedindo a conversao do
fibrinogénio em fibrina (Figura 15). A heparina aumenta em até 2.000 vezes a

inativacdo da trombina. Seu antidoto, amplamente empregado em cirurgia

cardiovascular, e a protamina (Ofuso e Gray, 1988).
LESAO VASCULAR Heparina
Inibidores
Fatores intermediarios plasmaticos
Fator X / l

ativado ™) Protrombina (Fator Il)

|

Trombina (Fator Il ativado)

|

Fatores intermediarios

|

A Polimero de COAGULO
Fibrinogénio memmmp © = W FIBRINA

Figura 15: Atuagéo da heparina na cascata de coagulacdo sanguinea. Adaptado

de http://mwww.dbm.ufpb.br/~marques/Artigos/carboidratos.pdf

A heparina pode ser utilizada em esquemas terapéuticos em baixas ou
altas doses. A sua utilizacdo, em baixas doses, esta indicada quando se deseja
prevenir a trombose venosa profunda (TVP) em pacientes com determinado
risco trombodtico (pés-operatério de cirurgias abdominais e ortopédicas,
portadores de neoplasias ou sepse, pacientes em repouso prolongado, entre
outros). As altas doses sdao utilizadas com fins terapéuticos, quando se
pretende prevenir a ocorréncia de um segundo episédio tromboembdlico em
TVP ja instalado, embolia pulmonar, tromboses ou embolias arteriais ou que

estejam sendo submetidos a procedimentos, que implicam em risco trombatico,
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como cateterismos arteriais ou angioplastias, hemodialise e cirurgia
cardiovascular com circulagdo extracorpérea. Entretanto, o uso de heparina
estd associado a diversos efeitos indesejaveis, como: hemorragias,
trombocitopenia, metabolismo lipidico alterado e osteoporose durante
tratamentos prolongados. Grande tem sido os avancos da pesquisa para a
descoberta de compostos com atividade anticoagulante para que ocorra a
minimizacéo dessas complicagbes (Hamerschlak e Rosenfild, 1996).
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2. JUSTIFICATIVA

A heparina € um polissacarideo sulfatado extraido principalmente de
intestino de porco que possui em sua estrutura um pentassacarideo com
padrao de sulfatacao especifico responsavel pelo seu mecanismo de acao. Por
ser extraida de animais, hd um perigo constante quanto a contaminacédo dos
lotes de heparina caso estes animais estejam enfermos, em especial com
patologias que poderiam afetar os homens. Com isso, juntamente com o fato
da mesma obter muitos efeitos adversos, como hemorragia e trombocitopenia,
uma das estratégias na busca de alternativas tem sido a avaliacdo do potencial
anticoagulante de outros polissacarideos sulfatados, os quais podem ser
naturais ou quimicamente modificados (Melo et al., 2004). Neste contexto os
polissacarideos sulfatados de origem marinha se destacam por terem uma
menor probabilidade de contaminacdo por xenobidticos quando comparado aos
animais, além do fato das algas serem passivas de cultivo e pela sua estrutura
quimica distinta pode atuar em outros niveis moleculares no sistema de
coagulacdo sanguinea. A alga H. tuna ainda nao teve seu potencial biolégico
prospectado e nem a estrutura dos seus polissacarideos foi elucidada, com
isso houve o interesse desse estudo, podendo a mesma vir a ser detentora de
um polissacarideo sulfatado biologicamente ativo.
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3. OBJETIVO

3.10bjetivo geral

Este trabalho tem por objetivo o isolamento e a avaliacdo da atividade
anticoagulante e estrutura de polissacarideos sulfatados da macroalga marinha
Halimeda tuna.

3.2 Objetivos especificos

a) Extrair os polissacarideos sulfatados da macroalga H. tuna;

b) Purificar seus polissacarideos sulfatados;

c) Avaliar a sua atividade anticoagulante em ensaios in vitro; e

d) Estudar a estrutura do polissacarideo sulfatado com atividade
anticoagulante.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1Coleta e preparo do material

A alga H. tuna foi coletada pelo grupo de Produtos Naturais de
Organismos Agquaticos (GPNOA), coordenado pela Prof. Dra. Angélica Ribeiro
Soares do Nucleo em Ecologia e Desenvolvimento Sécio Ambiental de Macaé
(NUPEM/UFRJ - campus Macaé), na Praia de Cumuruxatiba, localizada no
litoral do estado da Bahia. O material coletado foi transportado em recipientes
plasticos contendo agua do mar até o laboratorio, onde foi identificado e
depositado. Em seguida, este material passou por um processo de lavagem
usando &4gua do mar. Apos triagem, a alga foi tratada com diclorometano,
visando a extracdo de metabdlitos secundarios, que sdo o alvo de estudo do
GPNOA. Todo residuo, foi seco em temperatura ambiente para a evaporacao
do solvente, triturado, acondicionados em sacos plasticos e estocados a — 20
°C. Em seguida, este material foi gentilmente cedido ao Laboratério Integrado
de Prospeccao de Produtos Bioativos — Grupo de Glicofarmacos, chefiado pelo

Prof. Dr. Leonardo Paes Cinelli.

4.2Extracao dos polissacarideos sulfatados (PS)

A alga H. tuna foi seca a temperatura ambiente, triturada e submetida a
despigmentacdo e deslipidificacdo em acetona por 24 horas. Mesmo com a
utilizacdo de diclorometano este procedimento padrdo foi realizado a fim de
minimizar contaminagdes futuras. Posteriormente, a mistura foi decantada, o
excesso de acetona foi removido e o material foi seco novamente (60 °C por 24
horas).

Posteriormente, a alga seca foi pesada e suspensa em tampao de
digestdo (acetato de sodio 0,1 M, EDTA 5 mM, cisteina 5 mM em pH 5,0) com
10% do seu peso seco em papaina. Este passo foi realizado até a completa
digestdo da alga, avaliada através da metacromasia em azul dimetil metileno
(DMB). Essa analise foi feita através da mudanca de coloracdo desse corante
na presenca de PS, que passa da cor azul para a cor rosa na presenca dessa
classe de compostos. No término de cada extracao, retirou-se uma aliquota de
50 UL do sobrenadante oriundo da extracdo e adicionou-se 1 mL de DMB.
Quando ndo mais se observou a alteragcdo da cor a extracao foi encerrada
(Farias et al., 2000).
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4.3Precipitagcdo em etanol dos PS

Os sobrenadantes de cada extracao obtidos através da completa digestédo
proteolitica foram reservados unidos e submetidos a adicdo de trés volumes de
etanol P.A. (Poli-total HTU) para que ocorresse a precipitacdo dos PS. O
processo de precipitacdo ocorreu a — 4 °C. Em seguida, o material foi
submetido a centrifugacdo a 2500 rpm por 20 min a temperatura ambiente e
dialisados exaustivamente contra agua destilada, liofilizados e armazenados a
— 4 °C (Landeira-Fernandez et al., 2000).

4.4Dosagens quimicas

4.4.1 Dosagem de polissacarideos sulfatados

Para a quantificacdo dos polissacarideos sulfatados foi construida
previamente, uma curva padrdo com condroitim sulfato (sulfato de condroitina
de baleia) (1 mg/mL) e adicionados 1mL de corante DMB a 0,1% as quais
foram monitoradas utilizando espectrofotémetro (Aszsnm). ESte corante possui
coloracdo azul e na presenca de PS sua coloracao se altera do azul para um
tom lilas/réseo. Os valores de absorbancia foram anotados e somente curvas

com R >0,99 foram aceitas (Rodrigues et al., 2009b).

4.4.2 Dosagem de acido urénico

Para quantificacdo de &cido urénico foi utilizado uma curva padrédo
construida com glucuronolactona (0,1 mg/mL). Para tal, as amostras foram
incubadas por 12 minutos a 100 °C com H,SO, concentrado e borato, sendo
resfriadas em seguida. Posteriormente foram adicionados 40 uL de carbazol
(0,2%) as amostras que ficaram incubadas por 10 minutos a 100 °C e
novamente resfriadas. Essas solucdes foram monitoradas utilizando
espectrofotometro (Aszsnm). Os valores de absorbéancia foram anotados e
somente curvas com R >0,99 foram aceitas (Dische, 1947).

4.4.3 Dosagem de hexose
Para a quantificacdo das hexoses totais foi utilizado uma curva padrao
construida com glicose (Img/mL). Foram adicionados as amostras 20 uL de

fenol a 80% seguido de 1mL de H,SO, concentrado. As solugdes foram
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resfriadas por 30 minutos a temperatura ambiente e monitoradas ultilizando-se
espectrofotometro (ABS 490nm). Os valores de absorbéncia foram anotados e
somente curvas com R >0,99 foram aceitas (Dubois et al., 1956).

4.5Eletroforese em gel de agarose

As fracOes de PS foram analisadas por eletroforese em gel de agarose,
como descrito por Dietrich & Dietrich (1976). Aliquotas de até 10 puL de cada
fracdo contendo aproximadamente de 10 a 12 pg foram submetidas a
eletroforese. Como padrdo de mobilidade eletroforética  foram
aplicados/utilizados 6 pg de sulfato de condroitina e 4 pg de heparina bovina.
Adicionalmente, nos pogos foram aplicados 3 yL de solucdo saturada de cresol,
substéancia utilizada para visualizagcédo da corrida. As amostras foram aplicadas
em gel de agarose 0,5 %, preparado em tampéao 1,3 diaminopropano acetato
0,05 M (pH 9,0). O gel foi submetido a 110 V por 1 h. Os PS no gel foram
fixados por 12 h com solucdo de Cetavlion 0,1 % em &gua destilada. Em
seguida, o gel foi desidratado e corado com azul de toluidina 0,1 % que se
complexa com compostos sulfatados e passa a apresentar coloracao violacea
e em seguida, descorado por H3CCOOH/EtOH/ H,O (0,1:5:5, v/v) (Dietrich e
Dietrich, 1976).

4.6 Testes de coagulacao

4.6.1 Tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPA)

Neste ensaio, amostras de plasma normal citratado (100 pL) foram
adicionados a diferentes concentragdes de PS e foram incubadas com 100 pL
de reagente de TTPA (cefalina). Ap6s 2 min de incubacédo a 37 °C, 100 puL de
CaCl, (25 mM) foi adicionado a mistura e o tempo de coagulacdo foi
monitorado em um coaguldmetro (Amelung KC4A). Os resultados foram
expressos em quantidade de polissacarideo necesséria para prolongar o tempo
de coagulacao (TTPA) em 300 segundos (Glauser et al., 2009).

4.6.2 Tempo de protrombina (TP)
O ensaio de coagulacado PT foi feito pelo método de Quick. 100 pL de

plasma e 10 uL das amostras (0-300 ug/mL em salina fisiolégica) foram
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misturados e aquecidos a 37 °C por 1 minuto. Passados o tempo de incubacéao,
a mistura foi adicionada 100 uL de tromboplastina de cérebro de coelho e o
tempo de coagulacdo gravado. Os resultados foram expressos como
quantidade de polissacarideo necessaria para prolongar o tempo de
protrombina (TP) (Assafim et al., 2006).

4.7 Cromatografia de troca iénica em coluna DEAE-celulose.

Os polissacarideos extraidos das frac6es precipitadas foram submetidos
a cromatografia de troca i6bnica em DEAE-celulose. A coluna foi equilibrada e
lavada com tampao de equilibrio (Tris 20 mM, EDTA 50 mM em pH 7,4). Os PS
foram eluidos em gradiente linear de NaCl e solubilizados no tampao de
equilibrio. O fluxo da coluna foi de 0,50 mL/min e fragbes de 1,0 mL foram
recolhidas e monitoradas (Aszs) por meio da propriedade metacromatica na
presenca de DMB. As fracGes de PS obtidas foram dialisadas exaustivamente
contra a agua destilada, concentradas por liofilizacdo e armazenadas a — 20 °C

até a realizacdo dos ensaios posteriores (Farndale et al., 1986).

4.8 Espectroscopia de Infravermelho

Aproximadamente 0,1 mg das amostras liofilizadas foram adicionadas a 1
mg de brometo de potassio e maceradas até a obtencdo de uma mistura
homogénea. A seguir foram preparadas pastilhas em prensa hidraulica,
aplicando-se uma forca de 15 toneladas por 5 minutos, as quais foram
submetidas a andlise por infravermelho. Os espectros de infravermelho foram
registrados com um espectrofotometro Perkin Elmer modelo Spectrum 65 FT-
IR, entre 400 e 4000 cm™. As medicBes foram realizadas com resolucéo de
varredura 4 cm™, em condicées ambientais normais (Adaptado de Wu et al.,
2013).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracéo e precipitacao dos PS
Os polissacarideos sulfatados extraidos por digestdo proteolitica foram
precipitados em uma Unica concentracéo de etanol, e em seguida, liofilizados e

pesados, podendo assim calcular o rendimento da extracdo (Tabela 1).

5.2 Dosagem dos PS e Acido urdnico

Os PS foram dosados através de uma curva utilizando condroitim sulfato
como padrao (Tabela 1), e posteriormente submetidos a eletroforese em gel de
agarose (Figura 16). De acordo com a dosagem pode-se observar que o Poli-
total HTU representou 10% de rendimento. Trabalhos envolvendo a extragao
de PS de algas marinhas demonstraram que o rendimento pode sofrer variacédo
segundo a metodologia e a espécie utilizada. Amorim (2005) obteve na
realizacdo de trés extracdes aquosas consecutivas seguida por precipitacédo
em Unica concentracdo de etanol absoluto, rendimentos de fracdes sollveis de
PS totais da alga marinha vermelha Halymenia floresia de 4; 20,6 e 14%,
respectivamente. Com isso, confrontando o resultado obtido mostra-se
razoavel comparado aos dados da literatura. O emprego de diferentes
metodologias de extracdo, o uso de diferentes agentes precipitantes, a
variacdo sazonal e a utilizacdo de diferentes podem influenciar o rendimento
final de PS (Rodrigues, 2009a).

Através da dosagem de PS obteve-se o resultado de aproximadamente
10%, o que corresponde a 395 mg de polissacarideo sulfatado com relacdo ao
peso inicial da alga. Ja a dosagem de hexose resultou em 6,7%,
correspondendo a 268 mg também em relacédo ao peso inicial da alga.

Através da eletroforese em gel de agarose observou-se que o Poli-total
HTU tem um padrédo de migracdo similar a heparina e apresenta uma banda
polidispersa, podendo indicar polissacarideos diferentes sendo extraidos na

mesma fracao.
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Tabela 1: Dosagem dos polissacarideos sulfatados e de acido urénico da alga

marinha Halimeda tuna das fracfes extraidas por precipitacdo Unica de etanol.

Fracdes Peso inicial Rendimento | Polissacarideo | Acido urénico
precipitadas da alga sulfatado (mg)
com etanol

Poli-total 4000 mg | 400 mg (10%) [ 395 mg (~10%) | 268 mg (6,7%)

®
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Figura 16: Eletroforese em gel de agarose das fracdo Poli-total HTU.

5.3 Cromatografia de Troca ibnica

O emprego de procedimentos cromatograficos, utilizando a matriz
trocadora anionica DEAE-celulose, tem sido eficiente na separacéo de fracdes
de PS em varias espécies de algas marinhas. Isso se da pelo fato desta matriz
ser carregada positivamente, enquanto que os PS sdo carregados
negativamente. Logo, ocorre interagdo entre a matriz e essas moléculas, pois
apresentam cargas contrarias, as quais sao posteriormente eluidas com
tampdo contendo concentracdes crescentes de NaCl. Este, por sua vez,

promove a ruptura dessa interacdo, separando entdo os PS com diferentes
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padrbes 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 caracterizacdo estrutural posterior,
gquando ndo é realizada essa abordagem metodolégica de cromatografia
(Zhang et al., 2003).

De acordo com a cromatografia pode-se observar que o material eluiu na
faixa de 0,9 M a 1,5 M em um unico pico metacromatico (P1) (Figura 17). Além
disso, a presenca de um polissacarideo neutro (PL) pode ser observada
através da dosagem de hexose, onde é possivel observar um pico majoritario
sem gradiente molar de NaCl (tampé&o de equilibrio) quando comparado ao
segundo pico que coincide com o pico metacromatico. Assim, como foi
observada, a coluna de troca i6bnica DEAE-celulose foi eficiente na confirmacéo
da purificacdo da fracdo de PS da H. tuna. Este resultado mostra que o
processo de cromatografia foi capaz de separar dois tipos de PS na fracéo,
neutro e sulfatado. Também foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
da fracdo obtida a partir dessa cromatografia, no qual apresentou a

caracteristica de co-migracdo com a heparina ou abaixo dela (Figura 18).
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Figura 17: Cromatograma da fragcdo HTU purificada (P1) em cromatografia de troca-

idnica (DEAE — celulose).
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose da fracao obtida através da cromatografia
de troca idnica da fragdo HTU purificada (P1).

5.4 Teste de coagulacao
5.4.1 Teste de TTPA (Teste de Tromboplastina Parcialmente Ativada)

O teste do TTPA é um dos mais usados na medicdo de polissacarideo
sulfatado com atividade anticoagulante, indicando com precisdo o potencial
anticoagulante do composto isolado (Mourdo e Pereira, 1999). Este teste é
considerado mais demorado, pois deve ocorrer ativacdo da fase-contato para
posterior desencadeamento da via intrinseca da coagulacéo. E ele contém um
ativador plasmatico e fosfolipidios que atuam como substituinte das plaquetas.
Nele, a mistura reacional dever ser recalcificada e a formacédo do coagulo é
cronometrada. Assim a espécie apresentou atividade coagulante na fracéo,
uma vez que o teste revelou que a fracdo HTU purificada atingiu o tempo
maximo de 300 segundos na quantidade minima de 30 pg, comparando com o

padréo de heparina ndo-fracionada (Figura 19).
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Figura 19: Atividade anticoagulante da fracdo HTU purificada precipitados por TTPA.

Vérios PS extraidos de algas marinhas reportaram acentuada atividade
anticoagulante. Como é o caso da D-galactana extraida da alga marinha
vermelha B. occidentalis, onde o PS inibiu a acdo da trombina via antitrombina
e cofator Il da heparina e de fucanas sulfatadas das algas marinhas pardas
Laminaria digitata, Pelvetia canaliculata, Fucus vesiculosos, Sargassum
muticum e Ascophyllum nodosum que também apresentaram atividade
anticoagulante exercendo um efeito inibitorio direto na trombina independente
da antitrombina (Rodrigues e Farias, 2008). Neste estudo, os PS obtidos da
alga H. tuna prolongaram significativamente o tempo de coagulacéo do plasma

humano.
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5.4.2 Tempo de Protrombina (TP)

O tempo de protrombina (PT) foi descrito por Quick, em 1935, para
quantificar a protrombina e avaliar os fatores I, V, VIl e X da coagulacéo (via
extrinseca). Esse teste contém como ativador plasmatico a tromboplastina
(Quick A.J, 1935).
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Figura 20: Atividade anticoagulante da fracdo HTU purificada precipitados por TP.

Através do teste pode-se observar que a fracdo ndo obteve atividade
significativa, ndo atingindo o tempo maximo mensurado nesse ensaio. Com
isso, é possivel afirmar que a fragdo Poli HTU purificada ndo possui atividade

coagulante na via extrinseca do sistema de coagulacéo.

A auséncia de atividade anticoagulante da fracdo HTU purificada pela via
extrinseca da H. tuna é normal, uma vez que a maioria das algas apresenta
esse comportamento. Somente poucas algas apresentam atividade

anticoagulante pelas duas vias.
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5.5 Caracterizacao estrutural do polissacarideo sulfatado de H. tuna.

Polissacarideos sdo macromoléculas de dificil elucidacdo estrutural
devido sua complexidade quimica, resultante da diversidade de ligacdes e
grupos substituintes (Berteau, 2003). O espectro no infravermelho tem sido
comparado a uma "impressdo digital' de uma molécula. Portanto se duas
amostras puras tém diferentes espectros no infravermelho, pode-se concluir
que elas representam diferentes compostos. Eles fornecem uma grande
riqueza de informacdes sobre as estruturas dos compostos (Silverstein et al.,
2006).

A fracdo purificada dos polissacarideos sulfatados de H. tuna foi
submetida a espectroscopia na regido do infravermelho de modo a fornecer
informacfes estruturais da mesma. O espectro obtido mostrou-se bastante
similar ao obtido para heparina (Figura 21), cabendo mencionar oS grupos
funcionais caracteristicos de carboidratos: regido entre 1200 e 900 cm™,
caracteristico da ligacado entre os monémeros formadores do polimero. A banda
mais intensa observada entre 3700 — 3200 cm™ corresponde ao estiramento da
ligagdo O-H, caracteristica dos monossacarideos. Observou-se também a
presenca de sinais caracteristicos de grupamento sulfato, estiramento
assimétrico da ligacdo S=O em torno de 1050 cm™ e estiramento da ligacdo
C=0 em torno de 1700 cm™, esta Ultima associada ao grupo acido carboxilico
do &cido urdnico (Abreu, 1997, Silverstein et al., 2006, Wu et al., 2013). Desse
modo, de posse dos dados de infravermelho € possivel inferir que a fracdo dos
polissacarideos sulfatados de H. tuna tem similaridade estrutural com a
heparina, salvo a intensidade do estiramento assimétrico da banda na regiao
de 1250 cm™, que mostrou-se menos intensa. Fato que possivelmente se deve
ao ambiente quimico em que os grupos sulfatados dos polissacarideos de H.
tuna se encontram ser diferente daquele observado para a heparina. Para
elucidar essa questdo seria necessaria uma completa caracterizacado espectral
via técnicas adicionais, como, ressonancia magnética nuclear e espectrometria

de massas.
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Figura 21: Andlise de infravermelho dos polissacarideos sulfatados da fracdo HTU

purificada.
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6. CONCLUSAO

- Aproximadamente 10% da constituicdo da alga H. tuna séo polissacarideos.

- A fracdo de Poli-total HTU apresentou atividade anticoagulante via intrinseca,
mas sem atividade pela via extrinseca.

- O processo de purificacao por cromatografia de troca ionica (DEAE-celulose)
foi eficiente para a purificacéo de polissacarideos.

- O espectro de IV da fracdo se apresentou similar ao da heparina, confirmando

a presenca de bandas caracteristicas de polissacarideos sulfatados.
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