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RESUMO

O interesse no isolamento de polissacarideos sulfatados de algas marinhas com
atividades anticoagulante e antitrombotica sdo justificados por eventos de trombose, dos
efeitos adversos da heparina, uma droga amplamente utilizada na prevengdo e no tratamento
de doengas tromboembolicas. Somando a isso os polissacarideos sulfatados (PS) tem
despertado um largo interesse em diversos campos das ciéncias médicas. O objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade antitromboética dos PS obtidos da alga marinha vermelha
Gelidiella acerosa, coletada em bancos naturais de algas no Estado do Ceara (praias de
Flecheiras e Pacaruru). Polissacarideos Sulfatados Totais (PST) de ambas as praias foi
extraido tamp@o acetato de sddio (pH 6,0) contendo cisteina e EDTA (5SmM) e papaina bruta,
fracionado por cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-celulose eluindo com
tampao acetato 50m M pH 5,0, contendo diferentes concentragdes de NaCl (0,25, 0,50, 0,75,
1,00 e 1,25M). As fragdes Ga obtidas foram caracterizadas por eletroforese em gel de agarose
a 0,5% e, em seguida, sua composigdo quimica determinada. A atividade antitrombotica foi
avaliada usando um modelo experimental de trombose venosa em ratos pesando entre 200 e
250 g (CEPA-UFC 58/2007). Os rendimentos do PST foram de 1,43 e 1,41% de Flecheiras e
Paracuru, respectivamente. Os perfis cromatograficos mostraram a separagdo em cinco
diferentes fracBes sulfatadas (Gal, Gall, Galll, GalV e GaV), eluidas com concentragdes de
0,25, 0,50, 0,75, 1,00 e 1,25 M de sal, respectivamente e revelando, por eletroforese,
caracteristicas moleculares similares com relagdo as densidades de carga negativa e grau de
sulfatacdo. No entanto, a composi¢do quimica dos carboidratos totais (CT) nos PST e nas
fracdes Ga obtidas para as duas localidades (Flecheiras e Paracuru) mostrou percentuais de
CT variando de 1,8-97,0% e 2,1-80,0%, respectivamente e com relagdo ao SL (Sulfato Livre),
variando de 0,4-42,4% e 10,1-40,5%, respectivamente, onde as fragdes Gall e GalV
apresentou maiores teores (SL e CT) para ambas as localidades.As fragGes foram testadas
quanto a sua atividade anticoagulante in vitro pelo teste de TTPA. Contudo so a fragdo GalV
teve um leve aumento no tempo de coagulagdo na dose de 1,0 mg kg™, sendo entdo avaliada
em um modelo de trombose venosa, onde a fracdo de ambas as praias foram capazes de inibir
a trombose de forma significativa e dose-dependente (p<0,05). Os maiores efeitos da inibigdo
do trombo foram de 83,4 e 94,4% (Flecheiras e Paracuru, respectivamente) na dose de 1,0
mg.kg” de peso corporal. Portanto, o PS isolado da alga vermelha G. acerosa pode ser
considerada uma fonte interessante de novos agentes antitromboticos a ser explorada.

Palavras —Chave: Gelidiella acerosa, Analises Quimica e Bioquimica, Efeito Antitrombético,
DEAE-celulose, Analise Estatistica, TTPA.



ABSTRACT

The interest in the isolation of sulfated polysaccharides from seaweed with
anticoagulant and antithrombotic activities are justified by events of thrombosis, the adverse
effects of heparin, a widely used drug in the prevention and treatment of thromboembolic
diseases. Adding to that sulfated polysaccharides (PS) has attracted a wide interest in various
fields of medical sciences. The aim of this study was to evaluate the antithrombotic activity of
PS obtained from red seaweed Gelidiella acerosa, collected from natural beds of algae in the
State of Ceara (beaches of Flecheiras and Pacaruru). Total sulfated polysaccharides (PST)
from both beaches was extracted sodium acetate buffer (pH 6.0) containing cysteine and
EDTA (5mM) and crude papain, fractionated by ion exchange chromatography on DEAE-
cellulose column with acetate buffer eluindo 50m M pH 5.0, containing different
concentrations of NaCl (0.25, 0.50, 0.75, 1.00 and 1.25 M). Ga fractions obtained were
characterized by gel electrophoresis on 0.5% agarose and then determined their chemical
composition. The antithrombotic activity has been evaluated using an experimental model of
venous thrombosis in rats weighing between 200 and 250 g (CEPA-UFC 58 / 2007). Proceeds
from the PST were 1.43 and 1.41% and Flecheiras Paracuru respectively. The
chromatographic profiles showed the separation into five different fractions of sulfated (Gal,
Gall, Galll, GalV and GaV), eluted with concentrations of 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 and 1.25 M
salt, respectively, and revealed by electrophoresis, molecular characteristics similar in the
densities of negative charge and degree of sulfation. Yet the chemical composition of total
carbohydrates (TC) in the PST and Ga fractions obtained for both locations (Flecheiras and
Paracuru) showed percentages ranging from 1.8 to 97.0% and 2.1-80.0% CT, respectively,
with respect to SL (Sulfate Free) ranging from 0.4 to 42.4% and 10.1 to 40.5%, respectively,
where the fractions Gall and GalV showed. higher levels (SL and TL) to both locations. The
fractions were tested for their anticoagulant activity in vitro by the APTT. However, only a
fraction GaIV had a slight increase in clotting time at a dosage of 1.0 mgkg”, and then
assessed in a model of venous thrombosis, where the fraction of both beaches were able to
inhibit thrombosis in a significant and dose-dependent (p <0.05). The major effects of
inhibition of thrombus were 83.4 and 94.4% (Flecheiras and Paracuru, respectively) at a dose
of 1.0 mg.kg™ of body weight. Therefore, the PS isolated from red alga G. acerosa may be
considered an interesting source of new antithrombotic agents to be explored.

Keywords: Gelidiella acerosa, Chemical and Biochemical Analysis, antithrombotic effect,
DEAE-cellulose, Statistical Analysis, APTT. ;
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ATIVIDADE ANTITROMBOTICA DOS POLISSACARIDEOS
SULFATADOS DA ALGA MARINHA VERMELHA Gelidiella acerosa (FORSSKAL)
FELDMANN & G. HAMEL COLETADA NAS PRATAS DOS MUNICIPIOS DE
FLEXEIRAS E PARACURU DO LITORAL CEARENSE

ISMAEL NILO LINO DE QUEIROZ

1 INTRODUCAO

Viagens longas aumentam em até trés vezes o risco de tromboembolismo venoso,
condigfio que pode envolver trombose venosa profunda e embolia pulmonar. E o que
aponta uma revisdo cientifica de 14 estudos, que considerou 4.055 casos, publicada
no "Annals of Internal Medicine" por pesquisadores da Escola de Satide Piblica de
Harvard. A cada duas horas de viagem por meio terrestre, como dnibus ou trem, os
riscos aumentam 18%. J4 durante um vbo, as chances de o problema ocorrer
crescem 26% a cada duas horas. Segundo o trabalho, estima-se que haja um caso de
trombose durante uma viagem a cada 4.600 vdos. Os principais aeroporios
brasileiros registram cerca de 2.000 vdos regulares por dia, segundo a Infraero.
"Esse risco absoluto ¢ relevante para guiar decisdes publicas ¢ individuais sobre
prevencdo”, dizem os autores do levantamento.A trombose venosa profunda,
prevalente em 3% da populagdo brasileira, ocorre quando um codgulo (também
chamado de trombo) obstrui uma veia profunda e impede ou dificulta parcialmente a
passagem de sangue na regido (SILVEIRA, 2009).

Em virtude disso, drogas antitromboticas sfo extensivamente utilizados na terapia
contra doengas cardiovasculares e a heparina € o agente terapéutico mundialmente utilizado
na terapia inicial de eventos de pos-operatorio e pés-traumatico (MOURAQ; PEREIRA,
1999). Ja os anticoagulantes sfo utilizados para prevenir trombose venosa profunda ou a
extensdo de uma trombose ja estabelecida, embolia pulmonar, coagulacio em circulagio
extracorporea e infarto do miocérdio em pacientes com angina instavel (RANG et al., 2007).

A trombose € um efeito adverso incomum relacionado a trombocitopenia induzida
por heparina causada por anticorpos contra complexos heparina - fator plaquetario-4. A
ligagdo de anticorpos a este complexo leva a formagdo de lesSes imunolégicas nas paredes
dos vasos, trombose e coagulagdo intravascular disseminada (RANG et al., 2007).

O trombo em si refere-se a um coagulo anormal que se desenvolve no interior de
um vaso sanguineo. Uma vez formado o coédgulo, o fluxo de sangue que passa por ele tende a

desloca-lo de sua fixac8io, de modo que o coagulo passa a circular, juntamente com o sangue.
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Esses coagulos de fluxo livres sdo denominados émbolos. Por conseguinte, os émbolos que se
originam em grandes artérias ou do lado esquerdo do coragdo fluem perifericamente e causam
obstrugdo das artérias, ou arteriolas, no cérebro, nos rins ou em outros locais. Os émbolos que
se originam no sistema venoso ou no lado direito do coragdo fluem nos vasos do pulmio,
causando embolia pulmonar (GUYTON; HALL, 2002 aput PEREIRA, 2005, p.-34).

A hemostasia refere-se a interrupgdo da perda de sangue a partir de um vaso lesado.
De inicio, as plaquetas aderem a macromoléculas nas regides subendoteliais do vaso
sanguineo lesado; em seguida, sofre agregagdo para formar um tampdo hemostdtico
primério. As plaquetas estimulam a ativagio local dos fatores de coagulagdo
plasmaticos, levando & formagdo de um codgulo de fibrina que reforga o agregado
plaquetdrio. (MAJERUS; TOLLEFSEN, 2005, p. 1141)

A coagulag@o sangiliinea € a conversdo do sangue fluido em um gel sélido ou
coagulo. O evento principal € a conversdo de fibrinogénio solivel em fibras insoliveis de
fibrina por a¢do da trombina, o Gltimo passo de uma cascata enzimatica. A trombina converte
o fibrinogénio em mondmeros de fibrina através da clivagem dos ﬁbrinopepﬁdios A (16
residuos de aminoacidos) e B (16 residuos de aminoacidos) das extremidades aminoterminais
das cadeias Aa e Bf, respectivamente, produzindo fragmentos que se polirherizam para
formar fibrina (MAJERUS; TOLLEFESEN, 2005, p 1141).

Existem duas vias principais na formagdo de fibrina, a via intrinseca e a via
extrinseca, que convergem para o ponto em que o fator X € ativado e esse fator ativa a
trombina que ¢ ento utilizada para quebraf o fibrinogénio em fragmentos de fibrina, que se
polimerizam com as plaquetas formando o tamp&o hemostatico ou codgulo. Evidéncias mais
recentes demonstram que a via extrinseca é critica para o inicio da coagulagéo, enquanto a via
intrinseca € importante no crescimento e na manuteng@o do coagulo (PEREIRA, 2002).

A via extrinseca, € iniciada por uma lesdo tecidual que resulta na ativagdo do fator
VII (Unico fator exclusivo desta via) em fator VIIa, na presenga de Ca > Os outros fatores
desta via (X, V, II e I) sdo compartilhados com a via intrinseca. Todos os componentes da via
intrinseca estdo presentes no sangue, sendo exclusivos desta via os fatores XII, XI, IX e VIII
(MELO et al., 2008a; RANG et al., 2007).

Os componentes da cascata de coagulag@o (chamados fatores) estdo presentes no
sangue como precursores inativos de enzimas proteoliticas e co-fatores (Figura 1). Estes sdo
ativados por proteolise, sendo as formas ativas designadas pelo sufixo “a”. Os fatores XIla,

Xla, IXa e IIa (trombina) sdo todos serina-proteases (RANG ef al. , 2007).
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Figura 1 — Cascata de coagulagdo onde as duas vias convergem para um ponto em comum (ativagio do fator X
em Xa) culminando na ativagio de protrombina em trombina que cliva o fibrinogénio em fragmentos de fibrina
que sc polimerizam com as plaquetas formando o tampdo hemostatico ou cosdgulo.

Os principais inibidores fisiologicos da trombina s&o a antitrombina e.o cofator II
da heparina. A antitrombina € um polipeptidio de cadeia simples glicosilado sintetizado no
figado e que possui massa molecular de cerca de 58 kDa, que inibe rapidamente a trombina
apenas na presenca da heparina. Sua agdo ¢ relacionada a inibigdo dos fatores da coagulacdo
ativados da via intrinseca e extrinseca, incluindo a trombina e os fatores Xa e o IXa
(MAJERUS; TOLLEFESEN, 2005). O cofator II da heparina € um inibidor especifico da
trombina e sua atividade é acelerada (mais de mil vezes) na presenga de glicosaminoglicanos
como a heparina e o dermatan sulfato. A antitrombina também atua sobre outras proteinases
do sistema de coagulagdo (OSLON; BJORK, 1992; PEREIRA, 2002).

Os anticoagulantes orais sdo antagonistas da vitamina K e conseqiientemente
interferem nos fatores de coagulagdo II, VII, IX e X. A warfarina ¢ um dos principais
anticoagulantes orais e seu efeito leva varios dias para se desenvolver devido ao tempo
necessario para a degradagdo dos fatores de coagulagdo pré-formados (RANG et al., 2007).
Outros exemplos de anticoagulantes orais s@o: dicumarol, femprocumona, acenocumarol e

derivados da indandiona (MAJERUS; TOLLEFESEN, 2005).
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Entretanto, os farmacos tromboliticos agem dissolvendo os coagulos
intravasculares em decorréncia da agdo da plasmina, uma enzima que digere a fibrina. Dentre
os principais anticoagulantes tromboliticos destacam-se: o plasminogénio, a a2-antiplasmina,
a estreptoquinase, o ativador do plasminogénio tecidual (t-PA), a uroquinase e o acido
aminocaproico. Os anticoagulantes antiplaquetdrios geralmente atuam por mecanismos
diferentes e nos ltimos anos receberam grandes investimentos. Os principais antiplaquetarios
comercializados s3o: acido acetilsalicilico, que age bloqueando a produgdo de tromboxano A,
que é o principal produto da ciclooxigenase nas plaquetas, dipiridamol, cldpidogrel A
ticlopidina e a tirofibana (MAJERUS; TOLLEFESEN, 2005).

Dentre os anticoagulantes parenterais (medicamentos que sdo aplicados por
infusdo ou inje¢do e atingem diretamente a corrente sanguinea), destaca-se, além da propria
heparina, “o danaparoide, que é uma mistura de glicosaminoglicanos nZo-heparinicos isolados
da mucosa intestinal suina (84% de sulfato de heparan, 12% de sulfato de dermatan, 4% de
sulfato de condroitina), com massa média de, 5.500 Daltons” (MAJERUS; TOLLEFESEN,
2005, p. 1146), trata-se de um anticoagﬁlante eficaz para pacientes com trombocitopenia
induzida por heparina. “A lepirudina é um derivado recombinante (Leu'-Thr*-63-dessulfo-
hirudina) da hirudina, um inibidor direto da trombina encontrado nas glandulas salivares da
sanguessuga medicinal” (MAJERUS; TOLLEFESEN, 2005, p. 1146).

As preparagdes comerciais de heparina (um glicosaminoglicano de mamiferos
obtido de pulmio bovino e intestino de porco), por outro lado, também levamra diversos
outros eventos colaterais. O composto € naturalmente obtido a baixos rendimentos, existindo
também o risco de contaminagio viral, ja que é obtido de animais (MOURAOQ; PEREIRA,
1999; RANG et al , 2007), além do insucesso no uso da heparina de baixo peso molecular
para evitar episodios de hemorragia (THOMAS, 1997), sendo este ultimo, sem duvida

alguma, seu principal efeito indesejavel, dificultando os tratamentos clinicos dos pacientes.

Adicionalmente, alguns relatos ja confirmaram a contaminagio de preparagdes de
diversas marcas comerciais de heparinas, rotineiramente utilizadas nas cirurgias cardiacas no
Brasil. Tal fato poderia ocasionar um aumento significativo no nimero de casos de discrasia
sanguinea, aumento de reincidéncias cirirgicas e efeitos adversos em pacientes submetidos &
heparinoterapia no Pais. O baixo padrdo de qualidade das heparinas gera a preocupagdo
quanto a seguranga de utilizagdo em cirurgias cardiacas com circulagdo extracorporea. A falta
de regulamentagdo especifica e o desinteresse dos fornecedores no controle de qualidade da

heparina ndo-fracionada também se fazem uma realidade (MELO e# a/., 2008).
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Neste contexto, diferentes mecanismos anticoagulantes tém sido propostos para os
PS isolados de algas marinhas, buscando assim relaciona-los aos da heparina.

As algas sdo organismos autotroficos de grande importincia ecologica (SZE,
1997) que podem ser utilizadas em diversos ramos da biotecnologia (GREENWELL et al.,
2008; LEVRING; HOPPE; SCHMID, 1969; NEORI ef al., 1996). Encontradbs em grandes
concentragdes nas algas marinhas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967), os polissacarideos
sulfatados (PS) sdo polimeros de agucares repetitivos anidnicos que por ~possuirem
propriedades gelificantes, espessantes, emulsificantes e estabilizantes sio bastante utilizados
nas industrias de alimentos (HOLANDA, 2007; MARINHO-SORIANO, 2001; MACIEL et
al., 2008), farmacéutica (ASSREUY et al., 2008; FARIAS; NAZARETH; MOURAO, 2001;
FONSECA et al., 2008) e outros setores econdmicos (ARAUJO et al., 2008; RODRIGUES et
al., 2009a). |

Dentre as atividades biologicas mais estudadas dos PS no mundo, destacam-se as
suas agdes como agentes anticoagulantes e antitromboticos. Seus efeitos sobre a'coagulac;io
sanguinea ndo ocorrem meramente como uma fungdo de densidade de cargas, mas também de
composigdo monossacaridica, posi¢do do radical sulfato, dos sitios de sulfatagio e,
principalmente, da ocorréncia de unidades dessulfatadas (FARIAS et al., 2000; FONSECA et
al., 2008; MOURAO, 2004; PEREIRA et al., 2005). Portanto, as caracteristicas quimicas
também sdo pré-requisitos importantes de forma a compreender melhor as relagSes entre as
atividades biologicas e padrdes estruturais desses compostos complexos e heterogéneos
(FARIAS et al., 2000, MOURAOQ; PEREIRA, 1999), e modelos de experimentagdo animal
tém sido ferramentas importantes para averiguar os efeitos de diferentes polissacarideos no
desenvolvimento de novas drogas para o homem (MOURAO; PEREIRA, 1999; FONSECA ef
al., 2008).

PS de algas marinhas sdo macromoléculas de origem ndo mamalia encontrados
em grandes concentragdes na matriz extracelular desses organismos. Esses compostos estdo
na forma de fucoidanas (BERTEAU; MULLOY, 2003) nas algas pardas (Phaeophyta) como
galactanas nas algas vermelhas (Rhodophyta) e, nas algas verdes (Chlorophyta), os mais
comuns s3o as arabino-galactanas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967).

Dentre esses polissacarideos sulfatados, as galactanas sulfatadas, em especial,
encontradas nas algas marinhas vermelhas em elevadas quantidades, sdo formadas de
galactoses (ou derivados desse monossacarideo) dispostas em uma cadeia linear composta por
unidades dissacaridicas formadas por repetigdes de B-D-galactose (unidade A) ligada atraves

dos carbonos C-1 ao C-3 da a-galactose (unidade B). Ja as unidades dissacaridicas sdo unidas
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através dos carbonos C-1 e C-4. As galactanas formam um arranjo alternado de unidades A e
B, ou seja, (AB)n (PAINTER, 1983) e sdo componentes da matriz extracelular,
desempenhando fungdes biolégicas envolvidas com a osmorregulagdo e propriedades i6nicas

e mecdnicas, favorecendo a sobrevivéncia desses organismos no ambiente marinho
(KLOAREG; QUATRANO, 1998).

De acordo com a configuragdo enantiométrica da o-galactose da unidade B, das
galactanas, elas sdo classificadas em carragenanas e as agaranas, sendo L- para agaranas € D-
para carragenanas. A unidade A sempre pertence a série D- (USOV, 1984). Estudos estruturais
mais detalhados demonstram um terceiro gfupo de galactanas, os hibridos D/L, em que as
unidades B apresentam configuragdo D- e’L'- na mesma molécula (ESTEVEZ; CIANCIA;
CEREZO, 2004). Varios outros aspectos quanto a estrutura e o metabolismo de
polissacarideos de algas podem ser encontrados em revisdes especificas (PERCIVAL;

McDOWELL, 1967).

Estudos demonstram que a estrutura e a composi¢do quimica dos PS de algas
marinhas variam de espécie para espécie F(DIETRICH et al., 1995), da localidade ¢ época do
ano de coleta das algas, além da metodologia de extragdo utilizada (PERCIVAL;
McDOWELL, 1967), podendo cada molécula assumir conformagéo estrutural Unica e,

portanto, apresentar diferentes atividades anticoagulantes de interesse biomédico.

PS de algas marinhas apresentam diversas atividades biologicas, tais como
antitumoral (ASSREUY. ef al. 2008, LINS et al., 2009; WANG et al., 2004; ZHOU et al.,
2004), anticoagulante (FARIAS et al., 2000; MATSUBARA et al., 2001; RODRIGUES et
al., 2010), antiviral (HAYASHI; HAYASHI; KOJIMA, 1996; TALARICO et al., 2005) e
imunoestimulante (CHOTIAGET et al., 2004; RODRIGUES ef al., 2009a).

Estudos realizados por Farias ef al. (2000), utilizando a D-galactana sulfatada da
alga marinha vermelha Botryocladia occfdentalis, constataram uma acentuada atividade
anticoagulante desse polissacarideo, a qual foi mediada pela inibigdo da trombina via
antitrombina e cofator II da heparina, pela presenga de dois ésteres de sulfato em um unico
residuo de galactose. A posigdo do radial sulfato na estrutura quimica também sugere ser
importante para expressar tal agdo. Quando essa mesma galactana foi avaliada em modelo de
trombose venosa, foi averiguada uma potente atividade antitrombotica, quando a dose de 0,2
mg.kg” exerceu um efeito significativo de 75% na inibigdo de trombos em ratos (FARIAS;

NAZARETH; MOURAO, 2001).
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Matsubara et al. (2001) relataram que o PS isolado da alga marinha verde Codium
cylindricum possui um mecanismo inibitério direto sobre a trombina independente da

antitrombina III e cofator II da heparina.

Mais recentemente, Fonseca et al. (2008) realizaram um estudo comparativo,
entre duas galactanas sulfatadas isoladas das rodoficeas B. occidentalis e Gelidium crinale. Os
resultados mostraram que o efeito dessas moléculas sobre a coagulagido sanguinea ocorre por
meio de suas caracteristicas estruturais ¢ quimicas, como nas proporgdes e/ou distribuigio dos
radicais sulfatos na cadeia, envolvendo mecanismos distintos de interacio dessas galactanas
entre proteases, inibidores e ativadores do sistema de coagulagdo. Os autores evidenciaram a
ocorréncia de efeitos anti- e pro-coagulantes, além das agdes anti- e pro-tromboticas desses
compostos, quando em diferentes doses em ratos. Portanto, estes PS se apresentam como
ferramentas moleculares importantes para distinguir eventos in vivo e para conhecer melhor a

fisiologia da coagulagdo sanguinea e a fisiopatologia das doengas tromboembolicas.

Rocha ef al (2005), utilizando uma galactofucana isolada da alga marinha parda
Spatoglossum schroederi (Dictyotale), mostraram que esse polimero, mesmo a molécula
apresentando elevada densidade de cargas negativas na sua estrutura quimica, ndo apresentou
atividade anticoagulante in vitro, porém exibiu uma ac¢do antitrombdtica in vivo de forma

tempo-dependente.

A maior parte dos agentes que possul atividade anticoagulante in vifro apresenta
propriedades antitrombéticas iz vivo, no entanto, em alguns casos ndo ha uma relagdo clara
entre o efeito anticoagulante in vitro ou ex-vivo e a eficacia antitrombotica. Alguns agentes
podem prolongar o tempo de coagulagdo in vifro e ndo apresentar efeito in vivo (LEVletal,
2001).

Deste modo, as pesquisas demonstram que a identificagdo e purificagdo de um
novo PS criam sempre uma perspectiva para a realizagio de diferentes ensaios bioldgicos no
desenvolvimento de um novo fiarmaco a ser utilizado na clinica médica em terapias
cardiovasculares como a trombose.

A alga marinha vermelha G. acerosa (Forsskal) Feldman & Hamel € nativa do
litoral do Estado do Ceara. Essa espécie biossintetiza uma agarana com excelentes
propriedades reolégicas e fisico-quimicas de grande interesse para industria de alimentos
(GANZON-FORTES, 1985; KAMALESH PRASAD et al., 2005, KAMALESH PRASAD et
al, 2007; RAMAVATAR MEENA; ROLEDA et al., 1997). Estudos anteriores também

demonstraram a utilizagdo do seu extrato bruto como agente contraceptivo em ratas gravidas
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Alga Marinha

A alga marinha vermelha G. acerosa (Figura 2) foi classificada, segundo website
www.algaebase.com e Reviers (2006) (Tabela 1), onde um exemplar esté registrado sob n° de
exsicata 046094 no Herbario Prisco Bezerra. A alga foi coletada nas praias cearenses de
Flecheiras, municipio de Trairi - CE, e Pedra Rachada, municipio de Paracuru - CE, durante a
maré baixa. Posteriormente, conduzida em caixas isotérmicas e estocada (-20 °C) no
Laboratorio de Carboidratos e Lectinas (CarboLec) do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara. No laboratorio, as algas foram limpas
para a retirada de epifitas e/ou organismos incrustantes, lavadas com agua destilada, secas a

temperatura ambiente (25 °C) e armazenadas para posterior uso.

Figura 2 - Exemplar da alga marinha vermelha Gelidiella acerosa (FORSSKAL) FELDMANN & G. HAMEL.
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Tabela 1 - Classificagdo Sistematica, segundo website Algaebase ¢ REVIERS, 2006.

Classificacio Filogenética

Reino: Plantae

Subreino: : Biliphyta

Filo: ’ Rhodophyta

Subfilo: Eurhodophytina
Classe: Florideophyceae
Subclasse: Rhodymeniophycidae
Ordem: Gelidiales

Familia: Gelidiellaceae
Género: Gelidiella

Espécie: Gelidiella acerosa

Fonte: http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species id=1865
2.1.2 Animais

Ratos Wistar machos foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceara e mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular para
utilizac¢@o, até atingirem o peso ideal (200 e 250 g). A autorizag@o para uso dos animais nos
experimentos in vivo foi registrada junto a4 Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da

Universidade Federal do Ceara (CEPA-UFC), sob parecer de nimero 58/2007.

2.1.3 Sangue Humano

O sangue de humano normal citratado (diferentes doadores) foi obtido do Centro

de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE).
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2.1.4 Outros Materiais

Acetato de sodio trihidratado, papaina bruta, cloreto de = bario, 4cido
tricloroacético, N-cetil-N,N,N-brometo de trimetilamonio 0,1% foram obtidos pela Vetec,
Agarose da BioAgency, Cloreto de cetilpiridinio e Dietilaminoetil-celulose da Sigma, azul de
1,9-dimetilmetileno (DMB) da Aldrich Chemical Co,, Acido etildiaminotetracético da QEEL,
Tromboplastina da BioMérieux; Kensol (Xilazina a 2%) e Vetanarcol (Ketamina a 5%) da
Konig, Reagente TTPA da CLOT, Bios Diagnéstica, L-cisteina ¢ demais reagentes de grau

analitico foram obtidos comercialmente.

2.2 Métodos

2.2.1 Extracdo dos Polissacarideos Sulfatados

Os Polissacarideos Sulfatados Totais (PST) foram obtidos segundo Farias et al.
(2000), com algumas modificagdes. A alga (5 g) desidratada (25 °C) e macerada com
nitrogénio liquido, aumentando assim area de contato com o tampio de extragdo, foi
misturada com 250 mL de tampéo acetato de sédio (tampdo AcNa) 0,1 M (pH 6,0) contendo
cisteina e EDTA (5 mM) e 1020 mg de papaina bruta em banho-maria a 60 °C por 6 h. Em
seguida, o material foi filtrado em tela de nailon. Ao residuo foi adicionado 140 mL de 4gua
destilada e filtrado novamente. Os filtrados foram reunidos, centrifugado (6.000 x g; 4 °C; 20
min.) e ao sobrenadante adicionados 17 mL de uma solugdo cloreto de cetilpiridiriio (CCP) a
10% por 2 h em temperatura ambiente para precipitagdo dos polissacarideos. Logo apds a
precipitagdo, a mistura foi centrifugada (6.000 x g; 4 °C; 20 min.), sendo o sobrenadante
descartado. O precipitado obtido foi lavado com 600 mL de CCP a 0,05% e centrifugado nas
mesmas condi¢Bes e posteriormente dissolvido em 150 mL de solugdo NaCl 2 M: etanol
comercial (100:15; v/v). Logo ap6s a dissolugdo, os PS foram novamente precipitados com a
adi¢do de 300 mL de etanol comercial a 4 °C por 24 h. Apos esse periodo de pfec’ipitac;ﬁo, o}

material foi centrifugado e lavado com 300 mL de etanol comercial a 80% (2 X)Ae uma vez
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com etanol comercial (300 mL). Ao final do processo, o material foi dialisado exaustivamente

contra 4gua destilada e liofilizado para obtengdo dos PST.
2.2.2 Fracionamento dos PST por Cromatogréﬁa de Troca I6nica em DEAE-celulose

Os PST (56 mg) foram dissolvidos em 25 mL de tampdo AcNa 50 mM, pH 5,0, e
aplicados na coluna de DEAE-celulose previamente equilibrada com o mesmo tampdo. Os
polissacarideos adsorvidos no gel foram eluidos, passo a passo, com tampdo AcNa 50 mM,
pH 5,0, contendo NaCl nas concentragdes de 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25 M. As fragdes de
polissacarideos sulfatadas (PS) eluidas (5,4 mL/tubo) foram monitoradas por meio da
propriedade metacromética usando o azul de 1,9-dimetilmetileno em espectrofotdmetro a 525

nm (FARNDALE; BUTTLE; BARRETT, 1986). As fragGes metacromaticas obtidas foram

reunidas, dialisadas e liofilizadas.
2.2.3 Caracteriza¢do Quimica e Bioquimica dos Polissacarideos Sulfatados
2.2.3.1 Eletroforese em Gel de Agarose

Para caracterizagdo bioquimica dos polissacarideos sulfatados por obtengdo de
padrdes eletroforéticos de densidade de cargas em grupos sulfatos, os PST e as fragdes de PS
obtidas por cromatograﬁa em DEAE-celulose (40 pg) foram aplicados em gel de agarose a
0,5% em tampdo 1,3 - acetato diaminopropano 0,05 M (pH 9,0) e a corrida realizada em
voltagem constante (110 V) durante 60 min.. Apos corrida, o gel foi em colocado em contato
com uma solugdo de N-cetil-V,N,N-brometo de trimetilaménio 0,1% por 24 h para fixagdo das
bandas de PS, corado com azul de toluidina 0,1% e, finalmente, descorado com uma solucéo
contendo etanol absoluto, gua destilada e acido acético concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v/v/v),

como descrito por Dietrich; Dietrich (1976).
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2.2.3.2 Determinagdo de Carboidratos Totais |

Os agucares totais presentes no PST e nas fragdes PS foram determinados pelo
método do fenol-acido sulfurico (DUBOIS ef al.,, 1956, modificado por MASUKO ef al,
2005). As leituras foram realizadas em espectrofotémetro (Armersham Biosciences Ultrospec

1100 pro) a 492 nm, utilizando a D-galactose como curva-padréo.

2.2.3.3 Determinagdo do Teor de Sulfato

Os teores de sulfato total dos PST e das fragdes PS foram determinados apos
hidrélise acida (HCI 12 M, 6 h ., 105 °C), utilizando o método da gelatina-bario (DODGSON,;
PRICE, 1962), as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Armersham Biosciences

Ultrospec 1100 pro) a 360 nm, utilizando como curva-padrdo o sulfato de sodio.
2.2.3.4 Determinagdo de Proteinas

Com intuito de avaliar a eficacia da metodologia de obtengdo dos PST a detecgéo
de possiveis contaminagSes protéicas foi realizada pelo método de Bradford (1976). A
concentragdo de proteinas foi estimada em relagdo a uma curva padréo, obtida com albumina
sérica bovina, sendo as leituras realizadas em espectrofotometro (Armersham Biosciences

Ultrospec 1100 pro) a 595 nm.
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2.2.4 Atividade Anticoagulante e Antitrombotica

2.2.4.1 Atividade Anticoagulante

Na avaliagdo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) foi realizada,
utilizando plasma pobre em plaquetas obtido por centrifugagdo de sangue de humano normal
(73,75 x g; 15 min.). Para a realizagdo do téste, 50 pL de plasma foram incubados a 37 °C por
3 min. com 10 pL de PS e 50 pL do reagente TTPA. Apos incubagio, foram adicionados 50
uL de cloreto de calcio 25 mM para ativég;ﬁo da cascata de coagulagdo. Os ensaios foram
realizados em duplicata, sendo o tempo de coagulagdo registrado automaticamente em um
coagulometro (DRAKE, modelo QUICK-TIMER).

2.2.4.2 Atividade Antitrombotica

Os ensaios de atividade antitrombdtica na veia cava de ratos foram conduzidos
por uma combinacdo entre hipercoagulabilidade e estase como descrito por Vogel et al
(1989). Foram utilizados ratos Wistar machos (200 e 250 g), previamente anestesiados por
injecdo intramuscular com xilazina 2% (~3,5 mgkg?) e ketamina 5% (~5,0 mgkg?). Em
seguida, os animais foram abertos cirurgicémente para exposi¢do da veia cava e .obtengﬁo de
um segmento de 0,7 ¢cm, por incisdo na regido abaixo da veia renal direita, seguida da incisao
abaixo da veia renal esquerda, previamente isoladas com fio de nylon (Figura 3.).
Posteriormente, foi injetado, diferentes concentragdes da fragdo GalV (0,01; 0,10; 0,50; 1,00;
2,00 e 3,00 mgkg” do animal, n=5) a4 0,2 cm abaixo do segmento isolado e deixado
circulando por 5 min. antes da indugdo da trombose. Apos esse periodo, Vc.) estado de
hipercoagulabilidade foi induzido através da administragdo intravenosa de Tromboplastina
(5,0 mg.kg™ de animal), 0,1 cm abaixo do segmento isolado, seguido do isolamento total do
segmento, iniciando na extremidade proximal e finalizando na extremidade distal. Ap6s 20
minutos de estase, o trombo formado foi retirado, seco em estufa (60 °C, 1 h) e pesado. No

controle negativo foi injetado salina 0,5 M em substituigdo ao PS.
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Figura 3 — Foto do modelo experimental de trombose venosa em ratos.

2.2.5 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = D. P. M. (Desvio Padrdo da Média).
Para verificagdo das diferengas estatisticas entre os grupos de animais foi utilizada a Anélise
de Varidncia (ANOVA) e, quando observada diferenca entre as médias, foi aplicado o teste de

Tukey. Foram considerados significantes valores de p < 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencio dos Polissacarideos Sulfatados Totais

A obtengdo do PST da alga marinha vermelha G. acerosa, resultou em
rendimentos semelhantes nos dois locais (Praia de Flecheiras e Paracuru) e periodos de
coleta.(1,43 e 1,41%). Rendimentos de PST semelhantes foram obtidos para alga G. crinale
(2,4%) por Pereira et al. (2005) e para a alga Pterocladiella capillacea (1,6%) por Quinderé,
(2008).que também utilizaram, sob as mesmas condigdes, o procedimento de extragdo por

digestdo proteolitica com a papaina.

3.2 Fracionamento por Cromatografia de Troca Ionica

O fracionamento dos PST de G. acerosa nas duas diferentes localidades foi realizado,
através de cromatografia de troca-iénica em coluna de DEAE-celulose, obtendo cinco fragdes
sulfatadas denominadas de Gal, Gall, Galll , GalV e GaV eluidas respectivamente com 0,25,
0,5, 0,75, 1,0 e 1,25 M de NaCl (Figura 4). Os maiores rendimentos e teores de carboidratos
totais e grupos sulfatos (Tabela 2) foram obtidos para as fragdes Ga2 (27,5', 23,4 e 42,4%, -
respectivamente para Flecheiras e, 41,5, 17,0 e 40,5%, respectivamente para Paracuru) e Ga4
(8,9, 3,3 e 7,9%, respectivamente para Flecheiras e, 13,5, 7,6 e 27,6%, respectivamente para

Paracuru).
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Figura 4 - Cromatograma dos PS da alga marinha vermelha Gelidiella acerosa coletada nas Praias de Flecheiras
(A) e Praia de Paracuru (B) em coluna de troca idnica (DEAE-celulose). A coluna foi equilibrada e lavada com
tampao AcNa 0,05 M. Os polissacarideos adsorvidos no gel foram eluidos com 0 mesmo tampédo, contendo NaCl
em diferentes concentragdes (0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25 M). As fracdes eluidas foram monitoradas por
metacromasia com azul-dimetilmetileno a 525 nm. ( ); perfil de agucares totais a 492 nm ( )
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O emprego de procedimentos cfomatogrz’xﬁ:os, utilizando a matriz de troca iGnica
DEAE-celulose, tem sido reportado como eficiente no fracionamento de polissacarideos
sulfatados e na revelagio de caracteristicas entre as varias espécies de algas. marinhas
existentes (PEREIRA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2009b). Segundo os referidos autores,
a eficiéncia de separagdo dos polissacaridebs por carga traduz em vantagens, tendo em vista o
elevado grau de complexidade ¢ heterogeneidade destes compostos presentes nas diferentes
espécies de algas (PERCIVAL; McDOWELL, 1967), dificultando a sua caracterizagdo
estrutural e suas relagdes com as atividades biologicas (FARIAS et al., 2000; PEREIRA et al.,
2005).

3.3 Analises Quimicas

Os teores de carboidratos solGveis totais e de grupos sulfato nos PST e nas fragdes
Ga estdo representados na Tabela 2. A determinagdo de carboidratos totais (CT) nos PST ¢
nas fragdes Ga obtidas para as duas localidades (Flecheiras e Paracuru) mostrou percentuais
de CT variando de 1,8-97,0% e 2,1-80,0%, respectivamente e com relagdo ao SL (Sulfato
Livre), variando de 0,4-42,4% e 10,1-40,5%, respectivamente, onde as fragdes Gall e GalV
apresentou maiores teores (SL e CT) para ambas as localidades.

Desta forma, as diferengas na composigdo quimica entre as fragdes Ga da alga G.
acerosa pode estar relacionada com a heterogeneidade dessas moléculas. Este fato corrobora
com a hipétese de Percival e McDowell (1967), onde foi sugerido que algumas obtengdes e
fracionamento de polissacarideos de algas; tais como a extragdo diferencial, uso de diferentes
solventes e emprego de célunas de separagdo, podem resultar em fra¢Ges polissacaridicas com

propriedades e composi¢des quimicas diferentes.
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Tabela 2 - Rendimento e composicdo quimica dos PST e fragdes Ga obtidas por cromatografia em coluna de
DEAE-celulose de G. acerosa coletada nas Praias de Flecheiras e Paracuru.

Composi¢io Quimica

Regido Fracoes Rendimento | Carboidratos totais | Sulfato livre Proteinas*®
(%) (%) (%) (%)
PST 100,00 97,0 10,8 -
Gal 9,8 9,2 7.8 -
; Gall 27,5 23,4 42,4 2
Flecheiras Garll 8,6 11.0 7.7 =
Galv 8,9 3;3 7.9 -
Gav 34 1,8 0,4 -
PST 100,00 80,6 11,6 -
Gal 15,7 5,7 11,2 -
Dassiiani Gall 41,5 17,0 40,5 -
Galll 14,1 33 10,1 -
Galv 13,5 7,6 27,6 -
GaVv 8,4 2,1 114 -

* — N3io foram detectadas.

A obtengZo de teores de sulfato livre para os PST para a alga Gelidiella acerosa,

biossintetizadora de agarana, das localidades de Flecheiras e Paracuru sdo considerados mais

elevados (10,8-11,6, respectivamente) do que o obtido para as algas do género Gracilaria,

também produtoras de agaranas, como por exemplo, G. cdrnea (4,8%) e G. birdiae (6,4%)

estudadas por Melo ef al., (2002) e Maciel et al., (2008), respectivamente.

Com relagdo a auséncia de proteinas residuais em todas as fragdes de G. acerosa

testadas sugere a eficiéncia da digestdo proteolitica pela papaina no processo de obtengdo dos

polissacarideos sulfatados (RODRIGUES et al., 2010).

3.4 Eletroforese em Gel de Agarose

O procedimento de eletroforese em gel de agarose (figura SA e 5B) mostra que 0s

perfis eletroforéticos apresentaram bandas com padrdo homogéneo de cargas negativas,

sugerindo um consideravel grau de purificagdo, sendo que as maiores densidade de cargas

negativas observada para as fragdes Gall e GalV. . Estes dados reforgam os teores de SL

obtidos na tabela 2.
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose das fragdes PST e Gas da alga marinha vermelha Gelidiella acerosa
coletada na Praia de Flecheiras (A) e Paracuru (B).

Portanto, esses dados também sugerem que, independente da regido de coleta da
alga marinha vermelha G. acerosa, a espécie € capaz de biossintetiza PS com caracteristicas
moleculares semelhantes. Assim, o padrdo homogéneo de cargas negativas dessas moléculas
motiva posteriores estudos de caracterizagdo estrutural (FARIAS ez al., 2000; PEREIRA et
al., 2005; RODRIGUES et al., 2009b).

Contudo, as caracteristicas desses compostos também podem variar dentro de uma
mesma espécie. Rodrigues ef al. (2009b) observaram que, no decorrer das extragdes
consecutivas de PST da rodoficea H. pseudofloresia, foi possivel o isolamento desses
compostos com menor grau de resolucéo. A realizagdo de duas novas extragdes de PST dessa
espécie, a partir do mesmo residuo algal, propiciou a obtengdo de moléculas com maior grau
de purificacdio e rendimento de PST (47,14%). A investigacdo desta hipdtese, também
utilizando a espécie G. acerosa, podera contribuir com a obtengdo de outros PS para
caracterizacdo taxonOmica de algas pertencente ao mesmo género (RODRIGUES et al.,

2010).
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3.5 Ensaios Anticoagulantes

Os ensaios anticoagulantes, realizados segundo o teste do TTPA, revelaram que as
fragBes Gas, mesmo a uma concentragdo elevada de polissacarideo (1,00 mg.mL™"), ndo foram
capazes de modificar o tempo normal de coagulagdo (Tabela 3.), exceto pela F IV que teve
um leve aumento no tempo de coagulagdo na dose de 1,0 mg.kg™. Desta forma, sugere-se que
esses polissacarideos ndo promoveram a inibigdo da via intrinseca e/ou comum da cascata de
coagulag¢do sanguinea como o observado ém outros trabalhos (RODRIGUES et al., 2009b;
RODRIGUES et al., 2010).

Tabela 3 - Atividade anticoagulante das fragdes polissacaridicas obtidas por cromatografia em DEAE-celulose
da alga G. acerosa.

Teste do TTPA*

Loecalidade Fragao _ *%0,01 ** ()10 **% (.50 T x% 100
mg.mL” mg.mL* mg.mL? mg.mL?
FI 35,440,7 38,2+1,1 38.4+15 ’ 40,0+0,9

FII 35,2+0,8 35,6+0,5 37,6+0,7 ~  50,0+1,1
FLECHEIRAS FII 37,7+1,3 40,0+0,9 48,2+1.6 51,6+2,6
FIV 37,4+0,6 43,6+0,1 42.4+1,8 ' 40,6+1,1
FV 34,6+0,4 37,1+1,3 45,14+0,4 44,3+1,0

FI 35,4+0,7 38,2+1,1 51,2+0,2 - 42,0+1,1

FII 35,240,8 35,6+0,5 47,0+0,2 48,2412

PARACURU F IO 3TI+L2 40,0+0,9 48,2+0,6 52,7+14
FI1v 37,4+0,6 43,6+0,1 46,2+1,2 71,2+1,8

FV 34,6+0,4 37,1+1,3 452+1.8 54,9+1.4

* TTPA em segundos; ** Concentragio de PS; plasma: 46,0+1,2 s.

Normalmente acredita-se que para um PS poder exercer uma agdo antitrombotica
i1 vivo € necessario possuir uma atividade anticoagulante i vitro, sendo o teste do TTPA uma
ferramenta importante de avaliagdo, pois indica com precisdo o potencial anticoagulante do
composto isolado (MOURAOQ; PEREIRA, 1999).

Por outro lado, ja existem relatos na literatura que a agdo desses compostos no
sistema de coagulagdo sanguinea ndo ocorre meramente como uma fun¢do de densidade de
cargas. A posig¢do de sulfatacdo, a composigﬁo monossacaridica e tipo de Iigagﬁo‘ glicosidica
devem ser considerados como pré-requisitos importantes nos estudos dessas macromoléculas
(FARIAS et al., 2000; MOURAOQ, 2004).

Recentemente, Rocha e Leite (2008), identificaram trés tipos de fucanas (A, B e

C) presentes na alga marinha parda Spatoglossum shroderi, também destituidas de atividade
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anticoagulante in vitro, onde curiosamente a fucana A, quando administrada em ratos,
impediu a formagdo de trombos nos animais de forma tempo-dependente. Quando os
pesquisadores investigaram seu efeito antitrombético, observaram que o PS se liga a matriz
extracelular das células endoteliais, desencadeando uma via de sinalizagdo que culmina com a
sintese de heparan sulfato iz vivo.

Diante dos resultados obtidos, ou seja, maiores rendimentos de teores de sulfato e
maior densidade de carga negativa no procedimento de eletroforese ¢ discreto aumento de
atividade anticoagulante para a fragdo GalV.de G. acerosa, esta fragdo foi a escolhida para
dar continuidade ao estudo deste trabalho, representado pelo ensaio de atividade

antitrombotica.

3.6 Atividade Antitrombética in vive

A atividade antitromboética in vivo em ratos utilizando a tromboplastina como
estimulo trombogénico. Utilizando a Fragdo GAIV das duas localidades, causaram efeitos na
redugdo da formagdo de trombos nos animais (Figura 6). A maior porcentagem de inibigdo de
trombos foi obtida no grupo de ratos que receberam 1,00 mg.kg™ de massa corporea (83,4% e
94,4%) quando comparados ao grupo salina (NaCl 0,15 M). As atividades também se
expressaram de maneira significante e dose-dependente (Figuras 6A e B), porém o efeito do
Ga IV sobre o trombo foi revertido nas doses de 2,0 e 3,0 mg kg 1 (Figura 6B), ocorrendo um
aumento do peso do trombo se aproximando do grupo controle. Os resultados, sugerem um
possivel efeito pro-trombético (Figura 6B).

O PS da alga P. capillacea nao apresentou atividade anticoagulante in vifro no
-ensaio de TTPA, porem apresentou atividade antitromboética /n vivo no modelo de trombose
venosa em ratos (QUINDERE, 2008). Diferentemente, a alga S. schoederi apresentou efeito
antitrombdtico da galactofucana sulfatada somente apds um periodo de 4 h apos a sua
administra¢do, enquanto o PS da P. capillacea apresentou atividade apos 25 min. Da mesma
forma, as fragdes F IV obtidas da G. acerosa de ambas as regides ndo apresentaram atividade

anticoagulante e apresentaram atividade antitrombotica 25 min. apds sua administragéo.
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Figura 6 - Efeito da fracdo GalV isolada da alga marinha vermelha G. acerosa coletada nas Praias de Flecheiras
(A) e Paracuru (B) usando um modelo de estase de trombose na veia cava de ratos. Diferentes doses da fragdo
dos dois locais foram administradas intravenosamente € comparadas ao grupo controle. A média do peso do
trombo foi obtida através da média dos pesos de cada dose. A inibi¢do foi apresentada em porcentagem, quando
na prescnga ¢ auséncia da GalV. Os valores dos trombos (média £ D.P.M.) cstd cexpressa cm fungdo da

concentragdo de polissacarideo em mg.kg .

Estudos relatam sobre a ocorréncia de PS isolados de algumas espécies de algas
marinhas com atividade anticoagulante in vifro e antitrombotica in vivo em ratos. Farias ef al.
(2000) e Pereira et al. (2005) observaram uma acentuada atividade anticoagulante da D-

galactana sulfatada extraida da alga mai‘inha vermelha B. occidentalis. A atividade foi
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mediada pela inibigio da trombina via antitrombina e cofator II da heparina (reguladores
plasmaticos da coagulagdo sanguinea) pela presenga de dois ésteres de sulfatorem um unico
residuo de galactose. Quando esse polissacarideo foi utilizado em um modelo de trombose
venosa em ratos, observou-se também “que 0 composto exerce uma potente atividade
antitrombotica in vivo 20 vezes superior a dose anticoagulante (FARIAS; NAZARETH;
MOURAO, 2001).

Fonseca ¢t al. (2008), em continuidade aos estudos de Farias ef al. (2000; 2001),
reportaram um estudo comparativo entre duas galactanas sulfatadas isoladas das rodoficeas B.
occidentalis ¢ G. crinale envolvendo relagSes entre suas diferencas nas proporgdes e/ou
distribuigdo dos radicais sulfato na estrutura quimica e seus mecanismos distintos de interagdo
com proteases, inibidores e ativadores do sistema de coagulagdo. A finalidade do estudo foi
elucidar as relagSes dos PS nas atividades anti- e pro-coagulantes, além das agGes anti- e pro-
tromboticas desses compostos. Especialmente a galactana isolada de G. crinale, que apresenta
efeitos pro-coagulantes em baixas doses, os autores levaram a hipétese como uma ferramenta
molecular promissora para pacientes acometidos por hemofilia e/ou outras doengas com

deficiéncias de fatores de coagulagao.

Quinderé (2008), avaliou a atividade antitrombética de duas galactanas sulfatadas,
presentes nas algas vermelhas Acanthophora muscoides e Pterocladiella capillacea, que
apresentaram inibigdo da trombose (81,52% e 65,65%) respectivamente para as algas citadas,

nas doses de 0,5 mg.kg™.

Avaliando o PS da alga B. occidentalis, Melo e Mourdo (2008b) relataram que
seus efeitos antitrombdticos sdo decorrentes da sua potente atividade inibitoria da trombina
pela antitrombina e do fator Xa. Com relagdo ao efeito pro-trombotico, os autores sugeriram
que o mecanismo de agdo do PS é mediado pela ativagdo do fator XII, abolindo assim
completamente sua agdo antitrombotica. Para dissociar esses efeitos opostos do composto, a
pesquisa se estendeu para diferentes preparagdes de derivados de PS tendo sido observado que
o efeito antitrombotico, quando em altas doses, € abolido.

Portanto, nessa linha de raciocinio, é possivel sugerir estudos posteriores
utilizando o PS da alga G. acerosa, com diferentes preparagdes de pesos moleculares, em
modelos de trombose venosa em ratos, embora se sabendo da natural propriedade gelificante
das agaranas (KAMALESH-PRASAD et al. 2007), o que pode induzir, naturalmente, uma
acdo pro-trombotica, devido & viscosidade apresentada em concentragdes mais elevadas deste

composto.
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Portanto, o estudo dessas moléculas isoladas de diferentes espécies produtoras de
ficocoloide, como para a alga em questdo (G. acerosa), poderia gerar perspectivas quanto a
utilizagdo de novos antitrombéticos ideais para o homem. Para uma melhor compreensdo dos
seus efeitos biologicos na agdo antitrombotica, seria necessaria a elucidagdo dos mecanismos
de agdo envolvidos na coagulagdo e a caracterizagdo estrutural desse polissacarideo. Neste

sentido, pesquisas ja estdo sendo conduzidas pelo nosso grupo.
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4., CONCLUSOES

A alga marinha vermelha G. acerosa, coletada em dois bancos naturais de algas
do Estado do Cearé (Flecheiras e Paracuru), apresentou atividade antitrombética, quando a
fragdo F IV foi avaliada em um modelo de trombose venosa em ratos utilizando diferentes
concentragdes. Acredita-se que atraveés dos mecanismos de acdo envolvidos na coagulagio e a
caracterizagdo estrutural desse polissacarideo sera possivel esclarecer tal fato.

Nenhuma das fragdes apresentou atividade anticoagulante in vitro, quando
mensuradas pelo teste de TTPA.

A alga biossintetiza baixas concentragdes de polissacarideos sulfatados, quando
obtidos por digestdo proteolitica. |

O procedimento de cromatograﬁa de troca ionica (DEAE-celulose) foi eficiente
na separagdo de diferentes fragBes polissacaridicas da espécie, revelando, por eletroforese,
semelhantes caracteristicas com relagdo a densidade de cargas negativas das moléculas
isoladas. A composi¢do quimica das fragdes polissacaridicas foi, no geral, diferente entre as
fragdes obtidas, evidenciados por eletroforese. Parece que o ambiente de origem das algas néo

exerce um papel importante na biossintese das caracteristicas quimicas moleculares.
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