Rodrigues, J.A.G. et al. Rev. Bras. Eng. Pesca 5(1): 56-69, 2010 Artigo

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTICOAGULANTE DE POLISSACAR IDEOS
SULFATADOS DE MACROALGAS MARINHAS*

José Ariévilo Gurgel RODRIGUES™, Edfranck de Sousa Oliveira VANDERLERNna Luiza
Gomes QUINDERE, Chistiane Oliveira COURA Norma Maria Barros BENEVIDES

! Rede Nordeste de Biotecnologia, Universidade EsfathiCeara - UECE
? Departamento de Bioquimica e Biologia Moleculamjudrsidade Federal do Ceara - UFC

**e-mails: arieviloengpesca@yahoo.com.br, nmbb@uufc.
Recebido em: 1 de maio de 2009

Resumo - A biodiversidade marinha brasileira favorece acdbsrta de novos polissacarideos
sulfatados (PS) com atividade anticoagulante enstiuigdo a heparina (HEP) na clinica médica.
Neste trabalho objetivou-se fracionar e avaliartisidade anticoagulante de PS isolados de seis
espécies de macroalgas marinhas (Chlorophyta edphgth) nativas do litoral do Estado do Ceara.
Inicialmente, as algas foram digeridas com papbhfota em tampé&o acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0)
contendo cisteina 5 mM e EDTA 5 mM para obtencd@RI® totais (PST), seguido por cromatografia
de troca idnica em coluna de DEAE-celulose utildanum gradiente de NaCl. A atividade
anticoagulante foi avaliada através do tempo delioplastina parcial ativada (TTPA) usando plasma
humano normal e HEP padréo (193 Ul'thgVerificou-se que o rendimento e o perfil crongaédico
foram diferentes entre as espécies estudadas, asmddoficeas fontes ricas em PST. O teste do TTPA
revelou fracbes de PS com atividade anticoagulanteente nas espéci€aulerpa racemosae
Solieria filiformis cujas atividades foram de apenas 17,09 e 2,3hd}| respectivamente, enquanto
PS isolados deGracilaria birdiae, G. cornea Pterocladiella capillaceae Ulva fasciata ndo
modificaram o TTPA normal. Portanto, a maioria daacroalgas marinhas utilizadas possuem PS
incapazes de agir na via intrinseca e/ou comunistknta de coagulacdo sanguinea.

Palavras-chave: algas marinhas, macromoléculastadifs, coagulacdo sanguinea, teste do TTPA.

POTENTIAL ANTICOAGULANT EVALUATION OF SULFATED POLY SACCHARIDES FROM MARINE
MACROALGAE

Abstract - The Brazilian marine diversity stimulus to discovef new sulfated polysaccharides (SP)
with anticoagulant activity to substitution to hapa(HEP) in clinical medic. It was objected to
fractionation and evaluates the anticoagulant #gtof SP isolated from six native marine macroalga
species (Chlorophyta and Rhodophyta) from the cof§teara State, Brazil. Initially, the algae were
submitted to digestions with crude papain in 0..=sddlium acetate buffer (pH 5.0) containing 5 mM
cysteine and 5 mM EDTA to obtaining the total SBFJ, followed by ion exchange chromatography
on DEAE-cellulose column using a NaCl gradient. Hmicoagulant activity was evaluated by the
activated partial thromboplastine time (APTT) usimaymal human plasma and standard HEP (193 1U
mg?). It was found that the yield and chromatograghiafile were different among the species, being
rich sources of TSP in Rhodophyceas. The APTTdlestved SP fractions with anticoagulant activity
only in Caulerpa racemosand Solieria filiformis species, whose activities were 17.09 and 2.31
IU mg", respectively, whereas SP isolated fraBmacilaria birdiae, G. cornea Pterocladiella
capillaceaand Ulva fasciatano modified the normal APTT. In general, SP isadlatfrom studied
marine macroalgae no act on the intrinsic and/trvpays of the blood coagulation system.

Key-words: marine algae, sulfated macromoleculesmdcoagulation, APTT test.

*Pesquisa desenvolvida com apoio financeiro da RERI@/CNPg/FUNCAP/CAPES/MCT/MS.
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INTRODUGAO

Produtos do metabolismo primario (acidos nucléipmdissacarideos e proteinas) e secundario
(alcaldides, terpendides etc) oriundos de bactétiagos, algas, invertebrados e vertebrados masinh
tém sido reportados diversas atividades biologieasteresse farmacologico. O isolamento de muitos
desses compostos também tém sido relacionados cpaaaterizacdo taxondmica de grupos, por
exemplo, envolvendo filogenia e biogeografia deasldevando a implicacdes evolucionarias das
interacdes bioldgicas nos sistemas marinhos, tendwista as limitacfes existentes em cada grupo
taxondmico. A elucidacéo estrutural dos produtasirags marinhos gera perspectivas quanto a uma
melhor compreensdo dos mecanismos biossintétidetemtes entre 0s seres vivos, relacionando o
papel ecoldgico e evolutivo desses metabdlitos cdemmamentas importantes de forma inferir
implicagdes como marcadores taxonémicos, filogeagteé biogeograficos (Teixeira, 2002).

Os polissacarideos sulfatados (PS) de algas marg@twapolimeros complexos e heterogéneos de
origem ndo mamaria encontrados em grandes concéesraesses organismos (Percival & McDowell,
1967, Rodrigue®t al, 2009a), os quais estdo naturalmente alocadwosatidz extracelular (Painter,
1983). Esses acucares sulfatados sugerem estdwidngonas fungdes idnica, mecanica e osmotica,
favorecendo a sobrevivéncia das algas no ambieai@imo (Kloareg & Quatrano, 1998), podendo sua
biossintese ser afetada por fatores ambientaisaépm ano, profundidade e a localidade, onde esses
organismos sdo encontrados (Percival & McDowell6719Bird, 1988). Varios aspectos sobre a
estrutura e metabolismo dos polissacarideos de ahgainhas sdo descritos em revisfes especificas
(Percival, McDowell, 1967, Painter, 1983, Cangp@l, 2009).

Os PS nado estdo presentes apenas nas macroalgabBagiamas também em microalgas
(Hayashi, Hayashi & Kojima, 1996), invertebradoso(iWeo & Pereira, 1999) e gramineas marinhas,
como relatado por Aquinet al (2005). Nas algas marinhas, os PS podem esfarma de galactanas
sulfatas nas algas vermelhas (Rhodophyta), de &saaas algas pardas ou marrons (Phaeophyta) e, nas
verdes, 0s mais encontrados sdo as arabino-gaac(@mlorophyta) (Percival & McDowell, 1967),
enquanto nos vertebrados ocorrem na forma de ghoosglicanos (Kjellén & Lindahl, 1991).

Nas algas marinhas, a presenca de radicais sufatoas posi¢cdes na estrutura quimica tem sido
pré-requisitos dessas macromoléculas exibirem itapt@s atividades biolégicas de interesse em
Biomedicina (Nishiro, Aizu & Nagumo, 1991, Fariesal, 2000, Van de Velde, Pereira & Rollema,
2004, Amorim, 2005), incluindo, principalmente, swgdes anticoagulante e antitromboética (Faatas
al., 2000, Fariaet al, 2001, Fonsecat al, 2008, Rodrigue®t al, 2009a). Por exemplo, um PS

isolado com atividade anticoagulante, Matsuleral (2001) relataram de algas marinhas verdes do
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géneroCodiumcom mecanismo de acao diferente daquele repoptm@doa HEP. Galactanas sulfatadas
isoladas das algas marinhas vermelBasryocladia occidentalise Gelidium crinale apresentaram
potentes atividades anticoagulantes (Faefasal, 2000, Pereiraet al, 2005). Polissacarideos
anticoagulantes também foram descritos por PusHpamnal (2008) e Zhangt al (2008) para as
espécietomentaria catenatéRhodophyta) &onostroma latissimurfChlorophyta), respectivamente.
Recentemente, Fonseetal (2008) mostraram efeitos os bioldgicos distirdesPS dependentes de
suas variacOes estruturais, resultando em intesggdrticulares entre proteases e inibidores daatasc
de coagulacdo. Tais variacdes estruturais produzagbes anti- e proé-coagulante, bem como anti- e
pro-trombdética. Esses estudos foram realizadosao®S isoladas das rodofic&asoccidentalise G.
crinale, utilizando modelos experimentais de tromboseaosr

Outras atividades biolégicas dos PS, no entantmdedcritas na literatura. Por exemplo, um
heteropolisacarideo altamente sulfatado (conhectoo “ulvan”) extraido da alga marinha verde
Ulva pertusaexibiu uma potente acdo antioxidamevitro (Qi et al, 2005). Talariccet al (2005)
reportaram que os PS obtidos das algas marinhaselrersGymnogongrus griffithsiae Cryptonemia
crenulata mostraram propriedades antivirais contra quatrotipes do virus da dengue em tipos
deferentes de células. Efeitos biolégicos difere(@aticoagulante, antinociceptivo e pro-inflamiafor
foram relatados por Assrewst al (2008) de um PS isolado da alga marinha verm€hampia
feldmannii Alguns relatos também tém sido descritos sol@mprego de PS na prevencéo do estresse
e/ou no controle de infecgcbes em bioensaios utidi@aorganismos aquaticos, quando administrados
por diferentes vias (Rodriguest al, 2009b), despertando assim um grande interessevagias
aplicacdes biotecnoldgicas.

Tendo em vista o aumento do nimero de doencasovastiulares no mundo e aos riscos
associados da heparinoterapia (Thomas, 1997), asstqde objetivem a identificacdo de novos
compostos anticoagulantes sdo importantes. De faro@ntribuir com a descoberta de novos agentes
anticoagulantes, diferentes espécies de algas maarimativas do litoral cearense foram investigadas
pelo emprego de técnicas de bioquimica comparatioatribuindo também para a caracterizacao

desses compostos isolados de algas oriundas dendés filos.

MATERIAL E METODOS

COLETA DAS ALGAS E EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS SUBTADOS TOTAIS (PST)
Exemplares de seis espécies de macroalgas marfoha® coletados de bancos naturais

cearenses das praias de Flecheiras e Pacheco, aepdequisa desenvolvida no laboratério de
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Carboidratos e Lectinas (CARBOLEC) do Departametiéo Bioquimica e Biologia Molecular,
Universidade Federal do Ceara. Em laboratorioJgesdoram limpas para a retirada de epifitas e/ou
organismos incrustantes, lavadas com agua deséladamazenadas em frascos fechados para posterior
extracdo dos PST.

A extracdo dos PST foi realizada segundo Faetaal (2000), com algumas modificacoes.
Inicialmente, a alga desidratada em temperaturaesmeb(25 °C) e macerada com fyuido (5 g) foi
hidratada em 250 mL de tampao acetato de sodidVQAcNa) (pH 5,0) (Vetec Quimica) contendo
EDTA 5 mM (QEEL) e cisteina 5 mM (Sigma Chemic#@ljn seguida, foram adicionados 17 mL de
uma solucdo de papaina bruta (30 mginpara extracdo dos PST em banho-maria (MARCONI,
modelo MA 159) durante 6 horas a 60 °C. Apds ess®oqo, o material foi filtrado, centrifugado
(2295 xg, 30 min, 15 °C) e, ao sobrenadante, adicionadosll&de cloreto cetilpiridinio (CCP)
(Sigma Chemical) a 10% para precipitagdo dos aaasdeos presentes na mistura por 24 horas a 25
°C. Logo apo0s a precipitacdo, o extrato foi novameentrifugado, lavado (200 mL, CCP 0,05%),
dissolvido em 174 mL de NaCl 2 M: etanol comer{l#l0:15, v/v) e novamente precipitado através da
adicdo de 200 mL de etanol comercial (Santa C2#&h( 4 °C). Logo ap0s a segunda precipitacdo, o
material foi lavado duas vezes com 200 mL de etanolercial a 80% e uma terceira com etanol

comercial (200 mL), quando finalmente foi dialisadiofilizado para a obtencéo dos PST.

CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM COLUNA DE DEAE-CELUOSE

O extrato total (15 mg) foi submetido a uma crorgedba de troca i6nica em coluna de DEAE-
celulose (12 x 1,5 cm) (Sigma Chemical) percoladen@ tampédo AcNa 0,05 M até a completa
remocao dos polissacarideos nao retidos, seguidadonamento dos PS por eluicio com o mesmo
tamp&o de equilibrio contendo concentra¢des difesetie NaCl (0,50, 0,75, 1,00, 1,25, 1,50 M). As
fracbes obtidas foram monitoradas atravées da @dg@de metacroméatica usando o azul 1,9-
dimetilmetileno (ADM) (Sigma-Aldrich) segundo Faaidet al. (1986) em espectrofotdmetro ajustado
a 525 nm (AMERSHAM BIOSCIENCES ULTROSPEC 1100). Emguida, as fragdes metacromaticas

foram dializadas e concentradas por liofilizacéo.

ENSAIOS ANTICOAGULANTES

A avaliagdo da atividade anticoagulant® (itro) foi realizada através do tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), segundo eifipacdes do fabricante. Inicialmente, o sangue
de humano normal citratado (diferentes doadoregefutrifugado (73,75 g, 15 min) para a obtencao

de um plasma pobre em plaquetas. Para a realizhg&deste, 50uL de plasma humano foram
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incubados a 37 °C por 3 min com 1D da solucdo de PS e B0 do reagente TTPA (CLOT, Bios
diagnostica). ApOs a incubacédo, foram adicionadbgl5de cloreto de calcio 25 mM (CLOT, Bios
diagnostica) a mistura para ativar a cascata dgutagfo. Os ensaios foram realizados em duplicata,
sendo o tempo de coagulacdo registrado automatitanggn um coaguldometro (DRAKE, modelo
QUICK-TIMER) e a atividade anticoagulante expressa unidades internacionais por mg de

polissacarideo utilizando a HEP padr&o (193 Ufng

REsuLTADOS E DiscussAo

Uma grande variedade de espécies de algas maénbéasontrada no Estado do Ceara, dentre
verdes (77 espécies), pardas (31 espécies) e Vermeestas Ultimas com grande numero e
preponderancia de espécies (205 espécies), pealfazen total de 313 espécies (FARIAS, 2004). A
diversidade bioldgica favorece a descoberta de sxagentes farmacolégicos, como ja reportado
(Chargaff, Bancroft & Stanley-Brown, 1936, Ledeal, 1998, Fariagt al, 2000, Fariagt al, 2001,
Matsubaraet al, 2001, Ghoslet al, 2004, Amorim, 2005, Qet al, 2005, Athukoraleet al, 2006,
Athukorala et al, 2007, Assreuyet al, 2008, Bezerra-Net@t al, 2008, Fonsecat al, 2008,
Pushpamalet al, 2008, Zhangt al, 2008, Campet al, 2009, Rodriguest al, 2009a).

RENDIMENTO

A tabela 1 representa o rendimento de PST por iesg@emprego da metodologia utilizando a
digestdo enzimatica de proteinas por enzimas pititas (papaina) na extracdo e de CCP na etapa da
precipitacdo, seguida de secagem por liofilizagiultou em rendimentos de PST diferentes entre as
espécies estudadas. A maior quantidade de PSTbfoiaonas rodoficeass( birdiag, enquanto as
cloroficeas resultaram em, no maximo, em apen&84(C. racemosp O rendimento de PST da alga
marinha vermelh&. multifidando foi mensurado devido a escassez de materakptudo.

Como é possivel constatar, o rendimento de PST padar entre diferentes espécies. A
utilizacdo da papaina na extracdo de PST da algalmmarermelha&hampia feldmanniiAssreuy et al.
(2008) obtiveram um rendimento de 36,20%, enquamt@ quantidade superior da espékie
pseudofloresid40,17%) foi obtida por Rodrigues al (2009a), apds secos em estufa (60 °C, 24 h), e
gquando comparados a este trabalho (Tabela 1). 8ed@ererra-Netet al (2008), baixas quantidades
de PST foram obtidas da alga marinha ve@lesertularoides quando diferentes solventes foram
utilizados na precipitacdo dos PST extraidos copaip@a. Neste trabalho, o rendimento das espécies
vermelhas (Tabela 1) foram superiores, por exengdoueles obtidos dB. occidentalis(4,00%)
(Fariaset al, 2000) eGelidium crinale (2,60%) (Pereireet al, 2005), denotando o potencial das
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rodoficeas utilizadas como boas fontes de PST.aldesha, a realizacdo de extracbes seqlenciais, de
forma a tornar 6timo o rendimento desses compostogere estudos posteriores para diferentes
aplicagcbes em Biotecnologia (Assreet/al, 2008, Bezerra-Netet al, 2008, Campeet al, 2009,
Rodrigueset al, 2009a, Rodriguest al, 2009b).

Tabela 1.Rendimento (%) dos PST extraidos das algas mariciatadas no litoral cearense

Espécies Regido de coleta %
Cloroficeas
Caulerpa racemoséorsskal) J. Agardh Praia do Pacheco 4,00
Ulva fasciataDelile Praia do Pacheco 2,97
Rodoficeas
Amansia multifidal. V. Lamouroux Praia do Pacheco NM
Gracilaria birdiae Palastino & Oliveira Praia de Flecheiras 24,90
Gracilaria corneal. Agardh Praia de Flecheiras 18,08
Pterocladiella capillacedS.G. Gmelin) Santelices & Hommersand Praia do®xh 17,89
Solieria filiformis (Kutzing) P.W. Gabrielson Praia do Pacheco 16,45

NM: ndo mensurado.

FRACIONAMENTO DOS PST EM COLUNA DE TROCA IONICA (DEB-CELULOSE)

O fracionamento dos PST indicou, no geral, perfisnatograficos diferentes entre as espécies
utilizadas (Figura 1). A separacdo de duas difeeeritacoes de PS (F | e F ll), eluidas nas
concentragcbes de 0,50 e 0,75 M de NaCl, respectintan com F | apresentando a maior
metacromasia, foram caracteristicas das espécibsdiae P. capillaceae S. filiformis(Figuras 1C, E
e F), enquanto trés diferentes fracdes metacroasatizam obtidas para as clorofic€asacemosa
U. fasciata(Figuras 1A e B), e a rodofic& cornea(Figuras 1D).

Desta forma, a avaliacdo dos perfis cromatograficesultou em diferencas quanto em
intensidade e namero de fracdes metacromaticadashdintre as espécies, o que denota a eficiéncia da
coluna de DEAE-celulose na separacéo desses caymgp®sirtanto, a ocorréncia desses polimeros, em
fracOes de PS, varia de espécie para espécie. @gone procedimentos cromatograficos utilizando a
matriz trocadora aniénica DEAE-celulose também satu eficiente na separacdo de fragbes de PS em
varias espécies de algas marinhas (Percival & Mcallpd967, Pereirat al, 2005, Athukoralat al,
2006, Assreuyet al, 2008, Bezerra-Net@t al, 2008, Rodriguest al, 2009a). Em adicéo, as
caracteristicas dessas moléculas, quando tambéda®lgor extracdes sequienciais de PST, podem

variar dentro de uma mesma espécie (Rodrigtiak, 2009a).
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Figura 1. Cromatogramas em DEAE-celulose dos PST isolados aliges marinhasCaulerpa
racemosgA), Ulva fasciata(B), Gracilaria birdiae (C), G. cornea(D), Pterocladiella capillacedE) e
Solieria filiformis (F). A coluna foi equilibrada e lavada com tamp&iNa 0,05 M. Os PS adsorvidos
no gel foram eluidos com o tampéo de AcNa 0,05 Mawdo NaCl em diferentes concentracées (0,50,
0,75 e 1,00 M). Os PS foram monitorados com azuktimetileno a 525 nmm(_] ®) metacromasia
(PS), @[] m) concentracédo de NaCl (M).

A eficiéncia na separacao por gradiente salino (N&@> PS isolados das algas e adsorvidos no
gel de DEAE-celulose (Figura 1) se traduz em vasriag tendo em vista a complexidade e
heterogeneidade desses compostos entre as difeespécies de algas existentes. Tais dificuldades
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decorem do fato das galactanas sulfatadas (rodsjicerem formadas por polimeros de acUcares
constituidos de unidades alternadas p§&—4) p-galactopiranose ei(1—3) galactopiranose. A
complexidade também se justifica pela presencafdieedtes proporcdes dep- ou L-galactopiranose,

de grupamentos sulfatos nas posic¢oes 2,4 ou Gedmuos de-galactopiranose ou nas posicoes 2 e/ou
6 dos residuos degalactopiranose e da formacdo de uma ligacaor8iBemalactose, decorrente da
eliminacdo do sulfato da posicao 6 dos residuas-glactopiranose. As fucanas (feoficeas), por sua
vez, é um outro PS abundante em algas, constifuridoipalmente dex-L-fucopiranose, unidas por
ligagBes glicosidicas tipo—22 e com sulfato na posicdo 4. Outros agucares z&nfgresentes em
algas (galactose, xilose, raminose, manose e do&ronico) também descritos em revisdes
especificas, contribuindo assim em dificuldades me8idos de caracterizacdo estrutural desses
compostos (Percival & McDowell, 1967, Painter, 1983

ATIVIDADE ANTICOAGULANTE

O teste do TTPA néo detectou a ocorréncia da aftiddanticoagulante na maioria das espécies
utilizadas (Tabela 2). Somente as fracdes polisghcas, obtidas por DEAE-celulose, das espéCies
racermosa(Cholrophyta) €S. filiformis (Rhodophyta) foram capazes de alterar o TTPA norNa
entanto, as atividades registradas foram, respectute, da ordem de apenas 17,09 (F II) e 2,31 (F I
Ul mg* paraC. racermosae S. filiformis sugerindo, portanto, que essas fracdes de PSopesam
naturalmente a inibicdo da via intrinseca e/ou gorda cascata de coagulacdo sanguinea (Athukorala
et al, 2006, Zhanget al, 2008, Rodrigueset al, 2009a). Por outro lado, seus potenciais
anticoagulantes foram inferiores a HEP nao-fraclan&93 Ul mg). U. fasciata G. birdiag G.
corneae P. capillaceapossuem PS destituidos de atividade anticoagulanteo.

A atividade anticoagulante € uma das propriedad@edicas mais estudadas de PS e muitos
desses compostos tém sido isolados e caracterizid@gas marinhas (Matsubara, 2004), porém
pouco ainda se sabe sobre suas acdes nos difesEtéasas biologicos. A xilofucoglucurona sulfatada
isolada por cromatografia de troca ibnica em coldeaDEAE-celulose da alga marinha parda
Spatoglossum schroedeobtida por digestdo enzimética com a proteasalimdc maxatase de uma
bactéria do génerBsporobacillus apresentou fracbes de PS com baixo potencialcagillante (6 e
22,80 Ul m@) e sem efeito hemorragico comparada a HEP (letital, 1998). Umap-galactana
sulfatada extraida por digestdo enzimatica (papadlaa alga marinha vermelhB. occidentalis
apresentou uma potente atividade anticoagulant® (15mg?), segundo Fariagt al (2000).
Avaliando o potencial anticoagulante dos polisddeass extraidos em meio aquoso (25 °C) sob

agitacdo, seguido por uma combinacdo de separagaookinas cromatograficas de troca idnica
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(DEAE-toyopearl) e exclusao molecular (G4000PWxLgehde TSK), respectivamente, Matsubatra
al. (2001) reportaram um efeito anticoagulante dadefdo da alga marinha ver@e cylindricum

semelhante a HEP (TTPA), embora com mecanismoateatticoagulante diferente.

Tabela 2. Atividade anticoagulante das fragBes polissacasdimbtidas por cromatografia de troca
ibnica (DEAE-celulose) de macroalgas marinhas adbe no litoral do Estado do Ceara, Brasil

Espécies Regido de coleta Fracao Ul my
Cloroficeas
Caulerpa racemosé-orsskal) J. Agardh Praia do Pacheco Fll 17,09
Ulva fasciataDelile Praia do Pacheco - -
Rodoficeas
Gracilaria birdiae Palastino & Oliveira Praia de Flecheiras - -
G. corneal. Agardh Praia de Flecheiras - -

Pterocladiella capillacegS.G. Gmelin) Santelices Praia do Pacheco - -
& Hommersand

Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson Praia do Pacheco Fl 2,31

HEP - Nao- 193,00
fracionada

* Atividade expressa em unidades intemraais por mg (Ul md) de polissacarideo utilizando a HEP padréo, -
Sem atividade.

A extracdo dos PST, quando obtidos por extracdosagua clorofice@. racemosaesultou em
PS capazes de modificar o TTPA normal e tambémreaxribatividade antiviral (Ghosét al, 2004).
Uma galactana sulfatada extraida da rodof8earinale também obtida segundo o método descrito
por Fariaset al (2000) e brevemente modificado neste trabalhesanmtou atividade anticoagulante
(65 Ul mg") mediante uma combinacao de procedimentos cromédiwas (Pereir&t al, 2005).

Avaliando o potencial anticoagulante de sete espéde feoficeasEg€klonia cava Ishige
okamurge Sargassum fulvellumS. hornerj S. coreahumsS. thunbergiie Scytosipon lomentarja
Athukoralaet al (2006) reportaram um efeito semelhante do paé@s$deo deE. cavacomparado a
HEP, quando digerido com carboidrases e purificado cromatografia de troca ionica (DEAE-
celulose) seguido por gel filtracdo (Sepharose 4#B)issacarideos anticoagulantes de vinte e duas
espécies de algas marinhas foram obtidos por Athigket al. (2007), a partir da extracdo aquosa e
seguida por purificagdo parcial com etanol absol@Qieando as espécies previamente selecior@das
fragile (cloroficea) eS. horneri (feoficea) foram submetidas a extracbes hidraltiatilizando
diferentes enzimas sob condi¢cfes ideais de pH pet@&tura, seguido do fracionamento dos PS por

membranas de micro-filtragdo, os TTPAs sdo considdmente prolongados em fragmentos maiores
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(> 30 kDa). Mais recentemente, Pushparealal (2008) isolaram uma galactana sulfatada da alga
vermelhaLomentaria catenataxtraida por fermentacdo com atividade anticoagelsmperior a HEP.
Rodrigueset al (2009a) relataram a ocorréncia da atividade aagiclantein vitro em diferentes
fracOes polissacaridicas, quando obtidas por DEA&ase, oriundas de trés diferentes digestdes com
papaina da alga marinha vermethgseudofloresia

Desta forma, PS de algas marinhas com atividadeoagulante podem ser obtidos mediante a
utilizacdo de varias estratégias de extracdo eagiua Isso podera resultar em variacao no rendamen
e a atividade bioldgica desses compostos (Per&ivdtDowell, 1967, Amorim, 2005, Bezerra-Netd
al., 2008, Pushpamakt al, 2008, Rodriguest al, 2009a). Além disso, estudos relacionados a
variacdo sazonal de PS presentes na parede ce@gaes organismos, ja que sua biossintese pode
variar entre diferentes épocas do ano (Craggial, 1984, Christiaeret al, 1987, Bird, 1988), sédo
indicados (Rodriguest al, 2009a). As condi¢des climaticas podem vir augriciar o rendimento e as
propriedades fisico-quimicas desses compostos,(B®88), podendo comprometer suas diversas
aplicacfes na industria (Camebal., 2009).

Em suma, pouco ainda se sabe sobre os PS de alyashas, principalmente daqueles
encontrados nas Chlorophytas. A selecdo de disesgpécies algais, com a finalidade de identificar
novas macromoléculas biologicamente ativas, € fued#l para os estudos utilizando modelos de
experimentacdo animal, ferramentas importantes eserivolvimento de novas drogas (Mourdo &
Pereira, 1999, Farias, Nazareth & Mourdo, 2001 s€oaet al, 2008, Assreuyet al, 2008). Neste
sentido, a continuidade com essas investigacOparta deste “screening”, também vem a desperta,
por nosso grupo de pesquisa, futuros estudos comePggas. Essas pesquisas ainda poderéo gerar
novas fronteiras para o conhecimento sobre o Eyodlitivo e ecoldgico desses compostos envolvidos
no metabolismo primario desses organismos (Teix@@®2). Ademais, devido ao elevado valor
comercial dos ficocoloides de algas (a4gar, carrages e alginato) no mercado internacional, estudos
gue objetivem a utilizar esses organismos marirdmsmaricultura poderdo gerar oportunidades de

negocio e renda as comunidades litoraneas.

ConNcLusAo

Polissacarideos sulfatados isolados mediante @megroteolitica (papaina), seguido de
cromatografia em coluna de troca ibnica (DEAE-@sa) de macroalgas marinhas resultou em fracdes
destituidas de atividade anticoagulairievitro na maioria das espécies utilizadas. No entanto, a

utilizacdo dessas moléculas em modelos de expeigém animal, com intuito de avaliar suas acoes
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nos diferentes sistemas biolégicos, seria indicBdtudos comparativos desses compostos, utilizando
diferentes espécies, também poderiam gerar impksaga diferenciagdo desses organismos.
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