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RESUMO

Anticoagulantes atualmente disponiveis apresentaitatdes significativas, o que demonstra
a necessidade de agentes alternativos. Os polistems sulfatados de algas marinhas com
atividade anticoagulante e/ou antitrombética abmewas perspectivas no tratamento de
distirbios tromboembdlicos. No presente estudolisamaos a atividade anticoagulante e
antitrombdtica da galactana sulfatada alga marimbanelha Acanthophora muscoides
(AmlIl). A atividade anticoagulante foi analisada atraves @hsaios de TTPa, TTBavivo

e do tempo de recalcificacdo. Além disso, as pe&e (Ila ou Xa) e inibidores da coagulacéo
(AT ou HCII) foram utilizados para melhor avaliaratividade anticoagulante. Modelos
experimentais de trombose venosa e arterial forihzagos para investigar o potencial
antitrombdtico da galactana sulfatada. O testetigdag@io do fator Xl também foi realizado.

A investigacdo da interagcdo Amll-antitrombina fealizada através da medida de emissao de
fluorescéncia. Além disso, Amll foi utilizada emsaios de agregacdo plaquetaria induzida
por ADP ou por colageno. A galactana sulfatad@ denuscoidespresentou baixo potencial
anticoagulante no TTPa, TTPa ex vivo e no tempaegalcificacdo quando comparada a
heparina. A galactana sulfatada, somente em adtaseotracdes, apresentou um aumento na
inibicdo da trombina mediada por AT ou HCIIl. Em traste, quando o fator Xa foi utilizado
como a protease alvo, a galactana apresentou efigittoagulante semelhante a heparina.
Além disso, a galactana sulfatada mostrou-se uitranbotico potente em doses baixas (até
0,5 mg/kg de peso corporal), em modelo trombosesemo entanto em doses elevadas, seu
efeito antitrombdtico foi reduzido. Na avaliacdo tdambose arterial, a galactana sulfatada
apresentou efeito antitromboético semelhante a heppagm todas as doses testadas. Em
contraste com a heparina, a galactana sulfatadauatator Xll e ndo apresentou tendéncia
hemorragica. Além disso, Amll ndo apresentou nenhkfeito sobre a agregacao plaquetéria
e, em associagcao com antitrombina, ndo alterouissémde fluorescéncia, indicando que
esta interacdo pode ocorrer por um mecanismo difeida interacdo heparina-antitrombina.
A galactana sulfatada da alga muscoidesapresentou baixo potencial anticoagulante e
elevado potencial antitrombético. Esses resultalmgerem que esta galactana abre novas

perspectivas para um possivel desenvolvimento desrfarmacos antitrombéticos.

Palavras-chave: atividades  bioldgicas, polissacarideos  sulfatadogpdéfita.



ABSTRACT

Currently available anticoagulants have significéintitations, which demonstrate the
necessity of alternative agents. Sulfated polysaidbs from marine algae with
anticoagulant and/or antithrombotic activities op@w perspectives in the treatment of
thromboembolic disorders. In the present study,awnelyzed the anticoagulant and the
antithrombotic activities of a sulfated galactaonir the marine red algAcanthophora
muscoide§Amll). The anticoagulant activity was analyzedngsthe aPTT, the aPTé&x
vivo and the recalcification time assays. In additispecific proteases (lla or Xa) and
coagulation inhibitors (AT or HCII) were used torther investigate the anticoagulant
activity. Experimental models of venous and arteheombosis were used to investigate
the antithrombotic potential of the sulfated gadactThe factor XIl activation assay was
also performed. The Amll-antithrombin interactionasv analyzed by measures of
fluorescence emissionsurthermore, Amll was used in ADP or collagen-inetliplatelet
aggregation assays. The sulfated galactan frAm muscoidespresented a lower
anticoagulant activity on aPTT, the aP&X vivoand the recalcification time assays when
compared with heparin. The sulfated galactan omlgaaced the thrombin inhibition
mediated by AT or HCII at high concentrations. bntast, when factor Xa was used as
the target protease, the sulfated galactan frAm muscoidespresented a potent
anticoagulant effect, similar to heparin. In aduiti the sulfated galactan was shown to be
a very potent antithrombotic agent in low dosest@p.5 mg/kg body weight), on venous
thrombosis model, but these effects were reducedighmer doses. In the arterial
experimental thrombosis, the sulfated galactanamdithrombotic effect similar to heparin
at all doses tested. In contrast with heparin,siliéated galactan activated factor XII, but
the sulfated galactan did not present hemorrhdggcten rats. In addition, Amll had no
effect on platelet aggregation, and Amll togethethwantithrombin did not alter the
fluorescence emission, indicating that this inteomc might occur by a different
mechanism than heparin-antithrombin interaction.e T$ulfated galactan from alga
Acanthophora muscoidggesented low anticoagulant potential and potatitreiombotic
effect. These results suggest that this sulfatddctgm opens new perspectives for a

possible development of new antithrombotic drugs.

Keywords: biological activities, rhodophyta, sulfated polysharides.
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1. INTRODUCAO

1.1 Algas marinhas

O termo alga nao esta intimamente relacionado @mupo filogenético, mas a
uma diversidade de organismos fotossintéticosaptota sua definicdo é dificil. Os
organismos deste taxon compartiiham apenas algwa@steristicas: o sistema de
fotossintese baseado em clorofila a; a ndo formdedmbrides; a auséncia de raizes,
caules, folhas e tecidos vasculares; e ausénciaéligas estéreis com funcao de
protecdo e auséncia de preenchimento nas estrute@sdutivas, sendo estas

compostas por células que sdo potencialmente§éBRIUNSWICK; JOHN, 2009).

Durante muito tempo, as algas foram agrupadasnemrupo natural, que agora,
especialmente, com 0 progresso em técnicas motesulEm-se mostrado como nao
apresentando nenhuma coesao real, mas possuirrdsarfantes em quatro dos cinco
reinos (Monera, Protista, Fungi, Plantae). Durani& evolucdo, as algas se tornaram
um grupo muito diverso de fotoorganismos, cujagiems variadas refletiram-se na
grande diversidade de tamanho, estrutura celulagisde organizacdo e de morfologia,
ciclo de vida, pigmentos fotossintetizantes, patissideos de reserva e estruturais,
ecologia e habitats (BRUNSWICK; JOHN, 2009).

Atualmente, existem cerca de 36000 espécies das algxonomicamente
classificadas, representando apenas cerca de 1¥&sp@cies de algas existentes, o que
d& uma medida de nosso conhecimento rudimentae ssie grupo de organismos.
(CHOPIN, SAWHNEY 2009). Dentre as noves princighissoes de algas, as trés mais
estudadas sdo: Rhodophyta (algas vermelhas), @iy (algas verdes) e Phaeophyta
(algas pardas), sendo as duas primeiras agrupadsigrrgrupo Archaeplastida e esta
no supergrupo Alveolata (PARFREEY al, 2006).

O filo Rhodophyta € formado quase que exclusivaengmir organismos
pluricelulares e marinhos, que vivem fixados emaurstrato e que apresentam maior
distribuicdo em mares quentes. A principal car&stiea deste filo é a presenca do

pigmento ficoeritrina em suas células, responspetd coloracdo avermelhada destes
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organismos. As algas vermelhas possuem clorofijlak eacarotendides, e armazenam
amido como material de reserva (VIDOTTI; ROLLEMBERZB04).

O filo Phaeophyta € formado por organismos plurieeés predominantemente
marinhos e com maior distribuicdo em regides teagass e nos polos, vivendo fixados
em um substrato ou flutuando. Em algumas regi®@ealgas pardas podem atingir mais
de 25 m, formando imensas florestas submersas cidialBecomdelps Seus pigmentos
fotossintetizantes sao principalmente as clorofda®, carotenoides e fucoxantina, e
como substancias de reserva possuem oOleos e cgualigdeo laminarina (DAVIS;
VOLESKY; MUCCI, 2003; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

O filo Chlorophyta € um dos mais importantes congmbes do fitoplancton e
extremamente importante na producdo de oxigénio. Habitat inclui &guas doces e
salgadas, solos Uumidos e troncos, e podem tamb@imetecer relacbes de mutualismo
com outros seres vivos, como os fungos, formanddigoens. Seu carboidrato de
reserva € o amido, que é armazenado no interiduds células, e seus pigmentos
fotossintetizantes sé@o principalmente as clorofilas, carotenos e xantofilas. Devido a
presenca de clorofilas a e b e utilizagdo o ammhoac carboidrato de reserva, existe
uma hipdtese de que as algas verdes tenham smlwcastrais das plantas (VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004).

A importancia ecoldgica das algas vai muito aléenservir como produtor
primdrio nos ecossistemas marinhos. Na verdadepxiapgdamente 50% da
fotossintese global é realizada pelas algas. Assing em cada duas moléculas de
oxigénio que inalamos, é produzida fotossintetic#mpelas algas, e uma em cada duas
moléculas de dioxido de carbono que exalamos sérsondda pelas algas
(BRUNSWICK; JOHN, 2009).

1.2 Hemostasia

A hemostasia € descrita como o0 processo fisiologiaca a cessacdo do
sangramento ocasionado por uma lesdo em um vagaisan. ApGs uma ruptura do

tecido epitelial vascular, uma rdpida e complexacde é disparada, levando a
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transformacdo do sangue da forma liquida a um tanme#nostatico insolavel, i.e.,
ocorre a formacgao de um trombo no local de injdaaecido e a medida que ocorre a
cicatrizacdo da lesdo, o agregado plaquetario@guto de fibrina sédo degradados. A

hemostasia €, portanto, designada para minimizgerda de sangue, restaurar a
integridade vascular e, por fim, preservar a Vit aRE; GRAMLIN, 2010).

O processo hemostatico inicia-se apés a leséo slm ¥ plaguetas aderem a
macromoléculas em tecidos subendoteliais e agregam formar um tampéo
hemostatico. Em seguida, as plaquetas estimulanivac@ local de fatores de
coagulacdo plasmaticos, levando a geracdo de ugulcodée fibrina que reforca a
agregacao plaquetaria. Uma vez completo o proadssucatrizacdo, tanto o tampéo
hemostatico, como o0 coagulo de fibrina sédo degla(ECHOENMAKERS;
REITSMA; SPEK, 2005).

1.2.1 Agregracéao Plaquetaria

Plaguetas sdo fragmentos de células anucleada&rera de disco, derivadas
dos megacariocitos e de tamanho que varia de2ra dle didametro. Seu tempo de vida
gira entorno de 8 a 14 dias. Em circunstancias astnelas circulam livremente, sem
interacdo. No entanto, na presenca de uma lesé@etintl é desencadeada uma cadeia
de eventos, levando a formagdo de um codgulo mecglaquetas. Didaticamente o
papel das plaquetas na hemostasia € dividido ertrogetapas: adesdo, ativacao,
secrecao e agregacao (EYRE; GAMLIN, 2010).

1.2.1.1 Adesao

E a etapa inicial no processo hemostatico. Nestpae as plaquetas aderem
avidamente ao endotélio, quando este estd daroficad quando sdo expostas a
componentes subendoteliais como o colageno. Ess@raih é mediada através de
sitios de ligacdo modificados da parede dos vasg$icaproteinas especificas da
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membrana das plaquetas. O colageno liga-se asgbéegatravés da glicoproteina VI ou
através de uma ligacdo mediada pelo fator de vdlelk&and (VWF) e a glicoproteina
GPIb/IX/V, formando um ponte entre o colageno epkguetas (colageno - VWF -
GPIb/IX/V- plaquetas). As plaquetas ligam-se a uede de fibrinogénio através da
glicoproteina lIb/llla (Figura 1). O fator de voniWbrand é uma glicoproteina
multimérica presente no plasma e produzida cotisaimente no endotélio,

megacariocitos e células sub-endoteliais do temihjuntivo (EYRE; GAMLIN, 2010).

Glicoprotsina
EETEES

= L lcaproteia Vi

o

"1.1 ——

Figura 1 - Processo de adesao e agregacédo plaguétigacdo do coladgeno com as plaquetas através da
glicoproteina VI ou através de uma ligagdo medgla fator de von Willebrand (vVWF) e a glicoprotein
GPIb/IX/V. Ligacdo entre plaquetas e a rede derfdgénio através da glicoproteina llb/llla. Fonte:
Borissoff, Spronk e Cate, (2011).

1.2.1.2 Ativagao

Apés a adesdo, uma série de agonistas bioquingion®) colageno, trombina, e
outros produzidos pelas proprias plaguetas conteaosina difosfato (ADP), ligam-se
a receptores glicoprotéicos e iniciam o sinal éedducao através da membrana das
plaguetas por mensageiros secundarios. Um dospais@ventos resultantes da etapa
de ativagdo € a mudanca conformacional nas plasjupte passam da forma de disco
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para esférica, com a formacdo de pseudodpodes, tpgtnium maior contato com
outras plaquetas. Esse processo pode ser facilipmoum aumento do calcio
intracelular. Finalmente, como resultado da atisag@&orre um aumento na secrecao de

granulos e na agregacéo plaquetaria (EYRE; GAMRIN,0).

1.2.1.3 Secrecao

As plaquetas contém dois tipos de granulos de zen@anento, os granulose
os corpos densos. Os granudosontém proteinas plaguetarias especificas comatoo f
de crescimento derivado de plaquetas, glicoprategoano a trombospondina e uma
série de fatores da cascata de coagulacao, inolam@roteinas do fator V e da proteina
S (EYRE; GAMLIN, 2010).

Os corpos densos contém adeninas ndo-metabotioas @ ADP e a guanosina
trifosfato (GTP), cations divalentes KigC&* e serotonina. A secrecdo dos corpos
densos promove a formacdo de um tampao plaguetimentando o namero de
plaguetas adicionais para aderir, secretar e agfEy&E; GAMLIN, 2010).

1.2.1.4 Agregagao

ApoGs a ativacdo plaquetaria, os receptores gltémos IIb/llla sofrem uma
mudanca conformacional, tornando-os capaz de $igae fibrinogénio, o que permite
a formacdo de multiplas ligacdes cruzadas estaais outras plaquetas adjacentes.
Além disso, outros estimulos pro-agregatérios com®dP e a fosfolipase Atambém

estdo envolvidos na ativacao das plaquetas (EYRBIIGN, 2010).

1.2.2 Sistema de coagulacao
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O sistema de coagulagdo ocorre através de unedgilivagens proteoliticas
de zimogénios em enzimas. Esses zimogénios circlia@mente e em baixas
concentracdes na corrente sanguinea (Tabela 1). u@malisparado o estimulo pro-
coagulatorio, eles sao ativados por seus predeesssns fatores sdo denominados por
algarismos romanos e, uma vez ativados, sao deadosrpelos algarismos seguido da
letra “a”. (FURIE; FURIE, 2005).

Tabela 1- Fatores da Coagulacéo Plasmatica

Fator Nomes Usuais Peso Concentracao
Molecular Plasmatica (mg/dl)
(kDa)
FI Fibrinogénio 340 200-400
Fll Protrombina 72 12
Flll Tromboplastina - -
tecidual
FIv lon de célcio divalente - 2,2-2,5 mEq/l
FV Proacelerin ou fatol 330 0,4-1,4
labile
FVi Proconvertin ou fator 48 0,05-0,06
estavel
FVIiI Fator anti-hemofilico 1000-12000 0,5-1
FIX Fator Christmas 57 0,4-0,5
FX Fator Stuart prower 59 0,7-1,2
FXI Antecedente 160 0,4-0,6
Tromboplastina
Plasmética
FXII Fator Hageman 80 1,5-4,5
FXIII Fator estabilizante da 320 1-2
trombina
Pré-calicreina Fator Fletcher 88 3,5-4,5
plasmatica
Cininogénio de alto Fitzgerald,  Williams 120 8-9
peso molecular ou Fator Flaujeac
Plasminogénio - 92 20

Fonte: Vogler e Siedlecki (2009)

Ideias atuais sobre os mecanismos de coagulac&samyue baseiam-se no
modelo da cachoeira ou cascata introduzido na déded1960. Tradicionalmente, a
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coagulacéo foi dividida em vias: intrinseca, esgta e comum. Pensava-se que a via
intrinseca era iniciada pela ativacdo de fatorescalgato e envolvia a ativacéo
subsequente de calicreina, FXII, FXI, FIX e, levaadativacdo de FX. Enquanto, a via
extrinseca € iniciada pela expressao do fatoruati{@F) sobre a leséo tecidual e, apds
a formacédo do complexo de TF com FVII, também tasuh ativacdo de FX. Na via
comum, FX ativado ativa protrombina levando a fayma de fibrina
(SCHOENMAKERS; REITSMA; SPEK, 2005).

No inicio de 1990, foi demonstrado que a trombinaaliretamente FXI. Além
disso, pacientes com deficiéncia severa de FVIepodangrar, embora a via intrinseca
esteja intacta. Da mesma forma, as complicacbern@gicas graves associadas a
deficiéncia de FVIII ou FIX nédo seria esperada seiaa extrinseca sozinha fosse
suficiente para alcancar a hemostase normal (SCHOREMERS; REITSMA; SPEK,
2005).

Embora o conceito de vias intrinseca e extrinsestintds tenha servido por
muitos anos como um modelo util para a coagulagdoyias ndo sao, de fato,
redundante, mas estéao interligadas (SCHOENMAKERSTBMA; SPEK, 2005). A
hipotese atual sobre a iniciagdo da coagulacacugaaay apos um lesdo vascular, € tida
portanto como a exposicdo TF do sangue levandonaafi@o de um complexo com
FVII circulante ou de sua forma ativa, FVlla, pésamar o complexo TF-FVlla (Figura
2). Este complexo tem como duas das principaistesmigonverter FX em sua forma
ativada, FXa, e ativar o FIX (Figura 2) (MANN, T®9DAHLBACK, 2000;
SCHOENMAKERS; REITSMA; SPEK, 2005).

O TF é uma glicoproteina nao-enzimatica de 47k@adh a membrana,
constitutivamente expressa na superficie de célyles ndo estdo normalmente em
contato com o sangue, como fibroblastos, célulascolares lisas e queratinécitos.
Desta forma, o TF é exposto ao fluxo sanguineodparvasculatura normal € rompida
(SCHOENMAKERS; REITSMA; SPEK, 2005; SCHOUSBOE, 208

O FVII € um glicoproteina plasmatica de 50 kDa gamawdoxilada dependente
de vitamina K. O FVlla sozinho apresenta poucaigdie proteolitica e sua plena
atividade enziméatica ocorre quando ligado a TF. @al-VII seja ativado por FXa e
trombina, quantidades vestigiais de FVlla estasentes no plasma continuamente
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(SCHOENMAKERS; REITSMA; SPEK, 2005).

Além disso, as plaquetas que se tornaram ativaelaslipacdo ao colageno no
subendotélio expdem fosfolipidos com carga negailae as suas superficies. Como

consequéncia, a ativacao de FVII € aumentada (SGBQE, 2008).

Os fatores FXa e o FIXa podem permanecer assoc@in TF e rolar pelas
células ou podem difundir-se no sangue e ligarss fsfolipidios carregados
negativamente expostos na superficie de célulast@rads ativadas ou na proximidade
das plaquetas ativadas que foram atraidas aodocdhno vascular (MONROE al,
2002). A principal fungcdo do FXa formado nessa &ea€ a ativacdo de protrombina
(FII) em trombina (Flla), o que exige a formagdo domplexo protrombinase,
constituido por FXa, calcio e fosfolipideos (FigdrAd). (BOUCHARDet al 2007)

Figura 2 - Formagéo dos complexos dependentes tdenima K e seus zimogénios. O inicio da
coagulacéo sanguinea ocorre quando o FVlla setigeF exposto. A formacao do complexo FVlla - FT
(tenase extrinseco, 3A) inicia a coagulacéo ativanfator X e o fator IX. O complexo fator IXa tda
Vllla (tenase intrinseco, 3B) ativa fator X em faia com uma eficiéncia 50 vezes maior do que o
complexo FVlla - FT. O Fator Xa formado pelos coaxpls tenase se liga ao fator Va, formando o
complexo protrombinase (3C), que converte protrombifator 1) em trombina (fator lla). Fonte:
Bouchardet al (2007).

Uma fracdo das primeiras poucas moléculas de tranberadas por este
complexo protrombinase iniciam, por retroalimentap®sitiva, a ativacdo de varios

fatores da cascata como FXla, FVllla e FVa, qusesiiam a sua propria formacéo e
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facilitam o rapido crescimento do coagulo ou trorebotorno da area de dano vascular
(Figura 2). A ativacao do FXI a FXla mediado petartbina atua na ativacdo de mais
FXa tendo como cofator o FVilla (MINNEMAt al., 2000).

O FVIIl, que normalmente circula em um complexo comFator de von
Willebrand (VWWF) por apresentar uma maior estadd&le uma maior protecao contra a
degradacéo proteolitica, dissocia-se do complexidlwWF e € ativado, convertendo-
se em um cofator que acelera intensamente a abivdig@nais fator FXa pelo FIXa. O
complexo tenase € formado pelo FIXa, FVllla, FXiciche fosfolipideos (FURIE;
FURIE, 2008).

Tanto o complexo TF-FVIla como o FIX-FVIII clivamXFno mesmo local e,
portanto, produzem o mesmo FXa (FURIE; FURIE, 20B8ya diferenciar a origem do
FXa, alguns autores utilizam os termos tenasenseth, que se refere ao complexo
FVlla-FT, e tenase intrinseca, que se refere aoplmxo FX-FIXa, sendo a tenase
intrinseca mais eficaz na formacdo do FXa em cedecainquenta vezes que a tenase
extrinseca (FURIE; FURIE, 2008).

A trombina cliva o fibrinogénio em mondémeros difia instaveis e por ultimo
o FXIII é ativado pela trombina em FXllla, que farigacdes estaveis cruzadas entre
os fios de fibrina para gerar polimeros de fibiimgolaveis, que formam a base de um

coagulo sanguineo ou trombo (Figura 3) (GENTRY 4200

Evidéncias bioquimicas sugerem que o fibrinogénio uér dimero
covalentemente ligado, que cada metade do dimiemoné@da por trés cadeiasg /& B3
e y. Todas as subunidades do dimere, @, y). sdo ligadas por ligacdes dissulfeto. A
trombina hidrolisa ligac6es Arg-Gly especificastpelas extremidades N-terminais das
cadeias A e BB para produzir fibrinopeptideos A e B (FpA e Fp@&@jxando o resto
das cadeiasa( e pB) intacto. Assim, a remocdo de FpA e FpB revel@ioside
polimerizacdo das cadeiase p que reagem com as porgdes C-terminais das cadeias
(SCHERAGA, 2004).

A conversao do fibrinogénio em fibrina (F) catadiagor trombina consiste em
trés etapas reversiveis, em que a trombina estAvedey apenas no primeiro passo, que

consiste na protedlise limitada para liberar osrfapeptideos (FpA e FpB) a partir do
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ao sangue. A fase de propagacao (lado esquerde)geodiisparada quando a trombina é gerada, ativas®im o fator XI. As duas vias convergem na fgénalo fator Xa.
TFPI (inibidor da via do fator tissular), APC (pebta C ativada). FL (fosfolipideos). Fonte: Foas@909).
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fibrinogénio produzindo monémeros de fibrinas. Mgundo passo, os monémeros de
fibrina formam polimeros intermediarios através ideracdes ndo covalentes. No
terceiro passo, os polimeros intermediarios agregara formar o coagulo de fibrina

(SCHERAGA, 2004).

1.2.2.1 Via de Contato

A via de contato, também chamada de via da cicatiareina, foi descrita nos
anos 70 por Oscar Ratnoff investigando amostrasadgue oriundas de um exame pre-
operatdrio do paciente John Hageman que, inespesada ndo coagulou em tubos de
ensaio. Ratnoff reportou que a auséncia da codulasta relacionada a uma
deficiéncia de um fator da coagulacdo sanguineafgueenominado de fator de
Hageman ou FXIl (RATNOFEt al, 1993).

Pouco tempo depois, Ratnoff e colaboradores rayaont que o fator de
Hageman era ativado quando colocado em contatovmmou outras superficies com
cargas negativas, que explicaria o porqué da cag@ol sanguinea ocorrer mais
rapidamente em tubos de vidro que em tubos deiqgiagiato observado pelo cirurgiao
inglés Joseph Lister no século XIX (RATNOEFal, 1993).

A via de contato é composta por trés serinopretedEXIl, FXI e a pré-
calicreina (PK) e uma proteina da classe dos @@émos, o cininogénio de alto peso
molecular. Essa via inicia-se quando o FXIl é alivam presenca de polifosfatos
plaquetéarios e superficies anidnicas, por autaefio proteolitica ou por calicreina. O
FXlla cliva a pré-calicreina em calicreina. A cadina ativada, por retroalimentacao
positiva, atua na ativacdo de mais FXlla e a cbwaglo cininogénio de alto peso
molecular, resulta em bradicinina e cininogénicatie peso molecular ativadé&igura
4) (SCHOUSBOE, 2008).

A bradicinina, um nonapeptideo de curta meia-viglaym potente mediador
inflamatdrio que age de forma paracrina ativandeptores acoplados a proteina G do
tipo B2 induzindo a vasodilatacdo, extravasamerdscwar e sensacdoes de dor
(KALATSKAYA et al.,2004). Na via bradicinina, o fator XII também aitoduzindo a

ativacdo dos sistemas complemento e fibrinolitidivando os componentes C3 e C5,
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facilitando a sintese do ativador de plasminogéemdual de células endoteliais,
enquanto a calicreina ativa o ativador de plasn@nimg tipo uroquinase.
(KALATSKAYA et al.,2004).

O significado (pato)/fisiolégico da ativacdo dolF¥em sendo questionado por
mais de 50 anos. A razdo para isto é que a defieidrereditaria de FXII nunca foi
associada a um sangramento anormal ou a outratosgtatologicos em observagoes
clinicas. No entanto, embora a ativacdo do FXIl micie a coagulacdo sanguinea,
descobertas recentes indicam fortemente que aatvde FXII desempenha um papel
na estabilizacdo da formacdo de coagulo via atovagdFXl mediada por FXlla. Esta
ativacdo pode ser promovida vivo pelas plaquetas agregadas e por acidos nucléicos
derivados de células danificadas (SCHOUSBOE, 2008).

Em estudos realizadas vivo com camundongos deficientes em fator Xll foi
demonstrado que estes mostraram-se incapazestdatau® crescimento de trombos
no limen da artéria em modelos de trombose arténditando que o FXIl tem papel
significativo na formagéao de trombos (GAILANI; RERN2007). Alguns autores tem
postulado que a deficiéncia de FXII seria um fa@risco para as tromboses venosa e
arterial, sugerindo que FXIl € uma proteina amnttsotica. No entanto, em outros
estudos foi sugerido que a trombose arterial onakiobservada em pacientes com
grave deficiéncia de FXII é provavelmente devidtatares de risco associados, tais
como hipercolesterolemia (SCHOUSBOE, 2008).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da ativacawiana@e contato e sua ligagdo nos processos
inflamatorio (liberagcao de bradicinina), angiog@ni coagulatériovia (o FXII atua na ativacdo do FXI
ndo mostrado na figura).A via de contato é coridfitpelo, factor Xll, pré-calicreina e o cininogénie

alto peso molecular. A ativacdo desse sistemai@ado quando, em presenca de polifosfatos
plaquetarios e superficies anibnicas, ocorre aagbwm proteolitica do factor Xl (auto-ativagao) em
FXlla. Uma vez na presenca do FXlla esse, ativaXbd-a pre-calicreina em calicréina que atua na
ativacdo de mais FXIl. Enquanto a Calicreina aléatiear o FXII, clica o Cininogénio de alto peso
molecular em Bradicinina.  Fonte: Borissoff, Spronk e Cate (2011).
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1.2.2.2 Inibidores do sistema de coagulacao

1.2.2.2.1 Inibidor da via do fator tecidual

O inibidor da via do fator tecidual (TFPI), pripal inibidor da via de iniciacdo
do sistema de coagulagdo (Figura 4), liga-se eeimbTF-Vlla de forma FXa-
dependente, além de inibir o FXa associado ao amplF-Vila-Xa-TFPI. Pelo fato
de o TFPI necessitar do FXa para apresentar afiwjdé@ necessario uma certa
quantidade de FXa antes do TFPI ser capaz ded@ao TF-FVlla (3STERUD, 2012).

Como mencionado anteriormente, a tenase extrirrggaaapenas como uma via
de iniciacdo na geragdo de trombina, sendo muitoomesficiente que a tenase
intrinseca que atua na formacdo do FXa. Portantsooe inativacdo de parte do FXa
pelo TFPI ndo representa um problema na ativacdwmd#ina mediada pelo FXa, por
utilizar apenas uma pequena porcentagem do FXaaftopsendo portanto capaz de
inativar a via de iniciagdo de maneira eficaz (Fagh) (3STERUD, 2012).

1.2.2.2.2 Proteina C

A proteina C atua inibindo os FVllla e FVa, qé® slois importantes cofatores
dos complexos tenase e protrombinase, respectitam&rproteina C, é considerada
um zimogénio dependente de vitamina K, é ativadia fpembina quando esta ligada a
proteina de membrana trombomodulina (TM) na sugerfidlas células endoteliais
intactas (Figura 6)CASTELLINO; PLOPLIS, 2009).
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Figura 5 - Representacdo esquematica da inibicamuhplexo TF-FVlla pelo TFPI. Apés a formacédo do
complexo TF-Vlla, o zimogénio FX liga-se ao complefd) onde através de clivagem proteolitica é
ativado (tenase extrinseca) (2). Uma vez ativadeXa pode dissociar do complexo e desencadear sua
funcdo pro-coagulante (3a) ou ainda ficar ligadocamplexo (3b). Outra possibilidade para o FXa é
ligar-se ao dominio K2 do TFPI plasmatico (tornasdanativo em seu efeito pré-coagulante). Uma vez
formado o complexo TFPI-FXa, este complexo podeseeiar ao complexo TF-FVlla no caso (3a). A
ligacéo do FXa com o TFPI também pode ocorrer aqieso FXa seja liberado do complexo TF-FVlla-
FXa (3b). Em ambos os casos, ocorre a formacdoodwplexo TF-FVlla-FXa-TFPI que inativa o
complexo TF-FVlla (4). Fonte: Crawley e Lane (2008

A ativacéo da proteina C mediada por trombina daestna que a trombina tem a
capacidade de expressar ambas as funcdes proceamutiante, dependendo de sua
localizacdo. Os efeitos pro-coagulante da tromiséa expressos em locais onde h&
uma descontinuidade no endotélio vascular, enquaradun¢ado anticoagulante ocorre
em vasos intactos, através de sua ligacdo ao Ttiwacao a proteina C. A proteina C
ativada (APC) liga-se ao seu cofator, a proteinarBa outra proteina plasmatica
dependente de vitamina K, e forma um complexo juatde com os fatores FVllla e
FVa, inibindo-os através da clivagem de algumascbgs peptidicas (Figura 7)
(DAHLBACK; VILLOUTREIX, 2005).

O receptor endotelial de proteina C (EPCR) é unteaquoteina ligante ao
endotélio que estimula a ativacao da proteina ICiocdependente, através de ligacédo a

residuos de gama-carboxiglutamato dentro do seuinimrmaminoterminal. Esse
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dominio ajuda a orientar a proteina C para o caxopte ativacdo trombina-TM. A
proteina C ativada (APC) é transportada no fluxogsmeo desempenhando uma
funcdo anticoagulante em todo o sistema vascul&H(BACK; VILLOUTREIX,
2005).

A APC e seu cofator, a proteina S, formam um coxgplem membranas
fosfolipidicas carregadas negativamente que agem mdmeira anticoagulante,
inativando os fatores FVa e FVllla, que séo fatae®xtrema importancia na ativacao
do FX e do Fll. Na inativacdo do FVa, a APC em clexgp com a proteina S liga-se ao
FVa, clivando-o e inativando-o. Na inativacdo ddlR, além da APC e da proteina S,
0 zimogénio FV atua formando um complexo FV-S-AP@HR, que, uma vez
formado, o FVllla é degradado. Assim, neste contert FV pode atuar de duas
maneiras: sendo ativado pela trombina em FVa ecerdo sua funcéo pro-coagulante
ou ligando-se ao complexo APC-S-FVllla, inativandld=Vllla e exercendo funcéao
anticoagulante (FVac) DAHLBACK; VILLOUTREIX, 2005).

R
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=

Figura 6 - Ativacao da proteina C na superficieélalas endoteliais. A trombina (T) gerada naslaél
endoteliais intactas funciona como anticoagulahitgndo-se a trombomodulina (TM) e ativando a
proteina C. O receptor endotelial de proteina GCERem verde escuro) auxilia a orientacdo da pratei
C para o complexo de ativacdo T-TM. A proteinaiaat (APC) é transportada com o fluxo sanguineo
e desempenha uma funcédo anticoagulante em todstemsi vascular. Fonte: Dahlback e Villoutreix
(2005).
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Figura 7 - Mecanismo de regulacdo da coagulac@eteina C ativada (APC). A APC em complexo
com seu cofator, a proteina S, podem inativar terea FVa, clivando-o e podem inativar o FVlilla
através da formagdo do complexo FV-S-APC-FVIllantEoDahlback e Villoutreix (2005).

1.2.2.2.3 Antitrombina

A antitrombina (AT) € o anticoagulante mais impotéado sistema fisiologico.
Trata-se de uma glicoproteina de 58 kDa e de corg@o plasmatica de
aproximadamente 2,6 uM. A AT é produzida no figadapresenta uma meia-vida de
aproximadamente trés dias, sendo degradada példasciepaticas (QUINSE¥t al,
2004).

Um dos principais sitios de acado da AT é um cergativo em forma de lago
(RCL) que se projeta acima do nucleo da molécudge Eentro reativo apresenta uma
alta afinidade pelos sitios ativos das serinopseteaalvo (Xlla, IXa, Xa, lla), as
serpinas. Em condicdes fisiolégicas normais, a ATatévzada por moléculas
heparindides, como o heparan sulfato (HS), que lestizado no revestimento da
camada endotelial dos granulos de mastdcitos askiscao endotélio (QUINSEM al,
2004).

Essa ligacdo ocorre na regido D-hélice (Figurde®jdo a uma especificidade
com uma regido pentassacaridica especifica presegemoléculas heparinoides
chamada regido pentassacaridica da heparina (ifyraJma vez, a AT ligada ao HS
ocorre a inativacado das serinoproteases pelo cam@d-HS que € aumentada em

cerca de 100 vezes (OSLO;BJORK992). Em condi¢Bes clinicas, a heparina é
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utilizada, acelerando a interagdo com as serinegsetem até 17.000 vezes (OSSO
al., 1992).

Uma vez o pentassacarideo ligado a regido D-héfc&T, o RCL da AT sofre
uma mudanca conformacional, culminando na adocaaurda conformacdo mais
favoravel a sua ligacao as serinoproteases alvaaso da heparina, além de ocasionar
essa mudanca conformacional, as cadeias longagmaite sdo capazes de ligar-se
simultaneamente a AT e as serinoproteases, facdbtaa ligacdo da AT com as
serinoproteases, um processo conhecido como meuame aproximacdo (OSLét
al., 1992).

ny & RCL

C B-sheet

Heparin
pentasaccharide

Figura 8 - Estruturas de antitrombina sozinha enfordo complexo com a regido pentassacarida da
heparina. A figura da esquerda mostra as regidesti@ombina: trés folhas betas em verde, amarelo
vermelho O centro reativo (RCL) é mostrado em mtgera regido de D-hélice é mostrada em roxo em
ambas as figuras. A figura da direita mostra aramibina complexada com a regido pentassacarida da
heparina. Fonte: Quinsey al. (2004).

1.2.2.2.4 Cofator Il da heparina
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O oofator Il da heparir (HCIl) é uma glicoproteina de kDa e de
concentracdo plasitica de 1uM. O HCII é produzi principalmente no figado
apresenta uma meia vide z-3 dias,sendo degradado pelas células hepatKAMP;
STRATHMANN; RAGG,2001)

O HCII atua de maneira semelhante a, porém com uma especificidade p
trombina. O mecanismo de inibicdo da trombina por HCIl é \asada clivager
proteolitica no sib de reacd da trombina (Leu44&er445). Essa clivagem faz com «
a trombina mude sua estrutura tridimensice, através de uma ligacdo do tipo est
formado o complexo HC-Flla causando a inativacao definitiva da trom. O HCII
apresenta uma taxke inibicdo muito lenta da trombina levando ce®® aninutos par
inativar 50% da trombina prese em uma concentracdo de 1uM, mas na preser
um glicosaminoglicand@GAG) como heparina, heparan sulfatdermatan sulfato es
velocidade aumenta drastment, passando a levar aproximandamete 50 ms
iInativar os mesmos 50% na mesma concentreTOLLEFSENRESTKA;MONAFO
1983).

HCII Trombina

Figura 9. Modelo esquemétipara a ativacdo de HCO glicosaminoglicandGAG) desloca o domini
N-terminal acido ddHCIl, permitindoa interacdo com a regido EXO | da troml. Caso a cadeia do
GAG seja grande o suficiente,GAG pode também se ligar a regido Exo Iltdanbina, formando um
ponte entre as duas proteinas. Essas interfazem com que a serina do sitio atdatrombing(HO-S)
aproxime-se do centro reatidm HCIl queapresenta uma leucina (L), levandadpida formacao ¢
complexo trombina-HCIIFonte: Tollefse (2007).
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1.3 Polissacarideos sulfatados

Polissacarideos sdo polimeros naturais que apagsefin sua estrutura quimica
basica poli-hidroxialdeido ou poli-hidroxicetonaod@m ser constituidos de um unico
ou de diferentes tipos de monossacarideos (CURHA, 2009).

Os polissacarideos sulfatados sdo macromoléculaspleras e carregadas
negativamente, largamente distribuidos entre assgvos. Estes polimeros aniénicos
sao encontrados em invertebrados, vertebradosas algrinhas (MATHEWS, 1975) e
estdo envolvidos naexecucdo de varias fungbBesodidals como protecéo,
preenchimento, interagdo celular, adesdo, entra@a®utEles sao encontrados
principalmente nos espacos intercelular dos osgave (MESTECHKINA;
SHCHERBUKHIN, 2010).

1.3.1. Heparina

A heparina € um polissacarideo que apresenta uwo melecular entre 3.000 a
30.000 Da, formada a partir de unidades dissacasdien-D-glucosamina, alternando
com um &cido urénico, sejglL-acido idurbnico, ou seu precursor biossintéfieD-
acido glucurénico. Contudo, sua estrutura apreseriacoes no padrao coNt e O-
sulfato, e gruposN-acetil (MULLOY; MOURAQ; GRAY, 2000). Sua obtenci®
principalmente através da mucosa intestinal suindegoulméao bovino.

Aquino et al (2010) mostraram que as heparinas de origem siibaniva
apresentam diferencas tanto quimicas como em adigglbiologicas. A heparina suina
€ composta principalmente de unidades dissacasitlicalfatadas— 4-a-ldoA2S-1—
4-0-1-GIcNS6S— enquanto a heparina de intestino bovino é compmsta-sulfato no
acido a-idurénico, mas com uma maior variacdo na sulfatag@s unidades de-
glucosamina. Quando avaliadas em mode&logvo e in vitro, foi demonstrado que a
heparina bovina atuou, principalmente, atravésatier fXa, e apresentou metade da
atividade em relacdo a heparina suina nos ensat@oagulantes e antitrombaoticos,

mas com semelhante tempo de sangramento em dasés ig
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Figura 10. Sequéncia pentassacaridica da hepaorde: Mulloy, Mourdo e Gray,
2000).

1.3.1.1 Heparina de baixo peso molecular

A heparina de baixo peso molecular (LWMH) é obtideavés da quebra da
ligacdo glicosidica seja por reacao enzimatica, gej reacao quimica em determinados
pontos da cadeia da heparina. Essa quebra prodigzasgoolissacaridicas com peso
molecular variando de 4000 a 6500 Da (RO@@#&l, 2000).

As grandes vantagens da LMWH em relacdo hepariodragionada sdo: boa
biodisponibilidade ap6s a administracdo subcutaone@a maior meia-vida, menor
ligacdo a proteinas nao alvo, menor interacdo csmplaquetas e com o fator

plaquetario 4, reduzindo assim a incidéncia da Isitopenia (WEITZ, 1997).

1.3.1.2 Efeitos adversos da heparina

Apesar de a heparina ser uma droga amplamenteadtlj os seus efeitos
adversos justificam a procura de um substituto.ti@eos principais efeitos adversos
causado pelo uso da heparina, pode-se destacaemarragia e a trombocitopenia

induzida por heparina (TIH).

A TIH é uma resposta imunoldgica ao uso continubeagarina por um periodo
maior, geralmente entre 5 e 14 dias. Essa resgbstediada por anticorpos que
reconhecem a formacdo de aglomerados multimolesulariundos da ligacdo da

heparina com o fator plaquetario 4. A ligacdo doficarpos antifator plaguetario
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4/heparina a este complexo leva a formacdo de des@enoldgicas nas paredes dos

vasos, trombose e coagulagéo intravascular disseiamfGREINACHER, 2009).

Além disso, outros efeitos adversos decorrenteatarhento a base de heparina
sdo relatados na literatura como hipercalemia (TKASM SMEETON;
LEATHERDALE, 2008), osteoporose, reacfes cutanass domo urticaria, papulas
eritematosas, necrose da pele, testes da funcaétideepanormais, eosinofilia,
hipoaldosteronismo, priapismo e alopecia (WALENGRENKEL; BICK, 2003).

1.3.1.3 Problemas apresentados pela heparina caalerc

Em 7 de janeiro de 2008 uma notificacdo emitida partamento de Saude
do Missouri relatou uma série de reacfes alérgamas pacientes submetidos a
hemodialise que ocorreram a partir de 19 de novender 2007, em um hospital
pediatrico. As reacdes haviam ocorrido poucos rogapos o inicio das secdes de
didlise e os principais sintomas foram: edema Katziquicardia, hipotenséo, urticaria e
nauseas, levando a suspeitas iniciais de reacafilddoa Apdés uma seérie de
investigacoes, foi observado que a maioria daesalgavia ocorrido em pacientes que
receberam heparina intravenosa produzidas pelaeBaAealthcare Corporation,
levando a retirada do mercado de nove lotes derinegpdJm total de 101 casos
confirmados ou suspeitos foram observados em adA@stamericanos no periodo de 19
de novembro de 2007 a 21 janeiro de 2008 (KISHIM@T @, 2008).

Em margo de 2008, ressurgiram outros casos rekdisna contaminacdo de
lotes de heparina, com sintomas que incluiam rsa@férgicas, hipersensibilidade,
hipotensdo, angioedema, falta de ar, nauseas, af§ndtarréias e dores abdominais,
causando 81 mortes nos Estados Unidos e afetatids dil paises (HARRIS, 2008).

Guerrini et al. (2008) analisando a estrutura detalhada dos hidebeparina
contaminada encontraram unidades dissacaridicaside glucurdnico ligadas pol
— 3 a umap-N-acetilgalactosamina. As unidades dissacaridag@a®sentavam um
padrdo de sulfatacdo incomum com a presenca tatasios nas posicoes 2-O e 3-O
do acido glucurénico e nas posi¢coes 4-O e 6-O dactgsamina (Figura 11) sendo

denominado de condroitim oversulfatado (OSCS). &senca de sulfatos nessas
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posicdes ndo sdo encontradas em nenhuma fontealnd@rcondroitim sulfato, mas
podem ser obtidas através de sua sulfatacdo quikl&a disso, os testes de triagem

tradicionais nao sdo capazes de diferenciar os &etados e nao afetados.

CH,0S504
0
COO0 0380 0-=
0
0
050y
--0 r|\lH
C=0
0504 |
CHq

Figura 11 - Estrutura do condroitim sulfato ovefiaialdo, 0 contaminante encontrado em alguns @es
heparina. Fonte: Fonseca (2009).

Posteriormente, foi relatado que o OSCS é capaatidar a via de contato
plasma humano, levando a geracédo de bradicininapatente mediador vasoativo.
Além disso, OSCS induz a geracdo de C3a e Cbas@oepotentes anafilatoxinas
derivadas de proteinas do complemento. A ativacédsseds dois fatores foi
inesperadamente ligada e dependente da fase fhadativagcdo do FXIl. Foram
analisados plasmas de varias espécies e apena® asigém suina e humana
mostraram-se sensiveis aos efeitos de OSCS (KISHIMEA al, 2008).

Melo, E. I. et al. (2008) em estudo comparativo de quatro preparadées
heparinas comercializadas no Brasil com a hepgadado e a heparina anteriormente
mais utilizada (Liquemine), observou que nenhuns gleatro preparacdes utilizadas
apresentaram resultados semelhantes na atividéideagulante quando comparadas ao
padrdo ou d.iguemine podendo chegar a 70% da atividade detdarAlém disso,
foram observadas contaminacdo por dermatan sulfievacGes do peso molecular e

degradacé&o quimica.
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1.3.2 Galactanas sulfatadas de algas marinhas vdhag

1.3.1.1 Caracteristicas estruturais

As galactanas sulfatadas encontradas nas algamhasrivermelhas sao
formadas por galactoses (ou derivados desse maankksn) dispostas em uma cadeia
linear composta por unidades dissacaridicas rejaetitie-D-galactose ligada através
dos carbonos C-1 e C-3 (unidade Ap-galactose através dos carbonos C-1 e C-4
(unidades B), sendo que algumas unidades-galactose podem ser encontradas na
forma de 3,6-anidrogalactose. As galactanas formemarranjo alternado de unidades
A e B, ou seja, (AB)n (PAINTER, 1983).

As carragenanas e as agaranas sdo as galactafaéadasl mais estudadas e
diferem na configuracdo enantiométricacdgalactose (unidade B), sendo da série L
para agaranas e D para carragenanas. A unidadmpres@ertence a série D (USOV,
1984). Estudos estruturais mais detalhados denaomstum terceiro grupo de
galactanas, os hibridos D/L, em que as unidadegr&entam configuracdo D e L na
mesma molécula (ESTEVEZ; CIANCIA; CEREZO, 2004). Agaranas e as
carragenanas sao bastante utilizadas nas industnasacéutica, cosmética e de
alimenticia. Suas propriedades fisico-quimicas irdet confere-lhes aplicacdes

principalmente como agentes gelificantes e espeEss@ARDOZCet al, 2007).

As carragenanas sao classificadas em 4 familiaacalelo com a posi¢cdo dos
grupos sulfato nas unidades A e B e ciclizacdos@mea de 3,6-anidrogalactose) da
unidade B. A familia Kappac), apresenta grupos sulfato no C-4 da unidade Alee,
acordo com a posicao dos grupos sulfatos na uniBagelala ciclizacéo, divide-se em
carragenanas com estruturas ideais denominaeas; p- e v-carragenanas. A familia
Lambda §) possui grupos sulfato no C-2 de ambas as unidadgiside-se em-, &- e
n-carragenanas (estruturas naturai8jcarragenana (oriunda do tratamento alcalino da
A-carragenana). A familia Betf)(compreende polissacarideos em que a unidade A ndo

€ sulfatada. Incluind@- e o—carragenanas e seus precursores biologyeos 6-
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carragenanas. A familia Omega) (compreende galactanas que apresentam grupos
sulfato no C-6 da unidade A. Nesta familia esthamagenana naturab— e seu
precursor biologicey—carragenana (STORTZ; CEREZO, 2000).

A classificacdo das agaranas ndo € tdo especifiaat@ a das carragenanas
(STORTZ; CEREZO, 2000). As agaranas podem ter ¢led#s variaveis de diferentes
grupos O-ligados, principalmente éter metilicogestilfato, acetal de acido piravico ou
residuog3-D-xilopiranosil. A proporcao e distribuicdo dodstituintes mencionados na
cadeia do esqueleto do galactano modificam as ipdautes fisico-quimicas dos
polissacarideos (LAHAYE; ROCHAS, 1991; RODRIGUEZ &t .al., 2009).

Variacdo estrutural consideravel ocorre nas galastasulfatadas de algas
vermelhas de diferentes espécies e em amostraadadeem diferentes ambientes ou
em diferentes estagBes do ano. Varios grupos hiddms podem ser substituidos por
um éster de sulfato, um grupo metil ou acido pgaviA principal variacdo estrutural
nestes polissacarideos € o padrdo de sulfatacémtribuicdo do sulfato ao longo da
estrutura € muito heterogénea, como em glicosartangs de origem animal
(POMIN; MOURAO, 2008; POMIN, 2010).

1.3.1.2 Atividades anticoagulante e antitromboticas

A primeira descricdo da atividade anticoagulantgaléssacarideos sulfatados
de algas marinhas foi feita por Chargaff, Banceo8tanley-Brown (1936), relatando o
efeito anticoagulante de uma galactana sulfatadmaida da espécidridaea
laminarioides Estudos recentes tem confirmado que as algaseltesnséo fontes de
varios polissacarideos sulfatados com pontenciicaagulante. Rodrigueet al
(2009), estudando uma galactana da alga marinimaeltestHalymenia pseudofloresia
mostraram que essa galactana apresentou atividd®agulante de 464,2 Ul/mg,

superior a heparina utilizada como controle (100nd).

Rodrigues et al (2010a), reportaram a baixa atividade anticoagelada

galactan&Solieria filiformis (2,31 Ul/mg) e a auséncia do prolongamento do ¢ed®p
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coagulacdo sanguinea por galactanas das espéciakyaeGracilaria birdiae, G.

corneae Pterocladiella capillacea

Leeet al (2008) avaliaram galactanas obtidas por extragfimsa a quente de
22 espécies de algas vermelhas quanto a suas ijptdaato/zidades anticoagulantes. Os
extratos de oito espéciessrateloupia elliptica, Sinkoraena lancifolia, Halgmia
dilatata, Grateloupia lanceolata, Lomentaria catéma Martensia denticulata,
Schizymenia dubyi, Chondrus crisppsolongaram o tempo de coagulagéo no teste do
tempo de tromboplastina parcial activada (TTPahti2eestas oito espécies, 0s extratos

totais del. catenata e S. dubgpresentaram a maior atividade.

O prolongamento do tempo de coagulacao do plasmetegdo como um efeito
anticoagulante. No entanto, a investigacdo da datilé antitrombotica requer a
utilizagcdo de modelom vivo de trombose, 0 que € uma metodologia laboriosasEs
modelos imitam diferentes condicfes patoldgicasokidas na trombose, tais como
diminuicdo do fluxo sanguineo, estado de hiperca@gidade e lesdo do endotélio
vascular. Porém, poucos estudos reportam atividad#rombodtica de galactanas

sulfatadas (Pomin e Mouré&o, 2008).

A galactana da alga vermelh@terocladiella capillacea apesar de nao
apresentar atividade anticoagulante no teste dea,T®strou-se antitrombaotica em
modelo de trombose venosa (QUINDERE, 2008). Forfg899) mostrou que a
galactana sulfatada da alga vermeleanthophora spiciferaapresentou atividade
anticoagulante de 20 Ul/mg, quando comparada arinep@ atividade antitrombdtica
em modelo de trombose venosa. Queiroz (2010) tekatatividade antitrombdética em
modelo de trombose venosa para a alga verm@hbdiella acerosa que nao
apresentou atividade anticoagulante de forma semigtao obtido para a galactana de
P. capillacea(QUINDERE, 2008).

As galactanas sulfatadas de algas marinhas versnatben propriedades
anticoagulantes e antitromboéticas melhor estudadas as das algaBotryocladia
occidentalise Gelidium crinale Fariaset al (2000) caracterizaram a estrutura de um D-
galactana sulfatada obtida da alga verm@baryocladia occidentalisque apresentou
unidades (-4-D-Galp-1-3--D-Galp-1—) repetidas com padrdao de sulfatacéo

variavel. Claramente um terco do total de unidade®o 2,3-di©-sulfatadas e outro um
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terco sdo 2-sulfatada. A galactana desta alga apresentou tim@dade anticoagulante
de poténcia semelhante a heparina ndo fracionaftagando a inibicdo da trombina e

do fator Xa pela antitrombina e/ou pelo cofatatdlheparina.

Posteriormente, Pereirat al (2005) caracterizaram a estrutura de Dm
galactana sulfatada obtida da alga verm@ehadium crinale que apresentou unidades
(-4-0-Galp-1-3-p-Galp-1—), repetidas com padrdo de sulfatacdo variaveta@iante
15% do total das unidadessao 2,3-di-sulfatadas e 55% séo 2-sulfatadastratesa da
galactana deG. crinale € semelhante a dB. occidentalis porém com um menor

percentual de unidades?,3-di-sulfatadas.

A galactana sulfatada dé&. crinale apresentou uma menor atividade
anticoagulante em ensaio de coagulagdo (TTPa) quanthparada com a dB.
occidentalis.Em ensaios utilizando proteases especificas édorés da coagulacéo,
elas nao diferiram na inibicdo de trombina medipdaantitrombina, mas em ensaios
em que o cofator Il da heparina substituiu a amtitsina, a galactana de. crinale
necessitou de uma concentracao significativameante elevada para alcangcar o mesmo
efeito inibitério da galactana d& occidentalis Em contraste, quando o fator Xa, em
vez da trombina, foi usado como a protease ahgglactana sulfatada d&. crinale
mostrou-se mais potente (PEREIRRal, 2005).

Como consequéncia de suas diferencas estrutusailsias galactanas sulfatadas
das algasG. crinale e B. occidentalisdiferem em suas atividades anticoagulante e
antitrombdtica. A galactana @& crinaleexibe efeitos pré-coagulante e pré-trombaético
em doses baixas (até 1,0 mg de peso corporal/ley) ,em doses elevadas (> 1,0 mg/kg)
este polissacarideo inibe tanto a trombose vermsa @ arterial em ratos e prolonga o

tempo de recalcificacéx vivo(FONSECAet al, 2008).

Em contraste, galactana Be occidentalise um anticoagulante muito potente e
um composto antitrombotico em doses baixas (aténiikg), inibindo a trombose
venosa experimental e prolongando o tempo recacHio ex vivo, mas estes efeitos
sao revertidos em doses elevadas. A galactanB. decidentalisinibe a trombose
arterial apenas em doses elevadas (> 1,0 mg/kgimA®omo a heparina, a galactana de
G. crinale ndo ativa o fator Xll, enquanto a @& occidentalisativa o fator XIl em
concentracdes elevadas, o que poderia justificare$eito pro-coagulante em doses
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elevadas. Ambas as galactanas sulfatadas n&o oamdifh tempo de sangramento em
ratos (FONSECAet al, 2008).

Estes resultados indicam que pequenas diferencas pnaporcdes e/ou
distribuicdo de residuos de sulfato ao longo d&iegablissacaridica podem ser criticas
para a interacdo entre proteases, inibidores admies do sistema de coagulacéo,
resultando em um padrao distinto de atividadeseptio-coagulante e antitrombotica
(FONSECAet al, 2008).

Glauseret al (2009) mostraram que, diferentemente da hepaairgalactana
sulfatada deB. occidentalisprolonga o tempo de coagulacdo e retarda a gemde&éao
trombina e de fator Xa em plasma livre de serpmaseja, livre de antitrombina e
cofator Il da heparina. Foi demonstrado também a@ugalactana sulfatada inibe os
complexos tenase intrinseca e protrombinase, querg&os para a geracao de fator Xa
e de trombina, respectivamente. Utilizando recomnities mutantes especificos da
protease, foi demonstrado que a galactana sulfaitgtage com o exositio de ligacdo a
heparina do fator Xa e que os residuos Arg-236240 deste sitio sao criticos para

esta interacdo, assim como observado para a haparin

A capacidade da galactana sulfatada de potencializabicdo do fator Xa pela
antitrombina é dependente de calcio, semelhantparima. No entanto, em contraste
com a heparina, este efeito ndo é totalmente dependla conformacdo do dominio
rico em acidoy-carboxiglutamico da protease. A galactana sultatad heparina
apresentam alguns efeitos semelhantes sobre alag@agusanguinea, mas diferem
significativamente ao nivel molecular (GLAUSERal, 2009).

1.3.1.3 Outras atividades bioldgicas

A atividade antiviral de polissacarideos sulfatatlmebém tem sido bastante
relatada (DUARTEet al, 2004, HARDENet al, 2009; YASUHARA-BELL; LU,
2010). A estrutura quimica, incluindo grau de datfdo, peso molecular, acucares
constituintes, conformacdo e dinamica estereogainateta a atividade antiviral de

polissacarideos sulfatados de algas (VO; KIM, 2010)
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A A-carrageenan de baixa massa molecular (9,3 kDaglgia Chondrus
ocellatusaumentou a atividade antitumoral do agente quaragico 5-fluorouracil em
camundongos com Sarcoma 180. Além disso, mostroirsenomodulatoria,
melhorando a diminui¢cdo da imunocompeténcia causeldaguimioterapico (ZHOW@t
al., 2005). As galactanas sulfatadas da @lgampia feldmannitambém apresentaram
propriedades imunoestimulantes e antitumorais emundongos com Sarcoma 180
(LINS et al, 2009).

Ha poucos estudos sobre atividade antinociceptivantinflamatoria de
galactanas sulfatadas de macroalgas marinhas. & (2002) demonstraram a
atividade antinociceptiva de polissacarideos dagasal marinhas vermelhas
Bryothamnion triquetrune Bryothamnion seaforthiiAssreuyet al. (2008) reportaram o
efeito antinociceptivo de uma fracdo polissacasidgulfatada da alg&hampia

feldmannii

Recentemente o nosso grupo de pesquisa demonstua g-carragenana
isolada da algeSolieria filiformis apresenta propriedades antinocicpetivas, além de
apresentar potencial inflamatoério envolvendo piglatadinas, 6xido nitrico e citocinas
primarias (IL-1 e TNF&) (ARAUJO et al, 2011). As galactanas sulfatadas da alga
Gracilaria corneatambém apresentaram atividades antinocicepet@@8JRA et al
2011), porém, enquantoracarragenana d8. filiformis apresentou acéo periférica, a

acao antinociceptiva d&. corneaenvolve mecanismos centrais.

A galactana sulfatada deelidium crinaleapresentou efeito anti-inflamatorio
envolvendo a inibigdo de histamina e de metabatitbacido araquidonico. Além disso,
apresentou também atividade antinociceptiva, eslmeente na dor inflamatoria, com a
participacdo do sistema opidide (SOUSA al, 2011). Vanderleiet al (2011)
reportaram o envolvimento da via da hemoxigenase-lacdo anti-inflamatdria da
galactana sulfatada da al@aacilaria birdiae, visto que seu efeito antiedematogénico

foi inibido por zinco protoporfirina 1X.

A galactana sulfatada da aldacanthophora muscoidegpresentou atividade
antinocicepetiva, reduzindo o nimero de contor@®ominais induzidas por acido
aceético 0,8% e o tempo de lambedura da pata inadymd formalina 1% somente na

segunda fase do teste, o que indica mecanismd®rpers na antinocicepcao. Estes
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resultados foram confirmados pelo ndo prolongameattempo de reacéo do teste da
placa quente, que €& especifico para drogas deo efeiitral. A galactana sulfatada
também apresentou efeito anti-inflamatério no modeéé peritonite induzida por

carragenana e no modelo de edema de pata induzidteptrano (QUINDERE, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar as atividades anticoagulante e antitrondadtide uma fracéo

polissacaridica sulfatada da alga marinha verm&tiamthophora muscoidéamll).

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da fracdo AmIl em estudos degotecdo sanguinea vitro e ex

Vivo.

Avaliar os efeitos fracdo Amll sobre os fatorescdagulacdo sanguinea Xa e lla em

presenca de antitrombina e de cofator Il da heparin
Avaliar os efeitos da fracdo Amll sobre a ativagadator XII.
Avaliar os efeitos da fracdo Amll sobre a agregasaquetaria.

Avaliar a interacdo da fracdo Amll com a antitronabiutilizando a técnica de espectro

fotbmetro de fluorescéncia.

Avaliar os efeitos antitromboticos da fracdo Amtilizando modelos experimentais de

trombose venosa e arterial em ratos.

Avaliar o potencial hemorragico da fracdo Amll.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Alga marinha

A alga marinhaAcanthophora muscoiddkinnaeus) Bory de Saint-Vincent foi
coletada em maré baixa (-0,2 a 0,3 m) na praiaabhéto municipio de Caucaia-CE.
Apés a coleta, foi acondicionada em sacos plastctsnsportada ao laboratério em
recipiente isotérmico, onde as epifitas foram rdades/e a alga foi lavada com agua
corrente e destilada e estocada a -20 °C, par&rmosttilizacdo (Figura 12). Uma
exsicata da espécie foi depositada sob o niumer63466 Herbario Prisco Bezerra

(EAC) do Departamento de Biologia da Universidadddral do Ceara.

......
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Figura 12 — Fotografia de um espécime da alga mawtanthophora muscoidgtinnaeus) Bory de
Saint-Vincent.



46

3.1.2 Animais

Os ratosWistar (machos e fémeas, 190-250 g, n=5) foram obtido® jao
Biotério Central da Universidade Federal do Cearanantidos no Biotério de
Experimentacdo do Departamento de Bioquimica eoBial Molecular da referida

instituicao.

A autorizacdo para o uso dos animais nos experoadni obtida junto a
Comissédo de Etica em Pesquisa Animal da Universidaatieral do Ceara (CEPA —
UFC) como parte do projeto “Bioprospeccdo de paldmede algas marinhas com
potencial biotecnol6gico” aprovado sob o processalimero 80/10.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao da fracéo polissacaridica sulfatada

Os polissacarideos sulfatados totais foram obségsindo descrito por Faries
al. (2000). O fracionamento por cromatografia dedrdmica em coluna de DEAE-
celulose seguindo as mesmas condi¢des descrita@upadere (2011). A fracdo eluida

com 0,75 M de NaCl, denominada Amll, foi utilizaalas ensaios posteriores.

3.2.2 Atividade anticoagulante in vitro

A avaliacdo da atividade anticoagulante foi redl&e vitro pelo Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) segundo Asderet al. (1976). Inicialmente, o
sangue citratado de humano normal (diferentes desgéoi centrifugado (73,75 ¢
15 min, 25 °C) para a obtencdo de um plasma pabnglajuetas. Para a realizacdo do

teste, 50uL de plasma humano foram incubados a 37 °C porr8com 10uL da
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solucédo de Amll (0,01 a 0,75 mg/mL) ou heparin®Q@,a 0,25mg/mL) e 5QL do
reagente TTPa (CLOT, Bios diagnostica). Apos ahacéo, foram adicionados pl
de cloreto de calcio 0,025 mmol (CLOT, Bios diadgimd a mistura para ativar a
cascata de coagulacdo. Os ensaios foram realizadosiplicata, sendo o tempo de
coagulacéo registrado automaticamente em um caagtidé (Drake, modelo Quick-
timer) e a atividade anticoagulante foi expressaugndades internacionais por mg

utilizando como referéncia a heparina (193 Ulng

3.2.3 Acao anticoagulante ex vivo

Foram coletadas amostras de sangue com citrat@ (paxtes de sangue: uma
parte de citrato de sodio tamponado a 3,2%, v/vartiria carétida antes da infusédo
(controle) e 5 min apd6s a administracédo intravascdd fracdo Amll ou heparina. O
plasma entao foi separado por centrifugacao (Lx6@@or 10 min, 25 °C) e analisado
pelo ensaicex vivode TTPa. As atividades anticoagulantes de Amllaehdparina
foram expressas coma/To, que é a relacdo entre o tempo de coagulacioesara

(T1) e na auséncia (Y de polissacarideo sulfatado na mistura de in@ac

3.2.4 Atividade antitromboética in vivo em modelaeso

Os testes de atividade antitrombotica na veia davatos foram conduzidos por
uma combinacao entre hipercoagulabilidade e estase descrito por Wessler (1962).
Ratos foram inicialmente anestesiados intramustdate com xilazina 2% (3,5
mg/kg) e ketamina 5% (5,0 mg/kg). Depois de anestes, os ratos foram abertos
cirurgicamente para exposicdo da veia cava e dibede um segmento de 0,7 cm,
comecando imediatamente numa regido abaixo daree# direita e terminando logo
abaixo da veia renal esquerda que foi previaméyddd (Figura 14). Apos o0 segmento
ter sido isolado, salina, heparina (0,05; 0,1; 0®5 ou 0,75 mg/kg) ou a fracdo Amll
(0,1; 0,25; 0,5; 0,75 ou 1 mg/kg) foram injetadad® @n abaixo do segmento isolado e

deixado circular por um periodo de 5 minutos adgéesducédo da trombose. ApOs esse
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periodo, o estado de hipercoagulabilidade foi imtuzatravés da administracao
intravenosa, 1,0 cm abaixo do segmento isoladtrodeboplastina calcica na dosagem
de 5,0 mg/kg. Imediatamente apds a inoculacédoamabiplastina, o segmento isolado
foi fechado, primeiro a extremidade proximal e, plimo, a extremidade distal. Apds
20 minutos de estase, o trombo formado foi retirarldadosamente. O trombo obtido

foi seco em estufa a 60 °C por 1 h e pesado.

Figura 13 -Esquema ilustrativo do modelo experimental de trmselbvenosa em ratos. Nesse modelo, a
trombose é induzida por um estado de estase e chgmrlabilidade sanguinea, como descrito
anteriormente. 1, laparostomia animal com isolameaf# veia cava; 2, oclusdo do fluxo sanguineo,
mimetizando um processo de estase venosa (Desedium pelo LABTEC).
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3.2.5 Tempo de recalcificacéo

Os ensaios de coagulacdo foram realizados emspiiec@6 pocos. Inicialmente,
90 pL de plasma humano foram misturados com difeserconcentragbes de
polissacarideos sulfatados em NaCl 0,15 M (10 paguwecidos por 60 segundos a 37
°C. Em seguida, 100 puL de Ca@ 0,25 M foram adicionados. A transmitancia a 405
nm foi registrada por 720 segundos. A taxa de nmgadama transmitancia foi
proporcional a formacdo do coagulo.

3.2.6 Ativacao do fator Xll na presenca de polisagdeos sulfatados

Os testes de ativacdo do fator Xll foram feitos gacas de 96 pocos. Plasma
humano (40 pL) foi diluido com 3 volumes de tamféis-PEG (Tris-HCI 0,02 M,
NaCl 0,15 M, e 1,0 mg/mL de polietileno glicol 8000H 7,4) e incubado com
diferentes concentracdes de polissacarideos sd&i(@0 pL). Depois de 60 segundos
de incubacdo a 37 °C, 30 pL de substrato cromogéde2302 a 0,6 mM
(Chromogenix, MA, EUA) foram adicionados, e a ab&ocia a 405 nm foi registrada
por 300 segundos. O S-2302 é um substrato cronmm@ara a calicreina plasmatica,
que é ativada a partir de seu precursor pré-caierpela acdo do fator Xll ativo. O
método para a determinacéo da atividade é baseadidenenca de absorbancia entre a
p-nitroanilida formada e o substrato original. Aaade formacao da p-nitroanilida, ou
seja, o aumento da absorbancia a 405 nm é propaflcoatividade da enzima. Nao

ocorre ativacao do fator XlIl na auséncia de patiaddeos sulfatados.
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3.2.7 Inibicdo da trombina ou fator Xa por AT ou HC na presenca de

polissacarideos sulfatados

As incubacgdes foram realizadas em placas de 96spégoconcentragdes finais
dos reagentes foram AT 10 nM ou HCII 15 nM, 2 nMtrdenbina ou fator Xa, 0-1000
png/mL de polissacarideos sulfatados em 40 pL dedanTris-PEG e 100 pM de
substrato cromogénico. Trombina ou fator Xa foicextiado no inicio da reacéo.
Depois de 60 segundos de incubacédo a 37 °C, 2% dulostrato cromogénico S-2238
para trombina ou S-2765 para fator Xa (Chromogévik, EUA) foram adicionados e
a absorbancia a 405 nm foi registrada por 120 skygurAs taxas de variacdes na
absorbancia foram proporcionais a atividade daliimanou do fator Xa remanescentes
na incubacg&o. Quando o plasma foi utilizado conmtefale AT ou HCII, o volume final
de 100 pL da reacédo foi completado com o tampas-HEG e omitiu-se a adicado
exdgena dos polissacarideos ao plasma. Nao holnvgdim nos experimentos controle
em que a trombina ou fator Xa foi incubado com AT KCII na auséncia de
polissacarideos sulfatados. Além disso, nenhumbaicéo foi observada quando a
trombina ou fator Xa foram incubados somente colisgararideos sulfatados ao longo
das concentracdes testadas. O controle, na ausdoripolissacarideos sulfatados, foi

considerado como 100% da atividade da trombinaodatdr Xa.

3.2.8 Modificacéo da fluorescéncia intrinseca datdarombina induzida por heparina

ou Amll

Aliquotas de uma solucdo estoque de heparina od fardm adicionadas a
uma cubeta de quartzo 1 x 1%oontendo 600 puL de uma solugéo de AT 0,5 uM em
tampéo fosfato de sodio 20 mM, pH 7,4, contendo ADJL mM, PEG 8000 0,1% e
NaCl 0,1 M. Apdés 1 min, as mudancas no espectreerdessdo de fluorescéncia
intrinseca da AT foram monitoradas entre 290 e 460 usando um fluorimetro
(JASCO FP 6300, EUA), com excitagdo a 280 nm a ealigho dos polissacarideos
sulfatados. As fendas de emissao e de excitacamfad e 5 nm, respectivamente. As
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integrais das curvas de fluorescéncia foram calaslatravés do programa especifico
do equipamento. Todos 0s experimentos foram reliza uma temperatura de 25 °C e

sob agitacdo continua.

3.2.9 Ensaio da atividade antitrombdtica no modele injuria do endotélio arterial

induzida por FeC}

A trombose na artéria carotida foi induzida utiida o método de Kurz, Main e
Sandusky (1990), com modificacdes. Ratos (ambaexss) foram anestesiados com a
mistura de ketamina e xilazina, como anteriormel@gcrito, e colocados na posicao
supinada. A carétida direita foi isolada, atravésutha incisdo mediana cervical, e uma
sonda de fluxo ultra-sénica foi aplicada (model6 ¥B; Transonic Systems Inc.,
Ithaca, NY, EUA). Diferentes doses de polissacaddsulfatados foram lentamente
injetadas na carétida esquerda e deixadas ciraulpod5 min. Apos este intervalo, foi
colocado papel filtro (formato retangular 1 mm xm8n) embebido em Fe£b0%
(m:vol) sobre a superficie ventral da artéria diganminuto. Logo apos a retirada do
papel filtro, a artéria foi limpa com solucdo salipara a remocao de algum possivel
residuo de Fe@lO fluxo foi monitorado até a ocluséo total d&ast, indicado por uma

cessacao do fluxo, ou até 60 min apods a aplicag&®q3.

3.2.10 Efeito hemorragico

RatosWistar foram anestesiados com uma combinacdo de ketailazina,
como descrito anteriormente. Uma canula foi insend artéria carétida direita para a
administracdo intravascular de polissacarideostsualds. Apos 5 minutos de circulagédo
da amostra, um segmento de 3 mm da cauda do ratorfado e, logo apos, a cauda foi
inserida cuidadosamente numa proveta contendo 4derdgua destilada (Figura 14).

A perda sanguinea foi determinada ap6s 60 minutosnsurando o nivel de
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hemoglobina dissolvida na agua pelo método esgdetroétrico descrito por Herbert
et al (1992). O volume de sangue perdido foi deternoretdavés de uma curva padréo

de hemoglobina baseada na absorbancia a 540 nm.

%
%

Figura 14 - Esquema ilustrativo do modelo do efeigmnorragico. Neste modelo, o volume de sangue
perdido é calculado mensurando-se a concentrac&erdeglobina dissolvida na agua destilada contida
na proveta (Desenho cedido pelo LABTEC).

3.2.11 Ensaio de agregacédo plaquetaria

Sangue venoso periférico foi coletado de volunsgdhamanos (idade 20-25),
nao-fumantes e que ndo tomaram nenhum agente @tipkjuetario por dez dias. O

sangue foi coletado em tubos contendo citrato deos§8% e centrifugado a 200 x g
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por 10 min a temperatura ambiente, para obter wan@ rico em plaquetas (PRP).
Uma aliquota de PRP foi centrifugada a 1.200 xglfomin para se obter um plasma
pobre em plaqueta (PPP). A agregacao plaquetaridRfhfoi medida por um método
turbidimétrico (a contagem final de plaguetas fei 300.000/uL) em um Cronolog
Agregometer (Havertown, PA, USA). A linha base (080)00% de agregacao foram
estabelecidas por medicdo da transmisséo de IluPRm e PPP, respectivamente.
Polissacarideos sulfatados (0-150 pL/mL) foramiadados a 400 uL de PRP e, apos
1 min de incubacédo a 37 °C, ADP (0,1 uM) e colagénb uM) foram adicionados e a
agregacao foi registrada por 8 min. Simultaneamdatam realizados controles sem
polissacarideos sulfatados.

3.2.12 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em meédia + erro padrateda (SEM). Diferencas
nos valores da média foram analisadas usandoeoN&sin- Whitney U. Quando mais
de um grupo foi comparado com um controle, a signtcia foi avaliada usando a

analise de variancia pelo ANOVA. P<0,01 foi consadia estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade anticoagulante dos polissacaridadiatados

4.1.1 Teste do TTPa

Os testes de TTPa realizados com plasma humanoanawstque a fracdo Amll
apresentou um pequeno prolongamento no tempo dgulegdo sanguinea (20,17
Ul/mg), quando comparado com o controle positigpdrina (193 Ul/mg) (Figura 16).
Comparando-se a atividade anticoagulante da fresfimlada no presente trabalho com
fracOes polissacaridicas sulfatadas de outras iespée algas vermelhas ja estudadas
(Tabela 2), podemos observar que a fracdo Amlisapta potencial anticoagulante
intermediario, sendo superior aos obtidos pardgasEypnea musciformi2,7 Ul/mg)

e Solieria filiformis (8,5 Ul/mg), mas inferior aos obtidos para ass@elidium crinale
(65 Ul/mg)e Botryocladia occidentali§150 Ul/mg).

A capacidade de prolongar o tempo de coagulacdgussea € uma das
propriedades mais estudadas dos polissacariddatadok de algas marinhas (MELO.
F, R.et al, 2008; RODRIGUE®t al, 2010a). Estudos na literatura, além de incluirem
atividade anticoagulante de galactanas sulfatadadghs vermelhas, como ja descrito,
também a reportam em fucanas sulfatadas, obtidakyde pardas, como por exemplo,
das algasLaminaria cichorioides (YOON et al, 2007) e Sargassum horneri
(ATHUKORALA et al.2007). Além disso, a atividade anticoagulante gmkem sido
relatada para os polissacarideos sulfatados obtidoalgas verdes, como das algas
Caulerpa racemosaC. cupressoideRODRIGUESet al 2010b).
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Figura 15 — Atividade anticoagulante pelo testeTd®a em diferentes concentraces da fracdo Amll
(quadrado vermelho) e da heparina (losdngulo azofpo controle.

Tabela 2 - Potenciais anticoagulantes de galactitgadas de macroalgas vermelhas.

Espécie Heparina  Galactana Referéncia

controle sulfatada

Ul/mg Ul/mg
Acanthophora 193 20,17 Este trabalho
muscoides
Acanthophora spicifera NI* >120s Duarteet al. (2004)
Botryocladia 193,00 150,00 Fariast al (2000)
occidentalis
Champia feldmannii ~ NI* 3xTo Assreuy et al. (2008)
Gelidium crinale 180,00 65,00 Pereiet al (2005)
Halymenia floresia 193,00 68,40 Amorinet al (2011)
Halymeniasp 100,00 143,10 Rodriguesal (2010a)
Halymenia 100,00 464,20 Rodrigues al (2009)
pseudofloresia
Hypnea musciformis 193 2,7 Rodriguest al (2010a)
Lomentaria catenata 183 62,5 Pushpamadt al.(2008)
Solieria filiformis 193 8,5 Rodriguest al. (2010a)

* ndo informado
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4.1.2 Teste do TTPa ex vivo

Para determinar a existéncia de correlagdo entefe@t®sin vitro e in vivo, 0S
polissacarideos sulfatados foram administradosvj@rintravenosa em ratos. Assim
como foi verificado no ensaio de TTPa vitro, a fracdo Amll apresentou uma baixa
atividade anticoagulante no modedg vivo (Figura 17) A fracdo Amll, somente na
dose de 1 mg/kg, apresentou diferenca estatisticaz&io entre o controle e a amostra
(T1/To2,94+0,65), quando comparada ao grupo controlamasdtsse resultado, quando
comparado com os obtidos para as aBjasccidentalise G. crinale também na dose
de 1 mg/kg,apresentam-se semelhantes, sendo obtidos os valeres4+0,06 e
2,5240,2, respectivamente (FONSEGH al, 2008). A heparina mostrou-se um
anticoagulante muito mais efetivo que a fracdo Ampresentando uma razdo de
4,92+0,07 na dose de 0,1mg/kg.

24-
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Figura 16 — Ensaio de TTRx vivo As atividades anticoagulantes da fragcdo Amll deparina foram
expressas como,/lTy, que é a relacdo entre o tempo de coagulacdoesampa () e auséncia () de
polissacarideos sulfatados na mistura de incubgigdie 0.01 versus controle salina).
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4.2 Atividade antitrombética in vivo em modelo venso

Disturbios relacionados a trombose venosa printipate, trombose venosa
profunda e embolia pulmonar, apresentam em médiéndioe de ocorréncia de um a
trés individuos por 1000 por ano, com incidénciadomentre os homens e em pessoas
com idade mais avancgada. As regides do corpo g@sexgam uma maior ocorréncia
de trombose venosa profunda séo as pernas e emésiaultima sendo considerada
grave, com uma taxa de letalidade superior a 5%\(FERMAN et al, 2008).

Os modelos animais de trombose tém desempenhad@ape crucial na
descoberta e desenvolvimento de compostos utilizedm sucesso para o tratamento e
prevencdo de doencas trombadticas (LEADLEY JR., 2000modelo experimental de
trombose venosa (WESSLER, 1959) é baseado na ativdeg coagulacdo sanguinea
através da administracdo intravascular de tromBtip&ae da estase venosa. O trombo
venoso resultante, composto principalmente pointlbe hemacias, apresenta-se nao
aderido a parede do vaso (VOGEt al, 1989; FREUNDet al, 1990; HERBERTet
al., 1992).

No presente trabalho, a fragdo Amll (0,05; 0,1@5C 0,50 mg/kg) apresentou
atividade antitrombdtica em modelo de trombose sansendo esse efeito semelhante a
heparina. Nas doses superiores a 0,50 mg/kg (0,I®& mg/kg), teve seu efeito

revertido, deixando de apresentar atividade antib@tica (Figura 22).

Comparando esses dados com fracdes polissacanidgicagras algas vermelhas
(Tabela 3), podemos observar que, interessantepeeftacdo polissacaridica AslV da
alga de mesmo géneAxanthophora spiciferapresentou comportamento semelhante,
sendo sua atividade antitrombética maxima na desg,%0 mg/kg (69,13%) tendo seu

efeito antitrombatico reduzido em doses superi(F&@NTES, 2009).

De forma semelhante, a fracdo polissacaridica éiffida da alg#@terocladiella
capillacea apresentou atividade antitrombdtica maxima na ddee0,50 mg/kg
(65,65%), mas seus efeitos em doses superiore8 €1,0,00 mg/kg) foram menos
pronunciados (QUINDERE, 2008). Esse mesmo compertéondual foi observado na
fracao polissacaridica (GalV) isolada da alga niaivermelhaelidiella acerosagque

reduziu o peso dos trombos formados em 94,40% quaddinistrada na dose de
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1mg/kg, tendo sido esta atividade reduzida na des200 mg/kg e na dose de 3 mg/kg

nao houve diferenca em relacéo ao controle saPphiE(ROZ, 2010)
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Figura 17 - Efeitos antitrombdticos apds adminggicade polissacarideos sulfatados em ratos. Ateida
antitrombética venosa foi estudada usando um modeloestase venosa que combina estase e
hipercoagulagéo. Diferentes doses de heparina (@dadechado) ou galactana sulfatadadmuscoides
(circulo fechado) foram administradas. A trombotias(5 mg/kg) foi injetada por via i.v., e ocluidm
segmento (0,7 cm) da veia cava inferior. Apés 20, mitrombo formado foi removido, seco e pesado. Os
resultados foram expressos em porcentagem do @@ representa a auséncia da inibicao da trombose
(n=5, média £+ SEM, * p< 0.01 versus controle).

Tabela 3 Potenciais antitrombdético de polissacarideos saadfzd de macroalgas marinhas vermelhas.

Espécie Fracdo Inibicdo méxima da Dose aplicada na Referéncia
trombose inibicdo maxima
(%) (mg/kg)

Acanthophora  Amll 81,52 0,5mg/kg Este trabalho

muscoides

Acanthophora  AslV 69,13 0,5mg/kg Fontes, 2009

spicifera

Botryocladia Fll 75 0,25mg/kg Fonseca et al,

occidentalis 2008

Gelidiella acerosaGalV 94,36 1mg/kg Queiroz, 2010

Gelidium crinale Fll 100 3 mg/kg Fonseca et al,
2008

Pterocladiella PCI 65,65 0,5mg/kg Quinderé, 2008

capillacea
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O fato da fracdo AmIl apresentar atividade antitsotita e ndo alterar de
maneira significativa o TTPa pode ser consideradaajoso considerando que uma das
principais razdes que torna o tratamento com hegaréo fracionada laborioso € a
necessidade do paciente permanecer internado eeterbse ao teste de TTPa até que

volte a niveis normais devido ao risco de hemoaragi

Para superar o potencial efeito adverso de samgrtamtem-se investigado
meios de reduzir as atividades anticoagulantesegarhna, reforcando simultaneamente
as suas atividades antitromboticas, através de ficaghes quimicas e de
fracionamento de heparina nativa para formas comorees massas moleculares. O
desenvolvimento de polissacarideos com atividadgranbotica de algas tambéem
seria vantajoso por evitar uma potencial contandioacom prions ou virus das
heparinas comerciais, que sao obtidas a partiredéds animais. Além disso, com
atividades ou alvos mais especificos, os polisgdmas sulfatados de algas poderiam

apresentar aplicacdes complementares a heparik@ éilal, 2011).

O efeito dual de galactanas sulfatadas de algasmaar vermelhas sobre a
trombose venosa ja foi relatado para as aBjasccidentalise G. crinale mas ha
diferencas marcantes nos comportamentos destesguarideos. A galactana da alga
B. occidentalisapresenta o efeito antitromboético em baixas daés)(25 mg/kg) e um
efeito pro-trombético em doses acima de 0,5 mgJkga galactana da al@a crinale
apresenta leve efeito pro-trombotico em doses bajage 1,0 mg/kg) e um potente
efeito antitrombdtico em doses superiores a 2,kgigéndo sido observado um efeito
maximo (100% de inibicdo da trombose) na dose ohg/Bg (FONSECAet al, 2008).

No presente trabalho, a fracdo Amll apresentoutproiado efeito antitrombético até a
dose de 0,50 mg/kg e teve seus efeito reduzidoosmsdsuperiores, mas ndo se mostrou
pré-trombotica até a dose maxima utilizada (1,0kang/

Fonseceet al (2008) discutiram esse comportamento dual atrdeésensaios
do tempo de recalcificacdo e de ativagao do fatarNo tempo de recalcificacdo, foi
observado que a galactna sulfatada da &lgarinale mostrou-se pro-coagulante em
baixas doses e a galactnaRleoccidentalismostrou-se pro-coagulante em doses mais

elevadas, sendo semelhantes aos resultados obtidoarva da trombose venosa. A
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galactana sulfatada da alBaoccidentalidoi capaz de ativar o fator Xll, enquanto a da

G. crinale,assim como a heparina, néao ativou o fator XII.

Para melhor compreender a redugcdo da atividadércemkitica em doses
superiores a 0,50 mg/kg, a fracdo Amll também Yailiada nos ensaios do tempo de

recalcificacéo e de ativacao do fator XII.

4.3 Tempo de recalcificacédo

O tempo de recalcificacdo fornece uma melhor amalta atividade
anticoagulante dos polissacarideos sulfatadosstensa de coagulacéo que o TTPa, por
nao apresentar a interferéncia dos fosfolipideb® ensaio do TTPa, amplamente
utilizado para monitorar a atividade anticoagularteestudos clinicos e experimentais,
a coagulacéo é iniciada através da adicdo de ijpisfebs, o que pode simular a
superficie negativa dos polissacarideos de alto pegecular (FONSECAt al, 2008).

No ensaio de tempo de recalcificacdo, a fracdo Améo alterou
significativamente o tempo levado para a formacam abagulo (Figura 18),
apresentando resultado semelhante ao ensaio doekao.Foram necessarias doses
elevadas de Amll para que ocorresse uma alteragdmzéo T/'To (doses > 1000
png/mL). Como pode ser observado pelo grafico, gaaAmll e a heparina nao
apresentaram atividade pré-coagulante nas dosesddss(1/To <1). A heparina,
utilizada como controle positivo, apresentou prgiomento do tempo de recalcificagao
deste ensaio ¢ITp=3) na dose de 5 pg/mL.
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Figura 18 — Ensaio diempo de recalcificacé O ensaio foi realizadatilizando plasma humano ao qt
foram adicionados diferentes concentracde Amll (circulo fechado)u heparina (quadrado fechac
Ap6s 60 segundos de incubacédo a 37 °C, 100 uL @4, a 0,25 M foramadicionadss e a transmitancia
a 405 nnregistrada por 720 segurs (Ty/Ty,).

A galactana d&. crinale tem um discreto efeito prdeagulante (1/Tp < 1) em
baixas concentracodsté ~15 |g/mL) no tempo de recalcificac@ um forte efeitc
anticoagulante em altas concentracde:/To > 1). Ja a galactana (B. occidentalis
apresenta comportamento oposto, seja, umforte efeito anticoagulante ¢ baixas
concentracdes (até ~30g/kg), atingndo a eficacia maxima em ~5,(g/mL (T1/To
~2,5) e efeito pr@oagulare em concentra¢des acima depdmL (FONSECAet al,
2008). Diferentemente, a fracdo Amll ndo apntou efeito pro-cagulante nas dos
analisadasde 100 a 1000 pg/ml

4.4 Ativacédo do fator Xl na presenca de polissacaridensulfatados

Para investigar se a reducdo da atide antitrombdtica em doses eldas
poderia ser explicada pela ativagcdo do fator Xdkirm como ocorre com a galact:
sulfatada da alg®. occidentali, a galactana da alga muscoidedoi utilizada no
ensaio de ativacao do fator Xll, que embn&o inicie a coagulacdo sangui, atua na
estabilizacdo da formacéo de coagulo via ativagdexd (SCHOUSBOE, 200¢
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Diante do exposto, neste estudo, a ativacdo do feX#énalisada na presenca de
heparina, controle negativo neste ensaio, Amllpis dontroles positivos, condroitim
sulfatado fucosilado (FuCs) e galactana da aBjeoccidentalisFoi observado que a
fracdo AmlIl comeca ativar o FXIl em FXlla em conitagao plasmatica (~ 4dQy/mL)
semelhante a dose em que Amll ndo apresentou efgitcombaotico (Figura 19), visto
que a dose de 0,75 mg/kg é aproximadamente igoaheentracdo de 7@g/mL no
plasma. Esses resultados indicam que a reducéivitkade antitromboética em modelo
de trombose venosa em doses superiores a 0,5 mpodegestar relacionada a ativacao
do FXII.

40
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Figura 19 — Efeito dos polissacarideos sulfatadoativacéo do fator Xll. Plasma humano foi incubado
com concentrages crescentes de Amll (circulo fhmhagalactana deéB. occidentalis (triangulo
fechado), condroitim sulfato fucosilado (quadraderto) ou heparina (quadrado fechado). Apés 60
segundos de incubacdo a 37 °C, foi adicionado O de substrato cromogénico para calicreina
plasmatica. O aumento na absorbancia a 405 nnxfioesso em densidade optica/min.

O FucCS, um polissacarideos sulfatado do pepinoat@e.udwigothurea grisea
composto por um esqueleto semelhante ao de condmaitfato, mas com ramificacoes
de fucose sulfatada, foi utilizado neste ensaiosgorum potente ativador do fator XlI
em plasma humano (FONSE®@A al, 2006). A galactana sulfatada Baoccidentalis,
como ja relatado anteriormente, ativou o FXII, earqa a heparina por nao ativa-lo foi

utilizada no nosso estudo como controle negativo.
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Melo e Mourdo (2008), com o intuito de dissociar afgitos anti e pro-
trombaticos da galactana sulfatada da &lgaccidentalisutilizaram fracdes com baixo
peso molecular, obtidas por hidrolise branda, skguie cromatografia de exclusdo
molecular. Os autores observaram que com a reddgdpeso molecular ocorria
reducao na ativacao do FXII e que a fragdo de apemamente 5 kDa néo foi capaz de
ativar o FXII, apresentando efeito antitrombétiemnglhante a heparina nédo fracionada

guando avaliada em modelo de trombose venosa.

4.5 Inibicdo da trombina ou fator Xa por AT ou HCIl na presenca de

polissacarideos sulfatados

A atividade anticoagulante dos polissacaridedstsdos da alg&. muscoides
foi avaliada através de ensaios com proteasedidanes da coagulacao purificados. A
fracdo Amlln&o foi capaz de inibir a trombina tanto por ATg(lFa 19), como pelo
HCII (Figura 20), nas mesmas concentracdes em pgasentou efeito antitrombaotico.
No entanto, em concentracdes elevadas Amll foi zaleacausar inibicdo proxima a
100%. Enquanto, no ensaio de inibicdo do fator @Al (Figura 21), a fracado Amll
foi capaz causar inibicdo em doses semelhanteshemiaina, sugerindo que a fracao

apresenta especificidade pelo fator Xa.

Diferentemente, as galactanas sulfatadas das Blgascidentalise G. crinale
apresentaram curvas sigmoides de inibicdo da troana presenca de AT coincidentes
a observada para heparina. No ensaio de inibicéimodzbina na presenca de HCII,
observou-se que a galactanaRleoccidentalisutilizando as mesmas concentragoes,
também apresentou curva semelhante a da hepanaguanto que a galactana @e
crinale, mesmo em concentracdes mais elevadas, néo foi dapaibir completamente
a atividade da trombina. Além disso, quando a ps&ealvo utilizada foi o fator Xa,
concentragcbes mais elevadas das referidas galactatiatadas foram necessarias para
obtencéo do mesmo efeito da heparina (PERER#, 2005).
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Figura 20 - Dependéncia da concentracdo de pddidgsi@os sulfatados para inativacdo da trombina pela
antitrombina. Antitrombina (10 nM) foi incubada cotrombina (2 nM), na presenca de varias
concentracdes de Amll (circulo fechado) ou hepafigaadrado fechado). Apés 60 segundos de
incubacdo a 37 °C, a atividade remanescente debimandeterminada através da adi¢cdo de substrato
cromogénico S-2238 e a absorbancia registrada as5for 120 segundos.
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Figura 21 - Dependéncia da concentragdo de padigsiaos sulfatados para inativagdo da trombina pelo
cofator Il da heparina. Cofator Il da heparina (B0 foi incubado com trombina (2 nM), na presenea d
varias concentracdes de Amll (circulo fechado) epahina (quadrado fechado). Apés 60 segundos de
incubacdo a 37 °C, a atividade remanescente deébimantdeterminada através da adicdo de substrato
cromogénico S-2238 e absorbancia registrada a@5fon 120 segundos.
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Figura 22 - Dependéncia da concentragdo de podisi@os sulfatados para inativagdo do fator Xa pela
antitrombina. Antitrombina (10 nM) foi incubada cofator Xa (2 nM), na presenca de varias
concentracdes de Amll (circulo fechado) ou hepaligaadrado fechado). Apds 60 segundos de
incubacdo a 37 °C, a atividade remanescente deébimantdeterminada através da adicdo de substrato
cromogénico S-2765 e a absorbancia registrada as58or 120 segundos.

As galactanas d&. crinalee B. occidentalistem estruturas semelhantes, mas
diferem principalmente na quantidade de unidadesgaactose 2,3-disulfatadas.
Comparacdes entre a atividade anticoagulante desdissacarideos revelam que os
requisitos estruturais necessarios para a interalgiogalactanas sulfatadas com
inibidores da coagulagéo e suas proteases alvedtiapenas uma consequéncia de sua
densidade de carga. A ocorréncia de unidades dactgae 2,3-disulfatadas é
importante, mas a propor¢ao Otima destas unidaales@efeito do polissacarideo em
ensaios de coagulacdo varia, dependendo da proteakse inibidor da coagulagéo
(PEREIRAet al, 2005).

Moléculas com especificidade pelo FXa apresentama biwa atividade em
modelos de injuria arterial e ndo apresentam umeatonno sangramento, por essas
razdes tornaram-se o principal ponto de investmagé desenvolvimento de novos
farmacos e terapias em doencas relacionadas awmaisdie coagulacdo (NORIKO,

2010). Varios estudos com o objetivo de desenvaivaléculas capazes de inativar o
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FXa apresentaram resultados semelhantes, mesmodfaze uso de metodologias
diferentes na formacdo da lesdo arterial (VLASEXKal, 1991; RAGOSTAet al,
1994; LYNCHet al, 1995; NICOLINIet al, 1996; HAYASHI, 2001; WONG, 2002,
2007, 2008;NORIKO, 2010). Nesses estudos, todas as molécuikzadas foram
produzidas sinteticamente, enquanto a fragdo Amthé&omposto natural.

4.6 Avaliacdo das mudancas da fluorescéncia intriasa da antitrombina

induzida por heparinas e galactana sulfatada

Visto a especificidade da fracdo Amll para com @figado a AT, foi realizado
0 ensaio de mudanga da fluorescéncia intrinsecandaombina, com o intuito de

averiguar se a fracdo Amll liga-se na mesma regifiélice que a heparina.

Sabe-se que a emissédo de fluorescéncia dos residuoptofano (Trp) da AT é
maior quando este se encontra em regides mais fdlditas da molécula. Essa
internalizacdo € ocasionada pela heparina, maieci#g@amente, pela regido
pentassacaridica da heparina, quando se liga i@m®délice da AT. A internalizacao
dos residuos de triptofano, pode ser acompanhadaumofluorimetro, através da
medida da emissao de fluorescéncia na faixa dea2280 nm (STREUSANLRt al,
1995) (Figura 23 A). Nesse ensaio foram utilizaglzetro heparinas (bovina, suina e, as
heparinas bovina de alta e baixa afinidade pela. AE) heparinas de alta e baixa
afinidade pela AT foram obtidas por cromatogragaafinidade tendo como ligante AT

e eluidas com concentracdes crescentes de NaCIQ®| £88).

Na analise dos dados obtidos no nosso trabalhopg#rvado que a fracdo Amll
nao alterou a emissao de fluorescéncia, sugerind@acfmll ligou-se AT para inativar
0 FXa por um mecanismo diferente da heparina (&igGrB). De maneira semelhante a
fracdo Amll, os polissacarideos sulfatados da &8gaccidentalise G. crinale ndo
foram capazes de ocasionar uma alteracdo na endssflaorescéncia (OLIVEIRA,
2010). Esse resultado pode ser justificado pelérmies da regido pentassacaridica da
heparina nessas galactanas sulfatadas.
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Diante do exposto, a utilizacdo futura de sonddsofdbicas, capazes de se ligar
em outras regides da AT, podera ser considerada femamenta importante na
compreensao de como e onde as galactanas sulfa@dia® se ligar com AT e exercer

suas func¢des inibitoria nos fatores alvos da AT.
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Figura 23. ModificacBes na fluorescéncia da antibima induzida por heparina ou Amll. (A) Adi¢cdes de
heparina suina (quadrado aberto), heparina bowmeu(o aberto), heparina bovina de alta afinidade
(quadrado fechado) e de heparina bovina de bairégdadfle (circulo fechado). (B) Adicbes de Amll
(triangulo fechado). Em A e B as heparinas e Amithiin adicionadas em uma solucédo de AT a 0,5 uM.
As mudancas no espectro de emissao de fluoresci@disseca da AT foram monitoradas entre 290 e
450 nm e expressas como as integrais das curvidasbt
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4.7 Atividade antitrombética in vivo em modelo arterial

A trombose arterial e, em especial, a arterosdesssdo se tornando um dos
principais problemas de salde no mundo. A arterossé caracteriza-se como uma
doenca sistémica e progressiva em que a paredealagegrossa através de um
processo inflamatorio, de estresse oxidativo eislpdiemia. A formacédo de uma placa
arterosclerética restringe o fluxo no limen do va&mn caso de ruptura causa trombose
subita e oclusdo do vaso, resultando em lesdo noandiio, derrame, infarto ou uma
injaria no membro afetado (PARK, 2012).

Na avaliacdo da atividade da fracdo Amll no modiddarombose arterial, foi
utilizado o modelo de injuria do endotélio por elor férrico. Este modelo tem sido
amplamente utilizado para avaliar as atividadedgramtboticas de agentes que atuam
por mecanismos diferentes. Neste modelo, um troothgsivo € produzido na artéria
carotida através da aplicacdo de papel de filtrarado com FeGldiretamente sobre a
superficie externa da artéria. A formacéo do tror@barecedida por dano celular no
endotélio, incluindo a separacdo das juncdes ddasébndoteliais. A exposicdo da
parede do vaso e a ativacdo plaquetaria e da aadeatoagulacdo produzem um
trombo contendo fibrina, plaquetas e globulos vénoe(ROBINSONet al, 2003).

No presente trabalho, a fracdo Amll (0,10; 0,2%500e 1,00 mg/kg), quando
avaliada em modelo de trombose arterial, apreseiteidade estatisticamente igual ao
controle positivo heparina. Diferentemente do oks#w no modelo de trombose
venosa, a atividade antitrombotica no modelo aidtéoi crescente com o aumento das

doses utilizadas.

As galactanas sulfatadas Be occidentalis e G. crinaleambém apresentaram
efeito dose-dependente em modelo de tromboseahrtparém doses mais elevadas
dessas galactanas foram necessarias para a obteng&smo efeito observado com a
heparina (FONSECAet al, 2008). Os autores utilizaram o modelo de trorabosr
injuria da parede do endotélio em que o coranta desbengala, quando em contato
com a luz oriunda do laser posicionado sobre aiartaroétida, dissocia-se formando
radicais livres que lesam o endotélio, provocarskina a formacéo gradual do trombo
(VANDEPLASSCHE et al, 1990). No entanto, ndo encontramos dados natlia
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sobre a atividade antitrombotica arterial de patissideos sulfatados de algas marinhas

vermelhas utilizando o modelo de injaria induzida gloreto férrico.
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Figura 24 - Efeitos antitromboéticos de Amll e heparem ratos. A atividade antitrombotica foi medida
na artéria carotida direita. Am({triangulo azul fechado) ou heparina (quadradoopfethado) foram
administradas e, ap0s circulagdo por 5 min, adézio sobre a artéria papel filtro embebido em fFeCl
50% (m:vol) durante 1 minuto. Apds remocao do péified, a artéria foi lavada com solucéo salina e
fluxo monitorado até oclusé@o total da artéria o& @@ min (n=5, média + SEM, * p< 0.01 versus
controle).

Doencas trombdéticas venosas e arteriais tém sadiicionalmente vistas como
eventos patofisiologicos isolados. A trombose mttéem sido considerada em grande
parte como um fenébmeno de ativagdo plaquetéaripaaso que a trombose venosa é em
grande parte uma questdo de ativacdo do sistemeoatgulacdo. No entanto, ha
evidéncias de que essa dicotomia seja provavelnmanit simplificada. Farmacos
anticoagulantes tem-se mostrados eficazes paravammao de embolia arterial, assim
como agentes antiplaquetarios, eficazes para a emé&oe de distdrbios
tromboembdlicos venosos, embora em menor extensdioque os farmacos
anticoagulantes (PRANDONI, 2009).
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4.8 Efeito hemorragico

Uma das limitagbes na utilizacdo da heparina néoidnada é a tendéncia
hemorragica. A heparina de baixo peso molecularbéam apresenta o risco de
sangramento, ja relatado na literatura e, em pdaticpoode causar disfuncao renal que
pode estar relacionada a utilizacdo de dosagersricigs a realmente necessarias
(PUYMIRAT et al, 2011).

Dados na literatura, como o mencionado anterioreyeeforcam a necessidade
do desenvolvimento de novos farmacos antitrombsticue preferencialmente néo
apresentem atividade hemorragica. Desta formarefaizado o ensaio de tempo de
sangramento em ratos para averiguar um possivé éemorragico da fracdo Amill.
No entanto, esta fracdo néo diferiu estatisticaendntcontrole salina em nenhuma das
doses utilizadas, mostrando-se segura quanto amgalt efeito hemorragico nesse
modelo. Diferentemente, a heparina, nas doses&e Q,0 mg/kg aumentou a perda
sanguinea em 38,5% e 81,25%, respectivamente, &Qaoeao controle salina,

indicando assim o seu alto pontencial hemorréagico.

De forma semelhante a fracdo Amll, os polissacasideilfatados das alg8s
occidentalise G. crinale também nao apresentaram efeito hemorragico utdizeo
modelo, tendo sido empregadas doses de até 2 nfBRYSECA et al., 2008).
Diferentemente, Set al. (1994), relataram que a alga vermelBeateloupia indica
apresentou atividade hemorragica. Esses dados;aefoa atencdo na realizacdo de
ensaios hemorragicos prévios em estudos de atasdaantitrombdéticas com
polissacarideos sulfatados de algas.
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Figura 25 - Efeito hemorragico de Amll ou heparibi#erentes doses de heparina (quadrado fechado) e
Amll (circulo fechado) foram administradas em ratospésairculagdo por 5 min, a extremidade da
cauda foi cortada (3 mm) e imersa em &gua desti{ddamL) a temperatura ambiente. A taxa de
hemoglobina foi determinada apds 60 min. Os regodtéoram expressos em pL de sangue perdido (n=5,
média + SEM, * p< 0.01 versus controle).

4.9 Ensaio de agregacéo plaquetéria

A fracdo AmlIl nas concentra¢des de 0,1 até 1 mghdd apresentou nenhum
efeito pré ou anti-agregante, quando testadas esmal rico em plaqueta, na presenca

dos agonistas ADP ou colageno (dados ndo mostrados)
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A galactana sulfatada da alga marinha vermelganthophora muscoides
apresentou atividade anticoagulante de 20,17 Ulhogteste do TTPa e discreto
prolongamento no tempo de coagulacdo no Té&Pwivo Em ensaios com proteases e
inibidores da coagulacao purificados, a galactamesantou especificidade em reforcar

a inibicdo do fator Xa mediada por AT, em conceyites semelhantes a heparina.

Em modelo de trombose venosa, a galactana aprasefdgdo semelhante a
heparina até a dose de 0,50 mg/kg, sendo esse refedrtido em doses superiores (0,75
e 1,00 mg/kg). No ensaio do tempo de recalcificagiogalactana néo alterou

significativamente o tempo levado para a formagaoahgulo.

A galactana ativou o FXII ha mesma concentracaaeenao apresentou efeito
antitrombdtico, indicando que a reducédo da ativedadtitrombotica em modelo de
trombose venosa em doses superiores a 0,5 mg/lggstar relacionada a ativagéo do
FXII.

Em modelo de trombose venosa, a galactana aprasefdiio antitrombético
estatisticamente igual ao controle positivo hepargm todas as concentracdes

analisadas. Adicionalmente, a galactana néo apmesefeito hemorragico.

Em ensaio de agregacao plaquetaria, a galactanapnésentou nenhum efeito
pré ou anti-agregante. A galactana sulfatada nédozin mudancas da fluorescéncia
intrinseca da antitrombina, sugerindo que sua yelssbm a antitrombina pode estar

relacionada com um mecanismo diferente da heparina.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permitem corgtie a galactana sulfatada
da alga marinha vermelh&canthophora muscoidespresentou baixo potencial
anticoagulante e elevado potencial antitrombétadém de ndo apresentar tendéncia
hemorragica. Esta galactana sulfatada abre novespgmtivas para um possivel

desenvolvimento de novos farmacos antitromboticos.
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