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RESUMO

Polissacarideos sulfatados de algas marinhas tém sido descritos por
apresentarem diversas atividades farmacologicas. No entanto, nada se sabe a
respeito da influéncia da salinidade da agua do mar na estrutura de polissacarideos
sulfatados de algas verdes e nas atividades farmacologicas por eles
desempenhadas. Por isso, objetivo principal deste trabalho foi avaliar o efeito da
salinidade da agua do mar no rendimento e na composicdo de fracdes
polissacaridicas da alga verde Caulerpa cupressoides var. flabellata, coletada em
duas praias de diferentes salinidades do litoral do Rio Grande do Norte, bem como
verificar se as alteragbes provocadas pela salinidade se refletiiam em atividades
bioldgicas das fraces. Extraiu-se quatro fracdes ricas em polissacarideos sulfatados
da C. cupressoides coletada na praia de Camapum (denominado CCM F0.3, FO0.5,
F1.0, F2.0), a qual a 4gua tem maior salinidade, e na praia de Blzios (denominados
CCB F0.3; F0.5, F1.0, F2.0). Diferente do observado para outras algas, a
composicdo centesimal da C. cupressoides néo se alterou em fungéo desta crescer
em ambiente de maior da salinidade. Além disso, interessantemente, a C.
cupressoides tém altas quantidades de proteinas, maior até do espécies de algas
comestiveis. Nao houve diferenca significativa (p> 0,05) entre o rendimento das
fracGes polissacaridicas da CCM e das suas correlatas na CCB, o que indica que a
salinidade nao interfere no rendimento das fracdes polissacaridicas. No entanto,
houve uma diferenca significativa na razao sulfato/actcar da F0.3 (p <0,05) e F0.5 (p
<0,01) (a razéo sulfato/acucar da CCM F0.3 e da CCB F0.5foram maiores do que
suas correlatas), enquanto a razao sulfato/acicar da F1.0 e F2.0 ndo se alterou
significativamente (p> 0,05) com a salinidade. Este resultado sugere que a diferenca
observada na razdo sulfato/aclcar entre as fracbes da CCM e CCB, nao é€,
meramente, fungcdo da salinidade, mas provavelmente esta relacionada com a
funcéo biolégica destes biopolimeros nas algas marinhas. Além disso, a variacao de
salinidade entre os locais de coleta ndo influenciou a composigcdo monossacaridica,
a mobilidade eletroforética ou o0s espectros de infravermelho das fracdes
polissacaridicas, demonstrando que a salinidade nédo altera a composicdo de
polissacarideos sulfatados de C. cupressoides. Houve diferencas nas atividades
antioxidantes e anticoagulantes entre a CCM e CCB. CCB F0.3 (mais sulfatada)

apresentou maior capacidade antioxidante total que CCM F0.3, ja a habilidade



quelante da CCM FO0.5 foi mais potente que a CCB F0.5 (mais sulfatada). Estes
dados indicam que, provavelmente, as atividades biolégicas das fracdes
polissacaridicas da CCM e CCB dependem do padréo de distribuicdo espacial dos
grupos sulfatos no polimero e que ndo é, meramente, um efeito da densidade de
carga. Polissacarideos de C. cupressoides também exibiram atividade
anticoagulante na via intrinseca (aPTT) e via extrinseca (teste PT). CCB F1.0 e CCM
F1.0 mostraram diferencas significantes (p <0,001) no aPTT, ja F0.3 e F0.5 néo
mostraram diferenca (p> 0,05) entre a CCM e CCB, corroborando o fato de que a
razdo sulfato/acucar ndo é um fator determinante para a atividade biologica, mas
sim, a distribuicdo do sulfato ao longo da cadeia do polissacarideo. Além disso, FO0.3
e FO0.5 apresentaram atividade no teste de aPTT semelhante a clexane®,
medicamento anticoagulante. Adicionalmente, as F0.5 mostraram atividade no PT.
Estes resultados sugerem que a salinidade pode ter criado sutis diferencas na
estrutura dos polissacarideos sulfatados, como por exemplo, na distribuicdo dos
grupos sulfatos, o que ocasionaria as diferencas nas atividades biologicas entre as
fracbes da CCM e da CCB.

Palavras-chave: alga verde. salinidade. polissacarideos sulfatados. atividade

antioxidante. atividade anticoagulante.



ABSTRACT

Seaweeds sulfated polysaccharides have been described as having various
pharmacological activities. However, nothing is known about the influence of salinity
on the structure of sulfated polysaccharides from green seaweed and
pharmacological activities they perform. Therefore, the main aim of this study was to
evaluate the effect of salinity of seawater on vyield and composition of
polysaccharides-rich fractions from green seaweed Caulerpa cupressoides var.
flabellata, collected in two different salinities beaches of the coast of Rio Grande do
Norte, and to verify the influence of salinity on their biological activities. We extracted
four sulfated polysaccharides-rich fractions from C. cupressoides collected in
Camapum beach (denominated CCM FO0.3; F0.5; F1.0; F2.0), which the seawater
has higher salinity, and Buzios beach (denominated CCB F0.3; F0.5; F1.0; F2.0).
Different from that observed for other seaweeds, the proximate composition of C.
cupressoides did not change with increased salinity. Moreover, interestingly, the C.
cupresoides have high amounts of protein, greater even than other edible seaweeds.
There was no significant difference (p>0.05) between the yield of polysaccharide
fractions of CCM and its CCB counterparts, which indicates that salinity does not
interfere with the yield of polysaccharide fractions. However, there was a significant
difference in the sulfate/sugar ratio of F0.3 (p<0.05) and F0.5 (p<0.01) (CCM FO0.3
and CCB F0.5 was higher than those determined for their counterparts), while the
sulfate/sugar ratio the F1.0 and F2.0 did not change significantly (p>0.05) with
salinity. This result suggested that the observed difference in the sulfate/sugar ratio
between the fractions from CCM and CCB, is not merely a function of salinity, but
probably also is related to the biological function of these biopolymers in seaweed. In
addition, the salinity variation between collection sites did not influence algal
monosaccharide composition, eletrophoretic mobility or the infrared spectrum of
polysaccharides, demonstrating that the salinity does not change the composition of
sulfated polysaccharides of C. cupressoides. There were differences in antioxidant
and anticoagulant fractions between CCM and CCB. CCB F0.3 (more sulfated) had
higher total antioxidant capacity that CCM FO0.3, since the chelating ability the CCM
FO0.5 was more potent than CCB F0.5 (more sulfated). These data indicate that the
activities of sulfated polysaccharides from CCM and CCB depend on the spatial

patterns of sulfate groups and that it is unlikely to be merely a charge density effect.



C. cupressoides polysaccharides also exhibited anticoagulant activity in the intrinsic
(@PTT test) and extrinsic pathway (PT test). CCB F1.0 and CCM F1.0 showed
different (p<0,001) aPTT activity, although F0.3 and F0.5 showed no difference
(p>0,05) between CCM and CCB, corroborating the fact that the sulfate/sugar ratio is
not a determining factor for biological activity, but rather for sulfate distribution along
the sugar chain. Moreover, F0.3 and F0.5 activity in aPTT test was similar to that of
clexane®, anticoagulant drug. In addition, FO.5 showed PT activity. These results
suggest that salinity may have created subtle differences in the structure of sulfated
polysaccharides, such as the distribution of sulfate groups, which would cause
differences in biological activities between the fractions of the CCM and the CCB.

Keywords: green seaweed. seawater salinity. sulfated polysaccharide. antioxidant

activity. anticoagulant activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE ALGAS MARINHAS

As macroalgas marinhas séo fontes de diversos biopolimeros, alguns deles
possuem grande importancia para as industrias alimenticia, cosmética e
farmacéutica. Os mais utilizados atualmente sdo os polissacarideos, ndo sé por
corresponderem a 80-85% do peso seco das algas (KLOAREG; QUATRANO, 1988),
mas por apresentarem uma gama de aplicabilidades, como os alginatos, um tipo de
mucilagem (polissacarideo carboxilado) produzida por certas espécies de
Phaeophyta, que sao utilizados na fabricagdo de papel e como estabilizadores de
cremes dentais e sorvetes (MINHAS et al., 2002); o agar (mistura de diversos
polissacarideos, principalmente, galactanas) e carragenanas (homogalactanas
sulfatadas), encontradas em algumas espécies de Rhodophyta e usados para
diversas finalidades na industria farmacéutica, fabricacdo de cosméticos, gelatina e
meios de cultura (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003; TOJO; PRADO, 2003).

Destacam-se também outros tipos de polissacarideos, como fucanas,
fucoidans e diferentes tipos de heteropolissacarideos sulfatados, que apesar de
ainda ndo serem utlizados comercialmente, apresentam um grande potencial
econdbmico devido ao elevado numero de atividades farmacolégicas que possuem
(ROCHA et al., 2005a; 2006; BARROSO et al., 2008).

Nas algas marinhas os polissacarideos sulfatados se localizam na matriz
mucilaginosa e sua funcdo biolégica, nesses seres, ainda ndo est4 bem esclarecida,
porém, devido ao seu carater altamente higroscépico, acredita-se que protejam a
alga da desidratacdo quando essa € submetida a longos periodos de exposi¢cdo ao
sol durante as marés baixas. A natureza mucilaginosa destes compostos, também
parece contribuir para tornar a alga flexivel o bastante para crescer em ambiente
liquido e rigida o suficiente para permanecer estendida, e assim, melhor captar a luz
e os nutrientes existentes (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967).

Os polissacarideos sulfatados de algas apresentam estruturas bastante
diversas, variando de espécie para espécie e, as vezes, em diferentes partes da
mesma alga (DIETRICH et al., 1995; ALVES, 2000). Os polissacarideos sulfatados
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encontrados nas Phaeophyta (algas marrons) sao as fucanas (QUILET, 1961), as
quais tém como principal caracteristica a presenca da L-fucose sulfatada na sua
estrutura (ROCHA et al., 2006). Nas algas, as fucanas sao encontradas tanto na
forma de homo como na forma de heteropolissacarideos (KLOAREG; QUATRANO,
1988). As Rhodophyta (algas vermelhas) apresentam as galactanas sulfatadas como
grupo polissacaridico caracteristico (SOUZA et al., 2007). Contudo, recentemente,
dois trabalhos descreveram a presenca de outros tipos de polissacarideos
sulfatados em algas vermelhas, como uma xilomanana contendo varias unidades de
manose sulfatada na posicao 2 purificada da alga Scinaia hatei (MANDAL et al.,
2008) e um heteropolissacarideo, constituido, principalmente, de p-fucose, p-glicose,
D-manose e b-galactose, alguns residuos de fucose se mostraram sulfatados em C2
ou C4, extraida da alga Gloiopeltis tenax (LIM; RYU, 2009). As Chlorophyta (algas
verdes) apresentam polissacarideos sulfatados mais heterogéneos, sendo ricos em
galactose, manose, xilose, arabinose e/ou Aacidos urdnicos, dentre outros
(HAYAKAWA et al., 2000, MAO et al., 2006; MAO et al., 2008). Porém, ja foram
descritos homopolissacarideos, como arabinanas (HAYAKAWA et al.,, 2000;
SIDDHANTA et al., 1999) e galactanas (MATSUBARA et al., 2001; FARIAS et al.,
2008).

Os polissacarideos sulfatados de algas vém sendo descritos como
possuidores de diversas atividades farmacologicas, tais como: angiogénica (SOEDA
et al., 2000), antitrombética (NADER et al.,, 2004; ROCHA et al., 2005a; 2005b,
BARROSO et al., 2008), antiinflamatéria e antinociceptiva (ALBUQUERQUE, 2005),
anti-metastatica e anti-tumoral (SOEDA et al., 2000), anti-tlcera (SHIBATA et al.,
1998), anticoagulante (FARIAS, 2006; AZEVEDO et al., 2009, SILVA et al., 2010) e
antioxidante (SOUZA et al., 2007; WANG et al., 2008, COSTA et al., 2010).

1.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE
ALGAS MARINHAS

1.2.1 Espécies reativas do oxigénio (ERO) x antioxidantes
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Radical livre € qualquer espécie quimica (atomo, ion ou molécula) que contém
um elétron ndo pareado em sua camada de valéncia (Gltima camada). No caso dos
sistemas biologicos a fonte mais comum de radicais livres é o oxigénio (WICKENS,
2001).

O oxigénio molecular (O;) € fundamental para o metabolismo celular e
producdo de energia. Porém, a degradacdo do oxigénio também produz agentes
altamente reativos que podem causar danos aos tecidos bioldgicos, esses radicais
livres s@o chamados de espécies reativas do oxigénio (ERO) (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997). Ha varios modos pelos quais os radicais livres podem ser
formados, o principal local no meio intracelular € na mitocéndria, onde o oxigénio
sofre uma reducao tetravalente em passos sequentes resultando na formacéo de
agua, como ilustrado na figura 01. Durante esse processo sdo formados varios
intermediarios de vida-curta, como radical hidroxila (OH®), peréxido de hidrogénio
(H.0,) e anion superoxido (O2™*) (ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

Além de serem produtos do processo metabdlico, as ERO também podem ser
produzidas por outros fatores, como mediadores de carcinogénese, injuria
inflamatoria (BANERJEE; DASGUPTAN; DE; 2005) e fontes ambientais (luz
ultravioleta, radiacdo ionizante e poluentes como paraquato, substancia téxica usada
como herbicida) (WICKENS, 2001).

<

y - HJ
H [ .. Figura 01: Reducdo tetravalente do
Ho| oxigénio molecular (O,) na mitocdndria até
e a formacao de agua (H,O), com a formacao
.. de espécies reativas do oxigénio (ERO).
H. [H HOK HJ Fonte: Adaptado de FERREIRA,;

MATSUBARA, 1997.
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Os radicais superoxido e hidroxila tém um elétron ndo pareado na sua
camada externa e sao altamente reativos. O peréxido de hidrogénio é também téxico
para as células, mas nao possui elétrons desemparelhados, no entanto, pode reagir
com metais de transicao reduzidos (reacédo de Fenton) formando o radical hidroxila
(WICKENS, 2001). Além disso, o radical hidroxila pode ser formado pela reacdo de
Haber-Weiss, na qual o peréxido de hidrogénio reage com o radical superoxido, e
também pode ser formado quando uma forma reduzida do cobre entra em contato
com o peroxido de hidrogénio (ANDRADE JUNIOR et al., 2005), como observado na
figura 02.

Esses radicais livres podem acarretar danos a uma grande variedade de
biomoléculas, ocasionando, por exemplo, a peroxidacdo lipidica das membranas
celulares (MELLO FILHO; HOFFMAM; MENEGHINI, 1984).

Reacao de Fenton:
Fe* + H,0, — Fe* + OH®' + OH

Reacado de Haber-Weiss:
O* + H)0, — O, + H.O + OH°

Reacado do cobre com o peréxido de hidrogénio:
Cu* + H,0, — Cu* + OH® + OH

Figura 02: Reacdes de formacgdo do radical hidroxila a partir do peréxido de
hidrogénio.
Fonte: Adaptado de ANDRADE JUNIOR et al., 2005.

Elevados niveis de ERO podem produzir estresse oxidativo e defeitos no
metabolismo que podem levar a muitas doengas, incluindo desordens
degenerativas, doencas cardiovasculares, doenca de Parkinson, além de estarem
associados ao desenvolvimento de cancer e ao envelhecimento (SHASHOUA et al.,
2004; LI et al., 2007).

O conjunto das substancias que neutralizam os efeitos danosos das ERO

constitui o sistema de defesa antioxidante, ou seja, 0s antioxidantes sdo substancias
Mariana Santana S. @. da Costa
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gue neutralizam ou previnem a oxidacdo de substratos oxidaveis (ANDRADE
JUNIOR et al., 2005.).

A primeira linha de defesa as ERO inclui complexos antioxidantes, como
vitamina E, A e C, glutationa e acido Urico, e enzimas antioxidantes varredoras das
ERO, como a glutationa peroxidase (GPx), a catalase e a superoxido dismutase
(SOD). A GPx é uma selenoenzima que inativa o H,O,, bem como um grande
namero de hidroperoxidos lipidicos; a catalase catalisa a decomposi¢do do peroxido
de hidrogénio em agua e oxigénio e a SOD catalisa dismutacdo de dois anions
superoéxidos para formar H,O, e agua (NG et al., 2005; LI et al., 2007).

Embora quase todos os organismos sejam equipados com sistemas de
defesa antioxidante e de reparo envolvidos na protecdo contra o dano oxidativo,
estes sistemas sdo frequentemente inadequados para prevenir completamente o
dano. Por isso, organismos fazem uso de substancias antioxidantes exdgenas,
provenientes da alimentagdo, como ferramenta adicional para combaterem os
radicais livres (SIMIC, 1988).

Os antioxidantes sintéticos mais usados atualmente sdo o hidroxianilose
butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), tert-butilhidroquinona (TBHQ) e o
galato propil (PG), os quais séo utilizados como aditivos alimentares. Porém, o uso
de antioxidantes sintéticos esta sob regulacao restrita devido ao perigo a saude que
0S mesmos apresentam, por exemplo, BHA e BHT tém sido suspeitos de causar
danos no figado e carcinogénese (QI et al., 2005a, LI et al., 2007).

Assim, é essencial a descoberta e a utilizacdo de antioxidantes naturais que
possam proteger organismos, como 0 humano, dos radicais livres e retardar o
progresso de muitas doencas cronicas, além de antioxidantes que possam ser

utilizados na industria alimenticia.

1.2.2 Polissacarideos sulfatados antioxidantes de algas marinhas

As algas marinhas estdo expostas a luz ultravioleta (UV) e a altas
concentracdes de oxigénio; além disso, vivem num ambiente de constante estresse
salino e hidrolitico, esses fatores levam a formacao de radicais livres e outros fortes

agentes oxidantes, no entanto, as algas ndo sustentam qualquer oxidacdo e
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processos de danos fotodinamicos durante o curso de suas vidas. Este fato implica
que as suas células tém alguns mecanismos (como enzimas antioxidantes: SOD,
GPx, catalase e ascorbato peroxidase) e compostos de protecéo antioxidante (como
compostos fendlicos e vitaminas) (MATSUKAWA et al., 1997; HOYER; KARSTEN,;
WIENCKE, 2002; ROCHA et al., 2007). Por isso, as algas marinhas sdao um dos
potenciais recursos renovaveis fornecedores de compostos que possam ser
utilizados como antioxidantes por seres humanos.

Estudos da atividade antioxidante de extratos de algas marinhas vém sendo
de bastante interesse nos ultimos anos. Extratos metandlicos e etandlicos séo de
longe os mais estudados (YUAN; WALSH, 2006; CHO et al., 2007; GANESAN,;
KUMAR; BHASKAR, 2008).

Yan, Nagata e Fan (1998) realizaram um estudo com extratos de 27 espécies
de algas marinhas utilizando varios solventes. Quinze destas algas apresentaram
uma alta atividade antioxidante pelo teste de sequestro do DPPH (1,1-difenil-2-
pricrilhidrazil), sendo as maiores atividades apresentadas pelas algas vermelhas
Gelidium amansii, Gloiosiphonia capillaris, Polysiphonia urceolata, Rhodomela teres
e pelas algas marrons Sargassum kjellmanianum, Desmarestia viridis. Todas as
algas também apresentaram uma boa atividade sequestradora de radicais hidroxila,
sendo as mais ativas a Rhodomela teres e Chorda filum. Extratos de varios
solventes também de Kappaphycus alvarezii exibiram excelente efeito no teste de
sequestro de DPPH, poder redutor e quelacao férrica (KUMAR; GANESAN; RAO,
2008).

Com relacdo a extratos ricos em polissacarideos sulfatados, Costa et al.
(2010) avaliaram extratos de 11 espécies de algas marinhas tropicais (uma espécie
comestivel de Rhodophyta, seis espécies de Phaeophyta e quatro espécies de
Chlorophyta) coletadas no litoral do Rio Grande do Norte. Esta varredura destacou o
grande potencial antioxidante (capacidade antioxidante total, poder redutor e
quelagéo férrica) de quatro espécies: Caulerpa sertularioides, Dictyota cervicornis,
Sargassum filipendula e Dictyopteris delicatula. Outro estudo com extrato de
polissacarideos sulfatados foi realizado com a alga marrom Turbinaria ornata, seu
extrato apresentou atividade antioxidante pelos testes de sequestro de DPPH,
sequestro de oxido nitrico e inibicdo da peroxidagéo lipidica (ANANTHI et al., 2010).
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Em se tratando de atividade antioxidante de polissacarideos sulfatados, os
mais estudados sdo os provenientes de algas marrons. Fucoidans de Laminaria
japonica foram avaliados por Xue et al. (2001) quanto ao potencial antioxidante,
usando o modelo de oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL); os
polissacarideos testados foram fortemente ativos na protecdo da oxidacdo de LDL
induzida por AAPH (dicloreto de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)), mas ndo para
aquela induzida por Cu?*. Fucoidans, desta mesma alga, obtidos por fracionamento
em cromatografia de troca iénica (0.5 M, 1.0 M e 1.5 M de NaCl) também mostraram
uma alta atividade antioxidante pelo mecanismo de sequestro dos radicais
superoxido e hidroxila (WANG et al., 2008) e atividade pelo teste de sequestro do
DPPH e poder redutor (WANG et al., 2010). Viu-se também que fucoidans de L.
japonica modificados pela adicdo de grupamentos mostraram excelente atividade
antioxidante, principalmente, os benzoilados (WANG et al.,, 2009a) e fosforilados
(WANG et al., 2009b).

Polissacarideos da alga marrom Fucus vesiculosus apresentaram alto poder
de reducdo do fon ferro (RUPEREZ; AHRAZEM; LEAL, 2002) e atividade
sequestradora dos radicais superéxido e hidroxila (SOUZA et al., 2007). Ja os
polissacarideos de Padina gymnospora apresentaram atividade antioxidante no
ensaio de sequestro do radical hidroxila (SOUZA et al., 2007). Heteropolissacarideos
sulfatados, com diferentes conteudos de &acido urdnico e diferentes massas
moleculares foram extraidos de Sargassum fusiforme, os mesmos apresentaram
atividade sequestrada de radicais hidroxila e superéxido, tendo a mais potente
atividade antioxidante o polissacarideo com maior conteido de acido urdnico e
menor massa molecular (ZHOU et al., 2008)

Recentemente, demonstrou-se polissacarideos sulfatados de outra alga
marrom com potencial antioxidante, a Undaria pinnitafida, os quais possuem
excelente atividade sequestradora dos radicais superoxido e hidroxila e no teste do
DPPH, além de ter uma moderada habilidade quelante de metal (HU et al., 2010).

Ha também estudos sobre polissacarideos sulfatados antioxidantes de algas
vermelhas. Carragenanas iota (Eucheuma spinosa), kappa (Eucheuma cottonii) e
lambda (Gigartina acicularis, Gigartina pisillata) apresentaram uma boa atividade em

relacdo ao sequestro de radicais superoxido e hidroxila (SOUZA et al., 2007).
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Polissacarideos sulfatados da alga vermelha comestivel Gracilaria caudata
apresentaram excelente atividade quelante de metal, consideravel atividade
antioxidante pelo teste de CAT (capacidade antioxidante total), e ainda, moderada
atividade para os testes de sequestro de radical superéxido, sequestro de radical
hidroxila e ensaio de poder redutor (COSTA, 2008). Polissacarideos sulfatados de
Gloiopeltis tenax também tiverem excelente atividade pelo teste do DPPH, melhor
que o &cido ascorbico (LIM; RYU, 2009).

Zhang et al. (2003) isolaram trés fracfes polissacaridicas, denominadas de
F1, F2 e F3, da alga vermelha Phorphyra haitanesis e observaram que estas fracdes
apresentaram um alto poder de sequestro do radical superéxido e um efeito mais
fraco no sequestro de radicais hidroxila, além de inibirem de forma significativa a
peroxidacdo lipidica, e inibir parcialmente a hemdlise de eritrocitos de ratos
induzidas por peréxido de hidrogénio. Posteriormente, este mesmo grupo de
pesquisa observou que a administracao intraperitoneal de F1, também diminuiu
significativamente a peroxidacao lipidica em camundongos envelhecidos (ZHANG et
al., 2004). Promoveram-se modificagcbes quimicas nos polissacarideos da P.
haitanensis (sulfatacdo, acetilacdo, benzoilacdo e fosforilagdo) e observou-se que
esses derivados foram mais potentes que a porfirana nativa (ZHANG et al., 2009).
Viu-se, ainda, que a atividade antioxidante desses polissacarideos é dependente da
massa molecular do polimero, sendo 0s mais ativos 0S com menores massas
moleculares (ZHAO et al., 2006).

Em se tratando de algas verdes, apenas a alga Ulva pertusa, teve seus
polissacarideos sulfatados examinados em relacdo a atividade antioxidante in vitro.
Um estudo realizado por Qi et al. (2005a) demonstraram claramente que ulvanas
naturais, polissacarideos sulfatados da alga verde Ulva pertusa, e seus derivados
com alto teor de sulfato possuiam atividades antioxidantes (sequestro do radical
hidroxila, superéxido, poder redutor e quelacéo férrica) (QI et al., 2005a). Além
disso, ulvanas com alto teor de sulfato foram mais potentes que a ulvana natural (QI
et al., 2005a). A ulvana natural (157.1 KDa) foi também degradada em
polissacarideos de menores massas moleculares (28.5, 64.5 e 50 KDa) e avaliou-se
as atividades citadas acima. Os resultados indicaram que a massa molecular teve

um efeito significativo sobre a atividade antioxidante da ulvana, ja que a ulvana de
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menor massa molecular apresentou a mais forte atividade antioxidante (QI et al.,

2005b). Viu-se também que ulvanas modificadas pela adicdo de grupamentos

benzoil e acetil mostraram excelente atividade antioxidante, principalmente para o

ensaio de radicais superoxido, superior até a da vitamina C (QI et al., 2006).

A tabela 01 sumariza a atividade antioxidante dos polissacarideos sulfatados

naturais citados acima.

Tabela 01

Principais espécies de algas marinhas que tiveram seus polissacarideos sulfatados

naturais analisados em diferentes testes antioxidantes.

Sequestro  Sequestro

Alga CAT POt DPPH doradical do radical ng Iggao Referéncia
redutor o “o férrica
OH O,
F. vesiculosus nd + nd + + nd A B
Phaeophyta L. japonica nd + + + + + C,D
P. gymnospora nd nd nd + + nd B
S. fusiforme nd nd nd T ++ nd E
U. pinnitafida nd nd + + + + F
E. spinosa nd nd nd + ++ nd B
E. cotonni nd nd nd + + nd B
Rhodophyta
G. acicularis nd nd nd + + nd B
G. pisillata nd nd nd + + nd B
G. tenax nd nd + nd nd nd G
G. caudata + + nd + + + H
P. haitanensis nd - + + + nd l,J
Chlorophyta U. pertusa nd + nd + + + L

A - RUPEREZ; AHRAZEM; LEAL, 2002. B - SOUZA et al., 2007. C - WANG et al., 2008. D - WANG et
al., 2010. E - ZHOU et al., 2008. F - HU et al., 2010. G - LIM; RYU, 2009. H - COSTA et al., 2008. | -
ZHANG et al., 2003. J - ZHAO et al., 2006. L - QI et al.,, 2005a. +: apresenta atividade, -: ndo

apresenta atividade, nd: ndo determinado.
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O litoral potiguar, assim como o nordestino, é rico em varias espécies de
algas marinhas. Contudo, poucos estudos foram realizados para se avaliar o
potencial antioxidante dessas algas. O grupo do Laboratério de Biotecnologia de
Polimeros Naturais da UFRN (BIOPOL) recentemente verificou-se a presenca de
extratos ricos em polissacarideos sulfatados antioxidantes de algumas algas do
litoral potiguar (D. cervicornis, D. delicatula, D. menstrualis, D. mertensis,
S.filipendula, S. scréederi, G. caudata, C. prolifera, C. sertularioides. C. cupressoides
e C. isthmocladum) (COSTA et al., 2010) e de polissacarideos sulfatados da alga
marrom P. gymnospora (SOUZA et al., 2007) e da alga vermelha G. caudata
(COSTA et al., 2008). Porém, os estudos com algas verdes ainda esta restrito a
extratos ricos em polissacarideos, ndo havendo relato de estudos com

polissacarideos purificados.

1.3 ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE
ALGAS MARINHAS

1.3.1 Coagulacéo sanguinea x anticoagulantes

A formacdo do coagulo de fibrina envolve complexas interacdes entre
proteases plasmaticas e seus cofatores, que culminam na génese da enzima
trombina, que, por protedlise, converte o fibrinogénio sollivel em fibrina insolavel
(FRANCO, 2001).

Em 1964, foi proposta a hipotese da “cascata” para explicar a fisiologia da
coagulacédo. Este modelo descreve cada um dos fatores de coagulagcdo como uma
pré-enzima que pode ser convertida para uma enzima ativa. O mecanismo de
coagulacao € dividido em duas vias: via intrinseca, assim chamada porque todos os
componentes estao presentes no sangue; e via extrinseca, em que a proteina da
membrana das células subendotelias, o fator tecidual (FT), é necesséria, além de
componentes circulantes. Como é apresentada na figura 03, a via extrinseca é
desencadeada pela formagédo do complexo Fator Tecidual (FT): Fator Vila (FVlla)
que resulta na ativagédo do fator X. A via intrinseca € iniciada pela ativagdo do fator

XIl (FXII), quando o sangue entra em contato com qualquer superficie contendo
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cargas negativas (ativacdo por contato), este processo requer ainda a presenca de
outros componentes do plasma: pré-calicreina (uma serino-protease) e cininogénio
de alto peso molecular (um cofator ndo enzimatico). O fator Xll ativo (FXlla),
desencadeia uma série de ativacdes protéicas, que culmina na ativacdo do fator X
(RIDELL et al., 2007).

O ponto de convergéncia das vias extrinseca e intrinseca € conhecido como
via comum da coagulacao, e é caracterizada pela ativacao de fibrinogénio a fibrina
pela trombina, formando uma malha de fibrina que vai ser estabilizada pelo fator
Xllla (FRANCO, 2001).

VIA INTRINSECA

Ativagao por contato

-~ »
Q=@
-~ »
&

-~ > VIA EXTRINSECA

@ @
@ g Fator
tecidual

Xa)
Va

-~ »

O G

Figura 03: Modelo classico da cascata de coagulagéo.
Fonte: Adaptado de FRANCO, 2001.

Posteriormente, foi proposto um novo modelo de cascata de coagulacdo, no
gual sdo relacionados trés complexos enzimaticos pro-coagulantes que vao culminar
na ativacdo da trombina: Complexo “tenase” extrinseco, complexo “tenase”
intrinseco e complexo protrombinase. Ap6s uma lesdo no endotélio vascular, o FT é

s

exposto e se liga ao Fator Vlla que é normalmente encontrado no sangue. O
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complexo FT/Vlla ativa os fatores IX e X na presenca do calcio. O fator [Xa, por sua
vez, potencializa a formagdo de Xa através da formagdo do “complexo tenase
intrinseco” . Por fim, o fator Xa forma complexo com o fator Va convertendo o fator Il
(protrombina) em fator Ila (trombina), como observado na figura 04 (FRANCO, 2001
ADAMS; BIRD, 2009).

Complexo y
“tenase” Ca**
extrinsico

L -0

s B

Complexo
dicatt  “tenase”
intrinsico

Complexo
“protrombinase”

Figura 04: Novo modelo da cascata de coagulacao.
Fonte: Adaptado de FRANCO, 2001.

Anticoagulantes tém sido amplamente utilizados para o tratamento de sangue
durante dialises e cirurgias; como medicamentos em varias doencas, como
coagulacao intravascular disseminada e trombose; e para testes sanguineos in vitro
(WANG et al., 2010).

O principal farmaco anticoagulante, usado ha mais de 80 anos, é a heparina,
um polissacarideo sulfatado de origem animal, extraido de intestino de suinos e
pulm&o de bovinos, constituido por unidades dissacaridicas repetitivas, onde um dos
residuos € uma hexosamina (glucosamina); e o outro, um acido urénico (L-idurénico

e D-glucurdnico), a sulfatacdo pode ocorrer em varios pontos da molécula (NADER
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et al., 2004). No entanto, o uso deste composto pode apresentar algumas reacdes
adversas, como trombocitopenia decorrente do seu uso prolongado (FABRIS et al.,
2000) e efeito hemorragico residual, apresentado por fragmentos da heparina sem
atividade anticoagulante (NADER et al., 1979; 2004). Portanto, se faz necessario a
busca por novos compostos anticoagulantes, com menores efeitos colaterais ou sem
efeitos colaterais, que possam vir a substituir a heparina, ou o0 seu uso em algumas

situacbes especificas.

1.3.2 Polissacarideos sulfatados anticoagulantes de algas marinhas

Polissacarideos sulfatados de algas marinhas tém uma grande variedade de
atividades biologicas, mas a sua acdo anticoagulante é a mais amplamente
estudada. Eles apresentam-se como promissores farmacos para a substituicdo da
heparina, devido principalmente, a sua grande diversidade estrutural, o que fornece
a possibilidade deles apresentarem mecanismo de acao diferente da heparina, e
também devido ao fato de as algas marinhas serem abundantes na natureza e
serem recursos naturais renovaveis, havendo a possibilidade de serem cultivadas,
caso necessario (ROCHA et al., 2006).

A acdo anticoagulante dos polissacarideos sulfatados reside, principalmente,
na potencializacdo dos inibidores naturais (antitrombina e cofator Il da heparina) das
proteases do plasma (trombina e fator Xa). Esses biopolimeros podem agir em dois
mecanismos distintos: induzindo a mudanca alostérica nas serpinas (antitrombina e
cofator Il da heparina) ou a cadeia do polissacarideo sulfatado pode atuar como uma
"ponte”, reunindo a protease a serpina (NADER et al., 2004). No entanto, ha casos
de polissacarideos sulfatados que exibem um efeito anticoagulante independente de
serpinas, por exemplo, inibindo diretamente a atividade da trombina (MATSUBARA
et al.,, 2001; MAO et al., 2006); contudo, esses autores ndo foram capazes de
explicar por qual mecanismo o polissacarideo sulfatado inibia a trombina, ou seja, se
ele se ligava ao sitio catalitico da trombina ou se ligava-se a algum outro sitio da
protease.

Em 1936 foi feito o primeiro relato de um polissacarideo sulfatado
anticoagulante, uma galactana sulfatada extraida da alga vermelha Iridaea
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laminarioides (CHARGAFF; BANCROFT; STANLEY-BROWN, 1936). A partir de
entdo, foi crescente o interesse em se estudar polissacarideos sulfatados
anticoagulantes de algas marinhas. Sendo os mais bem estudados os extraidos das
algas marrons (ALBUQUERQUE et al., 2004; AZEVEDO, 2009; SILVA et al., 2005;
ATHUKORALA et al., 2007; MEDEIROS et al., 2008) e vermelhas (ROCHA et al.,
2006).

Apesar de o primeiro relato de polissacarideos sulfatados anticoagulantes de
algas marinhas ter sido feito em 1936 (CHARGAFF; BANCROFT; STANLEY-
BROWN, 1936), s6 em 1985 verificou-se a presenca de polissacarideos sulfatados
com atividade anticoagulante em algas verdes (DEACON-SMITH; LEE-POTTER,;
ROGERS, 1985).

Dentre as Chlorophyta, as espécies da familia Codiaceae sdo as que
possuem polissacarideos sulfatados anticoagulantes mais estudados. Esses
polimeros podem prolongar o tempo de coagulacdo nos ensaios de aPTT e/ou TT,
ou seja, atuando nas vias intrinseca e/ou comum da cascata de coagulacao,
respectivamente (JURD et al., 1995; MATSUBARA et al., 2000). Por outro lado,
poucos polissacarideos de Codiaceae possuem a capacidade de prolongar o tempo
de coagulacdo pelo ensaio de PT (via extrinseca). Atividade anticoagulante para
este teste foi observada para extratos de polissacarideos sulfatados de C.
dwarkense, C. indicum, C. tomentosum e C. geppi da costa da india (SHANMUGAM
et al.,, 2002) e para polissacarideos sulfatados purificados da Codium dwarkense
(SIDDHANTA et al., 1999; SHANMUGAM et al., 2001). O mecanismo de acdo de
polissacarideos de Codiaceae pode ser potencializando a acdo da antitrombina (AT)
elou cofator Il da heparina (HCII) e/ou inibindo diretamente a trombina. A atividade
anticoagulante de espécies de Codium esta sumarizada na tabela 02.

Polissacarideos de algas do género Monostroma também vem sendo
estudados (tabela 02). Uma atividade relativamente alta em inibir a trombina foi
encontrada para extratos de polissacarideos sulfatados de Monostroma nitidum
(MAEDA et al., 1991). Este polissacarideo ativo foi purificado por cromatografia de
troca-ibnica e gel filtracdo, obtendo-se um homopolissacarideo (ramnana sulfatada),
tendo a capacidade inibir a trombina seis vezes maior que a heparina (HARADA;
MAEDA, 1998). Dois polissacarideos sulfatados ricos em ramnose, com pequenas
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quantidades de glicose e xilose, foram obtidos desta mesma alga por Mao et al.
(2008), os mesmos apresentaram alta atividade anticoagulante pelos testes de aPTT
e TT e foram potentes inibidores da trombina mediado pelo HCII.

Ramnana sulfatada anticoagulante também foram descritas para alga
Monostroma latissimum (LEE et al.,, 1998). Zhang et al. (2008) extrairam e
fragmentaram por degradagdo com H,O, um polissacarideo sulfatado (725.4 kDa)
da M. latissimum, obtendo 5 fragmentos com 216.4, 123.7, 61.9, 26.0 e 10.6 KDa,
com composicdo e estrutura quimica similares. Os mesmos tiveram atividade
anticoagulante pelo testes de aPTT e TT, sendo os polissacarideos mais potentes 0s
com menores massas moleculares.

Polissacarideos sulfatados ricos em ramnose extraidos da Ulva conglobata
agem inibindo diretamente a trombina ou potencializando a acdo do HCIl (MAO et
al., 2006). Ja espécies de Caulerpaceae, como a C. okamurai e C. brachypus,
também possuem polissacarideos sulfatados anticoagulantes, os quais séo ricos em
galactose e tém um efeito especifico na inibicdo da trombina dependente do HCII
(HAYAKAWA, 2000).

A grande diversidade de algas do litoral potiguar, inclusive de algas verdes, e
0s poucos estudos com os polissacarideos sulfatados destas algas, fez com que ha
algum tempo o grupo do BIOPOL aumentasse 0 seu interesse por compostos
extraidos de Chlorophyta. E, em trabalho recente, foi estudada a atividade
anticoagulante de extratos ricos em polissacarideos sulfatados de 11 algas marinhas
do litoral do Rio Grande do Norte, destas 4 foram algas verdes (Caulerpa
cupressoides, Caulerpa prolifera, Caulerpa sertularioides e Codium isthmocladum).
Todos os extratos obtidos das algas verdes apresentaram atividade anticoagulante
pelo teste de aPTT, e, interessantemente, das 11 espécies estudadas, o extrato da
C. cupressoides foi o Unico que teve a capacidade de prolongar o tempo de
coagulacéo no teste de PT (COSTA et al., 2010).
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As atividades bioldgicas, inclusive a atividade anticoagulante e antioxidante,
dos polissacarideos sulfatados de algas marinhas sdo dependentes de varios
parametros estruturais, como o grau de sulfatacdo (HAROUN-BOUHEDJA et al.,
2000; QI et al., 2005a; AZEVEDO, 2006; WANG et al., 2008), a massa molecular
(ZHAO et al., 2006; ZHANG et al., 2008), a posicdo da sulfatacdo (FARIAS et al.,
2000; ROCHA et al., 2006; POMIM; MOURAO, 2008; FONSECA et al., 2008) e o
tipo de acucar (SHANMUGAM; MODY, 2000). O que demonstra a importancia do
conhecimento da estrutura dos polissacarideos de algas, mesmo que parcial, para

se determinar a relacéo estrutura e atividade biolégica desses polimeros.

1.4 CARBOIDRATOS X SAZONALIDADE E PARAMETROS AMBIENTAIS

Diferente de proteinas e acidos nucléicos, polissacarideos ndo possuem um
molde para a sua construcdo, dessa forma cada polissacarideo sintetizado
apresenta uma variabilidade em torno de uma estrutura principal, o que faz com que
moléculas do mesmo composto apresentem caracteristicas fisico-quimicas
ligeiramente diferentes entre si (NELSON; COX, 2002). Varios fatores podem
influenciar na sintese de polissacarideos sulfatados em organismos vivos, como
abastecimento de alimentos, mudancas sazonais e fatores abidticos (temperatura,
correntes maritimas, exposicao de luz, salinidade).

Na década de 80, Nader e colaboradores investigaram a correlacdo entre
guantidade de polissacarideos sulfatados, conhecidos como glicosaminoglicanos
(GAG's), com a salinidade da agua, para tanto selecionaram espécies semelhantes
de trés grupos de invertebrados (Crustacea, Pelecypoda e Gastropoda) provenientes
de habitat de diferentes salinidades e verificaram que ha correlacdo direta entre
logaritmo da concentracdo de GAG’s e o grau de salinidade do habitat (NADER et
al., 1983). Mais recentemente, uma pesquisa realizada com o ourico do mar
Lytechinus variegatus demonstrou que essa espécie produz uma fucana sulfatada
durante todas as estacdes do ano, denominada de P1, e que no inverno além da P1
0 ouri¢o produz outro tipo de fucana sulfatada, a P2, ambas com estruturas distintas.
Aparentemente ha uma correlacao entre temperatura da agua do mar e a sintese da
P2 (CINELLI et al., 2007).
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Além disso, de acordo com Aquino et al. (2005), a ocorréncia de
polissacarideos sulfatados de angiospermas marinhas resulta da adaptacédo
fisiologica, devido a pressdo ambiental, principalmente da salinidade, uma vez que
estdo ausentes nas plantas terrestres e de agua doce (AQUINO et al., 2005).

Em se tratando de algas marinhas, alguns estudos demonstram que a
composi¢cdo quimica de certas espécies é afetada por parametros abioticos. Estudo
realizado durante um ano com algas vermelhas Grateloupia doryphora e
Gymnogongrus griffithsiae demonstrou que o contetdo de carboidratos dessas
espécies aumenta gradualmente durante a primavera, tornando-se maior no verao;
periodo onde se observa os maiores valores de salinidade, temperatura e
intensidade luminosa (PERFETO, 1998). Esse resultado se assemelha ao obtido
para as algas Gracilaria gracilis e Gracilaria bursa pastoris, no qual o rendimento do
agar variou significativamente de acordo com a sazonalidade, sendo os maiores
rendimentos obtidos na primavera e no verdo, respectivamente. Sendo essa variavel
também correlacionada positivamente com a salinidade e temperatura da agua do
mar (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003).

Houve também uma correlacdo positiva entre a producédo de carboidratos e a
temperatura e salinidade da agua para alga vermelha Gracilaria cervicornis e entre o
conteudo de carboidratos e a salinidade para alga marrom Sargassum vulgare
(MARINHO-SORIANO et al., 2006). Essas correlacbes entre a salinidade e
temperatura e o conteudo de carboidratos totais e de agar, sugere que esses dois
parametros ambientais podem influenciar no metabolismo de carboidratos.

Além disso, o teor de sulfato também pode ser influenciado por fatores
abidticos, por exemplo, a quantidade de sulfato do agar das algas Gracilaria gracilis
e Gracilaria bursa pastoris foi correlacionado negativamente com salinidade
(MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003).

Com relacéo a polissacarideos sulfatos de algas marinhas, que néo o agar, foi
observado que a sazonalidade pode ou nédo influenciar a estrutura de
polissacarideos sulfatados. Laminaranas e galactofucanas foram extraidas da alga
marrom Saccharina longicruris em quatro periodos (maio, agosto e novembro de
2005 e junho de 2006) e verificou-se que havia uma diferenca significativa no
rendimento e composi¢cdo monossacaridica entre maio 2005 e junho 2006, além de
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haver também uma diferenca significativa no teor de sulfato da galactofucana entre
2005 e 2006, no entanto, esta diferenca ndo estava correlacionada com a
temperatura e salinidade da &gua, jA que esses parametros se mantiveram
constante durante o periodo de estudo (RIOUX; TURGEON; BEAULIEU, 2009).
Mudancas sazonais no contetdo de fucose e sulfato também foram observadas para
fucanas da alga marrom Laminaria japonica (HONYA et al., 1999), no entanto, neste
caso, parametros ambientais nao foram estudados.

O contrario foi observado para a alga vermelha Delesseria sanguinea, a qual
nao teve sua composicdo monossacaridica nem conteudo de sulfato alterado com
sazonalidade (GRUNEWALD; GROTH; ALBAN, 2009). Ja Zhang et al. (2005)
investigaram os polissacarideos sulfatados, da alga Porphyra capensis coletada em
dois lugares diferentes (Namibia e Africa do Sul) e verificaram que nZo havia
diferenca no teor de acglcar e de sulfato dos polissacarideos quando provenientes da
mesma espécie coletada em locais diferentes, porém havia uma ligeira variacdo
sazonal no conteudo de sulfato, mas de acordo com 0S mesmos, Sa0 necessarios
mais estudos para confirmar esse dado de sazonalidade ja que o numero de
amostras (meses) estudadas foi pouco (ZHANG et al., 2005). No entanto, esses
autores ndo avaliaram a influéncia de fatores abibticos, como a salinidade e
temperatura, sobre o0s polissacarideos sulfatados produzidos por essas algas

Estes dados indicam que a sazonalidade, bem como, parametros ambientais
podem afetar de forma diferente a estrutura de polissacarideos sulfatados de acordo
com a espécie da alga. No entanto, ndo existem estudos mostrando a influéncia da
salinidade da &gua do mar na estrutura e consequentemente nas atividades
biolégicas destes biopolimeros de algas verdes.

Com base nessas consideracfes, o objetivo principal desta pesquisa foi
avaliar o efeito da salinidade da 4gua do mar no rendimento e na composicédo de
fracbes polissacaridicas da alga verde Caulerpa cupressoides var. flabellata,
coletada em duas praias de diferentes salinidades do litoral do Rio Grande do Norte,
bem como verificar a influéncia da salinidade sobre as atividades biol6gicas destas
fracOes. E os objetivos especificos foram:

= Determinar a composicao centesimal da alga C. cupressoides;
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= Obter fracdes ricas em polissacarideos sulfatados da alga C. cupressoides,
coletada na praia de Buzios (Nisia Floresta/RN) e na praia de Camapum
(Macau/RN);

= Realizar a caracterizacao ‘das fracdes polissacaridicas atraves de métodos
fisicos, quimicos e fisico-quimicos;

= Avaliar a atividade antioxidante das fracdes polissacaridicas através de
diferentes sistemas in vitro;

= Analisar a atividade anticoagulante das fracdes polissacaridicas através de
“kits” comerciais de aPTT e PT,;

= Comparar a composi¢cado quimica e as atividades biologicas (anticoagulante
e antioxidante) das fracdes polissacaridicas da C. cupressoides coletada em Macau
com as fracdes polissacaridicas da mesma espécie coletada em Buzios, onde a

salinidade é menor.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1. LOCAIS DE COLETA

A coleta da alga objetivo de estudo deste trabalho foi realizada em duas
praias do litoral potiguar: Camapum e Buzios (figura 05).

A praia de Buzios pertence ao municipio de Nisia Floresta, no litoral sul do
Rio Grande do Norte, a 38 Km de Natal. Esta localizada a uma latitude sul 05°58°23”
e longitude oeste 35°04’97”. Nesta area, a temperatura média do ar € de 28° C, a
precipitacdo pluviométrica é de 1300 mm. A praia é relativamente rasa, de fundo
arenoso, em muitos pontos cobertos por algas calcarias e protegida do embate das
ondas pelos arrecifes. Esta praia possui uma vasta diversidade de algal com grande
namero de espécies de Chlorophyta, Rhodophyta e Phaeophyta (FONSECA, 2001).

O segundo local de coleta, a praia de Camapum, pertence ao Municipio de
Macau, distante 180 Km de Natal e localizado na subzona salineira do Rio Grande
do Norte. Esta localizada a uma latitude sul 5°05’19” e longitude oeste 36°37°78”.
Nesta area, a temperatura média do ar é de 27,2° C, a precipitacao pluviométrica é
de 390 mm. Camapum é considerada uma praia urbana com aguas claras e raras
(CONHECA MACAU, 2010).

? Praia de/Bazios, Nisia Floresta-RN

PN
A : B&oéo Pessoa
) O\Ca‘mpinalGrande & i

Figura 05: Localizacdo dos pontos de coleta da C. cupressoides no litoral do Rio
Grande do Norte.
Fonte: Programa Google Earth 3.0 (Google Inc.© 2005).
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2.2 MATERIAIS

2.2.1 Material Biolégico

Filo: Chlorophyta
Classe: Ulvophyceae
Ordem: Bryopsidales
Familia: Caulerpaceae

Género: Caulerpa

Espécie: Caulerpa cupressoides var. flabellata
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Figura 06:

Alga

verde

Caulerpa

cupressoides var. flabellata utilizada neste

trabalho.

Fonte: Autoria propria.

Como objeto deste estudo foi escolhida a alga verde Caulerpa cupressoides
var. flabellata Bgrgesen 1907 (figura 06), devido ser uma espécie facilmente
encontrada nas praias de Camapum (Macau/RN) e Buzios (Nisia Floresta/RN), além

de ser de facil coleta e ser abundante. O estudo se restringiu as algas fixas ao

substrato arenoso na zona entre marés (mesolitoral), em ambas as praias. Os
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espécimes de C. cupressoides foram coletados em novembro de 2008, durante
maré baixa entre 0,0-0,2m, e foram identificados pela Prof2 Dr2 Eliane Marinho
Soriano, do Departamento de Oceanografia e Limnologia da UFRN.

Apos coleta, as algas foram acondicionadas em sacos de polietileno, levadas
ao laboratorio (BIOPOL) no mesmo dia da coleta, lavadas em agua corrente,
examinadas cuidadosamente para que ficassem livres de epifitas, inclusbes
calcarias e sais, e entdo, foram postas para secar em estufa aerada a 45° C. Em
seguida, foram trituradas, pesadas e guardadas em frascos hermeticamente
fechados. Denominou-se de CCM a alga coletada na praia de Camapum e de CCB a

alga coletada na praia de Buzios.

2.2.2 Outros materiais

- Acetona, acido aceético, acido sulfurico, alcool etilico, alcool metilico, azul de
toluidina, brometo de potassio, brometo de cetiltrimetilaménio P.A. (CETAVLON),
citrato de sadio, cloreto de bario, cloroférmio, coomasie brilliant blue R 250, fosfato
de sodio dibasico, fosfato de s6dio monobasico, glicina, hidroxido de sédio, peroxido
de hidrogénio e sulfato de ferro heptahidratado da CRQ (Diadema, SP, Brasil);

- Acido borico, gelatina e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) da VETEC (Duque
de Caxias, RJ, Brasil);

- Acido cloridrico e metionina da Synth (Diadema, SP, Brasil);

- Acido gélico da CAQ Casa da Quimica Ind. e Com. (Diadema, SP, Brasil);

-Acido ascorbico, azul de dimetilmetileno (DMB), carbazol, cloreto de sddio, dextrans
de 40 KDa, 70 KDa, 147 KDa e 500 KDa, 1,3 diamino propano acetato, ferrozina,
heparina, nitroblue tetrazolium (NBT) e riboflavina da Sigma-Aldrich Brasil (Séo
Paulo, SP, Brasil);

- Agarose (Standart L’'ow-MR) da BioRad Laboratories (Richmond, CA, EUA);

- Cloreto de ferro e reagente de Folin-Ciocalteau da Merck (Darmstadt, Alemanha);

- Clexane® (enoxaparina soédica) da Aventis Intercontinental (Maisons, Alfort,

Franca);
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- Fenol, molibidato de aménia, sulfato de cobre, sulfato de potassio e sulfato de
sédio anidro da Reagen Quimibras Industrias Quimicas S.A. (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil);
- L-fucose, p-xilose, p-galactose, b-manose, D-glucose, p-arabinose, p-ramnose e
acido p-glucurénico da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA);
- “Kit” de tempo de tromboplastina parcial ativada e “kit” de tempo de protrombina da
Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil);
- Maxatase (protease alcalina P 126) da BIOCON do Brasil Industrial LTDA (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil);
- Salicilato de sédio da FLUKA (Steinheim, Germany);
- Sephadex G-100 da GE Healthcare (Sao Paulo, SP, Brasil).

Todos os demais materiais e reagentes utilizados foram da melhor qualidade

disponivel.

2.2.3 Aparelhos

Além dos aparelhos usuais do laboratorio pode-se destacar:
- Agitador de tubos mod. AP 56 da Phoenix Ltda. (Araraquara, SP, Brasil);
- Balancas analitica e de precisdo da TECNAL (Piracicaba, SP, Brasil);
- Banho maria de temperatura ajustavel da FANEM Ltda (Sao Paulo, SP, Brasil);
- Bomba de vacuo da TECNAL (Piracicaba, SP, Brasil);
- Bomba peristaltica da Fischer Scientific (Suwanee, GA, EUA).
- Camara para eletroforese em gel de agarose, modelo desenvolvido por Jaques e
col. (1968) da Técnica Permatron Ltda (S&o Paulo, SP, Brasil);
- Centrifuga refrigerada CR 21 da Hitachi Koki Co. Ltda (Téquio, Japao);
- Coagulémetro da Drake (Séo Paulo,SP, Brasil).
- Cromatografo liquido Elite Lachrom da Hitachi (Toquio, Jap&o);
- Destilador de agua MA-270 da Marconi Ltda (Piracicaba, SP, Brasil);
- Espectofotometro de infravermelho da PerkinElmer (Waltham, Massachusetts,
EUA);
- Espectrofotometro da FEMTO Ltda (S&o Paulo, SP, Brasil);
- Estufa da Odontobras Ltda. (Ribeirdo Preto, SP, Brasil);
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- Fontes de corrente continua da BioAgency Biotecnologia Ltda. (Sdo Paulo, SP,
Brasil);

- Medidor de pH da PHS-3B da PHTEK (Japao);

- Purificador de agua Milli-Q® Water System da Millipore Corp. (Bedford, MA, USA);

- Refratbmetro portatil modelo RTS 101ATC da Instrutherm (Freguesia do O, SP,
Brasil);

- Termémetro centigrado da Incoterm (Porto Alegre,RS, Brasil).

2.3 METODOS
2.3.1 Determinacdo da salinidade e da temperatura da agua do mar

A salinidade (%0) e a temperatura (° C) da agua do mar foram determinadas
30 e 15 dias antes da coleta e 15 e 30 dias ap6s a coleta, bem como,
simultaneamente durante a coleta. A salinidade foi obtida por intermédio de um
refratbmetro portatil, modelo RTS 101ATC da Instrutherm e a temperatura foi

verificada com auxilio de um termémetro de mercurio centigrado.
2.3.2 Determinacao da composicao centesimal da C. cupressoides

A determinacdo da composicdo centesimal da alga C. Cupressoides foi
realizada no Laboratério da NutricAo e Biologia Molecular do Departamento de
Bioquimica da UFRN. Os parametros analisados foram: proteinas, lipidios, cinzas,
fibras e carboidratos (n=3). Os métodos utilizados na determinacdo de cada um

desses parametros estdo relacionados abaixo:
2.3.2.1 Proteina Bruta

Para determinagdo da proteina bruta foi utilizado o método semi-micro
Kjeldhal, conforme recomendacéao da AOAC (1985), descrita por Santos (2007). 100
mg da alga, previamente dessecada, foi colocada em baldo de Kjeldahl de 50 mL.
Ao baldo foram adicionados os catalisadores (0,5 g de sulfato de cobre e 1,0 g de
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sulfato de potéassio) e finalmente 5 mL de acido sulfarico. O balédo foi conduzido ao
digestor de Kjeldahl até a completa mineralizacdo, que corresponde a formacéo de
um liquido translicido de cor verde azulada. Apds a digestdo, o material foi
transferido para o aparelho de destilacdo ao qual foi adicionado hidroxido de sédio a
40% até saturacdo. O produto da destilacdo foi coletado em um erlenmeyer
contendo 10 mL da solugdo de &cido bérico saturada e 3 gotas do indicador. A
destilacdo foi levada a efeito até que o material do erlenmeyer atingisse um volume
de 50 mL. Foi, entao, realizada a titulacdo com acido sulftrico 0,02 N, aplicando-se o
valor do volume titulado na seguinte formula:
V x normalidade x fator do acido x 14,01
Nitrogénio total =

massa da amostra em gramas

Sendo o teor de proteinas da amostra, igual a 6,25 x nitrogénio total.

2.3.2.2 Lipidios

Para verificacdo do teor de lipidios 1 g da alga pulverizada foi colocado em
um erlenmeyer com rolha e adicionados ao mesmo 10 mL de cloroférmio, 20 mL de
metanol e 8 mL de agua destilada na propor¢do 1:2:0.8, respectivamente. Em
seguida, o erlenmeyer foi arrolhado e agitado por 30 minutos em um agitador
rotativo a 145 g. Posteriormente, foram acrescentados 10 mL de cloroférmio e 10 mL
de sulfato de sédio anidro 1,5%, este material ficou sob homogeneizacéo por 2 min.
Formaram-se duas camadas, uma hidrofilica e uma hidrofébica, a qual continha os
lipidios. Foram transferidos 15 mL da camada hidrofébica para um tubo cénico com
rolha esmerilhada de 30 mL, a este foi adicionado 1 g de sulfato de sédio anidro,
sendo o material em seguida filtrado. Transferiu-se 5 mL do filtrado para um becker
de 50 mL previamente pesado e levou-se a estufa a 100° C até completa
evaporacao do solvente. Apds secagem e resfriamento em dessecador, o becker foi
pesado e o percentual de lipidios foi calculado a partir da massa dos lipidios
encontrado no volume de 5 mL (m), de acordo com a férmula abaixo (BLIGH; DYER,
1959):
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m x4 x 100

% Lipidios totais=

g amostra

2.3.2.3 Cinzas

A fragdo cinza foi determinada conforme recomendacdo da AOAC (1985),
descrita por Fonseca (2001). 1,5 g da alga pulverizada foram colocados em cadinho
de porcelana, previamente tarado. Em seguida, o cadinho com a amostra foi
submetido a temperatura de 550° C em mufla por 6 h, até destruicao total da matéria
organica, momento em que a amostra apresentou coloragdo esbranquicada, sem
pontos negros que indiguem a presenca de carvao (residuo de matéria organica).
Em seguida, a mufla foi resfriada até a temperatura proxima de 50° C para que
pudesse ser retirado o cadinho com a amostra. Este foi levado a um dessecador
para entrar em equilibrio térmico com o ambiente. Posteriormente, o cadinho foi
pesado e a diferenca entre a massa do cadinho antes e apds a incineracdo da

amostra forneceu a quantidade de cinzas.

2.3.2.4 Fibras

A quantidade de fibras das algas foi estimada segundo a AOAC (1985).
Inicialmente, as amostras foram delipidadas de acordo com o0 seguinte
procedimento: Pesou-se 9 g da alga pulverizada e adicionou-se 30 mL de
cloroférmio e 60 mL de metanol, deixou-se em repouso por 1 h. Posteriormente,
adicionou-se 24 mL de agua destilada, filtrou-se e deixou-se na estufa até secar.
Pesou-se 1 g do material delipidado em um becker e adicionou-se 20 mL de agua
destilada. Deixou-se o becker sob agitacdo em banho maria a 37 °C por 90 min e
adicionou-se 100 mL de etanol 95%. Em seguida, o material foi filtrado a vacuo em
cadinho de Gooch com la de vidro, previamente pesado, sendo posteriormente o
residuo lavado com 40 mL de etanol 78%, 10 mL de etanol 95% e 10 mL de

acetona. Apos lavagem do residuo o cadinho foi posto em estufa a 105° C até peso
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constante. A quantidade de fibras na amostra foi estimada de acordo com a seguinte
formula:
%Fibra = 100 x (RT-(P+A)/100xRT)/Pa

Onde, RT= mg residuo; P=% de proteina; A=% cinza e Pa=mg amostra.

2.3.2.5 Estimativa de Carboidratos

A quantidade de carboidratos das algas foi estimada por diferenca a partir dos
demais componentes da composi¢ado centesimal (proteinas, lipidios, fibras e cinzas),
segundo normas da AOAC (1985), descritas por Santos 2007.

2.3.3 Extracédo das fracfes polissacaridicas da alga verde C. cupressoides

2.3.3.1 Obtencéo do po cetbnico

As algas secas e pulverizadas foram tratadas quatro vezes com dois volumes
de acetona para despigmentacédo e delipidacdo do material. A acetona foi decantada
e o residuo colocado para secar a 45° C sob aeracdo. Posteriormente, aferiu-se

novamente o peso seco do material, que se convencionou chamar de p6 cetdnico.

2.3.3.2 Protedlise

Com o intuito de promover a extracdo dos polissacarideos sulfatados e
eliminar os contaminantes protéicos, foram adicionados ao pé cetdnico dois volumes
de NaCl 0,25 M, sendo o pH ajustado para 8,0. A este material, foi adicionada a
enzima proteolitica maxatase (15 mg por grama de pd cetdnico), e o material foi
incubado a 60° C “overnight”. A suspensao foi, em seguida, centrifugada a 8.000 g
por 15 minutos. O precipitado foi desprezado e o volume do sobrenadante foi

medido e guardado a 4° C.
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2.3.3.3 Fracionamento com volumes crescentes de acetona PA

O sobrenadante obtido apés a protedlise foi fracionado com volumes
crescentes de acetona, obtendo-se as fracbes polissacaridicas. Os valores de
acetona adicionados foram determinados pela turvacdo da solucdo, que caracteriza
a precipitacdo de polissacarideos devido a adi¢cdo desse solvente polar. Adicionou-
se um volume de acetona, sob agitacdo leve, necesséario para que se visualizasse
uma turvacao da solucao, essa solucédo foi mantida em repouso a 4° C durante 18 h,
o precipitado foi coletado por centrifugacdo a 8.000 g por 15 min a 4° C e seco a
pressao reduzida. Em seguida, esse procedimento foi repetido até que ndo se
visualizasse mais a formacgéao de precipitado (ROCHA, 1998).

2.3.4 Caracterizacédo das fracdes polissacaridicas da alga C. cupressoides

2.3.4.1 Eletroforese em gel de agarose

Para visualizagdo dos polissacarideos sulfatados obtidos apdés o
fracionamento com acetona, o material foi submetido a eletroforese em gel de
agarose. O preparo das laminas passa pela pesagem do gel de agarose (0,6%) e
diluicdo no tampéo 1,3 diamino propano acetato (PDA) 0,05 M, pH 9,0. Aliquotas de
5 yL de cada fragao na concentracado de 10 ug/pL foram aplicadas em canaletas no
gel e submetidos a eletroforese em cuba resfriada a 4° C. ApOs a corrida
eletroforética (a 100 volts), os compostos foram precipitados com CETAVLON 0,1%
por 2 horas, a temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi seco sob uma corrente
de ar quente e corado com azul de toluidina 0,1%, numa solucédo de acido acético
1% e etanol 50%. O excesso de corante foi removido utilizando-se uma solucao de
acido acético 1% em etanol 49% (solucédo descorante). A operacgao foi repetida até
completo descoloramento do fundo da lamina. A seguir, o gel foi seco a temperatura
ambiente (DIETRICH; DIETRICH, 1976).

A revelacdo das bandas de migragdo foi feita pela atividade metacroméatica
caracteristica de cada composto. Neste caso, 0s compostos ricos em sulfato

desenvolvem uma colorag&o roxa caracteristica.
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2.3.4.2 Andlises quimicas

= Acucares totais

Para se verificar a quantidade de polissacarideos nas fracdes realizou-se a
determinacdo de acucares totais pelo método fenol/acido sulfdrico, utilizando-se a
galactose como padrédo, sendo as leituras realizadas a 490 nm (DUBOIS et al.,
1956).

= Sulfato

A guantidade de sulfato das fracbes polissacaridicas foi determinada apos
uma hidrélise acida (HCI 4 N, 6 horas, 100° C) e quantificada por turbimetria pelo
método da gelatina-béario, tendo-se como padréo o sulfato de sédio (DODGSON;
PRICE, 1962).

= Acido urdnico

O conteudo de &cido urbnico foi determinado pela reacdo de carbazol,
utilizando-se acido p-glucurdénico como padrdo, sendo as leituras realizadas a 525
nm (DISCHE, 1946).

= Proteina

O grau de contaminacéao proteica das fracdes foi determinado com o reagente
comassie blue R e a leitura realizada a 595 nm (SPECTOR, 1978).

= Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos foram avaliados quantitativamente pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau, utlizando-se como padrdo o &cido galico, sendo as
leituras realizadas a 765 nm (ATHUKORALA,; KIM; JEON, 2006).
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2.3.4.3 Composicao monossacaridica

As fracdes polissacaridicas foram hidrolisadas (HCI 2 N, 2 horas, 100° C) e
0S monossacarideos constituintes das fracbes foram determinados através de
cromatografia liquida de alta performace (HPLC), utlizando-se a coluna
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 NH, (10 pm), tendo como fase mével
acetonitrila:adgua (80:20) em um fluxo de 1 mL/min a 40° C . Usando-se como
padrées de acucares: galactose, glicose, xilose, manose, fucose, ramnose e

arabinose.

2.3.4.4 Massa molecular

A massa molecular dos polissacarideos sulfatados foi determinada por
cromatografia de gel filtracdo em Sephadex G-100 (140 x 1 cm), usando como
eluente NaCl 0,15 M em acido acético 0,2 M. A eluicdo foi monitorada pela
guantidade de acucares totais (DUBOIS et al., 1956) e metacromasia (FARNDALE;
BUTTLE; BARRETT, 1986). Para a estimativa da massa molecular dos

polissacarideos usou-se dextrans de diferentes massas moleculares como padrao.
2.3.4.5 Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho foi realizada em espectrébmetro
PerkinElmer, de 4.000 a 500 cm™ no Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Rio grande do Norte. Os polissacarideos sulfatados foram analisados
apos secagem em aparelho de Abdenhalden, sob forma de pastilha de KBr contendo
P,Os a 60° C.

2.3.5 Atividades bioldgicas das fragdes polissacaridicas da C. cupressoides

2.3.5.1 Atividade antioxidante in vitro

= Capacidade Antioxidante Total (CAT)
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Esse ensaio baseia-se na reducédo do Mo*® a Mo*® pela amostra teste (fracdes
polissacaridicas) com subsequente formag¢do de um complexo esverdeado fosfato /
molibdénio™ em pH &cido. Adicionou-se a amostra teste na solucédo reagente (0,6 M
acido sulfarico, 28 mM de fosfato de sédio e 4 mM de molibidato de aménia). Essa
solucdo foi mantida a 100° C por 90 minutos e depois resfriada a temperatura
ambiente. Em seguida, realizou-se as leituras a 695 nm (PRIETO; PINEDA,
AGUILAR, 1999). O resultado foi expresso como mg de acido ascorbico / g de fragdo

polissacaridica, denominado de equivalentes de acido ascérbico.

= Quelacao férrica

A habilidade de quelar o ion ferro das fracfes polissacaridicas foi determinada
pelo método descrito por Decker e Welch (1990), com modificacdes de Wang et al.
(2008). A ferrozina, reagente utilizado neste ensaio, forma um complexo com o ion
Fe?* (coloracdo rosa). Na presenca de agentes quelantes este complexo ndo é
formado, resultando na diminuicdo da coloracdo. A reducdo da coloragcéo permite,
assim, estimar a atividade quelante do ion ferro das fracdes polissacaridicas. A
mistura de reacao contendo diferentes concentracdes das fracdes polissacaridicas
(0,1-2,0 mg/mL), FeCl, (0,05 mL, 2 mM) e ferrozina (0,2 mL, 5 mM) foi agitada e
incubada por 10 min a temperatura ambiente. A absorbéncia da solucdo foi medida a
562 nm. A habilidade, das fra¢cdes, em quelar o ion ferro foi calculada usando a
equacao abaixo:

Habilidade de quelacéo (%) = ((Ao— A1)/Ag) X 100
Onde: Ag absorbancia do controle e A; absorbéncia da amostra teste.

= Sequestro do radical hidroxila (OH")

A atividade sequestradora dos radicais hidroxila foi investigada usando a
reacao de Fenton (Fe?* + H,0, — Fe®*" + OH + OH®), de acordo com a metodologia
descrita por Smirnoff e Cumbes (1989) com pequenas modificacbes. As fracdes
polissacaridicas em diferentes concentra¢des (0,1-2 mg/mL) em 3 mL de tampéao
fosfato (150 mM, pH 7,4) foi incubada com FeSO,4.7H,O (10 mM), EDTA (10 mM),
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salicilato de sodio (2 mM) e H,0;, 30% (250 uL de cada). A solucao foi incubada a
37° C por 1 h e a reacdo detectada por monitoramento da absorbancia a 510 nm. No
branco o H,0, foi substituido pelo tampéo fosfato (SOUZA et al., 2007).

= Sequestro do radical superéxido (O2™)

Este método baseia-se na capacidade da amostra teste (fracbes
polissacaridicas) em inibir a reducao fotoquimica do nitroblue tetrazolium (NBT) em
um sistema riboflavina-luz-NBT (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971; DASGUPTA,
DE, 2007). 3 mL da solucdo reagente contendo: tampao fosfato (50 mM, pH 7,8),
metionina (13 mM), riboflavina (2 yM), EDTA (100 uM), NBT (75 pM) e 1 mL de
solucdo contendo as fracdes polissacaridicas em diferentes concentragbes (0,1-2
mg/mL), foram incubadas sob iluminacdo com lampada fluorescente por 10 min. A
producdo do azul de formazan foi monitorada pelo aumento da absorbancia a 560

nm.

2.3.5.2 Atividade anticoagulante

Os ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e tempo de
protrombina (PT) foram realizados seguindo o protocolo fornecido pelos “kits”
comerciais adquiridos (Labtest). O plasma citratado utilizado nestes ensaios foi
obtido ap6s a centrifugacdo de sangue humano retirado de individuos adultos,
sadios e de ambos os sexos. O tempo de coagulacdo foi determinado utilizando-se
um coagulémetro automatico da marca Drake.

O PT é realizado adionando-se ao plasma decalcificado pelo citrato, um
excesso de fator tecidual (tromboplastina). O tempo entre a adicdo do célcio e a
coagulacdo é chamado de PT. Esse teste consiste na determinacdo do tempo de
coagulacdo de um plasma citratado, apdés a adicdo de FT, também chamado de
tromboplastina, e de calcio a 37° C. A adicdo de um excesso de tromboplastina
promovera a ativacao de todo o fator VII contido na amostra de plasma. O fator Vila
assim, ativara o fator X, iniciando a via comum da coagulacdo. A tromboplastina é

um reagente obtido do cérebro humano, de coelho, de boi ou de macaco. Ele

Mariana Santana S. . da Costa




53
Materiais e Métodos

contém o fator tissular, composto por uma parte protéica e uma parte fosfolipidica
que substitui o fator 3 plaquetério, na ativacdo dos fatores que se ligam a
fosfolipidios de membrana (LABTEST, 2009).

O aPTT é o tempo medido entre a adicdo do calcio, na presenca da cefalina
(fator de contato) e a coagulacdo do plasma. A presenca de um fator de contato
ativa as reacdes da via intrinseca da coagulacdo. O teste consiste na determinacao
do tempo de coagulacédo do plasma pobre em plaquetas citratado, apos a adi¢éo de
um ativador da fase de contato da coagulacédo (por isso é dito ativado), e de um
reagente, a cefalina, que substitui o fosfolipidio da membrana plaquetéario, uma vez
que se trabalha com plasma pobre em plaquetas. O Ultimo reagente adicionado é o
calcio, que converte a acdo do citrato. O ativador de contato pode ser o caolim, o
acido elagico ou ainda a celite. Este ativador que é colocado em excesso vai ativar o
fator XllI, na presenca da pré-calicreina e cininogénio de alto peso molecular, e o
Xlla vai transformar o fator XI em Xla. O Xla ativa o IX, e este ativo junto com o VIII
vao ativar o fator X. A cefalina é um fosfolipidio extraido de cérebro de maneira
semelhante a tromboplastina, mas como a diferenca que a cefalina ndo possui
atividade de fator tissular, isto €, ndo € capaz de ativar o fator VII, por isso ela é
chamada de tromboplastina parcial (LABTEST, 2009).

2.3.6 Anéalise estatistica

Todos os dados dos experimentos realizados foram expressos como média
+ desvio padréo (n=3). Para testar diferencas entre fracbes da CCM e CCB foi
utilizado o teste de andlise paramétrica de analise de variancia (ANOVA). O teste de
Student-Newman—Keuls (Nivel de significAncia de p<0,05) foi aplicado para se

comprovar algumas similaridades encontradas pela ANOVA.
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3 RESULTADOS

3.1 TEMPERATURA E SALINIDADE DA AGUA DO MAR

Os pontos de coleta da alga verde C. cupressoides foram duas praias do
litoral potiguar: a Praia de Camapum (Macau/RN) e a Praia de Buzios (Nisia
Floresta/RN). Durante o periodo de coleta ndo houve diferenca entre a temperatura
da agua do mar de ambas as praias. Porém, a praia de Camapum teve maior

salinidade da dgua do que a praia de Buzios, como observado na tabela 03.

Tabela 03

Temperatura e salinidade da agua do mar das praias de Camapum e Buzios.

Praia Temperatura Salinidade
Camapum (Macau/RN) 28-32°C 40,0-41,5%o
Bazios (Nisia Floresta/RN) 28-32°C 33,5-34,0%o

3.2 COMPOSICAO CENTESIMAL DA ALGA C. cupressoides

A composicdo centesimal da alga C. cupressoides coletada na praia de
Camapum (CCM) e na praia de Buzios (CCB) é mostrada na tabela 04. Nao houve
variacao significativa (p>0,05) na quantidade de proteinas, lipidios, cinzas, fibras e
carboidratos entre a CCM e a CCB.

Tabela 04
Composicéo centesimal da alga C. cupressoides.

Alga Proteinas (%) Lipidios (%) Cinzas (%) Fibras (%) Carboidratos (%)

CCM 22,77+0,74 480+0,57 7,82+0,15 1153+0,12 54,68+2,31

CCB 2347+0,68 480+040 6,55+0,16 10,25+0,11 5494+1,01

CCM: C. cupressoides coletada na praia de Camapum; CCB: C. cupressoides coletada na praia de
Bazios. Nao houve diferenca significativa entre a CCM e a CCB (p>0,05).
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3.3 RENDIMENTO DAS FRAQOES POLISSACARIDICAS DA ALGA C.
cupressoides

ApoOs o fracionamento com volumes crescentes de acetona obteve-se quatro
fracOes polissacaridicas das algas verdes CCM e CCB, denominadas de F0.3, FO0.5,
F1.0 e F2.0 de acordo com o volume de acetona acrescentado. Da massa total
obtida apdés a precipitacdo de todas as fracdes de cada alga calculou-se o
rendimento de cada fracao.

O rendimento das fracdes polissacaridicas da CCM e da CCB € mostrado na
figura 07. N&ao foi observada nenhuma diferenca significativa (p>0,05) entre o
rendimento das fracdes da CCM e de suas correlatas na CCB. Além disso, observa-
se que a primeira e a ultima fracdo, a F0.3 e a F2.0, apresentaram 0s menores
rendimentos percentuais. O melhor rendimento foi apresentado pela F0.5, seguido

pela F1.0 para ambas as algas.

O CCM
50 - A A O CCB
45 -
—~ 40 1 A A
S 35 -
o
2 30 -
g 20 -
o 15 - A
10 - A
i N w
0 T T T g_-_l 1
FO0.3 FO0.5 F1.0 F2.0
Fracbes

Figura 07: Rendimento percentual das fracBes polissacaridicas da alga C.
cupressoides coletada na praia de Camapum (CCM) e na praia de Buzios (CCB)
obtidas com o fracionamento com acetona: Apés precipitagdo com acetona PA as
fracbes foram centrifugadas (8.000 g, 15 min, 4° C), secas a pressdo reduzida e
pesadas. Da massa total obtida apés a precipitagdo de todas as fragbes da CCM e
CCB calculou-se o rendimento de cada uma. * ® Letras distintas indicam diferencas
significativas entre as fragBes da CCM e suas correlatas na CCB (p<0,05).
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3.4 ANALISES QUIMICAS, COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E MASSA
MOLECULAR DAS FRACOES POLISSACARIDICAS DA ALGA C. cupressoides

Os resultados das analises quimicas das fracGes polissacaridicas da CCM e
CCB sao mostrados na tabela 05. Nenhuma diferenca significativa (p>0,05) foi
observada na relacdo sulfato/acucar entre CCM F1.0 e CCB F1.0 e CCM F2.0 e
CCB F2.0. No entanto, houve uma diferenca significativa na relagdo sulfato/agtcar
da F0.3 e F0.5 (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) da CCM quando comparadas as
suas correlatas na CCB. CCM FO0.3 apresentou maior relacao sulfato/actcar do que
CCB FO0.3, enquanto CCM F0.5 apresentou uma menor relacdo sulfato/aglcar que
sua correspondente na CCB.

Além disso, foi observada a auséncia de &acidos urdnicos e de contaminacao
por proteinas em todas as fracGes polissacaridicas; e uma baixa contamina¢éo por
compostos fendlicos nas fracdes (tabela 05).

A massa molecular dos polissacarideos sulfatados foi determinada por
cromatografia de gel filtracdo em Sephadex G-100. Para ambas CCM e CCB, os
polissacarideos sulfatados da F0.3, FO.5, F1.0 e F2.0 apresentaram uma massa
molecular de 143, 135, 147 e 145 KDa, respectivamente (tabela 05).
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Tabela 05

Composicdo quimica e massa molecular das fracdes polissacaridicas da alga C.

cupressoides.

~ . a Acido Proteinas Fenolicos LR
Fracao Sulfato/agucar Urénico (%)° (%)° totais (%)” moleculcar
(KDa)

CCM FO0.3 0,80 + 0,01* - - 0,45 + 0,09 ~ 143
CCB F0.3 0,63 + 0,028 - - 0,49 + 0,02 ~ 143
CCM F0.5 0,48 + 0,04" - - 0,44 + 0,01 ~ 135
CCBF0.5  0,73+0,24° - - 0,34 + 0,01 ~ 135
CCM F1.0 0,23+0,01 - - 0,36 + 0,03 ~ 147
CCB F1.0 0,23+0,01 - - 0,30 + 0,03 ~ 147
CCM F2.0 0,44 £ 0,04 - - 0,62 + 0,00 ~ 145
CCB F2.0 0,53 + 0,02 - - 0,78 £ 0,05 ~ 145

% 0 total de acgucares e sulfato das fragbes polissacaridicas foi determinado pelos métodos de fenol/

H,SO, e gelatina/BaCl,, respectivamente.
A percentagem de &cidos urdnicos, proteinas e fendlicos totais, foram determinadas pela reagdo de

carbazol, pelo reagente comassie blue R e pelo método de Folin-Ciocalteau, respectivamente.

° A massa molecular média (KDa) foi estimada por cromatografia de gel filtragdo em Sephadex G-100.

— ndo detectado até a massa de 750 ug de fracao.

A® Letras distintas indicam diferenca significativa entre as fracdes da CCM e suas correlatas na CCB

(p<0,05 para F0.3 e p<0,01 para FO0.5).

A composi¢cdo monossacaridica dos polissacarideos sulfatados da CCM e

CCB foi examinada por HPLC. A tabela 06 mostra que a razdo molar destes

componentes ndo esta relacionada com a salinidade da agua do mar. CCM F0.3 e

CCB F0.3 sao compostas de galactose e pequenas quantidades de glicose, manose

e xilose. As F0.5 contém galactose, manose e tracos de xilose e as F1.0 contém

galactose, manose, xilose e tragos de glicose e ramnose. Ja a F2.0 (tanto da CCM

como da CCB) é bastante heterogénea em termos de composicdo monossacaridica

guando comparada as outras fracdes, sendo constituida por seis monossacarideos.
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Tabela 06

Relacdo molar dos monossacarideos das fracfes polissacaridicas da CCM e CCB.

Composicdo monossacaridica (razdo molar)®

Fracao

Gal Gli Man Xil Ram Fuc
CCM FO0.3 1,0 0,1 0,2 0,1 - -
CCB FO0.3 1,0 0,1 0,2 0,1 - -
CCM FO0.5 1,0 - 0,1 tr - -
CCB F0.5 1,0 - 0,1 tr - -
CCM F1.0 1,0 tr 0,1 0,7 tr -
CCB F1.0 1,0 tr 0,1 0,6 tr -
CCM F2.0 1,0 0,6 1,7 0,9 0,4 1,0
CCB F2.0 1,0 0,6 1,8 1,0 0,5 1,0

4A composicdo monossacaridica foi estimada por HPLC. Gal: Galactose; Gli: Glicose; Man: Manose;
Xil: Xilose; Ram: Ramnose; Fuc: Fucose; -: hdo detectado; tr: tracos.

35 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DAS FRACOES
POLISSACARIDICAS DA ALGA C. cupressoides

A mobilidade eletroforética dos polissacarideos sulfatados em gel de agarose,
usando tampao PDA 0,05 M pH 9,0 é mostrada na figura 08. O perfil eletroforético
das fracGes foi observado apoOs coloracdo da lamina com azul de toluidina e
descoloracdo. Os compostos ricos em sulfato interagem com o azul de toluidina e
desenvolvem uma coloracdo violacea, dessa forma, verificou-se a presenca de
polissacarideos sulfatados em todas as fracbes da CCM e da CCB, como
visualizado na figura 08.

A alga C. cupressoides sintetiza, principalmente, quatro tipos de populacdes
de polissacarideos sulfatados, as quais foram separadas uma da outra por
precipitacdo com acetona. Polissacarideos com baixa mobilidade foram encontrados
na fracdo FO0.3, enquanto FO0.5 e F1.0 contém polissacarideos com mobilidades

intermediaria e alta, respectivamente. Nas F2.0 observa-se uma banda com
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coloracdo muito clara, isso pode ser devido a conformacéo do polissacarideo que
nao permite que os grupos sulfatos fiqguem expostos para interagir com o azul de
toluidina e assim apresentarem uma coloragdo mais forte, como vista nas outras
fracOes.

Observou-se também que o perfil eletroforético dos polissacarideos

sulfatados da CCM é similar aos de seus correlatos extraidos da CCB.

very®

OF & o ™ == -

CCM CCB CCM CCB CCM CCBCCM CCB
F0.3 F0.3 F0.5 FO0.5 F1.0 F1.0 F2.0 F2.0

Figura 08: Comportamento eletroforético das fragdes polissacaridicas da C.
cupressoides resultantes do fracionamento com acetona. Aliquotas de 5 pl (50
ug) das fracdes provenientes do fracionamento com acetona foram aplicados
em |laminas de agarose em tampao PDA 0,05 M pH 9,0. Apés precipitacao
com CETAVLON as laminas foram coradas com azul de toluidina. Or - origem.
— Polo negativo. + Polo positivo.
3.6 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DAS FRACOES

POLISSACARIDICAS DA ALGA C. cupressoides

A espectroscopia de infravermelho vem sendo utilizada como uma poderosa
ferramenta para demonstrar similaridades entre compostos. A figura 09 mostra os
espectros dos polissacarideos sulfatados da CCM e da CCB. Foram observados
sinais indicativos de grupos sulfatos: 1380-1355 cm™ (para as F1.0), 1261-1259 cm™

(para as F0.3, F0.5 e F1.0), 1250-1230 cm™ (para a F2.0), 1026cm™ (para as F0.3 e
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F0.5), 847 cm™ (para F1.0), 617cm™ (para a F2.0) e 580 cm™ (para as F0.3, FO.5 e
F1.0). Isto confirma a presenca de polissacarideos sulfatados nas fracées da CCM e
CCB. Além disso, observaram-se sinais na regido de 3400-3000 cm™ e 2920 cm™,
caracteristico de deslocamento de grupos OH e C-H, respectivamente, em todas as
fracOes. Observa-se, ainda, que os espectros das fragcdes da CCM sdo similares aos

de suas correspondentes na CCB.

A CCMF03 B CCMF0.5
/7)(\,\ CCBF0.3 CCBF0.5
ﬁ\ |
N \ A,
A -
g ;
%1\/
|
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 04000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 0
Wavenumber (cm') Wavenumber (cm™')
C CCMFLO D CCMF2.0

CCBFLO CCBF2.0

; B i i - + + "
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 04000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 0

Wavenumber (cm) Wavenumber (cm)

Figura 09: Espectroscopia de infravermelho das fragdes polissacaridicas da alga C.
cupressoides. (A) espectros da CCM F0.3 e CCB F0.3; (B) espectros da CCM F0.5 e CCB
FO0.5; (C) espectros da CCM F1.0 e CCB F1.0; (D) espectros da CCM F2.0 e CCB F2.0. (---)
CCM e (—) CCB.

3.7 ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS FRACOES POLISSACARIDICAS DA ALGA C.

cupressoides

A influéncia da salinidade em duas atividades biolégicas dos polissacarideos
sulfatados de C. cupressoides foi investigada: atividade antioxidante, a qual é
interessante pelo potencial uso de polissacarideos sulfatados; e atividade
anticoagulante, atividade bem estudada de polissacarideos sulfatados em geral.

Infelizmente, a F2.0 ndo foi utilizada nestes testes, devido ao seu baixo rendimento.
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3.7.1 Atividade antioxidante in vitro das fracdes polissacaridicas da alga C.

cupressoides

A atividade antioxidante in vitro de fragcdes polissacaridicas da CCM e da CCB
foi avaliada por diferentes ensaios: capacidade antioxidante total (CAT), quelacéo
férrica, sequestro do radical hidroxila e sequestro do radical superéxido.

Todas as fragBes polissacaridicas apresentaram CAT, como demonstrado na
figura 10. No entanto, apenas CCM F0.3 e CCB F0.3 mostraram diferenca
significativa entre si (p<0,05). CCM F0.3 foi mais potente que CCB F0.3, com 31,7 e
20,7 equivalentes de &cido ascorbico, respectivamente.

@ CCM
40 O CCB
35
30 -
25
20 -
15 -
10 -

>

Equivalentes de acido ascorbico

FO0.3 FO0.5 F1.0

Fracoes

Figura 10: Capacidade antioxidante total das fracSes polissacaridicas da alga C.
cupressoides coletada na praia de Camapum (CCM) e na praia de Buzios (CCB). Os
resultados sdo expressos como equivalentes de acido ascoérbico. Os valores séo
expressos como a média + desvio padrao (n=3). A B | etras distintas indicam diferencas
significativas entre as fracfes da CCM e suas correlatas na CCB (p<0,05).

A figura 11 mostra a atividade de quelacdo férrica das fracdes
polissacaridicas da CCM e da CCB. Todas as fragdes apresentaram capacidade de
quelacao do ion ferro. Diferente do resultado obtido para o ensaio de CAT, F0.5 foi a
Unica fracdo a apresentar diferenca significativa entre suas correspondentes da
CCM e CCB (p<0,01 para a concentracdo de 0,5 mg/mL e p<0,001 para as demais
concentracdes). Na concentracdo de 2,0 mg/mL, CCM F0.5 foi 1,8 vezes mais
potente que sua correlata na CCB.
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Figura 11: Quelacdo férrica das fragbes polissacaridicas da alga C.
cupressoides coletada na praia de Camapum (CCM) e na praia de Buzios (CCB).
(A) quelacéo férrica das CCM F0.3 e CCB F0.3; (B) quelacgéao férrica das
CCM F0.5 e CCB F0.5; (C) quelagéo férrica das CCM F1.0 e CCB FL1.0.
Os valores sdo0 expressos como a média + desvio padrdo (n=3). * ® Letras
distintas indicam diferencas significativas entre as fracdes da CCM e suas
correlatas na CCB (p<0,01 para 0,5 mg/mL e p<0,001 para as demais
concentragdes).
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A capacidade das fracbes polissacaridicas da alga C. cupressoides em
sequestrar os radicais hidroxila e superoxido foi avaliada como descrito em métodos.
Porém, as fracbes da CCM e CCB ndo apresentaram atividade antioxidante pelo
mecanismo de sequestro de radicais hidroxilas, nem radicais superoxido até uma

concentracdo de 2 mg/mL.

3.7.2 Atividade anticoagulante das fracdes polissacaridicas da alga C.

cupressoides

A atividade anticoagulante das fragBes polissacaridicas da CCM e da CCB
estd sumarizada nas tabelas 07 e 08. No teste de aPTT, o qual avalia a via
intrinseca da coagulacédo, todas as fracdes apresentaram atividade anticoagulante
de maneira dose-dependente (tabela 07). FO.3 e F0.5 ndo mostram diferenca
significativa (p>0,05) entre CCM e suas correspondentes em CCB; enquanto, CCB
F1.0 foi mais potente (p<0,001) que CCM F1.0 em todas as concentragdes testadas.
Além disso, as atividades no teste de aPTT das fracdes F0.3 e F0.5 foram similares
a clexane®, heparina de baixo peso molecular, nas mesmas concentracdes (de 1,5 a
16,5 pg/mL).

No teste de PT, o qual avalia a via extrinseca da coagulacdo, apenas F0.3 e
FO.5 apresentaram atividade anticoagulante. Além disso, houve uma diferenca
significativa (p<0,001) entre a atividade da CCM F0.5 e sua correlata na CCB (tabela
08).

Mariana Santana S. . da Costa




64
Resultados

Tabela 07

Atividade anticoagulante no teste de aPPT das fracdes polissacaridicas isoladas da

C. cupressoides®.

aPTT (s)°
Concentracdo (pg/mL)
1,5 3,0 8,0 16,5 33,0 66,5 100,0

Clexane®™ 47,8+26 652+1,7 168,073 > 240 nd* nd nd
CCMF0.3 556+18 636+37 1631+34 180,7+15 nd nd nd
CCBF0.3 66,7+06 582+11 1609+19 183,1+0,1 nd nd nd
CCMF0.5 520+16 866+16 1845+19 > 240 nd nd nd
CCBF0.5 568+33 723+09 206,7+6,1 > 240 nd nd nd
CCMF1.0 30,0+03 31,2+01 382+06 433+04" 86,0+1,4" 1366+33" 181,7+23"
CCBF1.0 31,1+02 31,0+06 426+02 795+21° 1734+35%  >240° > 240°

% Os dados s&o expressos como a média + desvio padrao.
®aPTT: tempo de tromboplastina parcial ativada. Tempo de coagulacdo do controle 30 * 3,3 s.
° Clexane®™: heparina de baixo peso molecular.
4 hd: nao determinado.
A Letras distintas indicam diferenca significativa entre as frac6es da CCM e suas correlatas na CCB na
mesma concentracéo (p<0,001).

Tabela 08
Atividade anticoagulante no teste de PT das fracdes polissacaridicas isoladas da C.

cupressoides®.

PT (s)°
Concentragéo (pg/mL)
16,5 33,0 66,5 100,0 133,0

Heparina® >120 >120 >120 >120 >120
CCMF0.3 12,7+0,1 136+01 184+0,6 247+0,9 264+0,2
CCBF0.3  13,8+0,7 159+05 215+21 275+17 299+19
CCMF0.5 131+02 172+26 231+06" 323+05" 318+04"
CCBF0.5 148+0,0 186+1,0 31,7+0,9° 455+05° 592+15"°
CCMF1.0 12,8+0,2 13,0400 133+0,2 135+0,1 136+0,0
CCBF1.0 12,6+0,2 13,0+0,0 13,6+0,3 13,7+0,1 14,0+0,0

4 Os dados s&o expressos como a média + desvio padréo.
®PT: Tempo de protrombina. Tempo de coagulag&o do controle 13,2 + 0,2 s.
°Heparina: heparina no fracionada.
A ® Letras distintas indicam diferenca significativa entre as fracdes da CCM e suas correlatas
na CCB na mesma concentra¢éo (p<0,001).
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4 DISCUSSAO

Nos ultimos anos a composi¢cdo centesimal de certas espécies de algas
vermelhas e marrons vem sendo analisada e se tem observado que ha correlacbes
entre a composicdo e parametros abidticos. Dentre estes estudos, alguns
demonstram que o conteudo de carboidratos de algas é influenciado positivamente
pela salinidade da &gua do mar (PERFETO, 1998; MARINHO-SORIANO;
BOURRET, 2006). Por isso, inicialmente, investigou-se nesse trabalho, se a
composicdo centesimal, principalmente o conteddo de carboidratos, da C.
cupressoides seria também influenciada pela salinidade.

A composicdo centesimal (proteinas, lipidios, cinzas, fibras e carboidratos) de
ambas CCM e CCB ndao variou em funcdo da salinidade do habitat. Estes dados
diferem daqueles obtidos por Perfeto (1998) que observou que a quantidade de
carboidratos das algas vermelhas Grateloupia doryphora e Gymnogongrus
griffithsiae tinha uma correlacdo positiva com a salinidade da alga do mar, ou seja,
guanto maior a salinidade da agua do mar, maior a quantidade de carboidratos
presentes na alga. Mais recentemente, um trabalho com duas espécies de algas
(Gracilaria cervicornis e Sargassum vulgare) coletadas também na praia de Buzios
durante um ano, periodo no qual a salinidade oscilou entre 30%o0 € 41%., mostrou
dado semelhante ao de Perfeto (1998), ou seja, a salinidade estimula 0 aumento na
guantidade de carboidratos nestas algas (MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2006).
Esse padrdo também foi observado para a alga vermelha Catenella repens da costa
da india, a qual também apresentou uma correlacdo positiva entre o contetido de
carboidratos e salinidade (BANERJEE et al., 2009).

N&o foram encontrados estudos com algas verdes que correlacionassem a
salinidade do mar com altera¢des da composicao centesimal das mesmas. Portanto,
nao se pode chegar a uma concluséo definitiva. Porém, algumas hipéteses podem
ser levantadas: as algas verdes seriam mais resistentes a salinidade e por isso ndo
sofriam influencia deste fator. A espécie C. cupressoides seria mais resistente a
salinidade. Ou, ndo é uma questao de resisténcia, mas sim, do fato que cada alga
responderia ao aumento da salinidade de modo diferente.

Um ponto a favor desta ultima hipétese é o fato de que o trabalho de Paiva
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(1984) que estudou a influencia da sazonalidade na composicdo de quatro espécies
de Rhodophyta (C. crenulata, G. domingensis, S. tenara e H. musciformes) e uma de
Phaeophyta (S. vulgare) ter demonstrado que o0s componentes dessas algas
variavam de acordo com a sazonalidade, por exemplo, o contetudo de carboidratos
de C. crenulata aumentou de julho para novembro, ja para as demais algas houve
um decréscimo desse componente neste periodo (PAIVA, 1984). O autor concluiu
gue cada alga responderia a sazonalidade de forma diferente.

Um resultado interessante foi a quantidade de proteinas da C. cupressoides
em comparacao com a maioria das espécies de algas habitualmente consumidas
como alimento (tabela 09). Apesar de ainda nado haver relatos de que a C.
cupressoides seja comestivel, ela contém niveis relativamente maiores dessas
moléculas que as algas verdes comestiveis Ulva lactuca, Caulerpa lentillifera,
(FLEURENCE, 1999; WONG; CHEUNG, 2000; RATANA-ARPORN; CHIRAPART,
2006) e as marrons Laminaria digitata, Fucus sp., Ascophyllum nodosum
(FLEURENCE, 1999); e similar a Ulva reticulada e a Ulva pertusa (FLEURENCE,
1999; RATANA-ARPORN; CHIRAPART, 2006). Porém, ensaios biolégicos
necessitam ser realizados a fim de se verificar se o0 contetdo protéico da alga € de
boa qualidade, bem como se verificar 0 grau de digestibilidade desta alga, o que
contribuira para o seu uso na industria alimenticia.

Um estudo com um grupo especifico de carboidratos, polissacarideos
sulfatados de invertebrados (GAG’s), demonstrou que a concentracdo desses
polissacarideos, em invertebrados marinhos, aumentava com o aumento da
salinidade do habitat (NADER et al., 1983). Apesar da salinidade nao influenciar na
guantidade de carboidratos totais da C. cupressoides, resolveu-se investigar se esse
parametro abiético influenciaria na quantidade de polissacarideos sulfatados desta
alga.

Quando se comparou o rendimento das fracdes polissacaridicas nao se
observou diferenca significativa (p>0,05) entre as fracdes extraidas da CCM e CCB.
O gue demonstrou que diferente de polissacarideos sulfatados de animais descritos
por Nader et al. (1983), a salinidade néo influencia no metabolismo (sintese e/ou

degradacdo) de polissacarideos sulfatados da C. cupressoides.
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Tabela 09
Composicéao centesimal da alga C. cupressoides e de algumas algas marinhas
comestiveis.
Alga Proteinas (%) Lipidios (%) Cinzas (%) Fibras (%) Carboidratos (%)
G. cervicornis? 22,96 0,43 7,72 5,65 63,12
Rhodophyta
G. cornea” 5,47 nd 29,60 5,21 36,29
A. nodosum® 3-15 nd nd nd nd
Phaeophyta L. digitata® 8-15 nd nd nd nd
S. vulgare? 15,76 0,45 14,20 7,73 67,80
C. lentillifera® 12,49 0,86 24,21 3,17 59,27
C. recemosa’ 3,98 nd 55,11 1,36 3,60
U. lactuta® 7,06 1,64 21,3 55,4 14,60
U. pertusa® 20-26 nd nd nd nd
Chlorophyta
U. reticulada® 21,06 0,75 17,58 4,84 55,77
u. rigidaf 6,40 0,30 52,00 nd 18,10
CCM 22,77 4,80 7,82 11,53 54,68
CCB 23,47 4,80 6,55 10,25 54,94

CCM: C. cupressoides coletada na praia de Camapum; CCB: C. cupressoides coletada na praia de
Buzios; nd: ndo determinado. *MARINHO-SORIANO et al., 2006. "ROBLEDO; FREILE-PELEGRIN,
1997. °FLEURENCE, 1999. ‘RATANA-ARPORN; CHIRAPART, 2006. "WONG; CHEUNG, 2000.
'FOSTER et al., 1998.

A obtencdo dessas fracdes se deu pela utilizacdo de uma metodologia
simples e pouco onerosa desenvolvida pelo grupo de pesquisa do BIOPOL, pela
qual se pode separar diferentes populacdes de polissacarideos sulfatados de acordo
com a interacdo destes com solventes polares (ROCHA, 1998), conseguiu-se extrair
e fracionar polissacarideos sulfatados da C. cupressoides. Apos o fracionamento
com volumes crescentes de acetona obteve-se quatro fracbes polissacaridicas,
denominadas de F0.3, F0.5, F1.0 e F2.0, tanto para CCM como para CCB.

Do material extraido da alga C. cupressoides, 0os menores rendimentos

percentuais foram obtidos nas fragbes F0.3 e F2.0, ja as fragOes intermediarias, a
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FO0.5 e a F1.0, apresentaram os maiores rendimentos. Este rendimento obtido se
assemelha ao de outros trabalhos desenvolvidos pelo grupo do BIOPOL com algas
verdes, como a Caulerpa prolifera e a Codium isthmocladum, nestes as fracdes
intermediarias apresentaram maior rendimento do que a primeira e a ultima fracao
polissacaridica (FARIAS, 2005; FARIAS et al., 2008), isto também ja foi observado
para as algas marrons Dictyota menstrualis (ALBUQUERQUE, 2005) e Padina
gymnospora (MARQUES, 2007).

A salinidade néo influenciou no metabolismo de carboidratos da alga C.
cupressoides (carboidratos totais, nem polissacarideos sulfatados). Contudo,
estudos que relacionam a composicdo quimica dos polissacarideos de algas
marinhas e a sazonalidade, demonstraram que a composi¢cdo quimica dessas
moléculas pode ou ndo variar com a sazonalidade, dependendo da espécie
estudada (HONYA et al, 1999; RIOUX; TURGEON; BEAULIEU, 2009;
GRUNEWALD; GROTH; ALBAN, 2009). Por isso, resolveu-se investigar se a
salinidade da &gua do mar influenciaria a composicdo quimica das fracbes de
polissacarideos sulfatados da alga C. cupressoides.

As fracbes polissacaridicas F0.3 e F0.5 da CCM mostraram uma diferenca
significativa (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) na raz&o sulfato/agicar em
comparacao com as suas correspondentes em CCB (CCM 0.3 e CCB 0.5 tiveram
maior razdo/sulfato que suas correlatas), enquanto a razéo sulfato/agcucar de F1.0 e
F2.0 nao foi afetada significativamente (p>0,05) pela salinidade. Os polissacarideos
sulfatados de algas, encontrados, principalmente, na matriz extracelular, ttm uma
funcdo osmdtica, selecionando as moléculas que entram nas células e também
funcdo na manutencdo do equilibrio de ions entre o citoplasma e o meio ambiente
(KLOAREG; QUATRANO, 1988). Uma funcdo semelhante foi descrita para
polissacarideos sulfatados de angiospermas marinhas. Nestas plantas os
polissacarideos sulfatados estdo mais concentrados nas regides mais externas da
planta, regides que estdo em contato com o meio ambiente, do que nas regides
internas da planta, especialmente na raiz (AQUINO et al., 2005). A F0.3 foi afetada
positivamente pela mudanca na salinidade, isso pode sugerir que F0.3 esti
localizada, principalmente, na parte externa da C. cupressoides, sendo responsavel

pela absorcdo de nutrientes da agua do mar e, consequentemente, mais vulneravel
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ao gradiente de salinidade. No entanto, ndo foi possivel explicar porque CCB F0.5
se mostrou mais sulfatada do que CCM F0.5. Alguns trabalhos mostram a produgé&o
de anticorpos contra polissacarideos como fucanas (EARDLEY et al., 1990),
arabinoxilanas (GUILLON et al., 2004), dermatam sulfato (LENSEN et al., 2006) e a
utilizacao destes para se identificar a localizacdo destes polissacarideos em tecidos.
Portanto, futuramente, pretende-se produzir anticorpos contra F0.5 e utiliz4-los como
ferramentas para identificar sua localizacdo na alga, e assim entender a sua funcéo
na alga. Em sintese, estes resultados sugerem que a diferenca observada na razao
sulfato/agucar entre os polissacarideos sulfatados da alga C. cupressoides ndo €
meramente fungcdo da salinidade, mas, provavelmente, também estd relacionada
com a funcéo bioldgica destes biopolimeros na alga.

N&o foi detectado contaminagdo protéica nas fracdes polissacaridicas da C.
cupressoides e observou-se uma baixa contaminacdo por compostos fendlicos
totais. Este fato ndo foi surpreendente, pois valores baixos desses contaminantes
foram encontrados em frac6es polissacaridicas obtidas pela mesma metodologia de
extracdo do presente trabalho (ALBUQUERQUE, et al., 2004; FARIAS, 2005; SILVA
et al., 2005), isto indica a eficiéncia na metodologia de extracdo de polissacaridicas
sulfatados utilizada pelo grupo de pesquisa do BIOPOL.

Como mostrado nas tabelas 05 e 06 nem a massa molecular, nem a
composicdo monossacaridica dos polissacarideos sulfatados foram afetadas pela
salinidade da 4gua do mar. A andlise da composicdo monossacaridica das fracdes
polissacaridicas extraidas da C. cupressoides demonstrou que a mesma tem uma
composicdo monossacaridica heterogénea, sendo a galactose o principal
componente na maioria delas. Essa heterogeneidade de monossacarideos também
€ observada para polissacarideos sulfatados de outras espécies de Clorophyta como
a Ulva conglobata (MAO et al., 2006); e inclusive para espécies de Caulerpa como a
C. okamurai (HAYAKAWA et al., 2000) e C. racemosa (GHOSH et al., 2004). No
entanto, homopolimeros ja foram obtidos, como arabinanas e galactanas, de
espécies Codium (FARIAS et al, 2008, ESTEVEZ et al, 2009). Ha uma
predominéncia de um monossacarideo em detrimento de outros monossacarideos
em certas familias de algas. Por exemplo, os polissacarideos de algas de Codiaceae
sdo compostos, principalmente, de arabinose e galactose, os da Caulerpaceae,
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como C. cupressoides, sdo compostos, principalmente, de galactose, j& os de
Ulvaceae, apresentam a ramnose como principal monossacarideo (HAYAKAWA et
al, 2000, MAO et al, 2006). No entanto, as evidéncias existentes sao insuficientes
para estabelecer uma relacéo sistematica entre a estrutura, incluindo a composicao
monossacaridica, e a filogenia das algas.

A espectroscopia de infravermelho demonstrou que as fragbes
polissacaridicas da CCM sao semelhantes aos de suas correspondentes da CCB,
indicando que as principais caracteristicas estruturais dos polissacarideos de C.
cupressoides, mesmo aqueles da F0.3 e F0.5, ndo foram afetados pela salinidade
da &gua do mar.

C. cupressoides teve seus polissacarideos sulfatados separados em 4
populacdes com mobilidades diferentes em eletroforese em gel agarose no sistema
PDA (figura 08). Além disso, as fracbes de CCM apresentaram mobilidades
aproximadas as suas correlatas em CCB. Neste sistema, a diamina interage com 0s
polissacarideos de acordo com o0 espacamento entra as cargas negativas existentes
no polimero (DIETRICH; DIETRICH, 1976). Assim, polissacarideos sulfatados
estruturalmente semelhantes assumem conformacgdes semelhantes, formam
complexos semelhantes com a diamina e assim possuem mobilidade eletroforética
semelhante. Portanto, os dados de eletroforese confirmaram aqueles visto com
infravermelho, ou seja, as fracbes da CCM sao muito semelhantes estruturalmente
as suas correlatas na CCB.

A F2.0 apesar de apresentar sulfato em sua estrutura ndo se corou com a
mesma intensidade que as outras fracdes. Isto pode ser devido a conformacéo do
polissacarideo que ndo permite que 0s grupos sulfatos figuem expostos a ponto de
interagir com o azul de toluidina e assim este ndo apresentaria uma coloracao
caracteristica.

Levando em consideracdo que o extrato rico em polissacarideos de C.
cupressoides exibiu atividade anticoagulante e antioxidante (COSTA et al., 2010) e
gue estudos prévios demonstraram que a sazonalidade pode interferir nas atividades
bioldgicas de polissacarideos sulfatados de algas (GRUNEWALD; GROTH; ALBAN,
2009) decidiu-se avaliar o efeito da salinidade sobre as atividades biologicas das
fracOes polissacaridicas da CCM e CCB. A CCM F2.0 e a CCB F2.0 apresentaram
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rendimentos muito baixos (figura 07), por isso, suas atividades farmacologicas nao
foram investigadas.

A formagcdo exacerbada de ERO pode promover sérios danos as
biomoléculas. Para combater as espécies reativas formadas, 0s organismos
dispdem de defesas que neutralizam a presenca de ERO (enzimas antioxidantes e
moléculas envolvidas no sequestro das ERO) e que previnem a formacgéo de ERO
(enzimas antioxidantes e compostos quelantes de ions metais) (SOMOGY]I et al.,
2007). Nos ultimos anos, polissacarideos sulfatados de algas marinhas vém sendo
descritos como possuidores de atividade antioxidante, tanto pelo mecanismo de
sequestro de radicais livres, como pela quelagdo de ions metais (RUPEREZ;
AHRAZEM; LEAL, 2002; ZHANG et al., 2003; SOUZA et al., 2007; WANG et al.,
2008).

No ensaio de capacidade antioxidante total, todas as fracdes polissacaridicas
da CCM e da CCB foram capazes de reduzir Mo (VI), formando um complexo
esverdeado fosfato/Mo (V). No entanto, apenas F0.3 mostrou uma diferenca
significativa (p<0,05) entre a CCM e a CCB. A fracdo mais sulfatada (CCM FO0.3) foi
mais potente que a CCB F0.3. Dados semelhantes foram encontrados com outros
polissacarideos sulfatados de algas, que também aumentaram sua atividade
antioxidante de acordo com o aumento da sulfatacdo do polimero (QI et al., 2005a;
WANG et al.,, 2008). Por outro lado, CCB FO0.5 (fracdo mais sulfatada) néo
apresentou atividade mais potente do que a CCM FO0.5.

O papel dos metais, principalmente o ferro, na formacdo das ERO é
confirmado pela reacdo de Fenton, na qual o ferro no estado ferroso (Fe?") reage
com o peroxido de hidrogénio (H.O), formando o mais reativo dos radicais livres, o
radical hidroxila (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O ferro férrico (Fe®*") também
pode produzir radicais livres mais huma taxa dez vezes menor do que o ferro ferroso
(QI et al.,, 2006). A atividade quelante de metal de uma molécula antioxidante
impede a formacdo de ERO e consequentemente o dano oxidativo (KUMAR,;
GANESAN; RAO, 2008). A figura 11 mostra que todas as fracoes da alga C.
cupressoides exibiram capacidade quelante de ions ferro. CCM F0.5 apresentou
uma excelente capacidade quelante de ions ferro, com 69,9% de quelacdo na
concentragdo de 2,0 mg/mL. Atividade quelante de ions ferro desta fragdo é
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bastante superior aguelas atividades encontradas na literatura para polissacarideos
sulfatados naturais de algas marinhas (QI et al., 2005a; QI et al., 2006; WANG et al.,
2008) e similar a observada para uma fracdo polissacaridica da alga vermelha G.
caudata (COSTA et al., 2008). Aléem disso, houve uma diferenga significativa
(p<0,001) entre a atividade da CCM FO0.5 (baixo teor de sulfato) e da CCB FO0.5 (alto
teor de sulfato). Na concentracao de 2,0 mg/mL a capacidade quelante da CCM F0.5
foi 1,8 vezes maior do que a de sua correlata na CCB.

Estes dados indicam que a capacidade antioxidante total e a atividade
guelante de ions ferro dos polissacarideos sulfatados da CCM e da CCB dependem
do padrao de distribuicdo espacial dos grupos sulfato, em vez de ser meramente
funcdo da quantidade de sulfato (grau de sulfatacao).

O radical superéxido € um oxidante relativamente fraco, no entanto, ele pode
ser decomposto em formas mais reativas, como os radicais hidroxilas (QI et al.,
2005b). Um dos mecanismos antioxidantes contra esses radicais € promover o
sequestro dos mesmos evitando, assim, 0s danos ao organismo que O excesso
desses radicais livres possa causar (SOMOGYI et al.,, 2007). As fracdes
polissacaridicas da alga C. cupressoides foram submetidas aos ensaios de
sequestro de radicais superéxido e hidroxila, no entanto, nenhuma fracdo
apresentou atividade antioxidante por esse mecanismo. Em se tratando de algas
verdes foi visto apenas atividade sequestradora desses radicais para 0s
polissacarideos sulfatados da alga Ulva pertusa, sendo o0s resultados mais
relevantes os obtidos pelos polissacarideos modificados artificialmente (QI et al.,
2005a; QI et al., 2006), ja polissacarideos sulfatados da alga marrom Laminaria
japonica apresentaram 90% de sequestro de radicais superdxido em uma
concentracdo de 75 pg/mL, atividade muito mais elevada que a da vitamina C
(WANG et al., 2008), e o fucoidan da alga marrom Fucus vesiculosus apresentou
cerca de 60% de sequestro de radicais hidroxila em uma concentracdo de 100
pg/mL (SOUZA et al., 2007).

A atividade anticoagulante é a mais bem caracterizada para o0s
polissacarideos de algas marinhas (ALBUQUERQUE et al.,, 2004; COSTA et al.,
2010). Ela é mensurada, principalmente, através da utilizacao de “kits” comercias de
aPTT e PT que avaliam a via intrinseca e extrinseca da coagulacao,
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respectivamente. A andlise da atividade anticoagulante das fracdes da CCM e CCB
foi realizada por esses dois testes. Curiosamente, apesar da CCM F1.0 e CCB F1.0
mostrarem a mesma razdo sulfato/acucar, a atividade da CCB F1.0 (33 pg/mL) no
teste aPTT foi o dobro da sua correlata, ao passo que as fracbes CCM F0.3 e F0.5
ndo mostraram diferenca significativa (p>0,05) nas suas atividades quando
comparadas com suas correlatas da CCB. Este resultado € interessante,
considerando que as correlatas F1.0 apresentaram caracteristicas estruturais
semelhantes. Varios estudos relatam que a proporcédo e/ou distribuicdo do sulfato ao
longo da cadeia de polissacarideos pode ser um motivo estrutural critico para
promover a interacdo dos polissacarideos sulfatados com os inibidores da
coagulacdo e suas proteases alvo (ROCHA et al., 2006; POMIN; MOURAO, 2008),
como observado para polissacarideos sulfatados das algas vermelhas Gelidium
crinale e Botryocladia occidentalis. Estes polimeros tém uma estrutura sacaridica
idéntica e 0 mesmo tamanho da cadeia, mas com pequenas diferencas em seus
padrbes de sulfatacdo. Como consequéncia dessas diferencas, o polissacarideo de
G. crinale apresenta efeitos pré-coagulante e pré-trombético em baixas doses,
enquanto, o polissacarideo de B. occidentalis € um composto anticoagulante e
antitrombético muito potente em baixas doses (FONSECA et al., 2008). Em
trabalhos futuros, os polissacarideos da CCM F1.0 e CCB F1.0 serdao submetidos a
analises estruturais para identificar as pequenas diferencas em seus padrdes de
sulfatacdo. Além disso, observou-se que a atividade no teste de aPTT das fracdes
FO0.3 e F0.5 foram semelhantes a atividade da Clexane®, um medicamento
anticoagulante utilizado como controle positivo. Isto sugere que os polissacarideos
sulfatados de C. cupressoides podem ser utilizados na terapéutica anticoagulante.
Surpreendentemente, no teste PT, as fracdes polissacaridicas F0.3 e F0.5
apresentaram atividade anticoagulante. Este é o primeiro relato de polissacarideos
sulfatados de algas verdes tropicais com elevada atividade anticoagulante no teste
PT. A Unica diferenca significativa (p<0,001) observada foi entre a atividade da CCM
FO0.5 e CCB F0.5. Em concentra¢gbes mais elevadas, CCB FO0.5 foi mais potente que
a CCM FO0.5. Neste resultado, encontrou-se uma relacdo positiva entre a atividade
biolégica e a quantidade de sulfato dos polissacarideos sulfatados de C.

cupressoides.
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Foi observado uma elevada prolongacdo no tempo de coagulacdo pelos
polissacarideos sulfatados da C. cupressoides para o teste de aPTT, ja para o teste
de PT a prolongacéo do tempo de coagulacao nao foi tdo pronunciada, o que pode
sugerir que os polissacarideos sulfatados aqui estudados nao inibem diretamente a
trombina ou interferem com a clivagem do fibrinogénio, assim como do fator V.
Provavelmente, os polissacarideos agem desestabilizando os componentes dos
complexos tenases, ou ainda, preferencialmente potencializando a inibicdo das
proteases pela AT, uma vez que esta age sobre proteases da via intrinseca. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar estas sugestoes.

Até o momento s6 ha trabalhos que mostram que a quantidade e qualidade
de carboidratos pode ser afetada pela salinidade, no entanto, ndo ha relatos de
como as enzimas de sintese e degradacdo, por exemplo sulfotransferases e
glicosidases, poderiam ser afetadas por esse parametro abiotico, e assim resultar
em diferencas nas estruturas de polissacarideos sulfatados. Provavelmente, as
enzimas envolvidas no metabolismo de polissacarideos estdo sendo afetadas pela a
salinidade e acredita-se que no futuro, surgirdo dados sobre este respeito.

Embora a salinidade ndo tenha induzido qualquer diferenca significativa nas
caracteristicas estruturais dos polissacarideos de C. cupressoides, como observado
por analises de espectroscopia de infravermelho e eletroforese em gel de agarose,
supde-se que pequenas diferencas na posicdo de substituicdo do grupo sulfato ao
longo de cada cadeia dos polissacarideos possam ser induzidas por uma mudanca
na salinidade. Provavelmente, este parametro ambiental possa modificar o
metabolismo de algas, induzindo a sintese de polissacarideos sulfatados com
ligeiras diferencas quimicas na estrutura, que resultariam consequentemente em
diferentes atividades bioldgicas. Elucidar os mecanismos que produzem
polissacarideos sulfatados e sua relacdo com a salinidade da agua do mar pode
ajudar no desenvolvimento de novos medicamentos a partir de algas e seus

polissacarideos.
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5 CONCLUSOES

= Ao contrario de outras algas, a composi¢ao centesimal da Caulerpa cupressoides

nao se alterou com o aumento da salinidade da agua do mar.

= N&o houve diferenca significativa entre o rendimento das fragfes polissacaridicas
da CCM e de suas correlatas na CCB, o que indica que a salinidade também nao

interfere no rendimento das fracGes polissacaridicas.

= Apenas a razédo sulfato/acucar de F0.3 e FO.5 mudou com o nivel de salinidade,
CCM FO0.3 e CCB FO0.5 tiveram maior razdo sulfato/acicar que suas correlatas, ja
para F1.0 e F2.0 ndo houve diferenca significativa entre CCM e CCB, sugerindo que
a diferenca observada na razdo sulfato/acucar entre as fracbes, ndo € meramente
funcdo da salinidade, mas, provavelmente, também esta relacionada com a funcéo

bioldgica destes biopolimeros na alga.

= A composi¢cdo monossacaridica, massa molecular, perfil eletroforético e espectros
de infravermelho das fracdes de polissacarideos sulfatados da CCM foram similares
aos de suas correlatas na CCB, o que indica que a salinidade da agua do mar nao
afeta estes pardmetros presentes nos polissacarideos sulfatados da C.

cupressoides.

= Houve diferencas significativas entre as atividades antioxidantes e
anticoagulantes de algumas fracdes polissacaridicas da CCM e suas correlatas em
CCB. O que sugere que a salinidade da agua do mar possa ter criado sutis
diferencas na estrutura dos polissacarideos sulfatados, como por exemplo, a
distribuicdo dos grupos sulfatos, o que ocasionaria as diferencas nas atividades

biologicas entre as fracdes da CCM e da CCB.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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