Polissacarideos sulfatados de algas
marinhas com atividade anticoagulante

HUGO A. 0. ROCHA'", EDUARDO H. C. FARIAS®; LUANAC. L. M. BEZERRA’ ; .
IVAN R. L. ALBUQUERQUE"; VALQUIRIA P MEDEIROS ; KARLA C. S. QUEIROZ"; EDDA L. LEITE".

1. Farmacéutico, Prof. Adjunto | do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte -
UFRN.

Graduando do 5° Periodo do Curso de Ciéncias Biologicas daUFRN.

Mestrando em Bioquimica - UFRN

Bitloga, mestre em Bioquimica.

Farmacéutica, docente da disciplina de Farmacologia - UFRN.

Farmacéutica, Prof. Adjunto IV - Departamento de Bioquimica - UFRN.

Autor responsavel - e-mail hugo-alexandre@uol.com.br

ook

INTRODU(}AO et al., 2001). Mesmo quando as doencgas cardiovas-

culares nao sao mortais, essas levam, com grande
As doengas cardiovasculares estao intimamen- | freqUiéncia, a invalidez parcial ou total, com graves

te relacionadas a trombose. Elas tém, nos Estados | repercussdes para o paciente, sua familia e a socie-
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do que a segunda causa de morte, o cancer (Nader Aincidéncia de doencas cardiovasculares vem
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aumentando consideravelmente nos ultimos anos,
nao sb nos paises desenvolvidos, mas principalmen-
te nos do terceiro mundo, pois esta, na maioria dos
casos, relacionada com vaérias caracteristicas do
modo de vida dos habitantes de paises desenvolvi-
dos, como: sedentarismo, héabitos alimentares,
“stress”, dentre outros.

O enorme avanco tecnoldgico no diagndstico,
tratamento e prevencao das doencas cardiovascula-
res tornou disponivel o uso de novas técnicas, tais
como ultra-sonografia, cineangiocoronariografia, re-
vascularizagao miocardica, tomografia computadori-
zada e outras. Novos compostos tém sido também
avaliados, tanto na prevencdao como no tratamento
de patologias cardiovasculares.

No inicio da década de 90, eram conhecidos
apenas trés farmacos anticoagulantes: heparina, as-
pirina e varfarina. Atualmente, ha trés novos compos-
tos aprovados como anticoagulantes pelo FDA e mais
cinco em fase lll de estudos. Entretanto, esses far-
macos, devido aos seus mecanismos de acao, apre-
sentam uso restrito a poucas patologias (Hirsh, 2001)
€, por isso, nao substituem, em muitos casos, 0 mais
antigo anticoagulante em uso: a heparina.

A heparina é um polissacarideo sulfatado (uma
mucilagem) de origem animal, foi o primeiro farmaco
utilizado como anticoagulante e, depois de 60 anos,
ainda continua sendo o anticoagulante mais utiliza-
do devido ao fato de possuir varios sitios de acao.
Ela é principalmente usada na prevengao de trom-
bose venosa profunda em pés-cirurgias e pds-parto,
em pacientes com estado de hipercoagulopatia, ou
sujeito a trombose causada por diferentes etiologias
(Weizt, 1994).

Entretanto, a heparina pode apresentar algu-
mas reagOes adversas indesejaveis. Em alguns paci-
entes, observa-se o aparecimento de trombocitopenia
(Fabris et al., 2000). Outro problema observado foi 0
efeito hemorragico residual da heparina, apresenta-
do mesmo por fragmentos de heparina que nao pos-
suem atividade anticoagulante (Nader et al., 1979).

Além disto, a heparina é obtida, principalmen-
te, de intestino suino ou bovino, o que pode trazer
risco de contaminacéo aos pacientes por particulas
virais ou outros agentes, como prions causadores da
encefalopatia espongiforme (mais conhecida como
mal da vaca louca).

Devido a esses fatores, a busca de compos-
tos que possam agir como anticoagulantes vem se
intensificando. Uma das principais frentes de pesquisa
¢é a identificacdo de polissacarideos sulfatados que
possuam atividade anticoagulante (Mulloy et al.,
2000). Nesse grupo de compostos, ha uma grande
possibilidade de se encontrar moléculas que possam
substituir o polissacarideo heparina. Dentre os polis-
sacarideos, destacam-se os polissacarideos sulfata-
dos de algas marinhas.

As algas marinhas sao organismos filogenéti-

camente distantes dos mamiferos, portanto o risco
por contaminagao por particulas virais € minimo. Elas
podem ser divididas em trés grandes grupos: as al-
gas verdes; marrons e as vermelhas. Elas sdo os
Unicos vegetais conhecidos que apresentam polis-
sacarideos sulfatados em sua composicao.

Nas algas vermelhas, encontram-se as galac-
tanas sulfatadas. A atividade anticoagulante para es-
ses compostos foi inicialmente descrita por Chargaf
e col., 1936, e, atualmente, varios pesquisadores tém
se interessado por galactanas de algas. Das algas
marrons extrai-se as fucanas (homofucanas) e os fu-
coidans (heterofucanas), elas sdo polissacarideos
constituidos principalmente de L-fucose sulfatada,
contudo outros monossacarideos podem ser encon-
trados e atualmente sdo os polissacarideos de ori-
gem vegetal mais bem estudados com relacgao a ati-
vidade anticoagulante (Boisson-Vidal et al., 1995;
During et al., 1997; Haroun-Bouhedja et al., 2000). As
algas verdes apresentam polissacarideos sulfatados
mais heterogéneos que sao ricos em galactose, ma-
nose, xilose, arabinose, glicose e ou acidos uronicos
(Chevolot et al., 2001).

Estudos com polissacarideos sulfatados de
algas tém demonstrado que suas estruturas variam
de espécies para espécies e, as vezes, em diferentes
partes da mesma planta (Dietrich et al., 1995, Alves,
2000, Haroun-Bouhedja et al., 2000). A complexida-
de na estrutura desses compostos é devido as mui-
tas possibilidades de ligacdes entre os monossaca-
rideos e a distribuicdo de grupamentos sulfato.

E, assim, cada polissacarideo pode possuir
conformacéo estrutural Unica e, portanto, apresentar
atividades anticoagulantes diferentes e ou mais po-
tentes de que outros polissacarideos ou outros com-
postos ja descritos. Deste modo, a identificacao de
um novo polissacarideo sulfatado vem sempre acom-
panhada de perspectivas de descobertas de um novo
farmaco a ser utilizado pela industria farmacéutica.

Apesar do potencial farmacolégico dos polis-
sacarideos de algas, da diversidade de espécies de
algas e, consequentemente, da quantidade de polis-
sacarideos sulfatados nelas encontrados, poucos
estudos foram realizados com esses compostos.
Neste trabalho, descreve-se a extragéo, caracteriza-
¢ao quimica e verificagao da atividade anticoagulan-
te dos polissacarideos de duas espécies de algas
marrons encontradas no litoral do Rio Grande do
Norte.

MATERIAL E METODOS

Algas: as espécies de algas utilizadas nesse
estudo foram coletadas na praia de Buzios (RN). A
escolha foi feita, utilizando-se os seguintes critérios:
abundancia da alga, facilidade de obtencéo, e nao
ter sido uma espécie que teve seus polissacarideos
estudados como anticoagulantes. As espécies esco-
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Ihidas foram Spatoglossum schréederi e Dictyota
menstrualis.

Obtencao dos polissacarideos sulfatados:
Apos a coleta, as algas foram secas em estufa aera-
da 45°C, trituradas e submetidas a maceragao com
acetona PA, durante 24 horas, para retirada de con-
taminantes lipidicos e polifendlicos. O material obti-
do apds esse processo, denominado de po6 cetdni-
co, foi submetido a extragao das fragdes polissacari-
dicas como descrito em ROCHA, 2002.

O po cetdnico foi submetido a uma protedlise
por 12h a 60°C (maxatase) para aumentar s solubili-
dade dos polissacarideos sulfatados. Posteriormen-
te, o material foi centrifugado (10000g) e o sobrena-
dante obtido apds a protedlise foi fracionado com o
acréscimo de volumes crescentes de acetona. Inici-
almente, foram adicionados 0,5 volumes de acetona
(Merck) a solugao, que foi mantida a 4°C durante 18h.

O precipitado foi coletado por centrifugacéo a
10.000 x g por 10 min., seco a pressao reduzida. Ao
sobrenadante foi adicionada acetona para uma con-
centracao final de 0.6 volumes que foi mantido a 4°C
durante 18h. Esse procedimento foi repetido usan-
do-se concentragdes crescentes de acetona. Assim,
foram obtidas diferentes fracoes polissacaridicas.

Quantificacao dos polissacarideos e protei-
nas: Para se verificar a quantidade de polissacaride-
os nas fragOes extraidas das algas foi realizado a de-
terminagao de acUcares totais pelo método do fenol/
acido sulfurico (Dubois et al. 1956), empregando-se
como padrao L-fucose, D-galactose ou D-glicose,
sendo as leituras realizadas a 490 nm ou 480nm. O
grau de contaminagao protéica foi determinado com
o reagente Comassie blue R (Spector 1978) e a leitu-
ra realizada a 595nm.

Quantificacao de sulfato: O sulfato total das
fragbes polissacaridicas foi medido apds hidrélise
acida (HCI 8N, 6 horas, 100°C) e quantificado por tur-

bidimetria pelo método da gelatina-bario (Dodgson
& Price,1962). Sulfato de sédio (1,0 mg/ml) foi em-
pregado como padréo.

Atividade anticoagulante: Os ensaios de tem-
po de tromboplastina parcial ativada (APTT) foram
realizados, seguindo o protocolo fornecido pelos
“kits” comercias adquiridos (Labtest).

Eletroforese em gel de agarose: foi realizado
como descrito em Melo & Sousa F°, 2002.

RESULTADOS

Para se verificar a presenca de fucanas em Spa-
toglossum schréederi e Dictyota menstrualis, essas
algas passaram por um tratamento inicial como des-
crito em métodos, e, apos a protedlise, obtiveram-se
extratos ricos em polissacarideos que foram subme-
tidos a precipitagdo com o acréscimo de varios volu-
mes de acetona.

Os extratos obtidos das duas algas avaliadas
apresentaram material precipitado em todas as fra-
coes. A presenca de polissacarideos sulfatados e,
consequentemente, de fucanas nas nessas fragoes
obtidas com a precipitacao cetonica foi verificada atra-
vés de andlises quimicas com relacao a presenca de
acucar, sulfato, fucose e proteina como descrito em
métodos. O resultado das analises esta resumido na
tabela 1.

As analises quimicas indicaram a presenca de
polissacarideos em todas as fracoes, sendo que as fra-
¢coes precipitadas com volumes menores apresenta-
ram-se com um percentual maior de polissacarideos
(agucares totais). A determinacgao de fucose e sulfato
nas fragoes indicou a possivel presenca de fucanas
em todas as fragdes. O grau de contaminagao protéi-
ca foi baixo, variando em torno de 0,7 e 5,3%, o0 que
indicou a importancia da degradacéao das proteinas
através da utilizacao da enzima proteolitica maxatase.

TABELA 1. Andlises quimicas das fragoes polissacaridicas
obtidas das algas S. schréederi e D. menstrualis

Fragoes de S. schroederi Relagao molar Fucose/ SO3Na Actcares totais (%) Proteina (%)
F0.5v 0,79 16,0 53
FO.6v 0,78 28,9 1.0
FO.7v 0,59 23,2 1,6
F0.9v 0,33 17,8 3,6
F1.1v 0,45 28,8 2,0
F1.3v 0,36 13,6 4,4
F2.0v 0,45 15,3 4,0

Fragoes de D. menstrualis
F0.5v 25 19,0 35
F1.0v 2,5 28,7 2,3
F1.5v 0,77 15,8 2,0
F2.0v 0,91 14,2 1,0
F3.0v 0,83 10,9 0,7
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Os constituintes sulfatados das fragdes po-
lissacaridicas foram visualizados, ap6s serem sub-
metidos a uma eletroforese em gel de agarose em
tampao PDA (1,3 diamino propano acetato) e cora-
dos com azul de toluidina. A figura 1 mostra as lami-
nas obtidas com esse procedimento. Verifica-se que
muitas fragdes sao constituidas de duas populagdes
de fucanas, as excecgoes sao as fracdes 0.9v e 2.0v
de S. schréederi e 2.0v e 3.0v de D. menstrualis.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose em tampéo PDA dos polissacarideos
acidos extraidos da alga S. schroederi e D. menstrualis.

FracOes obtidas a partir do extrato bruto utili-
zando-se acréscimo de diferentes volumes acetona,

como descrito em métodos. Cerca de 50mg de cada
fracao foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose em tampéao PDA 0,05M, pH 9,0. A visualiza-
cao dos polissacarideos foi feita com azul de toluidi-
na.

A - Polissacarideos acidos da alga Spatogl/os-
sum schréederi.

B - Polissacarideos acidos da alga Dictyota
menstrualis.

Or. — origem; v - volume.

Como todas as fragbes obtidas das algas apre-
sentaram fucanas na sua constituicao, essas fracoes
foram entao analisadas como anticoagulantes. Volu-
mes das fracdes com diversas concentracoes de fu-
canas (mg/mL) foram postos em frascos e liofiliza-
dos. Posteriormente, acrescentou-se o plasma e os
demais reagentes para se fazer o teste de APTT.

Os dados obtidos (Tabela 2) com as fucanas
de S. schréederi demonstraram que essas fucanas,
mesmo as mais sulfatadas, como 0.9v e 1.3v, nao
apresentaram atividade anticoagulante nas concen-
tracOes avaliadas. Entretanto, as fucanas das fracoes
1.0v e 1.5v de D. menstrualis apresentaram atividade
anticoagulante consideravel.

Tabela 2. Atividade anticoagulante das fracdes de fucanas
obtidas das algas S. schréederi e D. menstrualis

Fracoes de S. schriederi APTT *
F0.5v nd
F0.6v nd
FO.7v nd
FO.9v nd
F1.1v nd
F1.3v nd
F2.0v nd
Fracoes de D. menstrualis
F0.5v nd
F1.0v 20,0
F1.5v 80,0
F2.0v nd
F3.0v nd

* Concentragao (ug/pL) necessaria para dobrar o APTT
nd - ndo determinado até uma concentragao de 200pg/pL

DISCUSSAO

Utilizando uma metodologia simples, desen-
volvida em nosso laboratério (Rocha, 2002), con-
segui-se extrair e fracionar polissacarideos sulfa-

tados das algas marrons S. schréederi e D. mens-
trualis. As andlises quimicas demonstraram que
cada fracao € constituida por quantidades diferen-
tes de fucose e sulfato (tabela 1). Estes dados em
conjunto com as eletroforeses indicaram que as
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fragbes sao constituidas por uma ou mais fuca-
nas. A presenca de fucanas em algas marrom foi
demonstrada inicialmente por Kylim 1913 e fre-
quentemente tem se mostrado a presenca de mais
de uma fucana numa mesma alga marrom (Nishi-
no et al., 2000, Duarte et al., 2001).

A analise para deteccao de contaminantes
protéicos demonstrou que as fracoes obtidas apre-
sentaram baixo teor de contaminacao (maximo de
5,3 e minimo de 0,7%). Geralmente, as fucanas ex-
traidas de algas encontram-se contaminadas com
proteinas. A variabilidade do teor protéico nas fu-
canas esta relacionado ao método de extragao e
com a espécie de alga analisada. Hussein e col.
(1980) encontraram em fucanas de Padina pavo-
nia um elevado teor de proteinas (67%) enquanto
que Dietrich e col. (1995) obtiveram para Padina
gymnospora valores compreendidos entre 1,6-
7,5%. Esses baixos valores indicaram a importan-
cia da protedlise durante a extracao dos polissa-
carideos das algas.

A heparina vem sendo utilizada como farma-
co anticoagulante, desde a década de 30, e ainda
continua sendo um dos principais farmacos utili-
zados em patologias trombogénicas. Contudo,
esse polissacarideo apresenta diversos efeitos
adversos, o que faz com que seu uso nao seja ir-
restrito (Nader et al, 2001).

Por esse motivo, a busca por substituintes
da heparina vem crescendo, além da busca de
compostos com distintos mecanismos de agao an-
ticoagulante para atender a multiplicidade de situ-
acoes clinicas que requerem esse tipo de terapia.
Um dos principais grupos de compostos avalia-
dos, nesse sentido, é o dos polissacarideos sulfa-
tados, devido as suas propriedades quimicas es-
tarem relacionadas com as da heparina (Sasaha-
ra & Loscalzo, 2003).

As fracOes obtidas das algas foram analisa-
das com relagao a presencga de atividade anticoa-
gulante. De todas as fracbes analisadas, apenas
as fracdes 1.0v e 1.5v de D. menstrualis apresen-
taram atividade anticoagulante mensuravel. Vari-
as fucanas tém se mostrado com atividades anti-
coagulante (Pereira et al., 1999; Nishino et al., 2000;
Shanmugam et al., 2000). Tem sido observado que
0 mecanismo de acao predominante esta correla-
cionado ao cofator Il da heparina (Shanmugam et
al., 2000).

Os estudos tém indicado que essas ativida-
des das fucanas séo diretamente dependentes de
sua sulfatacdo (Haroun-Bohuheja et al., 2000). Pre-
tende-se, em estudos posteriores, fazer a caracte-
rizacdo da acao anticoagulante das fucanas obti-
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das da alga D. menstrualis, assim como promover
modificagdes quimicas nas fucanas para se deter-
minar correlagcdes entre estrutura e atividade anti-
coagulante.

CONCLUSOES

Utilizando-se uma metodologia simples, foi
possivel extrair fracdes polissacaridicas ricas em
fucanas de duas algas marrons. A presenca das
fucanas foi evidenciada por analises quimicas e
eletroforeses em agarose. O grau de contamina-
cao protéica foi muito baixo indicando que a me-
todologia utilizada esta apropriada para obtencéo
de fucanas de algas. As andlises das atividades
anticoagulantes das fucanas obtidas indicaram a
presenca de fucanas com potencial farmacoldgi-
CO que serdo mais bem caracterizados em estu-
dos posteriores.
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