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Resumo - O aumento das doencas cardiovasculares tem levado a descoberta de novas fontes de compostos
anticoagulantes, e os polissacarideos sulfatados (PS) tém despertado grande interesse nas ciéncias médicas. No
entanto, o emprego de diferentes técnicas pode influenciar o rendimento final de PS. Avaliou-se a eficiéncia de
duas metodologias de precipitacdo (M | e M I1) de PS da alga marinha verde Caulerpa racemosa, comparando o
rendimento, o fracionamento e a atividade anticoagulante. Inicialmente, os PS totais foram extraidos com
papaina bruta, em tampdo acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) contento cisteina 5 mM e EDTA 5 mM, sendo
realizadas quatro extragdes consecutivas. Em seguida, os PS foram precipitados com uma solucdo de cloreto
cetilpiridinio a 10% (M 1) e, alternativamente, com alcool absoluto (M I1). Os extratos foram analisados por
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose da qual foram separadas fracfes através de um
gradiente de NaCl. A atividade anticoagulante foi avaliada através do tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA) utilizando plasma humano, sendo o tempo de coagulacgéo registrado em um coagulémetro. Os resultados
mostraram que tanto o rendimento como os perfis cromatrograficos foram diferentes entre os métodos. A
espécie apresentou fracbes com potentes atividades anticoagulantes quando concentradas com etanol absoluto
(M 1) seguido do fracionamento com 1,8 e 2,0 M de sal em DEAE-celulose, cujos prolongamentos foram, pelo
menos, 4,6 vezes superiores aos tempos registrados nas fracdes do M I, ndo sendo estas atividades dependentes
da propriedade metacromatica dos PS. Desta forma, a utilizacdo de apenas etanol seria uma forma mais
econdmica de obtencdo desses compostos para avaliacdo das propriedades anticoagulantes de C. racemosa.
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ANALYSIS OF PRECIPITATION METHODS OF SULFATED POLYSACCHARIDES EXTRACTED
FROM THE GREEN MARINE ALGA Caulerpa racemosa (FORSSKAL) J. AGARDH

Abstract - The increase of cardiovascular diseases has led to the discovery of new sources of anticoagulant
compounds. Because of its anticoagulant properties, sulfated polysaccharides (SP) have attracted great interest
in medical sciences. However, the use of different techniques can influence the SP final yield. The effectiveness
of two precipitation methods, for SP from the green marine alga Caulerpa sertularioides was evaluated
comparing the yield, fractionation and anticoagulant activity. Initially, the total PS were extracted with crude
papain in 0.1 M sodium acetate buffer (pH 5.0) containing 5 mM cysteine and 5 mM EDTA, with three
consecutive extractions. Then, the SP was precipitated by a 10% cetylpyridiminium chloride solution (M 1) and,
alternatively, by absolute alcohol (M II). The extracts were analyzed by ion exchange chromatography on
DEAE-cellulose column which were separated fractions by a NaCl gradient. The anticoagulant activity was
evaluated by the activated partial time thromboplastin time (APTT) using human plasma, and the clotting time
recorded in a coagulometer. The results showed that yield as the chromatrographic profiles were different
between the methods. The species presented SP fractions with strong anticoagulant activities for the
precipitation, with absolute ethanol (M II), followed by a fractionation with 1.8 and 2.0 M of salt in DEAE-
cellulose, and prolongations of at least 4.6 times higher than the times recorded in fractions resulted of the
precipitation method M |. However, these activities were not dependent on metachromatic property of SP.
Therefore, the uses of absolute ethanol result in a more economical procedure for obtaining these compounds to
evaluate the anticoagulant properties of C. racemosa.
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INTRODUCAO

A costa brasileira é banhada por aguas quentes e frias a qual ocupa regies tropicais e
subtropicais do Atlantico Sul Ocidental, abrigando uma diversificada fauna e flora marinha dentre os
mais diversos ecossistemas do planeta. Tal biodiversidade se deve a ocorréncia de diferencas
climaticas e geoldgicas do Pais reunindo cerca de 20% de todas as espécies animais e vegetais
existentes (ANDRADE, 2006), favorecendo assim a descoberta de produtos naturais diversos
(TEIXEIRA, 2002).

As algas marinhas sdo ricas em moléculas conhecidas como polissacarideos sulfatados (PS).
Esses compostos sdo encontrados nas algas marinhas pardas (Phaeophyceae) na forma de fucanas, de
galactanas nas algas vermelhas (Rhodophyceae) e, nas algas verdes (Chlorophyceae), os mais
encontrados sdo as arabino-galactanas (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967). Nos animais, 0s PS sdo
conhecidos como glicosaminoglicanos sendo representados pelo sulfato de condroitina, sulfato de
heparam, sulfato de queratam, sulfato de dermatam e heparina (KJELLEN; LINDAHL, 1991).

O aumento de doengas cardiovasculares, principais causadoras de morte no mundo, e o uso da
heparina, droga mundialmente utilizada como agente anticoagulante e antitrombdtico na prevencdo e
tratamento de trombose venosa em pacientes com estado de hipercoagulapatia ou sujeitos a trombose
causada por diferentes etiologias (WEIZT, 1994), tem motivado diferentes estudos envolvendo uma
grande variedade de organismos marinhos na perspectiva de substitutos para a heparina (MOURAO;
PEREIRA, 1999).

A consideravel variacdo estrutural dos PS obtidos a partir de diferentes espécies de algas
marinhas coletadas em diferentes ambientes ou periodos do ano contribui para a grande
heterogeneidade e complexidade desses compostos naturalmente encontrados nesses organismos
(FARIAS et al., 2000). Tais caracteristicas, Unicas para cada espécie, podem resultar ndo apenas em
diferentes atividades anticoagulantes (DIETRICH et al., 1995; HAROUN-BOUHEDJA et al., 2000),
mas também na obtencdo de distintos compostos quando empregadas diferentes metodologias de
extracdo (VILLANUEVA; PAGBA; MONTANO, 1997; MARINHO-SORIANO, 2001). PS extraidos
das algas marinhas vermelhas Gigartina accicularis, Chondrus crispus (DI ROSA, 1972),
Botryocladia occidentalis (FARIAS et al., 2000), Gelidium crinale (PEREIRA et al., 2005) e
Halymenia pseudofloresia (RODRIGUES; FARIAS, 2008) apresentaram potentes atividades
anticoagulantes. Propriedades anticoagulantes também foram descritas para as algas marinhas pardas
Ecklonia cava e Sargassum horneri (ATHUKORALA et al., 2006; ATHUKORALA et al., 2007) e as
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verdes Codium cylindricum, C. fragile e Monostroma latissimum (MATSUBARA et al., 2001;
ATHUKORALA et al., 2007; ZHANG et al., 2008).

Algas marinhas verdes do género Caulerpa tém sido relatadas como possuidoras de algumas
atividades bioldgicas, tais como antiviral e anticoagulante (GHOSH et al., 2004; BEZERRA-NETO et
al., 2008). O presente estudo teve como objetivo extrair, fracionar e avaliar a atividade anticoagulante
dos PS da alga marinha verde Caulerpa racemosa utilizando duas metodologias de precipitacéo,

contribuindo assim com a bioprospec¢do de novas macromoléculas com efeitos anticoagulantes.
MATERIAL E METODOS
COLETA E EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE C. racemosa

Os exemplares da macroalga marinha verde C. racemosa foram coletados na Praia do Pacheco -
Cearéa e armazenados em sacos plasticos, sendo conduzidos ao Laboratério de Bioquimica Marinha da
Universidade Federal do Ceara do Departamento de Engenharia de Pesca. Em laboratério, o material
foi lavado com &gua destilada para a total retirada do sal, areia e organismos incrustantes e/ou epifitas.
Em seguida, a alga foi seca ao sol e cortada em pequenos pedacos para extracdo dos PS.

Metodologias semelhantes de obtencdo foram utilizadas, diferindo apenas quanto ao uso do
agente precipitante de PS, segundo protocolos combinados de Farias et al. (2000) e Bezerra-Neto et al.
(2008). Brevemente, o material seco (2 g) foi digerido com papaina bruta em 100 mL de tampéo
acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0) contendo EDTA 5mM e cisteina 5mM (AcNa) em banho-maria a 60°C
por 24 horas. Apds esse periodo, o material foi filtrado, centrifugado (7.965 x g; 4°C) e, ao
sobrenadante, foram adicionados 6,4 mL de cloreto cetilpiridinio (CPC) a 10% para a precipitacdo dos
polissacarideos presentes na mistura por, no minimo, 24 horas a temperatura ambiente. Logo apos a
precipitacdo, o precipitado foi lavado com 200 mL de CPC 0,05% sendo, em seguida, dissolvido em 70
mL de cloreto de sddio 2 M:etanol absoluto (100:15; v/v) e submetido a uma nova precipitacao por, no
minimo, 24 horas a 4°C, através da adicdo de mais 122 mL de etanol absoluto. Posteriormente o
material foi centrifugado e submetido a duas lavagens com 200 mL de etanol a 80% e uma com 120
mL de etanol absoluto. Apds, o precipitado foi entdo levado a estufa a 60°C, por um periodo
aproximado de 24 horas para secagem e obtencdo do extrato bruto (Método I).

No Método I, logo ap6s a digestdo com papaina bruta nas mesmas condi¢des de extracdo, foram
acrescentados trés volumes de etanol absoluto para precipitacdo dos PS (4 °C; 48 h) em freezer. Em

seguida, o material foi novamente centrifugado e submetido a duas lavagens com 200 mL de etanol
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80% e a uma terceira, com 120 mL de etanol absoluto. Finalmente, o extrato foi seco em estufa (60°C;
24 h) para obtencéo dos polissacarideos totais.

Os residuos obtidos de ambas as metodologias foram submetidos a novas extra¢des com papaina
a fim de otimizar o rendimento, como mostrado na Figura 1.

MATERIAL SECO (2 g)

Hidratagéo (Tampéo acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0) + EDTA5mM +
cisteina 5mM)

l

Digestéao (papaina 30mg/mL; 60° C; 24 horas)
. CPC 10% (24 horas) Etanol Absoluto (72 Horas)
Etanol Absoluto (24 horas; 4° C) Secagem (60° C; 24 horas)
. Secagem (60° C; 24 horas) PgT
. pST METODO | ] METODO 11
RESIDUOS

Figura 1 - Fluxograma geral de extracdo dos polissacarideos sulfatados obtidos através dos métodos |
e 1l de Caulerpa racemosa.

FRACIONAMENTO DOS POLISSACARIDEOS SULFATDOS POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM COLUNA DE
DEAE-CELULOSE

Uma amostra de cada extrato total de PS obtidos de ambos os métodos foi dissolvida em tampéao
AcNa até uma concentracdo final de 1 mg m/L e, em seguida, aplicada em uma coluna de troca iénica
DEAE-celulose (6,5 x 1,5 cm) equilibrada em tampdo AcNa e acoplada a um coletor de fragdes
(BEZERRA-NETO et al., 2008). A coluna foi eluida, passo a passo, com solucbes de diferentes
concentracdes de NaCl (0,50; 0,70; 0,90; 1,20; 1,40; 1,60; 1,80 e 2,0 M) também preparadas no proprio
tampéo de equilibrio. O fluxo da coluna foi de 60 mL/h, sendo coletadas fragfes de 1 mL/min. Os PS
foram monitorados através da propriedade metacromatica com 1,9-azul-dimetilmetileno (ADM)
utilizando um espectrofotdometro com comprimento de onda ajustado em 525 nm (FARNDALE;
BUTTLE; BARRETT, 1986).

CARBOIDRATO TOTAL (CT) DAS FRACOES

A presenca de CT nas fragBes foi determinada pelo método fenol-sulfdrico descrito por Dubois et
al. (1956).

ENSAIOS ANTICOAGULANTES

Os testes anticoagulantes (in vitro) foram realizados através do tempo de tromboplastina parcial

ativada (TTPA) segundo Anderson et al. (1976) utilizando plasma humano citratado obtido de cinco
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diferentes doadores. Primeiramente, o sangue foi centrifugado (73,75 x g; 15 min) para a obtengéo de
um plasma pobre em plaquetas. Para a realizagdo do teste, foram incubados a 37°C por 3 minutos, 50
uL de plasma humano, 50 pL de cefalina ativada (Celite Biolab) e 5 uL da fracdo de PS. Apds a
incubacdo, foram adicionados 50 pL de cloreto de calcio 0,025 M & mistura para ativar a cascata de
coagulacdo. Os testes foram realizados em duplicata, sendo o tempo de coagulacdo determinado

automaticamente pelo coagulémetro (Drake, modelo Quick-timer).
RESULTADOS
RENDIMENTO

O emprego da digestdo enzimatica de proteinas por enzimas proteoliticas (papaina) resultou em
quatro extragdes consecutivas de PS totais para cada método (M | e M 1) (Figura 2). Os rendimentos
foram superiores no M Il quando comparados ao M |, totalizando 15,75 e 13%, respectivamente. O M
Il apresentou certa variacdo (2% a 4? extracdes) enquanto o M | decresceu ao longo da otimizacdo do
rendimento de C. racemosa. Além disso, a maior quantidade de PS totais deste ultimo foi obtida

durante a primeira extrag&o.

Trabalhos envolvendo a extragdo de PS de algas marinhas demonstram que o rendimento pode
sofrer variacdo segundo a metodologia e a espécie utilizada. Extragdes enzimaticas consecutivas
seguidas de precipitacdo com CPC (M 1) de PS das algas marinhas vermelhas Champia feldmanii
(TORRES, 2005), Solieria filiformis (PONTES, 2005) e Halymenia pseudofloresia (RODRIGUES;
FARIAS, 2008) apresentaram rendimentos totais bastante elevados (36,2; 46,8 e 63,96%,
respectivamente) quando daqueles obtidos da alga marinha verde C. sertularioides (7,10%) por
BEZERRA-NETO et al. (2008) e da alga marinha parda Lobophora variegata (28,4%) segundo
Alencar (2007). Amorim (2005) obteve na realizacdo de trés extragdes aquosas consecutivas seguida
por concentragdo com etanol absoluto em diferentes condicbes de temperatura (60 e 80°C) rendimentos
de fracOes sollveis de PS totais da alga marinha vermelha Halymenia floresia de 4; 20,6 e 14%,
respectivamente. Métodos aquosos sdo amplamente utilizados pelo seu menor custo (MARINHO-
SORIANO, 2001; ZHANG et al., 2008). Os rendimentos obtidos pelos M | e M Il de C. racemosa
foram inferiores aos trabalhos acima, mas semelhantes quando comparados a C. sertularioides
(BEZERRA-NETO et al., 2008).
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Figura 2 - Rendimentos, por extracdo, dos extratos brutos obtidos dos M | e M 1l da alga marinha
verde Caulerpa racemosa. A alga foi desidratada ao sol e triturada seguida de hidratacdo em tampéao
AcNa (pH 5,0) para posterior adi¢do da protease cisteinica papaina na extracdo dos PS totais.

Neste trabalho, o decréscimo nos rendimentos no decorrer das extracfes consecutivas de PS de
C. racemosa também tem sido observado quando comparado a outras macroalgas marinhas. Torres
(2005) observou que, utilizando do M 1, o rendimento aumentou no decorrer do processo de otimizagdo
dos PS da alga marinha vermelha C. feldmannii, fato também observado por Alencar (2007), apos
estudos com a feoficea L. variegata. Recentemente, Rodrigues e Farias (2008) reportaram decréscimos
marcantes entre as extracOes de PS da alga marinha vermelha Halymenia pseudofloresia quando
empregado o M I. A cloroficea C. sertularioides apresentou comportamentos semelhantes quando
empregadas as duas metodologias de precipitacdo (BEZERRA-NETO et al., 2008) utilizadas para C.
racemosa. No entanto, somente trés extratos foram obtidos para a referida espécie. O emprego de
diferentes metodologias de extracdo (VILLANUEVA; PAGBA; MONTANO, 1997; MARINHO-
SORIANO, 2001), o uso de diferentes agentes precipitantes (Torres, 2005), a variagdo sazonal e a
utilizacdo de diferentes espécies (LEVRING; HOPPE; SCHMID, 1969; BIRD, 1988) podem
influenciar o rendimento final de PS. As propriedades espessantes e gelidificantes desses compostos
em muitas espécies de algas marinhas lhes agregam consideravel valor comercial em diversas
aplicagdes na industria (GLICKSMAN, 1983).

FRACIONAMENTO E ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS

Os perfis cromatograficos obtidos durante o fracionamento dos PS totais em coluna de troca
ionica DEAE-celulose foram diferentes entre os métodos. A 12 extracdo (M |) mostrou a separacéo de

sete fragdes eluidas com 0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4; 1,8 e 2,0 M de NaCl, das quais a 0,7; 09 e 12 M
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apresentaram as maiores metacromasias (Figura 3A). Este comportamento ndo se manteve em
comparacdo a 4% extracdo, quando diferencas numéricas e na intensidade metacromatica das fracdes
foram observadas (Figura 3B). O M Il apresentou cromatogramas bem diferentes entre si (Figuras 3C e
3D) e principalmente quando comparados ao M |, demonstrando a redu¢do do numero de fracOes
eluidas de PS ao longo da técnica nos diferentes extratos de C. racemosa. Também foi observada uma
maior presenca de polissacarideos totais quando aliquotas das fracdes foram dosadas pelo método
Dubois, possivelmente em razdo da extracdo de polissacarideos neutros (PERCIVAL; MCDOWELL,
1967).

A extragdo sequencial dos PS oriundos do mesmo residuo tecidual de C. racemosa resultou em
diferencas marcantes entre os perfis cromatograficos (1% e 4% extracdes) obtidos em ambos os métodos.
Lima (2007) e Rodrigues e Farias (2008) também relataram diferencas nos perfis cromatograficos entre
as extragcbes consecutivas das algas marinhas Spatoglossum shroederi e H. pseudofloresia,
respectivamente, quando colunas de troca i6nica DEAE-celulose foram utilizadas no fracionamento de
PS. Tais caracteristicas sugerem a extracao de polissacarideos mais diferenciados os quais podem estar
alocados em diferentes camadas do tecido desses organismos. O emprego da técnica na extracéo de PS
da alga marinha verde C. sertularioides resultou na eficiéncia de ambos os métodos (M | e M I1) na
precipitacdo do mesmo grupo de moléculas, com semelhantes observados (BEZERRA-NETO et al.,
2008). Desta forma, a avaliacdo dessas macromoléculas em colunas de separacdo pode render fracoes
com propriedades e composic¢Oes quimicas diferentes. Além disso, polissacarideos de cada espécie de
alga possuem suas caracteristicas proprias e dificuldades durante os procedimentos de separacdo e
purificacdo em razdo da complexidade e heterogeneidade dessas macromoléculas (PERCIVAL;
MCDOWELL, 1967; FARIAS et al., 2000; PEREIRA et al., 2005).

As alteragdes dos tempos de coagulacdo (TTPA) das fracbes oriundas das diferentes extragdes
utilizando CPC (M 1) e etanol absoluto (M IlI) como agentes precipitantes de PS reforcam tais
caracteristicas desses compostos. A atividade anticoagulante foi detectada na maioria das fracOes
isoladas em ambos os métodos (Figura 3).

As fragGes eluidas com 0,9 e 1,4 M de sal foram as mais ativas na 12 extracdo (M 1) (Figura 3A)
enquanto a fracdo eluida com 2,0 M (42 extracdo) prolongou, no maximo, o tempo de coagulagdo em
cerca de 1,8 vezes (Figura 3B), ndo sendo estas atividades dependentes da propriedade metacromética
dos PS.
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Figura 3 - Cromatografias em DEAE-celulose (1% e 4 extracOes) dos polissacarideos sulfatados
obtidos pelos métodos | (A e B) e 1l (C e D) da alga marinha verde Caulerpa racemosa. A coluna foi
equilibrada e lavada com tampdo AcNa. Os PS adsorvidos no gel foram eluidos com o tampédo de
AcNa contendo NaCl em diferentes concentragdes (0,5; 0,7; 0,9; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 e 2,0 M). Os PS
foram monitorados com azul-dimetilmetileno a 525 nm. (m—m) aclcar total; (O—O) propriedade
metacromética; (m—m) Atividade anticoagulante (TTPA) expressa pela relacio T; To* de
prolongamento do tempo de coagulacdo do plasma humano normal (T, = 38 s).

No entanto, a atividade anticoagulante de duas diferentes fracfes eluidas com 1,8 e 2,0 M (M 1)
oriundas da 42 extracdo (Figura 3D) dos PS de C. racemosa foram observados elevados TTPAs, cujos
prolongamentos foram, pelo menos, 4,6 vezes superiores aos tempos registrados nas fragdes do M |
(Figuras 3A e 3B). Geralmente, um elevado prolongamento no TTPA sugere-se que 0 composto
promova inibicdo da via intrinseca e/ou comum da cascata de coagulacdo (ATHUKORALA et al.,
2006; ATHUKORALA et al., 2007; ZHANG, et al., 2008). A acdo desses compostos na coagulacao

ndo ocorre meramente como uma funcdo de densidade de cargas, mas também dependente da
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composicdo monossacaridica, posicdo de sulfatacdo e principalmente na ocorréncia de unidades
desulfatadas (MOURAO, 2004).

Os resultados também reforcam que € possivel extrair fracdes com atividade anticoagulante
diferenciadas, utilizando diferentes extra¢cbes do mesmo material como reportado por Bezerra-Neto et
al. (2008) e Rodrigues e Farias (2008). Torres (2005) relatou que em extracOes sucessivas de PS
utilizando os M | e M 1l obteve diferentes valores nos TTPAs da rodoficea Champia feldimannii. As
maiores atividades anticoagulantes foram registradas em duas fracdes eluidas com 1,2 e 1,4 M de NaCl
oriundas da 4? extracdo utilizando o método M | (CPC), prolongando os tempos de coagulacdo em
cerca de 6,4 e 4,8 vezes, respectivamente.

Essa diferenciacdo na atividade poderd ser melhor entendida através da elucidacdo dos
mecanismos de acdo envolvidos na coagulacdo e também através da caracterizacdo estrutural desses
polimeros. Farias et al. (2000) reportaram acentuada atividade anticoagulante de uma D-galactana
sulfatada extraida da alga marinha vermelha B. occidentalis. A atividade foi mediada pela inibicdo da
trombina via antitrombina e cofator Il da heparina, estes Ultimos os reguladores da coagulacdo
sanguinea. Além disso, esse polissacarideo também apresentou uma potente atividade antitrombdtica
em ratos, quando a dose de 0,2 mg kg™ expressou seu efeito méximo pelo modelo intravenoso
(FARIAS et al., 2001), demonstrando que um mesmo composto pode exibir diferentes atividades
bioldgicas. Recentemente, Zhang et al. (2008) mostraram que PS extraidos da alga marinha verde M.
latissimum exibiram diferentes efeitos anticoagulantes quando o composto é fragmentado em
diferentes pesos moleculares na inibi¢cdo mais efetiva da trombina. Fonseca et al. (2008) reportaram um
estudo comparativo entre duas galactanas sulfatadas isoladas das rodoficeas B. occidentalis e Gelidium
crinale envolvendo relagdes entre suas diferencas nas proporgoes e/ou distribuicdo dos radicais sulfato
na cadeia com seus mecanismos distintos de interacdo dessas galactanas entre proteases, inibidores e
ativadores do sistema de coagulacdo para elucidar suas relagdes nas atividades anti- e procoagulantes,
além da acdo antitrombotica desses compostos.

Desta forma, a otimizacdo do rendimento pela utilizacdo de dois métodos de precipitacdo de PS

da alga marinha verde C. racemosa resultou em fragdes com atividade anticoagulante.
CONCLUSAO

Polissacarideos sulfatados isolados da alga marinha verde Caulerpa racemosa se apresentaram
como consideraveis agentes anticoagulantes. Desta forma, 0 emprego de apenas etanol seria uma forma

mais econdmica de obtengdo desses compostos para avaliagdo de suas propriedades anticoagulantes.
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