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RESUMO. O cultivo da rodoficea Solieria filiformis vem sendo desenvolvido na praia de
Flecheiras, Estado do Ceard, como perspectiva de utilizagio sustentivel do recurso para
biotecnologia, mas o crescimento de epifitas sobre a espécie compromete seu bom
crescimento. Desta forma, avaliou-se a eficiéncia de duas metodologias (M I e M II) no
isolamento da Kappa-carragenana (k-CAR) da alga marinha vermelha Hypnea musciformis. A
k-CAR foi obtida mediante digestio proteolitica (M I) ou dgua quente (80°C) (M II). Os
extratos foram analisados quanto A sua composi¢io quimica, seguido por cromatografia de
troca idnica em coluna de DEAE-celulose usando um gradiente de NaCl. A atividade
anticoagulante foi avaliada pelo teste do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA),
usando plasma humano normal e heparina (HEP) padrio (193 UI mg™). A diferenga nos
rendimentos foi 4,28 * 0,26%% (p < 0,05). O menor teor de sulfato foi obtido no M I
(17,00%) quando comparado ao M 1II (26,30%) e diferentes perfis cromatograficos foram
observados entre os métodos. O M 1 demonstrou ser eficiente na obten¢io de x-CAR
anticoagulantes (2,67 UI mg™), enquanto o M 1II ¢ alternativo para inddstria de alimentos.
Os resultados sugerem que o método de obtencio da k-CAR da rodoficea H. musciformis a
ser empregado depende do critério de utiliza¢io na inddstria.

Palavras-chave: rodoficeas, polissacarideos sulfatados, métodos de extragio, teste do TTPA.

ABSTRACT. Carragennan from Hypnea musciformis epiphyte obtained from
Solieria filiformis experimental culture at Flecheiras, Ceara State, Brazil. Solieria
filiformis (Rhodophyceae) culture is being developed at Flecheiras Beach, state of Ceard,
Brazil, for its future sustainable use in biotechnology. However, epiphyte growth on the
species jeopardizes suitable development. The efficiency of two methods (M I and M II) in
the isolation of kappa-carrageenan (k-CAR) from red marine alga Hypnea musciformis has
been evaluated. k-CAR was obtained by proteolytic digestion (M I) or by hot water (80°C)
(M 1II) and extracts were analyzed with regard to their chemical composition and then by
ion-exchange chromatography on DEAE-cellulose column with NaCl gradient.
Anticoagulant activity was evaluated by the activated partial thromboplastine time (APTT)
test with common human plasma and standard heparin (HEP) (193 TU mg™). Yield
difference reached 4.28 * 0.26%% (p < 0.05), and the lowest sulfate content was obtained
with M T (17.00%) when compared to that with M II (26.30%). Further, different
chromatographic profiles were reported between the two methods. Whereas M I was
efficacious in obtaining k-CAR anticoagulants (2.67 IU mg™), alternative M II was efficient
for the food industry. Results suggest that «-CAR extraction method from H. musciformis
depends on the industry’s usage criterion.

Keywords: rhodophyceae, sulfated polysaccharides, extraction methods, APTT test.

Introdugao

Algas  marinhas  vermelhas
galactanas sulfatadas (GS), polimeros de agticares
complexos e heterogéneos constituidos de unidades
repetitivas alternadas de (1 — 4) D-galactopiranose
e o (1 — 3) galactopiranose dotados de radicais
sulfatos os quais sio componentes da matriz

biossintetizam

extracelular, de grande aplicagio em Biotecnologia
(FARIAS et al, 2000; ARAUJO et al., 2008;
FONSECA et al., 2008; CAMPO et al, 2009;
RODRIGUES et al., 20092; RODRIGUES et al,,
2009b). O dgar e as carragenanas (CAR) sio os
hidrocoloides isolados de rodoficeas de elevado valor
comercial pelas suas propriedades funcionais fisicas
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na indidstria de alimentos (FRIEDLANDER,;
ZELIKOVITCH, 1984; MELO et al, 2002;
MACIEL et al., 2008; CAMPO et al., 2009) ¢ para
outros setores econdomicos (ARAO]O et al., 2008;
RODRIGUES et al., 2009b; SILVA et al., 2010), o
que tem motivado o cultivo desses organismos em
virios paises, citando-se, por exemplo, as espécies
Pterocladiella capillacea, Hypnea cornuta
(FRIEDLANDER,; ZELIKOVITCH, 1984),
Gracilaria chilensis (BUSCHMANN et al.,, 2001),
Kappaphycus alvarezii (MUNOZ et al., 2004), Hypnea
musciformis (GANESAN et al., 2006) e Gracilaria
birdiae (MACIEL et al., 2008).

Estudos demonstram que considerdvel variagio
estrutural também pode
compostos obtidos de diferentes espécies de algas e
quando elas sio coletadas em diferentes periodos do
ano, contribuem para alta complexidade e
heterogeneidade desses compostos (FARIAS et al.,
2000), quando também sio influenciadas pelas
condi¢bes  climiticas ambientais (PERCIVAL;
McDOWELL, 1967, FRIEDLANDER,;
ZELIKOVITCH, 1984; MARINHO-SORIANO;
BOURRET, 2003). Além desses fatores, a utilizagio
de diferentes metodologias na extragio de
polissacarideos sulfatados (PS), bem como aos
diferentes processos biotecnolégicos de obtengio
neles envolvidos, tais como as técnicas de extragio e
o uso de solventes de precipitagio, podem vir a
influenciar o rendimento, as propriedades fisico-
quimicas e a atividade biolégica (PERCIVAL;
McDOWELL, 1967, CAMPO et al, 2009
RODRIGUES et al., 2009a), que assim determinam
o valor desses compostos na industria (MARINHO-
SORIANO, 2001; CAMPO et al., 2009; SILVA et al,
2010).

O uso terapéutico da heparina (HEP), um PS
mundialmente utilizado na prevengio e tratamento
de pessoas acometidas por doengas cardiovasculares,
¢ limitado pelos riscos de hemorragia, plaquetopenia
e viral (MOURAO; PEREIRA, 1999), mesmo
aquela de baixo peso molecular (THOMAS, 1997).
Até recentemente, a baixa qualidade de algumas
preparagdes de HEP rotineiramente utilizadas para
cirurgias cardiacas no Brasil, decorrente da presenga
de contaminantes, também foi relatada, podendo
ocasionar aumento significativo do ntimero de casos
de discrasia sanguinea, aumento de reoperagdes ¢
efeitos adversos (MELO et al., 2008), motivando
assim a busca crescente por novos heparinoides
(FARIAS et al, 2000; PEREIRA et al., 2005;
FONSECA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009a;
RODRIGUES et al., 2009c; RODRIGUES et al,,
2010).

ocorrer entre esses

Rodrigues et al.

As CARs, em especial, compdem uma familia de
GS que sofrem diversas variagdes originadas de
substituicdes das hidroxilas livres. Esses PS sio
naturalmente divididos em seis formas bisicas: Iota
(v-, Kappa (k)-, Lambda (A)-, Mu (u)-, Nu (v)- ¢
Teta (0)- CAR, sendo esta classificacio quimica
importante comercialmente e para a distingio das
fontes das diferentes espécies de rodoficeas
produtoras (CAMPO et al., 2009).

A alga marinha vermelha H. musciformis (Wulfen)
Lamouroux possui como constituinte preponderante
de parede celular a k-CAR (STANLEY, 1987). Essa
espécie cresce naturalmente como epifita sobre a
rodoficea Solieria filiformis, uma das espécies nativas
cultivadas experimentalmente desde 2006 na praia
de Flecheiras, Estado do Ceard, como parte de um
projeto de pesquisa em colaboragio com a
comunidade local da regido e o Instituto Terramar,
comprometendo assim o bom desempenho desta
dltima. As condigdes climdticas ambientais
favorecem o cultivo de algas na regiio e,
consequentemente, para estudos de caracterizagio
fisico-quimica de ficocoloides, agregando, assim,
valores econdmicos/sociais/ambientais (MACIEL et
al., 2008). Este trabalho avaliou a eficiéncia de duas
metodologias de extragio da k-CAR de H.
musciformis para biotecnologia, contribuindo com os
estudos sobre a utilizagio sustentivel dos recursos
marinhos cearenses.

Material e métodos
Obten¢do da alga marinha e extra¢do da k-CAR

Exemplares da alga marinha epifita H. musciformis
(Wulfen) Lamouroux foram obtidos de exemplares
cultivados de S. filiformis (Rhodophyta) fixados em
estruturas long-line localizadas na regio costeira da
Praia de Flecheiras, Trairi, Estado do Ceard ¢ a
pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de
Carboidratos ¢ Lectinas  (CarboLec) do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
Universidade Federal do Ceard. Em laboratério, o
material foi lavado com dgua destilada e separado de
organismos incrustantes, permanecendo estocado (-
20°C) até a extragio dos polissacarideos. Para
extragio da k-CAR, duas metodologias (M I e M 1II)
foram utilizadas.

Método I

A extracio da k-CAR foi realizada de acordo com
Farias et al. (2000). Inicialmente, a alga triturada (5
g) foi hidratada em 250 mL de tampio acetato de
sédio 0,1 M (AcNa) (Vetec Quimica) (pH 5,0)
contendo EDTA 5 mM (QEEL) e cisteina 5 mM
(Sigma Chemical), e digerida com uma solugio de
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papaina bruta (30 mg mL"') (Vetec Quimica)
durante 6h a 60°C em banho-maria (MARCONI,
modelo MA 159). Em seguida, o material foi
filtrado, centrifugado (2725 X g; 4°C; 30 min.) e, ao
sobrenadante, foram adicionados 48 mL de cloreto
cetilpiridinio (CCP) (Sigma Chemical) a 10% (24h;
25°C) para a precipitagio da k-CAR. Logo ap6s uma
nova centrifugacio, o extrato polissacaridico foi
lavado (200 mL; CCP 0,05%), dissolvido em 174
mL de NaCl 2 M: etanol comercial (100: 15; vv') e
novamente precipitado pela adicio de 200 mL de
etanol comercial (24h; 4°C). Em seguida, o material
foi lavado com 200 mL de etanol comercial a 80% 2 X),
etanol comercial (200 mL; 1 X) e, finalmente,
submetido 3 secagem por estufa em circulagio de ar
(3h; 60°C) (MARCONI, modelo MA 035) (n = 3).

Método II

Inicialmente, a alga triturada (5 g) foi hidratada
em 1,5% de 4gua destilada (massa/volume) e
submetida a temperatura de 80°C em agitagio (4h)
para a extragio da k-CAR. Em seguida, o extrato
polissacaridico assim obtido foi filtrado e
centrifugado (2725 X g; 4°C; 30 min.) e, ao
sobrenadante, foi adicionado etanol comercial (1:3; v v™")
para precipita¢io da k-CAR durante 24h a 4°C. Logo
ap6s uma nova centrifugagio, o material foi seco por
estufa em circulagio de ar (3h; 60°C) (MARCONI,
modelo MA 035) (n = 3).

Os dados obtidos de ambos os métodos de
extragio foram expressos como Média = Desvio-
Padrio (D.P.) e analisados por meio do teste de
t-Student, considerando p < 0,05.

Andlises quimicas

O contetido de carboidratos totais (CT) da k-CAR
foi determinado pelo método do fenol-icido
sulfirico de Dubois et al. (1956), utilizando a D-
galactose para a obtengio da curva-padrio. O
contetido de proteinas contaminantes (PC) foi
estimado pelo método descrito por Bradford (1976),
usando albumina sérica bovina como padrio. O teor
de sulfato livre (SL) foi determinado pelo método
gelatina-bdario, descrito por Dodgson e Price (1962),
usando sulfato de sédio para a obteng¢io da curva-
padrio.

Cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-celulose

A k-CAR (15 mg), dissolvida em tampio AcNa
0,05 M (2 mg mL™"), foi submetida 3 cromatografia
de troca i6nica em coluna de DEAE-celulose (12 X 0,55
cm) (Sigma Chemical) equilibrada e percolada com
tampiao AcNa 0,05 M até a completa remog¢io dos
polissacarideos nio-retidos, seguido do
fracionamento da k-CAR por eluigio (stepwise),

139

com o mesmo tampio de equilibrio contendo NaCl
em diferentes concentracoes (0,50; 0,75 ¢ 1,00 M)
utilizando um coletor de fragdes (FRAC-920), com
fluxo ajustado (60 mL h'). As fragdes de k-CAR (2,5
mL) foram  monitoradas pela  propriedade
metacromitica usando o azul de 1,9-dimetilmetileno
(ADM) (FARNDALE et al, 1986) em
espectrofotdmetro (Amersham Biosciences
Ultrospec 1100), ajustado a 525 nm. As fragdes
metacromiticas obtidas foram dialisadas
(membranas de celulose 43 X 27 mm, Sigma-
Aldrich) exaustivamente contra 4dgua destilada
mediante a realizacio de cinco trocas didrias, durante
trés dias consecutivos, para eliminagio do NaCl
utilizado no fracionamento da k-CAR. Em seguida,
as fracées de k-CAR foram concentradas por
liofilizacio (LABCONCO, modelo Freezone 4.5)

para os ensaios posteriores.

Ensaio anticoagulante “in vitro”

A avaliagio da atividade anticoagulante foi
realizada  por tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), segundo
especificagoes do fabricante. Inicialmente, o sangue
de humano normal citratado (diferentes doadores)
foi centrifugado (73,75 X ¢; 15 min.) para a obtengio
de um plasma pobre em plaquetas. Para a realizagio
do teste, 50 uL de plasma humano foram incubados
a37°C por 3 min. com 10 uL da solucio de k-CAR ¢
50 L do reagente TTPA (CLOT, Bios diagndstica).
Apés a incubagio, foram adicionados 50 upL de
cloreto de célcio 25 mM (CLOT, Bios diagndstica) a
mistura para ativar a cascata de coagulagio. Os
ensaios foram realizados em duplicata, sendo o
tempo de coagulagio registrado automaticamente
em um coagulémetro (DRAKE, modelo QUICK-
TIMER) e a atividade anticoagulante expressa em
unidades  internacionais (UI) por mg de
polissacarideo utilizando a HEP nio-fracionada (193
Ul mg') do Instituto Nacional de Controle e
Padrées Bioldgicos, Potters Bar, Reino Unido. Para
a construgio da curva-padrio de HEP, utilizou-se a
faixa de concentragio de 0,01 a 0,10 mg mL™" desse
polissacarideo.

meio do teste do

Eletroforese em gel de agarose

Com a finalidade de avaliar a k-CAR isolada, em
densidade ¢ padrio de cargas, as fragbes
anticoagulantes (25 ug) foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose a 0,5% (DIETRICH;
DIETRICH, 1976) em tampio 1,3 - acetato
diaminopropano 0,05 M (pH 9,0) (Aldrich), quando
obtidas do M L. Desta forma, as fracoes de k-CAR
foram aplicadas no gel ¢ a corrida foi realizada em
voltagem constante (110 V) durante 60 min. Apés o
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procedimento, as amostras presentes no gel foi
fixada com uma solug¢io de N-cetil-N,N,N-brometo
de trimetilamoénio 0,1% (Vetec Quimica) por 24h.
Em seguida, o gel foi corado com azul de toluidina
0,1% (Vetec Quimica) e, finalmente, descorado com
uma solugio contendo etanol absoluto, 4gua
destilada e 4cido acético concentrado (4,95: 4,95: 0,1;
vvivh).

Resultados e discussao
Rendimento da k-CAR

O emprego de ambas as metodologias no
isolamento da k-CAR da alga marinha vermelha H.
musciformis resultou em rendimentos diferentes entre
si (Figura 1). A maior quantidade de k-CAR foi
obtida no M I (49,05 = 0,38%), enquanto 44,77 * 0,91%
resultaram com a utilizagio do M 1II, a partir da alga
desidratada (25°C) e triturada. Portanto, a diferenca
nos rendimentos de k-CAR foi 4,28 + 0,26% (p < 0,05).

b
501 a
—_—
e 40
g
= 304
£
S 204 M I
(&)
=7
104
0 Y

Extracio

Figura 1. Rendimento, por método, da k-CAR obtida mediante a
utilizagio do M I e M II da alga marinha vermelha Hypnea
musciformis. A alga foi desidratada (25°C) e triturada para extragio
da k-CAR com a protease cistefnica papaina em tampio acetato de
sédio 0,1 M (pH 5,0) (M I) ou dgua (80°C) (M II). Letras
diferentes sobre as barras representam diferenca significativa entre
os métodos utilizados em nivel de 5%.

As macroalgas marinhas sio grandes produtoras
de carboidratos (MARINHO-SORIANO;
BOURRET, 2003; ATHUKORALA et al., 2006;
ARAU]O et al., 2008; CAMPO et al., 2009;
RODRIGUES et al,, 20092) ¢ a maricultura de
muitos desses organismos vem sendo desenvolvida
em diversos paises do mundo (FRIEDLANDER;
ZELIKOVITCH, 1984; BUSCHMANN et al,
2001; MUNOZ et al., 2004; GANESAN et al,
2006; MACIEL et al., 2008), como estratégia
alternativa de obtenc¢io de novas macromoléculas
para o homem.

Neste experimento, os rendimentos de k-CAR,
quando obtidos de ambas as metodologias, foram

Rodrigues et al.

superiores aos obtidos por Marinho-Soriano (2001),
na extracio aquosa de PS (pH 6,5; 1h; 60°C) das
rodoficeas coletadas de banco natural Gracilaria
gracilis (30,00%), G. dura (33,50%) ¢ G. bursa-pastoris
(34,80%), ¢ com papaina de Champia feldmannii
(36,20%) (ASSREUY et al., 2008). O rendimento
total (47,14%) obtido por Rodrigues et al. (2009a),
utilizando a rodoficea arribada de banco natural
Halymenia  pseudofloresia mediante  extragdes
consecutivas de polissacarideos, também foi inferior
quando comparado ao M I, mas superou ao obtido
no M II neste trabalho (Figura 1). Maciel et al.
(2008) obtiveram 6,50% de dgar do extrato aquoso
(25-28°C) de G. birdiae (Rhodophyta), cultivada na
mesma regido de cultivo de S. filiformis e coleta de H.
musciformis, mas foi inferior quando comparado 2
extragio aquosa de G. cornea (21,40%) de bancos
(MELO et al., 2002).

Desta forma, a alga epifita H. musciformis, quando
obtida de um cultivo experimental, resultou em
grandes concentragoes de k-CAR. Os resultados
também sugerem que a utilizacio de extragdes
sequenciais poderia vir a ser empregada para a
obten¢io de maiores quantidades desse ficocoloide,
de maneira a tornar 6timo seu rendimento final, na
perspectiva de novas macromoléculas  com
propriedades gelificantes, espessantes e
emulsificantes para as inddstrias de alimentos
(MELO et al., 2002; CAMPO et al, 2009) e
farmacéutica (ASSREUY et al., 2008; FONSECA et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2009a).

Andlise da composi¢ao quimica e cromatografia de troca
ionica (DEAE-celulose)

A composigio quimica da k-CAR indicou que o
M I apresentou menores teores de CT e SL (43,50 ¢
17,00%, respectivamente) quando comparados a0 M
II. Também PC foram detectadas da k-CAR obtida
do M II (Tabela 1). Este fato pode ser o resultado de
contaminagio com 4cidos nucleicos. A auséncia de
PC da k-CAR obtida do M I também ¢ justificada
pela eficiéncia do método na digestdo enzimdtica de
proteinas pela papaina (RODRIGUES et al., 2010).
A coluna de DEAE-celulose foi eficiente no
fracionamento da k-CAR obtida de H. musciformis,
porém mostrou perfis cromatogrificos de k-CAR
diferentes entre os métodos utilizados (Figura 2). A
separagio de duas diferentes fracoes metacromaticas
de «-CAR (F I e F II), eluidas nas concentracoes
0,50 ¢ 0,75 de NaCl, respectivamente, foram obtidas
utilizando o M I, enquanto no M II foram separadas
em trés diferentes fragoes de k-CAR (FI; FII ¢ F
III), eluidas nas concentracoes de 0,50; 0,75 e 1,00
de NaCl, respectivamente. O maior rendimento de
k-CAR foi obtido nas fragdes F 1, eluidas com 0,50
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M de sal, em ambos os métodos, quando comparadas
as demais fragbes obtidas da espécie (Tabela 2).
Curiosamente, um nimero menor de fragdes de k-
CAR foi obtido no M I (Figura 2), porémem F I e F
IT observaram-se maiores metacromasias comparadas
as fragoes eluidas nas mesmas concentracdes de NaCl
utilizando o M II de extragio. Por outro lado, o maior
nimero de fragdes de k-CAR obtidas no M 1I
justificou o maior teor de SL (Tabela 1). Em suma, a
utiliza¢io de dois métodos de extragio para a k-CAR
da epifita H. musciformis resultou em diferenca entre
os teores de SL.

Tabela 1. Composi¢io quimica da k-CAR (Hypnea musciformis)
obtida de ambos os métodos.

Método PC* CT* SL*
MI - 43,50 17,00
MII 2,30 46,40 26,30

*Resultados da média de trés determinagdes. - ndo-detectado.

05
Fl —— M |
041 " Fil —— Ml

\
031 \ '\- = o/"\.
2l 1LV g

Propriedade metacromatica 525 nm

E_ \ \'\- \"\o é_ Fll
01f l \D \ N N\ l u\ﬂ\c
0,0 L \ \ /? |\.. \ \ & ]
] 5 10 15 20 25 0 35

Fracdes (2,5 mL)

Figura 2. Cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-
celulose da k-CAR da alga marinha vermelha Hypnea musciformis
utilizando M I ¢ M II. A coluna foi equilibrada e eluida com
tampao acetato de sédio 0,05 M (pH 5,0). A k-CAR adsorvida no
gel foi eluida com adigio de NaCl (0,50; 0,75 ¢ 1,00 M). (B—H1)
metacromasia (M I); (O—O) metacromasia (M II); (])
concentra¢io de NaCl (M).

Tabela 2. Rendimento das fragées de k-CAR obtidas dos
métodos M I e M II por cromatografia de troca idnica (DEAE-
celulose) da rodoficea Hypnea musciformis.

Método Fracio Elui¢io (NaCl) Rendimento (%)
MI FI 0,50 19,70

FII 0,75 15,58

FI 0,50 7,33
MII FII 0,75 2,66

FIII 1,00 -

- nio reunida pela escassez de material.

Avaliando a taxa de crescimento especifico sobre
o rendimento e qualidade das agaréfitas Gracilaria sp.
e P. capillacea ¢ das carragendfitas H. musciformis e H.
cornuta  cultivadas em condigées de campo,
Friedlander e Zelikovitch (1984) observaram que o
crescimento dessas espécies foi positivamente
relacionado com o contetddo de ficocoloides na
principal estagio de crescimento. Géis fortes (4gar)
coincidiram com o elevado conteddo de
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3,6-anidrogalactose, apresentando alta temperatura
de fusio e poder geleificante, ¢ baixos teores de
sulfato, enquanto nas espécies biossintetizantes de
carragenanas apresentaram géis mais fracos e baixos
conteidos de 3,6-anidrogalactose, com baixas
temperaturas de fusio e poder geleificante, ¢ baixos
teores de sulfato. Os pesquisadores observaram que
a composi¢io quimica e as propriedades fisicas dos
géis dos ficocoloides dessas espécies cultivadas,
quando comparadas aquelas de bancos, também
foram semelhantes.

Neste trabalho, a diferenga entre os teores de SL
(9,30%) e no fracionamento da k-CAR obtida da
rodoficea H. musciformis foram observadas, quando
os métodos M I e M II foram utilizados (Tabela 1 ¢
Figura 2). Tal fato sugere a hip6tese de Percival e
McDowell (1967), reportando que nio hi um
procedimento padrio para extragio de PS de algas.
Para os autores, PS diferentes em composigio e
propriedades quimicas podem ser obtidos com a
utilizacio de algumas técnicas de separagio, tais
como a extragio diferencial, precipitagio por
fracionamento com solventes e o emprego de
colunas de separagio. O emprego deste tltimo tem
sido bastante utilizado na separacio de PS presentes
em algas, revelando caracteristicas marcantes entre
espécies e metodologias na andlise de PS, a partir da
obtencio de perfis cromatogrificos (PEREIRA et al.,
2005; ASSREUY et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2009a; RODRIGUES et al., 2010).

Atividade anticoagulante

O teste do TTPA mostrou que as fragdes de k-CAR
da epifita H. musciformis obtida do cultivo
experimental da rodoficea S. filiformis apresentaram
atividade anticoagulante somente quando obtidas
pelo M I de extracio (Tabela 3). No entanto, o
TTPA das fragdes, a uma concentragio de 1,00 mg
mL! de k-CAR, foi minimamente alterado em 1,54
e 1,15 para 0,50 ¢ 0,75 M de sal, respectivamente,
cujas atividades das fragdes F I e F II da ordem de
2,67 e 2,08 Ul mg™' de k-CAR foram mensuradas,
em relagio a HEP nio-fracionada (193 UI mg).
Essas fragdes, quando submetidas ao procedimento
de eletroforese, também praticamente nio foram
observadas no gel e apresentaram-se parcialmente
homogéneas, quando comparadas ao PST (Figura 3),
sugerindo a baixa eficiéncia do método de separagio
utilizado (DEAE-celulose) na resolugio da k-CAR
obtida da alga marinha vermelha H. musciformis
(Figura 2).

A busca de novos heparinoides tem sido relatada
a uma variedade de organismos aquéticos
(MOURAQ; PEREIRA, 1999; PEREIRA et al.,
2005; ATHUKORALA et al,, 2006; FONSECA
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et al, 2008; RODRIGUES et al, 2009c;
RODRIGUES et al., 2010). Contudo, pesquisas
relacionadas sobre a utilizagio de algas marinhas
nativas, quando cultivadas de maneira sustentivel,
possuidoras de PS com atividades bioldgicas, sio
raras na literatura, por conhecimento.

Tabela 3. Atividade anticoagulante das fragées de k-CAR obtidas
por cromatografia de troca i6nica de DEAE-celulose da rodoficea
Hypnea musciformis em relagio 2 HEP.

Método Fragio Elui¢io Atividade
NaCl (M) * wox Sk Hokkk
T, T, mgmL"' TTPA (s) Ulmg’
MI FI 0,75 1,54 1,00 59,80 2,67
FII 1,00 1,15 1,00 44,55 2,08
FI 0,50 1,00 - - -
MII FII 0,75 1,00 - - -
FIII 1,00 1,00 - - -
HEP Naio-fracionada - 0,01 40,15 193,00
Plasma - 1,00 - 38,70 -

*Atividade expressa pela relagio de prolongamento T; T,' pelo teste do TTPA;
**Concentragio de k-CAR para prolongar minimamente o TTPA; ***TTPA em
segundos; ****Unidades internacionais por mg de polissacarideo.

()

O

Origem PST FI FII

Figura 3. Revelacio das fragdes de k-CAR obtidas pelo método I
da alga marinha vermelha por eletroforese em gel de agarose a
0,5%, quando comparadas ao polissacarideo sulfato total (PST). O
PST e as fragdes F I e F II presentes no gel foram corados com
azul de toluidina a 0,1%.

Avaliando GS isoladas da alga marinha vermelha
Botryocladia occidentalis, coletada de banco natural,
Farias et al. (2000) observaram acentuada atividade
anticoagulante da  espécie. Os  pesquisadores
relataram que o polissacarideo potencializa os
reguladores plasmiticos antitrombina e cofator II da
heparina sobre a atividade de inibi¢io da trombina,
decorrente da presenga de dois ésteres de sulfato em
um dnico residuo de galactose. Quando essa mesma
galactana foi avaliada em um modelo de trombose
venosa em ratos, foi observada uma potente
atividade
hemorrigico, quando a dose de 0,20 mg kg™ exerceu
efeito significativo na inibicio de trombos nos
animais (FARIAS et al., 2001). Esses estudos
também levaram a sugerir que o composto age a
uma dose antitrombdtica 20 vezes menor quando
comparado 3 dose anticoagulante, ou seja, o
polissacarideo nio alterou a coagulagio para exercer
efeito antitrombdtico, sendo assim uma ferramenta
importante quando relacionada a outras atividades

antitrombdtica e sem exibir efeito

Rodrigues et al.

bioldgicas, quando é necessiria a administragio de
maiores doses.

Curiosamente, neste trabalho, observou-se que a
utilizagio do M I na extracio da k-CAR de H.
musciformis resultou em maior rendimento de
carboidratos (Figura 1), mas as andlises quimicas
demonstraram que o referido método foi menos
eficiente para a obtengio de k-CAR (Tabela 1;
Figura 2), quando comparado ao M II. Embora com
tais diferencas entre os métodos, fracoes
anticoagulantes foram obtidas com a utilizagio do M 1,
quando atividades da ordem de 2,67 e 2,08 Ul mg’
para F I e F II, respectivamente, foram mensuradas
pelo teste do TTPA, utilizando a HEP como padrio,
enquanto fracdes polissacaridicas soltveis destituidas
de atividade anticoagulante foram observadas com a
utilizacio do M 1II de extracio (Tabela 3).

As carragenanas possuem cariter hidrofilico que
sofrem diversas variagdes originadas de substituigdes
das hidroxilas livres. A estrutura da carragenana de
H. musciformis é preponderantemente do tipo kappa,
sendo assim destituida de um grupamento sulfato
que esterifica no carbono 6 da unidade B da cadeia
principal e assim forma a liga¢io 3,6-anidrogalactose,
e um outro radical sulfato que também se faz
ausente na mesma unidade, quando comparada 2
carragenana do tipo iota (1). Decorrente da
eliminagdo desses dois radicais sulfatos que
esterificam em dois carbonos da unidade B da cadeia
principal, permite a formagio de géis fortes como
uma propriedade importante na inddstria de
alimentos (CAMPO et al., 2009). No entanto, a
perda do radical sulfato comparada a sua forma
precursora (mu-carragenana) sugere a baixa atividade
da k-CAR isolada da espécie (Tabela 3), uma vez
que a posigio desses radicais sulfatos e/ou a
densidade de cargas na estrutura quimica sio
consideradas como pré-requisitos importantes para a
agio anticoagulante (FARIAS et al., 2000). Em outro
contexto, a baixa atividade anticoagulante da k-CAR
de H. musciformis talvez possa vir a ser vantajosa em
estudos  biolégicos envolvendo modelos de
experimentagio animal (MOURAQO; PEREIRA,
1999; FARIAS et al., 2001; FONSECA et al., 2008;
SILVA et al, 2010), quando ¢ necessiria a
administragio de maiores doses, além da digestio
proteolitica (M I) possuir a propriedade em obter PS
mais soltveis em dgua.

A «-CAR, obtida da extracio aquosa (M II),
apresentou-se levemente pigmentada, justificando o
teor de PC (Tabela 1), enquanto a obtida por
digestio proteolitica (M I) mostrou-se isenta. Este
fato sugere o M II como uma forma mais econémica
de utilizagdo para inddstria de alimentos
(MARINHO-SORIANO, 2001; MELO et al., 2002;
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MACIEL et al., 2008; CAMPO et al., 2009). Embora
sendo de custo mais elevado e com a necessidade de
um ntmero maior de etapas de execugio, o M 1
demonstrou ser mais eficiente na obtencio de
K-CAR, sugerindo sua utilizagio para modelos
biolégicos experimentais (ASSREUY et al., 2008;
FONSECA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009a;
RODRIGUES et al., 2010). Segundo Athukorala et al.
(2006), o emprego de enzimas é considerado mais
eficiente na extragio de polissacarideos presentes no
tecido das algas, tornando possivel sua solubilizagio
em d4gua para realizagio de ensaios bioldgicos e
resultando em rendimentos maiores de compostos
bioativos.

Vale salientar que os fatores ambientais também
podem vir a influenciar o rendimento e as
propriedades  fisico-quimicas COmpostos.
Marinho-Soriano (2001) avaliaram o rendimento e
as propriedades fisico-quimicas do dgar extraido de
Geracilaria gracilis, G. dura e G. bursa-pastoris coletadas
de banco natural ¢ observaram variagio significativa
no rendimento. O elevado conteddo de 3,6-
anidrogalactose em G. gracilis ¢ G. dura nio foi
relacionado com teor de sulfato. Por outro lado, para
G. bursa-pastoris, a correlagio desses parimetros
levaram os autores a sugerir a provivel presenga de
sulfato em outras posi¢des na estrutura quimica em
adigdo a posi¢io 6 de L-galactose.

Portanto, outros métodos de extragio e técnicas de
clareamento da k-CAR obtida da extragio aquosa de
H. musciformis serao avaliados de maneira a viabilizar o
recurso em aplicagbes biotecnoldgicas diversas na

desses

inddstria ~ (grau  alimenticio),  bem  como
correlacionando  propriedades  fisico-quimicas ¢
biolégicas desses compostos com as condi¢oes

climaticas ambientais, durante perfodos de coleta desta
espécie obtida do cultivo experimental da rodoficea S.
filiformis no ano. Nessas perspectivas, estudos ji estio
sendo conduzidos por nosso grupo de pesquisa.

Conclusao

Kappa-carragenana isolada mediante digestio
proteolitica (papaina) ou d4gua quente (80°C),
seguido de procedimento cromatogrifico de troca
16nica (DEAE-celulose) da epifita Hypnea musciformis
obtida do cultivo experimental da rodoficea Solieria
filiformis, revela, por eletroforese, um heparinoide
parcialmente purificado e com baixo potencial
anticoagulante, a partir do hidrolisado enzimitico.
Os resultados sugerem que o protocolo de extragio
do hidrocoloide a ser empregado para a espécie
depende do critério de utiliza¢io na inddstria. Uma
avaliagio mais detalhada dessas moléculas, uma vez
que os fatores ambientais podem afetar a biossintese
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e as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
também seria indicada.
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