Acta Scientiarum. Biological Sciences
ISSN: 1679-9283
eduem@uem.br

Universidade Estadual de Maringa
Brasil

Ariévilo Gurgel Rodrigues, José; Sousa Oliveira Vanderlei, Edfranck de; Gomes Quinderé, Ana Luiza;
Pedrosa Fontes, Bruno; Barros Benevides, Norma Maria
Polissacarideos sulfatados isolados das cloroficeas Caulerpa racemosa e Caulerpa cupressoides -
extracdo, fracionamento e atividade anticoagulante
Acta Scientiarum. Biological Sciences, vol. 32, num. 2, 2010, pp. 113-120
Universidade Estadual de Maringa
.png, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=187114387002

Como citar este artigo - & //!
— — 7
Sistema de Informacao Cientifica
Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto

Numero completo
Mais artigos

Home da revista no Redalyc


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1871
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=187114387002
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=187114387002
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=1871&numero=14387
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=187114387002
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1871
http://www.redalyc.org

DOI: 10.4025/actascibiolsci.v32i2.5923

Polissacarideos sulfatados isolados das cloroficeas Caulerpa racemosa
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RESUMO. A incidéncia de doengas cardiovasculares e os efeitos adversos da heparinoterapia
tém motivado a busca por novos agentes terapéuticos ¢ os polissacarideos sulfatados (PS) de algas
marinhas tém sido reportados como fontes alternativas para tal. Objetivou-se avaliar o potencial
anticoagulante dos PS totais (PST) isolados ¢ fracionados das cloroficeas Caulerpa racemosa ¢
Caulerpa cupressoides. Inicialmente, os PST foram extraidos com papaina em tampao acetato de
sédio 0,1 M (pH 5,0) contendo cisteina 5 mM e EDTA 5 mM, seguidos de fracionamento em
coluna de troca idnica de DEAE-celulose com gradiente de NaCl. As fragdes obtidas foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose a 0,5% e a atividade anticoagulante, mensurada pelo
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), usando-se plasma humano normal e
comparada a uma curva-padrio de heparina (193 UI mg"). Verificaram-se semelhantes perfis
cromatogrificos entre os PS de ambas as espécies, porém com padrdes de mobilidades distintas
quando as fragdes foram comparadas por eletroforese. Os PS modificaram o TTPA, cujas
atividades anticoagulantes foram de apenas 21,23 e 24,36 Ul mg™!, quando eluidos com 0,75 M de
sal para C. racemosa ¢ C. cupressoides, respectivamente. Portanto, PS anticoagulantes isolados das
cloroficeas C. racemosa ¢ C. cupressoides resultaram em efeitos anticoagulantes inferiores aos da
heparina. Estudos comparativos dessas moléculas também sio sugeridos como ferramentas
auxiliares na identifica¢io de algas do mesmo género.

Palavras-chave: algas verdes, macromoléculas sulfatadas, coagulagio sanguinea, TTPA.

ABSTRACT. Sulfated polysaccharides isolated from Caulerpa racemosa and Caulerpa
cupressoides (Chlorophyceaes) — extraction, fractionation and anticoagulant activity. —
The incidence of cardiovascular diseases and adverse effects from heparintherapy have led to a
search for new therapeutic agents, and the sulfated polysaccharides (SP) of seaweeds have been
reported as alternative sources. The aim of this work was to evaluate the anticoagulant potential
of total SP (TSP) isolated and fractionated from Caulerpa racemosa and Caulerpa cupressoides
(Chlorophyceaes). Initially, the TSP were extracted with papain in 0.1 M sodium acetate bufter
(pH 5.0) containing 5 mM cysteine and 5 mM EDTA, followed by fractionation on ion
exchange DEAE-cellulose column with NaCl gradient. The obtained fractions were analyzed by
0.5% agarose gel electrophoresis and the anticoagulant activity measured by the activated partial
thromboplastin time (APTT) using normal human plasma, and compared to a standard heparin
curve (193 TU mg™). Similar chromatographic profiles of SP were shown on both species, but
with distinct mobility patterns, when the SP fractions were compared by electrophoresis. SP
eluted with 0.75 M of NaCl modified the APTT, whose anticoagulant activities were only 21.23
and 24.36 TU mg" for C. racemosa and C. cupressoides, respectively. Therefore, anticoagulant SP
isolated from chlorophyceaes showed effects inferior to heparin, and comparative studies of these
molecules are also suggested as auxiliary tools in the identification of algae of the same genus.

Key words: green algae, sulfated macromolecules, blood coagulation, APTT.

sintese ~de  compostos,

conhecidos

As algas constituem um diversificado grupo de
organismos autotréficos que podem ser encontrados
em ambientes aqudticos e terrestres imidos (SZE,
1997), respondendo assim a inGmeras varidveis
ambientais (CAVATI; FERNANDEZ, 2008). A

polissacarideos sulfatados (PS), tem gerado grande
interesse na biotecnologia de produtos naturais,
tendo em vista as suas propriedades geleificantes,
espessantes e estabilizantes de misturas aquosas e
emulsbes na industria de alimentos (GLICKSMAN,
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1983), na bioprospec¢io de novos agentes
farmacolégicos (FONSECA et al., 2008) e na
prevenc¢io do estresse no cultivo de organismos
aquiticos (CHOTIGEAT et al., 2004; BARROSO
et al., 2007). Encontrados em grandes concentracoes
nas algas marinhas, virios aspectos, quanto 2
estrutura e ao metabolismo de polissacarideos de
algas, sido relatados em revisdes especificas
(PERCIVAL; McDOWELL, 1967).

A atividade anticoagulante ¢ uma das
propriedades bioldgicas mais estudadas de PS,
expressando-se nos mais diferentes organismos
aqudticos, incluindo as algas (FARIAS et al., 2000;
MATSUBARA et al, 2001; MOURAO, 2004;
PEREIRA et al., 2005; ATHUKORALA et al., 2006;
ATHUKORALA et al., 2007; ZHANG et al., 2008),
os vertebrados (SOUZA et al, 2007) e os
invertebrados (MOURAQ; PEREIRA, 1999).

O aumento das doengas cardiovasculares estd
intimamente relacionado a trombose, levando, na
grande maioria dos casos, a 6bitos ou 2 invalidez
parcial ou total, causando graves repercussdes ao
paciente, a sua familia e 2 sociedade. O
sedentarismo, hibitos alimentares e o estresse sio
considerados riscos em potenciais na promogio de
tais doencas (NADER et al., 2001). A necessidade de
se explorar novas biomoléculas com propriedades
anticoagulantes também ¢ justificada pelos efeitos
adversos da heparina (extraida de boi e porco), tais
como plaquetopenia, hemorragia ¢ risco viral. A
heparina ¢ mundialmente utilizada como agente
terapéutico (anticoagulante e antitrombdético) na
prevengio e no tratamento de pacientes acometidos
por trombose venosa e arterial, causada por
diferentes ctiologias (WEIZT, 1994) ¢ para motivar
virias pesquisas, utilizando organismos marinhos na
busca por novos heparinoides (MOURAO;
PEREIRA, 1999).

As algas representam um grupo heterogéneo de
organismos encontrados abundantemente em
muitos os ecossistemas e estudos comparativos de
PS isolados de espécies marinhas pertencentes ao
mesmo género sugerem como ferramentas auxiliares
na identificagio destes organismos, auxiliando nos
critérios clissicos de sistemdtica e taxonomia de algas
(RODRIGUES; FARIAS, 2009).

Neste contexto, a diversidade da flora marinha
brasileira favorece a descoberta de agentes
farmacolégicos na prevengio e no tratamento de
doencas relacionadas 2 trombose (FARIAS et al.,
2000; PEREIRA et al., 2005; FONSECA et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2009). De forma a contribuir
com a descoberta de novos agentes anticoagulantes,
duas espécies de algas marinhas verdes do género

Rodrigues et al.

Caulerpa  foram investigadas pelo emprego de
técnicas de bioquimica comparativa, contribuindo
também para a caracterizagio desses compostos de
algas pertencentes a0 mesmo género.

Material e métodos
Coleta e extragao dos polissacarideos sulfatados totais

Exemplares de Caulerpa racemosa (Forsskal) ].
Agardh e Caulerpa cupressoides (Vahl) C. Agardh
(CAULERPALES;  CHLOROPHYTA)  foram
coletados na praia do Pacheco-Caucaia-Ceard em
agosto/2007 e conduzidos em sacos plisticos ao
Laboratério de Carboidratos e Lectinas (Carbolec) do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara, Estado do Ceari. Em
laboratério, o material foi lavado com 4gua destilada e
separado de epifitas ¢/ou organismos incrustantes,
permanecendo estocado (-20°C) até a extragio dos
polissacarideos.

A extragio dos PS totais (PST) foi realizada segundo
Farias et al. (2000), com algumas modificacdes.
Inicialmente, a alga, desidratada em temperatura
ambiente (25°C) e macerada com N, liquido (5 g), foi
hidratada em 250 mL de tampao acetato de sédio 0,1 M
(AcNa) (pH 5,0) (Vetec Quimica), contendo EDTA 5
mM (QEEL) e cisteina 5 mM (Sigma Chemical). Em
seguida, foram adicionados 17 mL de uma solucio de
papaina bruta (30 mg mL™) para extracio dos PST em
banho-maria (MARCONI, modelo MA 159) durante
6h a 60°C. Apbés este periodo, o material foi filtrado,
centrifugado (2295 X g, 30 min; 15°C) e, ao
sobrenadante, adicionados 16 mL de cloreto
cetilpiridinio (CCP) (Sigma Chemical) a 10% para
precipitagio dos polissacarideos presentes na mistura por
24h a 25°C. Logo ap6s a precipitagio, o extrato foi
novamente centrifugado, lavado (200 mL; CCP 0,05%),
dissolvido em 174 mL de NaCl 2 M: etanol comercial
(100:15; v v'!) e novamente precipitado por meio da
adi¢io de 200 mL de etanol comercial (Santa Cruz)
(24h; 4°C). Logo apds a segunda precipitagio, o material
foi lavado duas vezes com 200 mL de etanol comercial a
80% e uma terceira com etanol comercial (200 mL),
quando finalmente foi dialisado e liofilizado para a
obtengio dos PST.

Purificagao por cromatografia de troca idnica em DEAE-
celulose

Os PST (30 mg), dissolvidos em tampio AcNa
0,05 M (2 mg mL™"), foram submetidos 4 cromatografia
de troca i6nica em coluna de DEAE-celulose (12 X 1,5
cm) (Sigma Chemical) equilibrada e percolada com
tampio AcNa 0,05 M até a completa remocio dos
polissacarideos nio-retidos, seguida do fracionamento
dos PS por eluicio (stepwise) com 0 mesmo tampao de
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equilibrio, contendo  NaCl em  diferentes
concentragdes (0,50; 0,75 e 1,00 M), utilizando-se um
coletor de fragdes (FRAC-920) com fluxo ajustado (60
mL h™). As fragdes de PS (3,0 mL) foram monitoradas
por meio da propriedade metacromatica, usando-se o
azul de 1,9-dimetilmetileno (ADM), segundo Farndale
et al. (1986), em espectrofotdmetro (AMERSHAM
BIOSCIENCES ULTROSPEC 1100) ajustado a 525
nm, e, em seguida, as fragdes metacromdticas foram
dialisadas exaustivamente contra dgua destilada ¢
concentradas  por liofilizagio para os  ensaios
posteriores.

Eletroforese em gel de agarose

Os PST e as fracoes de PS (25 pg) foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,5%
em tampdo 1,3 - acetato diaminopropano 0,05 M
(pH 9,0) (Aldrich). Os PS foram aplicados no gel e a
corrida foi realizada em voltagem constante (110 V)
durante 60 min. Apés a corrida, as amostras
presentes no gel foram fixadas com uma solug¢io de
N-cetil-N,N,N-brometo de trimetilamdnio 0,1%
(Vetec Quimica) por 24h. Em seguida, o gel foi
corado com azul de toluidina 0,1% (Vetec Quimica)
¢, finalmente, descorado com uma solugio contendo
etanol absoluto, dgua destilada e 4cido acético
concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v/v/v) como descrito
por Dietrich e Dietrich (1976). Pela inexisténcia de
padroes para algas, glicosaminoglicanos de animais
(condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS),
heparam sulfato (HS) e heparina (HEP)) foram
utilizados para a caracterizagio dos PS obtidos das
algas quanto aos padroes e s densidades de cargas.

Andlises quimicas

O conteddo de carboidrato total (CT) das fragdes
foi determinado pelo método do fenol-icido
sulfarico de Dubois et al. (1956) em placa
(MASUKO et al., 2005), utilizando-se a D-galactose
para a obteng¢do da curva-padrio em leitor de Elisa
(AMERSHAM BIOSCIENCES, modelo
BIOTRAK 1II). O conteido de proteinas
contaminantes (PC) foi estimado pelo método
descrito por Bradford (1976), usando-se albumina
sérica bovina como padrio. O teor de sulfato livre
(SL) foi determinado pelo método gelatina-birio
descrito por Dodgson ¢ Price (1962), usando-se
sulfato de s6dio para a obten¢io da curva-padrio.

Ensaios anticoagulantes

A avaliagio da atividade anticoagulante foi
realizada por meio do teste do tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), segundo
especificagdes do fabricante. Inicialmente, o sangue

citratado de humano normal (diferentes doadores)
foi centrifugado (73,75 X g 15 min.) para a
obtengdo de um plasma pobre em plaquetas. Para a
realizagio do teste, 50 pL de plasma humano foram
incubados a 37°C por 3 min. com 10 pL da solugio
de PS e 50 pL do reagente TTPA (CLOT, Bios
diagnéstica). Apés a incubagio, foram adicionados
50 pL de cloreto de cilcio 25 mM (CLOT, Bios
diagndstica) 3 mistura para se ativar a cascata de
coagulagio. Os foram
duplicata, sendo o tempo de coagulacio registrado
automaticamente em um coaguldometro (DRAKE,
modelo  QUICK-TIMER) e a  atividade
anticoagulante expressa em unidades internacionais
(UI) por mg de polissacarideo, utilizando-se a HEP
(193 UI mg™) como curva-padrio.

ensaios realizados em

Resultados e discussao
Rendimento

O emprego da metodologia que utiliza a digestio
enzimitica de protefnas por enzimas proteoliticas
(papaina) na extragio dos PST
rendimentos semelhantes entre as espécies. A maior
quantidade de PST foi obtida em C. racemosa
(4,10%), enquanto na espécie C. cupressoides resultou
em, no miximo, 3,17% de rendimento total, a partir
de tecido macerado da alga desidratado.

O rendimento destes compostos pode variar com
a utilizagio de diferentes espécies, metodologias
empregadas e condi¢oes de extragio. O emprego de
enzimas proteoliticas (papaina) na extragio de PST
das algas marinhas Botryocladia occidentalis (4,00%)
(rodoficea) por Farias et al. (2000) e o da cloroficea
Caulerpa sertularioides (3,30%), segundo Bezerra-Neto
et al. (2008), resultaram em rendimentos
semelhantes aos da C. racemosa ¢ da C. cupressoides,
respectivamente. A utilizagio do método resultou
em rendimento inferior na espécie Gelidium crinale
(2,60%) (PEREIRA et al., 2005), mas superior em
Halymenia pseudofloresia (RODRIGUES et al., 2009),
cujo valor foi 40,00%. A extragio aquosa do alginato
(polissacarideo nio-sulfatado) da alga marinha parda
de Sargassum vulgare (16,90%) (TORRES et al., 2007)
apresentou rendimento de PST intermedidrio
quando comparada 2a feoficea Sargassum polycystum
(22,30%) (CHOTIGEAT et al., 2004), esta tltima
utilizando HCI como meio extrator dos
polissacarideos totais.

Segundo Bird (1988), a biossintese de PS
também pode sofrer variagio mediante as condi¢oes

resultou em

climiticas ambientais. Percival e McDowell (1967),
por outro lado, relatam que o emprego de extracoes
sequenciais resulta na otimizagio do rendimento de
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PS de algas. Rodrigues et al. (2009), realizando trés
extragdes consecutivas do PST da rodoficea H.
pseudofloresia por 24h, em presenga de papaina,
obtiveram rendimento de 47,14%. O emprego de
extragdes consecutivas sugere a obtengio de PS
distintos ¢ alocados em diferentes camadas do tecido
algal (RODRIGUES; FARIAS, 2009) podendo ser
considerado uma técnica importante na obtencio de
PS com propriedades geleificantes ¢ espessantes de
grande valor para a indastria alimenticia
(GLICKSMAN, 1983) ¢ de mnovos agentes
farmacolégicos (BEZERRA-NETO et al, 2008;
RODRIGUES et al., 2009). Portanto, a realizagio de
extragdes sequenciais, utilizando as espécies C.
racemosa ¢ C. cupressoides, sugere posteriores estudos
de maneira a tornar 6timo o rendimento.

Purificagdo por cromatografia de troca idnica em DEAE-
celulose

Os perfis cromatogrificos obtidos em coluna de
troca i6nica (DEAE-celulose) indicaram a separacio
de trés diferentes fragdes de PS (F I; F II e F III),
eluidas nas concentragdes 0,50; 0,75 e 1,00 M de
NaCl, (Figura 1). O maior
rendimento das fracoes foi obtido na F II, eluida
com 0,75 M de NaCl, em relagio 3s demais

respectivamente

observadas nos tixons (Tabela 1).

O emprego de procedimentos cromatograficos,
utilizando a matriz trocadora anidnica DEAE-celulose,
tem sido eficiente na separagio de fragdes de PS em
virias espécies de algas marinhas (FARIAS et al., 2000,
PEREIRA et al., 2005; BEZERRA-NETO et al., 2008).
Rodrigues ¢ Farias (2009) isolaram fra¢des oriundas de
trés extragdes consecutivas de PST da rodoficea H.
pseudofloresia, reportando diferengas marcantes entre os
perfis cromatogrificos dos PS isolados. A eficiéncia de
separagao se traduz em vantagens, tendo em vista o
elevado grau de complexidade e heterogeneidade destes
compostos presentes nas diferentes espécies de algas
(PERCIVAL; McDOWELL, 1967), dificultando a sua
caracterizacio estrutural (FARIAS et al, 2000;
PEREIRA et al., 2005; ZHANG et al., 2008).

Eletroforese em gel de agarose

A cletroforese em gel de agarose revelou
diferengas entre o grau de purificagio das fragdes ¢ o
PST, bem como no padrio de cargas das fragdes de
PS obtidas de ambas as espécies (Figura 2). As
fragdes F I ¢ F II de C. racemosa (Cr) apresentaram
um padrio de cargas diferentes entre si (Figura 2A) ¢
densidades maiores quando comparadas aos padroes

Rodrigues et al.

de glicosaminoglicanos ¢ a espécie C. cupressoides -
Cc (Figura 2C), distintas resolugdes no gel. A F III
(C. racemosa); F 1 e F III (C. cupressoides) nio foram
observadas (Figuras 2A e 2B). Quando a fracio
purificada F IT — Cr (C. racemosa) foi comparada a C.
cupressoides (F 11 - Cc), foi observado um distinto
padrio eletroforético (Figura 2C). A menor
mobilidade de F II — Cr sugere que a espécie
apresenta PS com maior presenga de grupamentos
sulfatos em relagio a F II - Cc. Tais caracteristicas
podem ser atribuidas em razio da heterogeneidade
estrutural destes compostos entre diferentes espécies
(PERCIVAL; McDOWELL, 1967; FARIAS et al.,
2000; PEREIRA et al, 2005; RODRIGUES;

FARIAS, 2009).
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Figura 1. Cromatogramas dos extratos totais de C. racemosa (A) e
C. cupressoides (B) em coluna de troca i6nica (DEAE-celulose). A
coluna foi equilibrada e lavada com tampio AcNa 0,05 M. Os PS,
adsorvidos no gel, foram eluidos com mesmo tampio, contendo
NaCl em diferentes concentragdes (0,50; 0,75 ¢ 1,00 ¢ M). Os PS
foram monitorados por meio da propriedade metacromatica com
azul-dimetilmetileno a 525 nm. (E—M™); polissacarideos
sulfatados (PS); (O—O) e gradiente salino (stepwise).

Rodrigues e Farias (2009), utilizando técnicas da
bioquimica comparativa na investiga¢io de PST
extraidos de rodoficeas do género Halymenia,
observaram diferengas marcantes quando galactanas
sulfatadas, a forma de PS presente em algas
vermelhas, (PERCIVAL; McDOWELL, 1967,
FARIAS et al, 2000; PEREIRA et al., 2005;
RODRIGUES; FARIAS, 2009; RODRIGUES
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et al, 2009), foram submetidas a colunas de
separacio por DEAE-celulose e eletroforese em gel
de agarose, sugerindo o emprego desta técnica como
mais uma estratégia importante na identificagio
taxondmica desses organismos.

® ® ®|®
. . ¥ .
© ©

Origem PST FI FII FIII PST FI FII F II Origem

O ®
o
©,

P FIIFIIHEP Origem
Cr Cc

cs
DS —
Hs —|°

Figura 2. Revelagio das fracdes de polissacarideos sulfatados das
algas marinhas verdes C. racemosa (A) e C. cupressoides (B) por
cletroforese em gel de agarose a 0,5% ¢ quando comparadas a
heparina (HEP) nio-fracionada (C). Os PST, as fragoes (FI; FIl e
F III) e os padrdes (P) de glicosaminoglicanos condroitim sulfato
(CS), dermatam sulfato (DS), heparam sulfato (HS) ¢ HEP,
presentes no gel, foram corados com azul de toluidina a 0,1%.

Neste trabalho, a utiliza¢io deste método para as
cloroficeas C. racemosa ¢ C. cupressoides também
revelou diferengas quando estes compostos foram
comparados entre si, realizando-se apenas uma dnica
extragio (Figura 2). Segundo Teixeira (2002), o
estudo de macromoléculas  envolvidas no
metabolismo de organismos marinhos sugere
correlacionar detalhes quanto ao seu uso como
marcadores moleculares taxondmicos, filogenéticos
e biogeogrificos.

Analises quimicas

A composic¢io quimica das fragdes separadas em
DEAE-celulose, quando submetidas ao gradiente
salino, também revelou diferengas entre as espécies
(Tabela 1). O contetido de CT das fragdes isoladas
(F L FII e F III) foi semelhante em C. racemosa,
enquanto menores teores (FI e F III) foram
encontrados para C. cupressoides. A fragio F II de C.
racemosa apresentou maior teor de SL (23,98%)
quando comparada i C. cupressoides (19,20%),
reforcando, assim, as observacdes da Figura 2C.
Também nio foram mensuradas proteinas soltveis,
denotando-se a eficiéncia do método na digestio
enzimitica de proteinas pela papaina durante a
extracio dos PST presentes em C. racemosa ¢ C.
cupressoides.

Tabela 1. Rendimento e composi¢io quimica das fragdes das
algas marinhas verdes C. racemosa e C. cupressoides.

Espécies Fragoes Rendimento (%)  Composi¢io quimica (%)
CT* PC

FI 9,36 26,50 -

C. racemosa FII 18,57 25,40 -
FIII 3,00 27,26 -
FI 16,36 15,89 -

C. cupressoides FII 2333 29,71 -
FIII 3,64 9,65 -

* Resultados da média de trés determinagdes; - Nio-detectado.

Percival ¢ McDowell (1967) reportam que
algumas separacdes de polissacarideos em algas
podem ser realizadas mediante a extragio diferencial,
utilizando-se diferentes solventes tais como a
extragio aquosa (fria e/ou quente) e a alcalina (fria
e/ou quente), rendendo fracdes com propriedades e
composicoes Além disto,
polissacarideos de cada espécie de alga possuem suas
caracteristicas préprias e dificuldades durante os

quimicas diferentes.

procedimentos de separac¢io e purificagio em razio
da  complexidade e heterogeneidade dessas
macromoléculas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967,
FARIAS et al, 2000; PEREIRA et al., 2005;
RODRIGUES; FARIAS, 2009; RODRIGUES
et al., 2009).

Atividade anticoagulante

Os ensaios anticoagulantes, realizados segundo o
teste do TTPA, revelaram fracoes de PS capazes de
modificar o tempo normal de coagulagio (Tabela 2).
A concentragio minima de PS para prolongar o
TTPA foi de 0,10 mg mL™ nas fragdes F 11, cluidas
com 0,75 M de NaCl, em ambas as espécies (C.
racemosa - Cr e C. cupressoides - Cc), cujas atividades
foram de 21,23 ¢ 24,36 Ul mg’, respectivamente. As
menores atividades foram observadas nas fragdes
eluidas com 0,50 ¢ 1,00 M de NaCl (C. racemosa),
enquanto nas fraces de PS, separadas nas mesmas
eluigdes (F I e F III) de C. cupressoides, a atividade
nio foi detectada a uma elevada concentragio de PS
(1,00 mg mL"). Desta forma, as
anticoagulantes das duas espécies verdes testadas
foram bastante inferiores 3 HEP nio-fracionada.

atividades

A acio dos PS de C. racemosa e C. cupressoides, na
coagulacio sanguinea, normalmente promoveu a
inibi¢io da via intrinseca ¢/ou comum da cascata de
coagulacio, quando mensurados pelo teste do TTPA
(Tabela 2), enquanto o teste de protrombina (dados
nio-apresentados) nio indicou prolongamentos no
tempo de coagulacio nas diferentes concentracoes
de PS testadas, sugerindo que estes compostos nio
atuam na inibi¢io da via extrinseca da cascata de

coagulagio (ATHUKORALA et al, 2006;
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ATHUKORALA et al., 2007; ZHANG et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2009).

Tabela 2. Atividade anticoagulante das fra¢des polissacaridicas
obtidas por cromatografia de troca idnica (DEAE-celulose) de C.
racemosa ¢ C. cupressoides em relacio 3 HEP.

Espécie Fragio Elui¢ao Teste do TTPA *
(NaCl)
1,00 %% (0,75 %% (0,50 ** (,25** 0,10 ** Ul mg’

mgmL'mgmL'mgmL' mgmL'mgmL"' ™

FI 0,50M 8847s 6833s 5500s - - 7,01
Cr FII 0,75M 181,97s 90,29s 73,20s 52,85s 4585s 21,23
FIII 1,00M 5790s 43,15s 34,40s - - 4,04
FI 050M - - - - - -
Cc FII 0,75M 203,005 103,655 84,35s 5950s 4545s 24,36
FIII 1,00M - - - - - -

*TTPA em segundos; **Concentragio de PS para prolongar o TTPA; ***Atividade
expressa em unidades internacionais (UT) por mg de PS; - Sem-atividade; HEP (193,00
Ul mg'; 0,01 mg mL™"; TTPA: 40,15 s); Plasma: 33,0 s.

Diferentes mecanismos anticoagulantes tém sido
reportados para os PS isolados de algas. Farias et al.
(2000) observaram acentuada atividade anticoagulante
de uma D-galactana sulfatada extraida da alga marinha
vermelha B. occidentalis. A atividade foi mediada pela
inibi¢io da trombina via antitrombina e cofator II da
heparina (reguladores plasmiticos da coagulacio
sanguinea) pela presenga de dois ésteres de sulfato em
um tnico residuo de galactose. Matsubara et al. (2001)
relataram que o polissacarideo isolado da alga marinha
verde Codium cylindricum possui um mecanismo
inibitério direto sobre a trombina independente da
antitrombina e do cofactor II da heparina.
Recentemente, Fonseca et al. (2008) reportaram estudo
comparativo entre duas galactanas sulfatadas isoladas
das rodoficeas B. occidentalis e Gelidium crinale,
envolvendo relagdes entre suas diferencas nas
proporgdes e/ou distribui¢io dos radicais sulfatos na
estrutura quimica e seus mecanismos distintos de
interacio com proteases, inibidores e ativadores do
sistema de coagulacio. A finalidade do estudo foi
elucidar as relagdes dos PS nas atividades anti- e pré-
coagulantes, além das agbes anti- e pro-trombdticas
destes compostos. Os autores propuseram ainda a
utilizagdo de polissacarideos de G. crinale, que
apresentam efeitos pré-coagulantes em baixas doses,
como promissores agentes terapéuticos para pacientes
acometidos por hemofilia ¢/ou por outras doengas com
deficiéncias de fatores de coagulagio.

As diferengas nas atividades anticoagulantes das
fragdes entre as espécies, no geral, reforcam os
diferentes comportamentos desses compostos,
quando observadas por eletroforese (Figura 2 ¢
Tabela 2). As maiores atividades foram verificadas
para dependentes das fragdes que apresentaram as
maiores defini¢des e densidade de cargas no gel
(Figura 2), principalmente em relagio a espécie C.
cupressoides, a qual apresentou atividade somente para

Rodrigues et al.

F II (24,36 UI mg™), mas nio para F I ¢ F III, nio
sendo estas ultimas observadas no  perfil
eletroforético (Figura 2B). Tais diferencas na
atividade das fragoes de C. racemosa e C. cupressoides
também vém justificar as caracteristicas destas
moléculas ji reportadas por eletroforese (Figura 2).
Entretanto, a agio dos PS na coagulacio nio ocorre
meramente como uma fun¢io de densidade de
cargas, mas também de composi¢io
monossacaridica, posi¢io de grupos sulfatos ¢
principalmente na  ocorréncia de  unidades
dessulfatadas (MOURAO, 2004). Desta forma, as
caracteristicas quimicas também sio pré-requisitos
para correlacionar as fungdes biolégicas com as
estruturas  desses  compostos (MOURAO;
PEREIRA, 1999; FONSECA et al., 2008; ZHANG
et al., 2008).

Os PS isolados das cloroficeas C. racemosa ¢ C.
cupressoides apresentaram baixo potencial
anticoagulante. No entanto, a heterogeneidade
destes compostos nas mais diferentes espécies de
algas pode promover interagdes particulares. Deste
modo, o uso destes polissacarideos em outros
processos biotecnoldgicos sempre gera expectativas
para a realizagio de diferentes ensaios bioldgicos
(MOURAO; PEREIRA, 1999; CHOTIGEAT et al,,
2004; BARROSO et al.,, 2007; FONSECA et al.,
2008). Mourio e Pereira (1999) enfatizam que nio
basta apenas comparar uma requerida dose para uma
acio antitrombdtica, mas também que a persisténcia
do efeito, os niveis de circulagio no plasma, a
correlagdlo  entre a agio anticoagulante ¢
antitrombdtica, a disponibilidade e absor¢io quando
a droga ¢ administrada em diferentes rotas, e os
modelos de experimenta¢io animal sio ferramentas
importantes no estudo de diferentes polissacarideos
no desenvolvimento de novas drogas, despertando,
assim, o Interesse para posteriores estudos por nosso
grupo de pesquisa.

Conclusao

Polissacarideos sulfatados isolados das cloroficeas
Caulerpa racemosa ¢ Caulerpa cupressoides apresentaram
baixo potencial anticoagulante. No entanto, a avaliagio
comparativa destes compostos quanto 2 identificacio de
espécies sugere uma ferramenta auxiliar na taxonomia
de algas. Um estudo com maior niimero de espécies do
género também seria indicado.
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