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RESUMO

As doencas cardiovasculares, entre as quais se incluem as desordens tromboticas, estdo entre
as principais causas de mortalidade no mundo. A heparina € um polissacarideo sulfatado de
origem animal utilizado mundialmente como um agente terapéutico (anticoagulante e
antitrombdtico). Os polissacarideos sulfatados (PS) de algas marinhas possuem estruturas
complexas, 0 que tem tornado interessante os estudos de suas possiveis atividades bioldgicas.
No presente trabalho, PS das algas Ulva lactuca L. (Ul) e Fucus vesiculosus L. (Fv) foram
extraidos por protedlise enzimatica, seguida de fracionamento com diferentes volumes de
acetona. As fragdes obtidas foram, inicialmente, analisadas por eletroforese em gel de agarose.
Os teores de proteinas, acUcares totais, acidos urénicos e sulfato foram determinados por
dosagens quimicas e o peso molecular foi determinado por eletroforese em gel de agarose. A
composicdo monossacaridica foi determinada por Fluorophore Assisted Carbohydrate
Electrophoresis (FACE) e por cromatografia em papel. Além disso, foram realizadas analises
espectroscopicas por FT-IR/ATR e Raman. A atividade anticoagulante foi investigada por
testes in vitro TTPa, TP, TT e ensaios cromogénicos (anti-fatores Xa e lla). A atividade
antitrombdtica foi avaliada in vivo pelo modelo da ligadura da veia cava inferior em ratos Wistar
e in vitro, pela dosagem de NO e pela dosagem da atividade de metaloproteinases em cultura
de células de aorta de coelho (RAEC). A atividade anti-inflamatoéria foi investigada pela
dosagem de NO, citocinas (IL-6 e TNF-a) e metaloproteinases em cultura de macréfagos (RAW
264.7). As fracBes F50UI, F70Ul, F50Fv e F70Fv apresentaram bandas na eletroforese em gel
de agarose com metacromasia e padrdo de migracdo caracteristicos da presenca de
polissacarideos sulfatados, levando a selecao dessas fracGes para analises posteriores. A analise
da composicdo quimica revelou a presenca de polissacarideos ricos em sulfato e carboxila, o
que foi confirmado pelas analises espectroscopicas. Os PS apresentaram elevado peso
molecular, sendo que as fragdes de U. lactuca L. apresentaram como principal monossacarideo
a ramnose, além de glicose, galactose e acidos urénicos, enquanto as fracdes de F. vesiculosus
L., apresentaram fucose, glicose e &cidos urdnicos. As fracdes F50Ul e F50Fv, F70Fv
prolongaram o TTPa (0,1-1,0 pg/mL) e inibiram a atividade dos fatores Xa e Ila (1 pg/mL).
Além disso, essas fracdes (20 ug/g), apresentaram efeito antitrombotica in vivo apds 24 horas
de acdo. F50UI mostrou melhor atividade nas concentra¢fes 5-10 pg/g e apresentou um efeito
tempo dependente, com inibi¢cdo completa da formac&o de trombos decorridas 12 horas de agédo
(10 pg/g). Na avaliacdo in vitro F50Ul (25-100 pg/mL) aumentou a producdo de NO pelas
células endoteliais de aorta de coelho, sendo que ap6s 12 horas de incubacdo esse aumento
ocorreu de forma mais significativa. Em cultura de células RAW 264.7, os PS das algas foram
capazes de interferir na producdo de NO, interleucinas e metaloproteinases, sendo que F50Fv e
F70Fv inibiram a resposta inflamatéria, enquanto F50Ul estimulou o aumento destes
mediadores. Os resultados obtidos sugerem atividades importantes para os PS de U. lactuca L.
0 que permite propor a continuacdo dos estudos para melhor entendimento dos mecanismos de
acao envolvidos, bem como de suas estruturas.

Palavras-chave: Ulva lactuca L.. Polissacarideos sulfatados. Anticoagulante. Antitrombdtica.
Anti-inflamatdria.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases, including thrombotic disorders, are among the leading causes of
mortality in the world. Heparin is a sulfated polysaccharide of animal origin used worldwide as
a therapeutic agent (anticoagulant and antithrombotic). Sulfated polysaccharides (SP) of
seaweed have complex structures, which have become interesting studies of their possible
biological activities. In this study, SP from Ulva lactuca L. (Ul) and Fucus vesiculosus L. (Fv)
were extracted by enzymatic proteolysis, followed by fractionation with different volumes of
acetone. The fractions obtained were initially analyzed by agarose gel electrophoresis. The
amounts of proteins, total sugars, uronic acids, and sulfate were determined by chemical
dosages, and molecular weight was determined by agarose gel electrophoresis. Monosaccharide
composition was determined by Fluorophore-assisted Carbohydrate Electrophoresis (FACE)
and by paper chromatography. Also, analyses were made by FTIR/ATR and Raman
spectroscopy. Anticoagulant activity was investigated in vitro by TTPa, TP, TT and by
chromogenic assays (anti-factor Xa and Ila). Antithrombotic activity was evaluated in vivo by
cava vein ligation model in rats and in vitro by measurement of NO production and
metalloproteinase activity dosage in rabbit aorta cells culture (RAEC). Anti-inflammatory
activity was investigated by measurement of NO, cytokines (IL-6 and TNF-a) and
metalloproteinases in macrophage culture (RAW 264.7). F50Ul, F70Ul, F50Fv and F70Fv
fractions presented bands with metachromasia and a migration pattern in agarose gel
electrophoresis characteristic of the presence of sulfated polysaccharides led to the selection of
fractions for further analyses. Chemical composition analysis revealed the presence of
polysaccharides rich in sulfate and carboxyl, which was confirmed by spectroscopic analyses.
SP had a high molecular weight, and U. lactuca L. fractions present rhamnose as major
monosaccharide constituent, and glicose, galactose and uronic acids were also present., while
F. vesiculosus L. fractions presented fucose, glicose and uronic acids. F50Ul, F50Fv and F70Fv
fractions prolonged the TTPa (0.1-1.0 pg/mL) and inhibited Xa and lla factors activity
(1ug/ml). Also, these fractions (20 pg/g) showed in vivo antithrombotic effect after 24 hours of
action. F50UIl showed higher activity at concentrations (5-10 pg/g) and showed a time-
dependent effect, with a complete inhibition of thrombus formation after 12 hours of action (10
ug/g). In vitro evaluation, F50Ul (25-100 pg/mL) increased NO production by rabbit aortic
endothelial cells and after 12 hours of incubation, this increase was more significantly. In RAW
264.7 cells culture, SP algae were able to interfere with NO production, interleukins, and
metalloproteinases, and F50Fv and F70Fv inhibited inflammatory responses, while F50UI
stimulated the increase of these mediators. The results suggest important activities for U.
lactuca L. SP and allowing propose further study to understand better the mechanisms involved,
as well as their structures.

Keywords: Ulva lactuca L.. Sulfated polysaccharides. Anticoagulant. Antithrombotic. Anti-
inflammatory.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salude (2014), as doencas cardiovasculares
sdo a principal causa de mortalidade em todo o mundo. Nos ultimos anos, a incidéncia de
doencas cardiovasculares e acidentes vasculares vém aumentando, e estima-se que, em 2030,
essas serdo a causa de morte de mais de 23 milhdes de pessoas por ano. Entre as disfuncdes
cardiovasculares incluem-se as tromboses arteriais e venosas (OWENS; MACKMAN et al.,
2010).

Uma das principais maneiras de se combater a formacéo de trombos sanguineos é pela
administracdo de farmacos anticoagulantes. A heparina é um polissacarideo sulfatado de
origem animal mundialmente utilizado como agente terapéutico (anticoagulante e
antitrombdtico) na prevencao e no tratamento de pacientes acometidos por trombose venosa e
arterial, causada por diferentes etiologias. Os agentes antitrombdticos disponiveis estdo
associados a um risco de complicagcdes hemorragicas, ja que possuem como alvo 0s mesmos
componentes do mecanismo de coagulacdo homeostatico. A terapia com heparina também esté
relacionada a casos de trombocitopenia e risco de contaminagdo por particulas virais ou outros
agentes que derivam da sua origem animal, como prions causadores da encefalopatia
espongiforme, o que pode também comprometer seu uso terapéutico (WEIZT, 1994; NADER
etal., 2001; ROCHA et al., 2004; SOKOLOVA, 2014).

Dessa forma, novas estratégias sdo necessarias para tratar e prevenir as doencas
tromboticas. Os pesquisadores e a industria farmacéutica estdo em busca de uma substancia
anticoagulante ideal, ou seja, que apresente o melhor custo-risco-beneficio, com o méximo de
atividade antitrombética e 0 minimo de risco hemorrégico e efeitos colaterais do que as drogas
em uso atualmente (BOUCAS et al., 2012).

Os possiveis locais de acdo para compostos antitromboéticos incluem-se proteinas,
lipideos e células plasmaticas, além de células brancas e plaquetas (NADER et al., 2001). O
uso de agentes exdgenos que mimetizam o papel das células endoteliais dos vasos sanguineos,
favorecendo a liberacdo de 6xido nitrico (NO), de forma a atingir, entre outras, a atividade
antiagregante plaquetéaria in vivo parece ser um mecanismo de acdo atrativo (SUCHYTA,
HANDA; MEYERHOFF, 2014).

A gama de ac0es terapéuticas desempenhadas por polissacarideos sulfatados, tais como
fucanas e galactanas, € muito ampla, no entanto, as atividades anticoagulante e antitrombdtica
sdo aquelas com maiores perspectivas de exploragdo (POMIM, 2014). As galactanas, por

exemplo, sdo abundantes em algas vermelhas e em plantas vasculares. Constituidas por
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estruturas heterogéneas, apresentam potente atividade anticoagulante e antitrombotica,
possuindo mecanismos de acdo complexos e distintos daqueles observados para heparina
(QUINDERE et al., 2014). Das algas pardas extrai-se as homofucanas e heterofucanas,
polissacarideos constituidos principalmente de L-fucose sulfatada e que, atualmente, sdo muito
estudados com relacdo a atividade anticoagulante (ROCHA et al., 2004). As algas verdes, por
sua vez, apresentam polissacarideos sulfatados mais heterogéneos como as ulvanas que podem
conter residuos de ramnose, galactose, manose, xilose, arabinose, glicose e ou acidos urénicos
(HASSAN et al., 2011).

Os polissacarideos sulfatados de algas também sdo muito estudados quanto as suas
propriedades anti-inflamatorias e imunomodulatorias, podendo interferir de diversas maneiras
nessas atividades, por exemplo, alterando o mecanismo de regulacdo da producédo de éxido
nitrico pelas enzimas 6xido nitrico sintase de macréfagos (LEIRO et al., 2007; TABARSA,;
LEE; YOU, 2012), aumentando ou diminuindo o processo de adesdo celular e migragéo
leucocitaria ou mesmo modulando a expressdo de citocinas pr6 ou anti-inflamatorias
(REZENDE et al., 2013).

Os polissacarideos sulfatados de algas marinhas destacam-se por sua complexidade
estrutural, que resulta das muitas ligacbes monossacaridicas e distribuicdo de grupamentos
sulfato, o que Ihes conferem uma configuracéo estrutural Unica. Tal caracteristica associada ao
elevado potencial farmacoldgico desses compostos e a diversidade de espécies de algas
existentes resultam numa amplitude de possibilidades de estudos (ROCHA et al., 2004).

Os polissacarideos da espécie de alga verde U. lactuca L., ao contrario do que ocorre
para F. vesiculosus L., sdo escassamente estudados quanto as atividades anticoagulante e
antitrombdtica, 0 que torna interessante a realizacao do presente estudo.

Dada a complexidade estrutural dos polissacarideos sulfatados de algas e, tendo em vista
a extensa costa litordnea brasileira, onde sdo encontradas muitas espécies de algas, entre as
quais U. lactuca L., se faz interessante e importante a realizacdo de estudos com produtos
naturais marinhos em busca de resultados que possam colaborar para o desenvolvimento de

novos produtos com aplicacBes inovadoras na farmacologia e terapéutica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HEMOSTASIA, COAGULACAO E TROMBOSE

O sistema hemostatico esta envolvido na manutencédo da fluidez sanguinea, mas também
compreende 0s mecanismos normais que impedem a perda de sangue a partir de lesdes
vasculares (COLMAN, 2006; MULLER; GAILANI; RENNE, 2011).

A hemostasia priméaria se da pela adesdo de plaquetas a coldgeno e fator de von
Willebrand no local da lesdo, levando a agregacdo plaquetaria e a formacdo de um tampéo
plaquetario. Posteriormente, ocorre uma série complexa de reacdes enzimaticas que envolvem
proteinas da coagulacao, culminando na formacéao de trombina, que converte o fibrinogénio em
fibrina, de modo a formar um coagulo estavel, sendo esta etapa conhecida como hemostasia
secundaria (COLMAN, 2006; MULLER; OWENS; MACKMAN, 2010; GAILANI; RENNE,
2011).

A partir desse estagio, o codgulo de fibrina deve ser removido para que ocorra 0
restabelecimento do Iimen vascular e do fluxo sanguineo. O processo que realiza gradualmente
a remocao dos depdsitos de fibrina é chamado fibrindlise ou hemostasia terciaria, e é regulado
por proteinas ativadoras serino-proteases, metaloproteinases (MMPS) e proteinas inibidoras
como as serpinas (COLLEN, 1999; RODRIGUES et al., 2012).

Em 1964, dois grupos independentes propuseram a hipotese da “cascata” para explicar
a fisiologia da coagulacdo do sangue (MACFARLANE, 1964; DAVIE; RATNOFF, 1964). De
acordo com a qual, a coagulacdo do sangue pode ser iniciada atraveés de duas cascatas
convergentes: a via extrinseca e a via intrinseca, que culminam com a formacao de fibrina
(OWENS; MACKMAN, 2010).

A via extrinseca (Figura 1) é desencadeada quando fator VII (FVI1) circulante se liga ao
seu receptor presente na membrana, fator tecidual (TF), que é expresso em células
subendoteliais de vasos sanguineos, e exposto ao sangue quando a vasculatura normal é
interrompida em decorréncia de alguma lesdo. Uma vez ligado a TF, FVII é auto-clivado para
formar FVI1la. O complexo FVI1la-TF cliva o fator X (FX) em sua forma ativa (FXa). FXa é
uma enzima comum a ambas vias de coagulacdo (extrinseca e intrinseca). FXa associa-se com
fator V (FV) para formar protrombinase (FXa-FVa) que converte protrombina em trombina,

essa Ultima cliva o fibrinogénio para formar fibrina, iniciando desse modo a formacdo do
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coagulo (COLMAN, 2006; OWENS; MACKMAN, 2010; MULLER; GAILANI; RENNE,
2011).

De acordo com esse modelo, a via intrinseca (Figura 1), inicia-se pela ativacéo do fator
XIl, o que ocorre quando 0 sangue entra em contato com uma superficie contendo cargas
elétricas negativas, tal processo ¢ denominado ‘“ativagdo por contato” (FRANCO, 2001,
RODRIGUES et al., 2012). Em condiges in vitro, a ativagdo do fator FXII por polianions
inorganicos tais como o vidro, o silicato ou acido elagico desencadeiam a ativacdo de contato,
que é o inicio do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), um dos testes de diagnostico
de coagulacdo mais comumente utilizadas na pratica clinica para o rastreamento e
monitoramento de anticoagulagdo (MULLER; GAILANI; RENNE, 2011). Em condigdes in
vivo a ativacdo de FXII pode ocorrer pelo contato com uma variedade de polifosfatos com
cargas negativas, que incluem RNA extracelular, DNA e polifosfato inorgéanico (p6lipo), que
séo liberados durante a lesdo celular e infecgdo (GEDDINGS; MACKMAN, 2014).

O cininogénio de alto peso molecular, uma proteina do sistema calicreina-cinina do
plasma, sintetizada e liberada a partir de figado, é responsavel pela associacdo da pré-calicreina
e de FXI com a superficie celular. Essa proteina atua como cofator do sistema de contato, que
converte a pré-enzima pré-calicreina em calicreina, que também sdo proteinas do sistema
calicreina-cinina do plasma. A calicreina, assim formada, cliva o cininogénio de alto peso
molecular e acelera a conversao do FXII em FXlla, o qual também é capaz de se auto ativar. O
cininogénio de alto peso molecular libera bradicinina apés clivagem pela calicreina, que € um
potente liberador do plasminogénio tecidual e de NO e prostaciclinas pelas células endoteliais
(SCHMAIER; MCCRAE, 2007; WU et al., 2010; SCHMAIER, 2016).
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Figura 1 — Vias envolvidas da cascata da coagulagao
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Fonte: Adaptado de Colman (2006).

O FXlla converte o FXI inativo a sua forma ativa (FXla) (RODRIGUES et al., 2012).
O fator XI (FXI), é um fator que se associa a plaquetas ativadas, pode ser diretamente ativado
ainda por trombina, alimentando a via intrinseca ao ativar FIX, formando FIXa, que por sua
vez, ira ativar o fator FX na presenca do fator VIII (FVIII). Como resultado, ha producédo de
trombina e a formacéo do codgulo (COLMAN, 2006; OWENS; MACKMAN, 2010; MULLER;
GAILANI; RENNE, 2011).

Recentes estudos no conceito de cascata da coagulagcdo, gerados por observacdes
clinicas e experimentais, demonstraram que 0 modelo da cascata classica proposto em 1960
pode néo refletir completamente a hemostasia in vivo. Atualmente, 0 modelo proposto sugere
0 envolvimento de trés fases: iniciacdo, amplificacdo e propagacdo (RODRIGUES et al., 2012)

Por esse modelo (Figura 2), na fase de iniciacdo, o complexo FT-FVIla, formado ap6s
exposicao do fator tecidual a circulacdo, tem como substratos principais o fator X e também o
fator 1X, cuja clivagem resulta na formacgéo de FXa e FIXa, respectivamente, com subsequente
formacédo de trombina e fibrina. Os tragcos ou quantidades minimas de trombina formada séo
gerados a partir do complexo “protrombinase” (FXa/FVa). Na fase de amplificagdo, a trombina
formada incialmente é capaz de ativar o fator VV em fator Va, e o fator VIII em fator Vllla. As
duas reacdes, envolvendo ativagdo de procofatores sdo fundamentais para a fase de propagacéo,
na qual ocorre a formagdo do complexo “tenase” intrinseco (FIXa/FV1l1a), que converte o fator

X em fator Xa, e do complexo “protrombinase” (FXa/FVa), que converte a protrombina em
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trombina (Figura 2) (FRANCO, 2001; RODRIGUES et al., 2012; MULLER; GAILANI;
RENNE, 2011).

Figura 2 — Novo modelo da cascata da cascata da coagulacdo sanguinea
Fase de iniciagdo Fase de amplificacao

X I
Trombina

(Na) ~ 7V
/\ /\iotrl':\ab)ma R k

@/nﬂ Va \ { 1 ( & Pa

FvW  Vilia

Plagqueta
%Ativada
\. ,0
:Vlla Fvw
IXa
Fase de propagacao
D x
IX \
i
@vlla ( / ‘r‘,
IXa &\\’ by *~ Complexo
~— Plaqueta protrombinase
¢ Ativada
¥
Complexo n
tenase —— (
Trombina
¥ (ia)
Fribrinogénio
Fibrina

Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al., 2012

Apesar do seu papel indispensével na formagdo de fibrina no teste TTPa, estudos
recentes tém mostrado que FXII pode desempenhar um papel na trombose, mas ndo na
hemostasia in vivo (MULLER; GAILANI; RENNE, 2011; GEDDINGS; MACKMAN, 2014).

Acredita-se que a atividade hemostatica desregulada esta associada a desequilibrios nos
processos pro-coagulante, anticoagulante e fibrinolitico do sistema de coagulacdo. Tal
formacdo anormal de coagulos no sangue podem levar a ocorréncia de eventos trombaticos
(DROZD et al., 2011), embolia pulmonar e outras doengas cardiovasculares como infarto do
miocéardio e acidente vascular cerebral (MULLER; GAILANI; RENNE, 2011; GUEDDINGS;
MACKMAN, 2014).

Coagulos hemostaticos sdo localizadas na parede do vaso e ndo prejudicam o fluxo de
sangue no vaso. Em contraste, os codgulos tromboticos podem levar a insuficiéncia da

circulagcdo sanguinea e mesmo em oclusdo completa do vaso, 0 que caracteriza a trombose
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propriamente dita. Os eventos trombdticos comumente resultam de uma resposta patoldgica a
lesdo vascular e os trombos sdo formados por plaquetas ativadas e por fibrina (OWENS;
MACKMAN, 2010).

As tromboses podem ser de dois tipos: trombose venosa e trombose arterial (MULLER;
GAILANI; RENNE, 2011). A trombose venosa (Figura 3A), compreendendo trombose venosa
profunda e embolia pulmonar, é uma doenca comum e que se repete com frequéncia. Ocorre
com uma incidéncia anual de cerca de 1-2 por 1000 adultos (CUSHMAN, 2007; RIBEIRO et
al., 2012), sendo considerada a terceira principal causa de morte cardiovascular em paises
desenvolvidos (OWENS; MACKMAN, 2010). A trombose venosa profunda, comumente
formada nas grandes veias da perna, é composta principalmente por glébulos vermelhos e de
fibrina (conhecidos como coagulos vermelhos), enquanto a embolia pulmonar ocorre quando
parte do trombo se desprende e desloca-se para o pulmao, resultando na oclusdo parcial ou
completa do fluxo sanguineo na artéria pulmonar (OWENS; MACKMAN, 2010). Os
principais fatores de risco para trombose venosa, além da idade, incluem fatores exdgenos, tais
como cirurgia, hospitalizacdo, imobilidade, trauma, gravidez, puerpério e uso de horménios,
além de fatores enddgenos, como cancer, obesidade, hereditariedade e disturbios adquiridos de
hipercoagulabilidade como a trombofilia (CUSHMAN, 2007; OWENS; MACKMAN, 2010;
RIBEIRO et al., 2012).

A trombose arterial (Figura 3B), por sua vez, é a causa mais comum de morte em paises
desenvolvidos (OWENS; MACKMAN, 2010). Essa doenca estd associada a um processo
complexo de formacdo de placas conhecidas como ateromas no revestimento interno das
artérias (aterosclerose). A instabilidade ou ruptura da placa aterosclerdtica leva a exposicao de
moléculas pré-coagulantes no vaso, que ao se associarem a fatores de coagulacdo, promovem
a formacédo de trombos, capazes de interromper o fluxo sanguineo “in situ” ou se deslocar,
alojando-se nas artérias distais, onde impedem o fluxo (OWENS; MACKMAN, 2010; LIBBY;
RIDKER; HANSSON, 2011). Os trombos arteriais sdo ricos em plaquetas e por isso conhecidos
como coagulos brancos. Vérios fatores de risco podem aumentar a incidéncia de trombose
arterial, tais como tabagismo, hipertensdo, hiperlipidemia e diabetes mellitus (OWENS;
MACKMAN, 2010).



27

Figura 3 — Modelo esquematico da trombose
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(A) Trombose arterial; (B) Trombose venosa. Fonte: Adaptada de Mackman (2008).

Li e colaboradores (2014) destacam o papel das células endoteliais vasculares na
manutencdo da integridade estrutural e funcional do sistema vascular. Essas células sintetizam
e liberam mediadores vasodilatadores e vasoconstritores, que participam da regulagcdo do
sistema cardiovascular. AlteracGes destas substancias derivadas do endotélio caracterizam a
disfuncéo endotelial que resulta em patogéneses cardiovasculares e trombaticas.

Entre esses mediadores esta o heparam sulfato, um glicosaminoglicano presente na
matriz extracelular de células endoteliais, que regula a hemostasia do sangue, e possui também
atividade anticoagulante e antitrombdtica. A possibilidade de que os proteoglicanos derivados
das células endoteliais possam interagir com a protrombina néo é excluida, no entanto sugere-
se um mecanismo importante através do qual estes produtos das células endoteliais inibem a
coagulacdo através da neutralizacdo do fator X ativado. De acordo com o modelo cléssico de
coagulacdo, a neutralizacdo desta enzima é realizada pelo seu inibidor, a antitrombina I11. Dessa
forma, o papel dos proteoglicanos de sulfato de heparam pode ser o de acelerar a velocidade de
inativacdo do fator X ativado pelo seu inibidor (COLBURN; BUONASSISI, 1982).

Outro mediador envolvido no controle da hemostasia é o éxido nitrico (NO). Essa é uma
molécula polivalente produzida por uma familia de enzimas chamadas 6xido nitrico sintases,
localizadas numa variedade de tipos celulares, desde o endotélio vascular até os neurdnios. A
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) é ativada por estresse na interface da célula endotelial,
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produzindo NO que se difunde para fora do limen do vaso para relaxar o musculo liso da
vasculatura e ou para dentro do limen, inibindo a agregacdo plaquetéaria (VANNI et al., 2007).
Entre suas varias fungdes no organismo, ressalta-se aqui, a inibi¢ao das plaquetas em todos 0s
seus niveis de atuacédo (desde adesdo até agregacao), o que € importante no controle da formacao
de trombos no organismo. A maioria dos mecanismos de a¢do do NO sobre as plaquetas é
mediada pela enzima guanilato ciclase soltvel (GCs) e pelo mensageiro monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) ou através de outras reacdes quimicas (COOKE; DZAU, 1997;
VANNI et al., 2007). Segundo Suchyta, Handa e Meyerhoff (2014), a atividade antiplaquetaria
do NO pode ser atribuida a sua capacidade de aumentar o GMPc dentro das plaquetas, 0 que
diminui a concentragéo de Ca?*, que é necessario para a ativacio plaquetaria.

De acordo com Irokawa e colaboradores (1997), o NO além de interferir na atividade
plaquetaria, desempenha fungdes no sistema da coagulacdo. Esses autores mostraram que a
inibicdo da sintese de NO em células endoteliais inibe de forma especifica a expressao de
heparam sulfato, que é um anticoagulante endotelial. A inibi¢do da sintese de NO pode alterar

funcBes endoteliais incluindo a ligacéo de antitrombina Il a proteinas da coagulacéo.

2.2 INFLAMACAO

A inflamacdo é uma resposta do corpo a danos teciduais ou celulares causados por
patégenos ou estimulos nocivos como lesGes quimicas e ou fisicas. A resposta a inflamacédo
aguda, composta por eventos ndo imunoldgicos (resposta inata), desenvolve-se em curto prazo
e geralmente resulta na cura, que se da pela infiltracdo de leucdcitos na regido danificada, pela
remocao do estimulo e pela reparacdo tecidual. A inflamacédo cronica, por outro lado, é um
processo prolongado e desregulado, que envolve reages imunoldgicas especificas (resposta
adquirida), levando a destruicdo de tecidos e tentativas de reparacdo tecidual. Tal inflamacéo
persistente é associada com muitas condi¢cGes humanas cronicas e doengas, incluindo a alergia,
aterosclerose, cancer, artrite e doencas autoimunes (WEISS, 2008; RANG et al., 2012).

O principal objetivo dessas respostas & proteger 0 organismo, no entanto, se
desenvolvidas de forma inapropriada tornam-se prejudiciais as células normais do individuo,
sendo necessario que os mediadores inflamatdrios envolvidos sejam modulados negativamente
(MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL et al., 2010).

A imunidade inata envolve ocorréncia de eventos vasculares e celulares. Inicialmente,

em decorréncia da presenca de um agente nocivo, hd formacdo de mediadores quimicos
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(histamina, prostaglandinas) que promovem a dilatacdo vascular, resultando no aumento do
fluxo sanguineo e, por Gltimo, no aumento da permeabilidade vascular, formando um exsudato
liquido. Esse exsudato contém diversos mediadores quimicos, entre 0s quais componentes dos
sistemas: complemento, fibrinolitico, das cininas e da coagulacdo (CRUVINEL et al., 2010;
FREIRE; DYKE, 2013).

Dentre as celulas envolvidas na inflamacdo estdo as células endoteliais vasculares,
mastocitos e macrofagos teciduais, além de plaquetas e leucécitos (neutrofilos, eosindfilos,
basofilos, mondcitos e linfocitos) (RANG et al., 2012). As células endoteliais vasculares
possuem funcdo ativa na inflamacdo, por exemplo, ao secretar Oxido nitrico, levando a
vasodilatacdo. Além disso, elas secretam moléculas de adesdo como as selectinas, importantes
na migracao celular (RANG et al., 2012).

O endotélio dos vasos sanguineos ativado permite o extravasamento seletivo de
neutrdfilos (Figura 4), que se da pela ligacao das selectinas de células endoteliais com integrinas
e receptores de quimiocinas nos leucocitos (FREIRE; DYKE, 2013; SREERAMKUMAR et
al.,2014). Os neutrofilos estdo entre as primeiras células a migrarem dos vasos para os tecidos
atraidos por citocinas, como a IL-8, e sdo ativados por diversos estimulos, como produtos
bacterianos, proteinas do complemento (C5a), imunocomplexos e quimiocinas. Ao atingirem o
tecido lesado tentam destruir os agentes invasores. Além de possuirem capacidade fagocitéria,
os neutréfilos também atuam ao sofrer degranulacéo, liberando o conteido dos seus granulos
toxicos, os quais incluem espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio,
proteinase, catepsinas, gelatinases e elastase neutrofilica, além de mieloperoxidase
(MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL et al., 2010).

As metaloproteinases (MMP) sdo uma familia de endopeptidases dependentes de zinco
capazes de digerir componentes da membrana basal e da matriz extracelular, que estdo
envolvidas na quebra da matriz extracelular durante desenvolvimento, na remodelacdo de
tecidos e durante condigdes fisioldgicas de migracao celular, como a inflamacéo. Além disso,
as MMP tém importantes fun¢des imunoregulatérias, incluindo a modulacdo de citoquinas,
quimiocinas e recrutamento de leucécitos (PARKS, WILSON e LOPEZ-BOADO, 2004).

Essas metaloproteinases podem ser classificadas em subgrupos de acordo com seus
dominios estruturais e a especificidade de substrato em colagenases, gelatinases, estromelisinas,
MMP tipo membrana, entre outros. As MMP 2 e 9 sdo classificadas como gelatinases, sendo
MMP-2 a gelatinase A e MMP-9 a gelatinase B (PAKOZDI et al., 2006).
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Figura 4 — Resposta imunoldgica inata
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Fonte: Adaptado de Freire e Dyke (2013).

Os monacitos seguem os neutrdfilos e, de forma mais tardia, também infiltram nos
tecidos em resposta a danos ou infec¢do. Nos tecidos, os mondcitos sdo transformados em
macrofagos e, ao contrario dos neutrofilos, podem permanecer nesse local por muito tempo,
onde atuardo como fagdcitos eficientes (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Além de seu papel na imunidade inata, no processo inflamatério, os macréfagos atuam
como células apresentadoras de antigenos (APC), potencializando a ativacdo de linfécitos T
(LT) e linfocitos B (LB) pela expressdao de moléculas coestimuladoras, e liberam citocinas pro-
inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-o e quimiocinas. Essas células também produzem
espécies reativas de oxigénio, como anion superdxido, radical hidroxila e peréxido de
hidrogénio (H20>), e intermediérios reativos do nitrogénio como o oxido nitrico (NO) (ABBAS;
LICHTMAN, 2005).

Nas reacdes inflamatorias o0 NO é principalmente produzido pela 6xido nitrico sintase
induzivel (INOS), presente em quase todas as células inflamatorias (ABBAS; LICHTMAN,
2005). O NO resultante da ativacdo da iNOS possui acdo citotdxica e citostatica, promovendo
a destruicdo de microrganismos, parasitos e células tumorais (JAMES, 1995). Possui
principalmente atividades pré-inflamatorias, promovendo a vasodilatacdo, aumentando a

permeabilidade vascular e a producdo de prostaglandinas pré-inflamatorias (RANG et al.,
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2012). No entanto, quando produzido pela enzima 6xido nitrico sintase das células endoteliais
(eNOS), o NO também inibe a agregacdo plaquetéria e a adesdo de neutréfilos e mondcitos ao
endotélio (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

Em contraposicao a resposta inata, a resposta imune adaptativa depende da ativacdo de
celulas especializadas, os linfocitos, e das moléculas soluveis por eles produzidas. As principais
caracteristicas da resposta adquirida séo a especificidade e a diversidade de reconhecimento e
a memoria. Embora as principais células envolvidas na resposta imune adquirida sejam o0s
linfdcitos, as APC desempenham papel fundamental em sua ativagdo, apresentando antigenos
associados a moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC, major
histocompatibility complex) para os linfocitos T (CRUVINEL et al., 2010).

Através de uma série de eventos envolvendo a liberacdo de produtos pro-inflamatérias,
os leucdcitos e macrofagos procuram eliminar os agentes infecciosos e podem resolver a
inflamacdo. O contrério ocorre quando os estimulos persistem e os neutrofilos e macréfagos
continuam a acumular-se, gerando danos irreversiveis que caracteriza inflamagdo crénica
(MEDZHITOV, 2008; NAHRENDORF; SWIRSKI, 2015).

2.2 HEPARINA

A heparina, descoberta por Jay McLean no Canada em 1916, foi o primeiro composto
utilizado como agente anticoagulante e antitrombdtico e é, principalmente, obtida da mucosa
intestinal suina e bovina, além de pulmé&o bovino. Sendo um polissacarideo sulfatado, a unidade
estrutural basica da heparina é um hexassacarideo octassulfatado (Figura 5) constituido
essencialmente por dois tipos de dissacarideos, um trissulfatado e um dessulfatados na
proporg¢do 2:1. Sendo o primeiro formado por a-D-glicosamina, N-6-dissulfatada, unida por
ligagdo o (1—4) ao acido a-L-idurdnico 2,0-sulfatado, e o outro dissacarideo apresenta a-D-
glicosamina, N-6-dissulfatada, unida ao acido B-D-glicurdnico, por ligagdo (1—4) conforme
demonstrado na Figura 5, podendo ocorrer pequenas variagdes em heparinas de diferentes
origens (SILVA; DIETRICH, 1975).
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Figura 5 - Estrutura hexassacaridica basica da heparina
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Fonte: Adaptado de NADER et al., 2004.

A atividade da heparina como anticoagulante é dependente da formacdo de um
complexo terndrio entre heparina e antitrombina 111 e com diferentes serina-proteases da cascata
da coagulacdo. Na presenca de heparina, a inibi¢do da trombina por antitrombina 111 é acelerada
em mais de 1000 vezes. A heparina é também capaz de potencializar o efeito de outra serpina,
o cofator Il da heparina, especifico para trombina. A inibicdo da trombina leva a inibicdo da
conversdo de fibrinogénio em fibrina, o que interfere na formacédo do coagulo. Além disso, pode
atuar aumentando a sintese do inibidor da via do fator tecidual por células endoteliais (NADER
et al., 2001). Estudos estruturais pioneiros que buscavam investigar que regido da estrutura da
heparina seria responsavel pela ligacdo com a antitrombina Il revelaram que esta interacdo se
deve a estrutura do pentassacarideo: (o-D-glicosamina, N-6-sulfatada) 1—4 (B-D-acido
glicurénico) 1—4 (a-D-glicosamina, 3,6 dessulfatados) 1—4 (a-L-&cido idurdnico, 2 sulfatado)
1—4 (D-glicosamina, N-6-dissulfatada) (CHOAY et al., 1983).

Sabe-se que as células endoteliais, em presenca de heparina, podem aumentar a sintese
de heparam sulfato, um proteoglicano da superficie celular e da matriz extracelular, com efeito
antitrombdtico (NADER et al., 1989; MEDEIROS et al., 2012). Diferentes tipos de heparina
exogena (heparina ndo modificada, heparina de baixo peso molecular, oligossacarideos de
heparina e varios derivados nao-anticoagulantes de diferentes tamanhos) podem interferir em
diferentes graus na sintese de heparam sulfato, dependendo, entre outros fatores, das
semelhancas entre suas estruturas com as sequéncias de heparam sulfato biologicamente ativas
(NADER et al., 2004; CASU, NAGGI;TORRI, 2010).

As heparinas ndo fracionadas (UFH) de origem suina e bovina que sdo usadas no
tratamento e prevencdo de eventos trombdticos sdo constituidas por cadeias moleculares de
diferentes tamanhos, variando entre 2000 a 40.000 Da (NADER et al., 2004).

As heparinas de baixo peso molecular (LMWH), que podem resultar de processos de
despolimerizacdo quimicos e enzimaticos a partir de heparina ndo fracionada, compartilham

caracteristicas funcionais com as UFH, no entanto, o processo de despolimerizacdo utilizado
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para a sua producdo pode levar a caracteristicas estruturais e funcionais particulares (LIMA;
NADER, 2014).

Vale lembrar que, a longo prazo, a terapia com heparina esta relacionada com um
numero de efeitos colaterais, tais como hemorragias, trombocitopenia, alteracbes no
metabolismo dos lipideos e osteoporose (WIJESINGHE; JEON; 2012). Uma forma menos
frequente, porém mais severa de trombocitopenia, chamada de trombocitopenia induzida por
heparina (TIH), pode ocorrer em aproximadamente 3% dos pacientes expostos a UFH, sendo
caracterizada pela producdo de anticorpos contra o complexo formado, heparina-fator
plaquetério 4, induzindo a ativacdo das plaquetas, que promovem geracdo de trombina e
agregacdo plaquetaria (AREPALLY; ORTEL, 2010).

Além dos riscos relacionados a terapia anticoagulante, considerando-se a origem animal
da heparina, a possibilidade de existéncia de impurezas € relativamente grande. Contaminantes
bioldgicos incluem virus, endotoxinas bacterianas, agentes da encefalopatia espongiforme
transmissivel, lipideos, proteinas e DNA. Além disso, a contaminagdo pode ser devida a
impurezas proprias do processo de producdo farmacéutica da heparina, no entanto, os métodos
para controlar a ocorréncia desses contaminantes ja estdo bem estabelecidos. Hoje, a principal
preocupacdo sdo as impurezas estruturalmente relacionadas, como por exemplo, o dermatam
sulfato (DS), também conhecido como condroitim B, que é um polimero formado por
dissacarideo de N-acetil 1,3-galactosamina ligado a um residuo de &cido urénico por ligacbes
1,4 (; ROCHA et al., 2004; BENI; LIMTIACO; LARIVE, 2011).

2.4 POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE ALGA

2.4.1 Consideragdes gerais

Existe uma tendéncia crescente direcionada a pesquisa de produtos naturais bioativos
com aplicacBes na industria farmacéutica, biomédica, cosmética e alimenticia (RAPOSO;
MORAIS; MORAIS, 2015).

O Brasil possui uma extensa costa litoranea, cerca de 8000 km, (TEIXEIRA et al., 2013;
PEREIRA; COSTA-LOTUFO, 2012) e uma rica flora de macroalgas marinhas, que

representam potenciais fontes de interesse biotecnoldgico devido a producdo de uma grande
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diversidade de compostos, 0s quais exibem um largo espectro de atividades bioldgicas e, assim,
oferecem oportunidades para bioprospeccéo de substancias inexploradas.

Os principais estudos com macroalgas marinhas ocorrem com aquelas pertencentes aos
filos Chlorophyta (algas verdes), Phaeophyta (algas pardas,) e Rhodophyta (algas vermelhas)
(CAMARA et al., 2011; RAPOSO; MORAIS; MORAIS, 2015).

Os polissacarideos sao macromoléculas de ampla distribui¢cdo em organismos marinhos,
que possuem grande importancia bioldgica e apresentam uma enorme variedade de estruturas
(LAURIENZO, 2010).

Os polissacarideos sulfatados de algas marinhas tém sido reportados, entre outras, por
suas atividades anti-inflamatéria (MEDEIROS et al., 2008; ALBUQUERQUE et al., 2013),
antinociceptiva (ALBUQUERQUE et al., 2013), anticoagulante, antioxidante (CAMARA et
al., 2011), antitrombotica (KWAK et al., 2010), hipocolesterolémico (HASSAN et al, 2011),
anticancerigena (FEDORQV et al., 2013) e antiviral (WANG; WANG; GUAN, 2012).

A complexidade estrutural desses compostos é devida as muitas possibilidades de
ligacdo entre os monossacarideos e a distribuicdo de grupamentos sulfato, o que lhes confere
uma configuracdo Unica (ROCHA et al., 2004).

Apesar da diversidade bioldgica e estrutural dos polissacarideos sulfatados de algas
marinhas, esses compostos sdo ainda pouco explorados e assim representam uma nova fonte,

com novas perspectivas para a industria farmacéutica (ROCHA et al., 2004).

a) Polissacarideos sulfatados de algas vermelhas

As algas vermelhas, filo Rhodophyta, séo ricas em galactanas sulfatadas, as quais tem
grande importancia na industria de alimentos devido as suas propriedades como agentes
gelificantes e espessantes (JIAO et al., 2011). Esses polimeros consistem de cadeias lineares
contendo residuos alternados de 3-B-galactopiranosil e 4-a-galactopiranosil (ou anidro-
galactose piranosil) (TALARICO et al., 2004). Com base na estereoquimica, as galactanas
sulfatadas podem ser classificadas como agaranas e carragenanas. Esses residuos podem
ajustar-se em série L formando as chamadas agaranas ou em série D, quando sdo denominados
carragenanas (KNUTESEN et al., 1994). As carragenanas podem ser classificadas de acordo
com a posicdo da sulfatacdo e a presenca de anidro-galactose nas formas kappa, iota e lambda
(LAHAYE, 2001). kappa—carragenana ¢ composta por residuos de 3-D-galactose sulfatados
na posicdo C-4 e por unidades de anidro-galactose (ESTEVEZ, CIANCIA, CEREZO, 2000),

iota-carragenana possui um grupo sulfato adicional na posi¢cdo C-2 do residuo de anidro-
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galactose (FUNAMI et al., 2007) e a lambda-carragenana ndo possui residuos de anidro-
galactose, no entanto, possui trés grupos sulfato por unidade dissacaridica, sendo a terceira
sulfatacdo na posicdo C-6 (Figura 6) (ZHOU et al., 2004).

Figura 6 - Estrutura das unidades de repeti¢do de algumas carragenanas
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Fonte: Adaptado de Fedorov et al., 2013

Amorim e colaboradores (2011) extrairam polissacarideos sulfatos da alga vermelha
Halymenia floresia utilizando agua e precipitacdo com etanol. Os autores realizaram a
estimativa da composi¢cdo monossacaridica desses compostos, utilizando procedimento de
hidrolise redutiva e analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GCMS) de derivados de acetato de alditol e perceberam que os polissacarideos apresentaram

elevados teores de 6-O-metilgalactose e 3,6-anidrogalactose sulfatadas.

b) Polissacarideos sulfatados de algas pardas

Algas marinhas pardas sdo ricas em heterofucanas sendo que os oligossacarideos
obtidos a partir da hidrdlise desses compostos podem conter residuos de galactose, glicose,
acidos urdnicos, além de outros monossacarideos que se encontram ligados a cadeia principal
por diferentes tipos de ligacOes glicosidicas (RAPOSO; MORAIS; MORALIS, 2015).

Fucanas sdo polissacarideos sulfatados ricos em L-fucose, tipicos do filo Phaeophyta,
que podem formar homopolimeros, denominados homofucanas ou heteropolimeros,
denominados heterofucanas (LI; LU; WEI, 2008). De acordo com Rocha e colaboradores
(2005) a complexidade estrutural desses compostos torna dificil estabelecer uma relagédo entre

a sua composicao e a atividade bioldgica.
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Polissacarideos sulfatados obtidos de Fucus vesiculosus L., comercialmente
disponiveis, sdo compostos basicamente por fucose, sulfato e cinzas. No passado Conchie e
Percival (1950) e O’Neill (1954) identificaram como principal unidade componente dos
polissacarideos sulfatados de F. vesiculosus L. a fucose, unidas por liga¢des a-(1—2), com
grupamentos sulfato localizados na posi¢do C-4 das unidades de fucose. Mais tarde, Pantankar
e colaboradores (1993) sugeriram que esses polissacarideos eram polimeros constituidos por
unidades de fucose unidas por liga¢des a-(1—3), com grupamento sulfato em C-4 de algumas
unidades de fucose (Figura 7). As diferencas estruturais encontradas por Pantankar e

colaboradores (1993) em seu trabalho foram atribuidas, principalmente, a forma de extragao.

Figura 7 — Estruturas de polissacarideos sulfatados de F. vesiculosus L.
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Recentemente, Rodriguez-Jasso e colaboradores (2014), trabalhando com
polissacarideos extraidos de F. vesiculosus L., obtiveram compostos estruturalmente
heterogéneos, nos quais a L-fucose é o principal monossacarideo. Nesse estudo percebeu-se que
a forma de extracdo interferiu na composicdo quimica dos polissacarideos, sendo assim, na
extracdo realizada com auxilio de ultrassom obteve-se 53,8% de fucose, 35,3 % de xilose e 10,8
% de galactose, enquanto aquela realizada com auxilio de auto hidrélise obteve-se 76,8 % de
fucose e 23,2 % de galactose.

Polissacarideos sulfatados da alga parda Dictyota menstrualis, extraidos por protedlise
a 60°C e por fracionamento com acetona, foram submetidos a analise quimica ap6s hidrélise
com HCI, por HPLC com detector de indice de refracdo. Os resultados obtidos mostraram a

presenca de galactofucanas compostas de fucose, xilose, galactose, sulfato e de tragos de acido
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glicurénico. Por infravermelho foram obtidas bandas associadas a presenca de grupos S=0, C-
0-SO3 e C-O-S (ALBUQUERQUE et al., 2013).

c) Polissacarideos sulfatados de algas verdes

As algas verdes sdo conhecidas por sintetizar uma grande quantidade de polissacarideos
sulfatados e, recentemente, tém atraido o interesse de pesquisadores devido aos inimeros
beneficios que os mesmos podem trazer a salde. Existe uma variedade de polissacarideos
obtidos de algas verdes, exemplo séo as ramanas sulfatadas obtidas do género Monostroma,
arabinogalactanas do género Codium, galactanas do género Caulerpa (WANG et al., 2014) e
as ulvanas, que sdo isoladas a partir dos géneros Ulva e Enteromorpha.

As ulvanas sdo os polissacarideos mais importantes que comp&em as algas da familia
Ulvaceae e representam uma interessante fonte a ser explorada. A composicao quimica desses
polissacarideos sulfatados é complexa, podendo variar de acordo com a espécie, com as
condicdes de crescimento, a origem, estacdes de coleta, etc. (COSTA et al., 2012). Sulfato,
ramnose, Xilose, acidos glicurénicos e idurdnicos sdo os principais constituintes das ulvanas.
Baixas proporcdes de galactose, glicose e proteinas também sdo geralmente encontradas em
ulvanas (LAHAYE; BRUNEL; BONNIN, 1997; ROBIC et al., 2009).

De acordo com Lahaye e Robic (2007), as ulvanas (Figura 8) podem aparecer como
estruturas composta por xilose (O-2-sulfatadas ou ndo sulfatadas) ligadas a residuos de ramnose

sulfatados (Uss e Uzs3s):

Uszs :— 4) B -D-Xilp(1 — 4) a -L-Rhap 3S(1 —

Uzsass:— 4) B -D-Xilp 2S(1 — 4) o -L-Rhap 3S(1 —

Fonte: Lahaye e Robic, 2007. p: indicativo da forma piranosidica do composto.

No entanto, a estrutura principal de repeticdo de ulvanas de diferentes espécies de Ulva
é 0 é&cido 3-sulfato de ulvanobiurénico, composta por O-3-ramnose sulfatada e acido
glicurdnico (tipo A, Ass). Outra tipica estrutura de repeti¢éo substitui o acido glicurdnico pelo

acido iduronico (tipo B, Bas):

Aszs :— 4) B -D-GIcAp(1 — 4)- o -L-Rhap 3S(1 —
Bss :— 4) a -L-1doAp(1 — 4)- o -L-Rhap 3S(1 —

Fonte: Lahaye e Robic, 2007. p: indicativo da forma piranosidica do composto.
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Figura 8 — Estruturas das principais unidades de repeti¢do das ulvanas
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Fonte: Adaptado de Wang et

Outras estruturas de repeticdo de ulvanas, envolvendo os mesmos residuos, alguns deles
ramificados com &cido glicurénico também ja foram relatados na literatura (LAHAYE, 1998;
LAHAYE; ROBIC, 2007).

2.4.2 Atividades bioldgicas de polissacarideos de algas marinhas

2.4.2.1 Atividade anticoagulante

A atividade anticoagulante de polissacarideos sulfatados esta entre as mais estudadas,
sendo responsavel por extensiva exploracdo da medicina atual (WIJESINGHE; JEON, 2012;
WANG et al., 2014).

Durante a Gltima década, polissacarideos sulfatados bioativos isolados a partir de algas
marinhas pardas tém atraido muita atencdo por possuirem um amplo espectro de atividades,
sendo os efeitos de modulacdo da coagulacdo (anticoagulacdo, antitrombose) os mais bem
caracterizados (ZHU et al., 2010; POMIM; MOURAO, 2012).

Homofucanas e heterofucanas sulfatadas extraidas de varias espécies de algas pardas
apresentaram diferentes efeitos sobre a coagulacdo. Galactofucanas extraidas de Spatoglossum
schroederi, em concentragdes entre 20-80 pg/pL, ndo apresentaram efeito no TTPa, enquanto
as homofucanas de Dictyota menstrualis dobraram o tempo de coagulagéo no TTPa (ROCHA
et al., 2004). Estudos posteriores com a alga S. schrdederi revelaram que embora as
galactofucanas sulfatadas isoladas da espécie ndo tenham apresentado efeito anticoagulante in
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vitro, possuem uma potente atividade antitrombotica, quando avaliadas em modelo animal de
ligadura da veia cava, in vivo. Este efeito ocorre de forma tempo dependente e foi reduzido
qguando a molécula foi dessulfatada. Além disso, essas galactanas sulfatadas foram capazes de
estimular a sintese de heparam sulfato por células endoteliais, o que justifica a atividade
antitrombdtica encontrada, sendo este efeito também dependente da sulfatacdo dos
polissacarideos (ROCHA et al., 2005).

Zhu e colaboradores (2010), trabalhando com heterofucanas de baixo peso molecular,
extraidas da alga marinha Laminaria japonica (F-Q) e com heterofucanas adquiridas
comercialmente (F-S), perceberam que ambos os polissacarideos apresentaram um efeito dose
dependente no prolongamento do tempo de coagulagdo no teste TTPa, in vitro. F-Q e F-S
também exibiram efeito antitrombotico, quando avaliados em ensaio antitrombotico in vivo, nas
concentracgdes de 0,25, 1 e 3 mg/kg, por um modelo, no qual um tubo de polietileno siliconado
contendo a amostra foi inserida na artéria carétida de ratos a partir da veia jugular. Além disso,
F-Q, da mesma forma que F-S e heparina, apresentaram um efeito inibitdrio sobre a agregacdo
plaquetaria induzida por trombina

Polissacarideos sulfatados ricos em fucose isolados de F. vesiculosus L. apresentaram
um efeito dose-dependente, porém inferior ao da heparina, quando avaliados nos testes: tempo
de tromboplastina parcial ativada (TTPa), tempo de protombina (TP) e tempo de trombina (TT).
Os estudos in vivo com 0 modelo de trombose da artéria car6tida, induzida por cloreto férrico
em ratos, no entanto, indicaram que os polissacarideos possuiam atividade antitrombotica
superior a da heparina. Considerando que as atividades anticoagulante e anti-fator Xa obtidas
foram inferiores as da heparina, foi sugerido que a atividade antitrombotica apresentada esta
relacionada a ligacdo desses compostos com o cofator 11 (KWAK et al., 2010).

Drozd e colaboradores (2011) trabalhando com heterofucanas das algas pardas Fucus
evanescens, Laminaria gurjanovae, Undaria pinnatifida, Laminaria japonica, Laminaria
cichorioides e Costaria costata observaram que as maiores atividades antitrombina e anti-fator
X foram alcangados para as algas F. evanescens, U. pinnatifida, L. gurjanovae e L. cichorioides
nas concentrac@es entre 30 — 50 U/mg e 10 — 20 U/mg, respectivamente. Os autores perceberam
que os mecanismos anticoagulantes de acdo dessas heterofucanas dependem ndo s6 da
antitrombina, mas também de outros inibidores de serina proteases, como cofactor Il da
heparina, nexina | protease, inibidor de plasminogénio I ativado, inibidor de plasminogénio 11
ativado e inibidor da proteina C.

Uma fracdo de polissacarideos sulfatados extraidos da alga parda Sargassum vulgare

composta de fucose, galactose, xilose, acido glicurébnico e manose prolongou o TTPa e
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estimulou a atividade enzimatica do fator Xa. Além disso, exibiu elevada agdo antitrombdtica
in vivo na concentragéo de 10 pg/g, quando avaliada pelo modelo de ligadura da veia cava em
ratos. Foi sugerido que esses efeitos estavam relacionados a inibi¢éo direta da trombina (DORE
etal., 2013).

Outras heterofucanas extraidas de diferentes algas marinhas pardas por diferentes
processos de extracdo também apresentaram efeitos anticoagulantes sobre a via intrinseca da
coagulacdo ao prolongar o TTPa, entre as quais heterofucanas de Dictyopteris delicatula
(MAGALHAES et al., 2011), Lobophara variegata (MEDEIROS et al., 2008; CASTRO et al.,
2015) e Canistrocarpus cervicornis (CAMARA et al., 2011).

Zhang e colaboradores (2015) ao trabalhar com heterofucanas obtidos de diferentes
algas pardas percebeu que esses compostos poderiam estimular ou inibir a coagulacdo do
sangue in vitro e que a promocao da coagulacdo estaria relacionada com o bloqueio da via de
inibicdo do fator tecidual.

A possibilidade de obtencdo de polissacarideos sulfatados também desperta grande
interesse sobre as algas verdes. As espécies de Monostromaceae, por exemplo, mostram alta
atividade anticoagulante e representam fonte potencial a ser explorada. O polissacarideo da alga
verde Monostroma latissimum, por exemplo, constituido principalmente de ramnose sulfatada,
obteve elevada atividade anticoagulante quando avaliados por TTPae TT (LI et al., 2011).

Polissacarideos sulfatados de algas verdes do género Caulerpa, C. racemosa e C
cupressoides quando avaliados pelo teste TTPa demostraram baixa potencial anticoagulante
guando comparados a heparina (RODRIGUES et al., 2010). Por outro lado, no trabalho de
Costa e colaboradores (2012a) polissacarideos sulfatados de C. cupressoides exibiram atividade
anticoagulante dose-dependente na via intrinseca (TTPa), e também na via extrinseca (TP). Os
autores ressaltaram que além do grau de sulfatacdo, a atividade anticoagulante pode estar
diretamente relacionada a posicdo do grupamento sulfato, sendo que a sulfatacdo na posicao C-
6 de residuos de galactose dos polissacarideos dessa alga contribuiu para atividade observada.

Polissacarideos com elevado peso molecular (108 Da) denominados pelos autores de
HEP foram obtidos a partir de extracdo com agua de Enteromorpha linza e submetidos a
degradacéo, dando origem a derivados de peso molecular mais baixo (11 Da) denominados
LEP. Derivados sulfatados de LEP com elevados graus de substituicdo (DS) foram preparados
com acido clorosulfdrico em formamida e mostraram como principal constituicdo cadeias
(1—4)-L-ramnose sulfatada na posicdo C-3. Os derivados sulfatados assim obtidos

apresentaram prolongamento de TTPae TT, mas ndo apresentaram atividade no teste TP, o que
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sugere a inibicdo da via intrinseca da coagulacdo e formacéo de fibrina mediada por trombina,
além de auséncia de inibigdo da via extrinseca (WANG et al., 2013).

De forma semelhante polissacarideos extraidos da alga Enteromorpha linza constituidos
de residuos de ramnose (1—4)-ligados, sulfatados na posi¢do C-3 prolongaram o TTPa (QI et
al., 2013) e polissacarideos obtidos de Enteromorpha clathrata constituidos principalmente de
residuos de PB-L-arabinose (1—4)-ligados, sulfatadas na posi¢cdo C-3, foram capazes de
prolongar efetivamente 0 TTPae o TT in vitro (Ql et al., 2012).

Em trabalho de Mao e colaboradores (2006) ulvanas extraidas de Ulva conglobata, com
alto conteudo de ramnose, prolongaram o tempo de coagulacao pela inibicao direta da trombina
e pela modulagéo do cofator II.

Da alga verde Penicillus capitatus foram extraidas galactanas sulfatadas que mostraram
atividade anticoagulante moderada, quando avaliadas por testes de coagulacao gerais e também
pelo ensaio de cinética de formacao de fibrina. Os resultados sugerem que um dos possiveis
mecanismos envolvidos é a inibicdo direta da trombina, o que pode estar relacionado ao padréo
de sulfatacdo dos polissacarideos (ARATA et al., 2015).

Galactanas sulfatadas extraidas da alga verde Codium divaricatum foram capazes de
prolongar o tempo de coagulacdo quando avaliadas in vitro pelos testes TTPae TT. A atividade
encontrada foi atribuida a caracteristicas estruturais das galactanas estudadas, sendo necessarios
estudos aprofundados para melhor compreenséo do mecanismo de agéo (LI et al., 2015).

Polissacarideos de algas vermelhas também tém atraido muita atencéo por causa de suas
atividades bioldgicas e abundante distribui¢do dessas algas. A atividade anticoagulante de dois
principais polissacarideos de algas vermelhas (aragana e carragenana) e de seus derivados
sulfatados foi investigada e relacionada com a suas estruturas no trabalho realizado por Liang
e colaboradores (2014). Os autores perceberam que a posi¢do da sulfatacdo no polissacarideo
mostrou grande impacto sobre a atividade, sendo que a sulfatacdo na posicdo C-2 de 3,6-anidro-
B-D-Galp, onde p refere-se a galactopiranose, exerce efeito positivo sobre a atividade (LIANG
etal., 2014).

Galactanas sulfatadas extraidas da alga vermelha Amansia multifida apresentaram
propriedades anticoagulantes apenas na via intrinseca da coagulagdo ao prolongar o TTPa com
200 pg, elevando o tempo de coagulagdo in vitro por mais de 240 segundos (SOUZA et al.,
2012). Polissacarideos sulfatados da alga vermelha Halymenia pseudofloresia também inibiram
a via intrinseca da cascata de coagulacdo (RODRIGUES et al., 2009).

Conforme j& apresentado, a inibigdo da coagulagdo sanguinea pelos polissacarideos de

algas, de forma analoga ao que ocorre com a heparina, pode estar relacionada, entre outros
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mecanismos, a formacdo de um complexo entre o heparina/polissacarideo de origem marinha
com a serpina do plasma, antitrombina I11, o que por sua vez, intensifica a velocidade de ligagéo
e inibicdo dessa Ultima sobre a trombina. No entanto, polissacarideos sulfatados obtidos a partir
de organismos marinhos, com elevada atividade anticoagulante, podem ndo induzir essa
mudanca conformacional em antitrombina II1 (MELO et al., 2012). Nesse ultimo caso, a
atividade anticoagulante de polissacaridos sulfatados pode estar relacionada a interagcdes nédo
especificas e de baixa afinidade entre os carboidratos altamente sulfatados e regifes basicas
como as proteinas do sistema de coagulagdo (MOURAO, 2015). Vale lembra que a quantidade
de sulfato, os padrbes de ligacdo dos residuos de monossacarideos dentro da estrutura de um
polissacarideo, bem como a natureza da posi¢édo da sulfatacdo podem influenciar de diferentes
formas a atividade anticoagulante (LI et al., 2011), o mesmo pode ser observado em outras
atividades biologicas estudadas para polissacaridos sulfatados de alga (WIJESINGHE; JEON,
2012).

2.4.2.2 Atividade anti-inflamatéria e imunomodulatéria

Polissacarideos de micro e macroalgas possuem vérias propriedades bioldgicas, dentre
as quais atividades anti-inflamatorias e imunomodulatoérias. Essas propriedades podem se
desenvolver por diferentes caminhos, dependendo do polissacarideo em estudo e do tipo de
inflamacéo desenvolvido (RAPOSO; MORAIS; MORALIS, 2015).

Existem varios trabalhos que mostram a interferéncia dos polissacarideos sulfatados de
alga na migracdo das células inflamatdrias, leucdécitos, para os sitios de inflamacao. No trabalho
de Albuguerque e colaboradores (2013), por exemplo, foi demonstrado que heterofucanas de
Dictyota menstrualis na concentracdo de 20,0 mg/kg, ap6s estimulo quimico, reduziram em
100% a migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal e ndo alteraram a expressdo de
interleucinas pré-inflamatorias IL-1p, IL-6, nem do fator de necrose tumoral (TNF-a,).

Heterofucanas sulfatadas de Sargassum vulgare, obtidas por precipitacdo com acetona,
apresentaram alta atividade anti-inflamatdria nas concentracdes (10, 30 e 50 mg/kg) testadas
pelo modelo de inducdo de edema de pata por carragenana, sendo observadas a reducdo do
edema e da infiltracdo celular (DORE et al., 2013).

Em trabalho realizado por Medeiros e colaboradores (2008), heterofucanas sulfatadas
de Lobophora variegata, extraidos por digestdo enzimatica, seguida de fracionamento com

acetona, e homofucanas da espécie Fucus vesiculosus de origem comercial, foram avaliados
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por um modelo de peritonite aguda induzida por injecéo de tioglicolato de sddio. A analise foi
realizada numa concentracdo de (50 mg/Kg) e os polissacarideos reduziram os leucdcitos no
fluido peritoneal em 55 % e 70 %, respectivamente. Além disso, quando testados por um
modelo de dermatite de contato irritante em ratos Wistar, esses polissacarideos também
reduziram a resposta inflamatoria cutanea.

Estudos com polissacarideos sulfatados de alga também tem mostrado a capacidade
desses compostos em atuar por uma associacdo de efeitos anti-inflamatérios e
imunomodulatorios (RAPOSO; MORAIS; MORAIS, 2015).

Ulvanas sulfatadas de U. rigida induziram macréfagos murinos (RAW 264.7),
aumentando a expressdo de interleucina IL-6 e do receptor B-1 de IL-12, além disso,
aumentaram a producdo de NO e a secrecdo de PGE-2. Sendo observada uma reducdo desses
efeitos em consequéncia da dessulfatacdo dos compostos, o que sugere que o grupo sulfato é
essencial para a atividade (LEIRO et al., 2007).

Polissacarideos sulfatados ricos em ramnose extraidos com agua da alga verde Ulva
pertusa e purificados por cromatografia de troca idnica estimularam células (RAW 264.7),
induzindo a producdo de citocinas e 6xido nitrico, 0 que sugeriu um efeito imunomodulador
desses polissacarideos (TABARSA,; LEE; YOU, 2012).

Kang e colaboradores (2011) trabalhando com macréfagos, células (RAW 264.7) e
heterofucanas obtidas de Eckloniacava observaram uma inibicdo dose-dependente da atividade
da enzima oOxido nitrico sintase induzida por LPS(iNOS) e da expressdo do gene para a enzima
ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e, como consequéncia, uma reducdo na producdo de 6xido nitrico
(NO) e de prostaglandina E2(PGEZ2).

Polissacarideos extraidos da alga vermelha Lithothamnion muelleria, a partir de técnica
que combina extragdo com &gua quente, uso de NaxCOs e precitacdo com etanol, além da
reducdo da injuria animal decorrente de doenca inflamatdria, obteve-se uma reducdo dos niveis
de citocinas (IFN- y, TNF-a) e quimiocinas pro-inflamatérias e inibi¢cdo da migracdo e adesao
leucocitaria (REZENDE et al., 2013).

Estudos recentes da atividade anti-inflamatdria de polissacarideos sulfatados da alga
vermelha Gracilaria cornea realizados pelo modelo de inducgéo de edema de pata por diferentes
agentes revelaram, entre outros resultados, que nas concentracdes de 3, 9, 27 mg/kg houve uma
inibicdo do edema de pata induzido por carragenana e dextram, na concentracdo de 9 mg/kg
ocorreu uma inibigéo do edema induzido por histamina, composto 48/48 e por L-arginina, sendo
também foi percebido uma regulacéo dos niveis das citocinas pro-inflamatorias IL-1p, TNF-a
(COURA et al., 2015).
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Homofucanas sulfatadas de Fucus vesiculosus L. reduziram a expressédo de TGF-B1 e
Oxido nitrico em ratos submetidos a lesdo hepatica induzida pela administracdo de &lcool e em
células HepG2. O tratamento com homofucanas sulfatadas nos ratos foi realizado nas doses (30
mg/kg ou 60 mg/kg) e também foi capaz de reduzir o aumento dos niveis aspartato
aminotransferase e alanina aminotransferase, além de reduzir a producdo de ciclooxigenase-2 e

de aumentar a expressao da enzima hepatoprotetora, hemeoxigenase-1 (LIM et al., 2015).

2.4.3 Polissacarideos sulfatados de Ulva lactuca L.

2.4.3.1 Composicao quimica

Ulva lactuca L. é uma alga verde comum na divisdo Chlorophyta encontrada na Europa,
América do Norte e do Sul, llhas do Caribe, Africa, llhas do Oceano indico, Sul-Oeste da Asia,
China, Ilhas do Pacifico, Australia e Nova Zelandia.

Rica em muitos nutrientes importantes como fibras dietéticas, esta alga marinha
apresenta a hemicelulose a mais abundante delas, seguida pela celulose e pela lignina. Além
disso, € uma fonte alternativa de aminoacidos essenciais e de alguns &cidos graxos
polinsaturados, como &cido oleico, linoleico e linolénico. O principal valor de U. lactuca L., no
entanto, esta na extracdo de compostos especificos, particularmente a fibra insoltvel e a fibra
dietética soltvel, sendo a ultima correspondente a ulvana, um polissacarideo sulfatado (YAICH
etal., 2011; YAICH, et al., 2015).

Os polissacarideos de U. lactuca L. séo constituidos principalmente de sulfato, ramnose,
xilose, glicose (HASSAN et al., 2011; TIAN et al., 2015; YAICH, et al., 2011; ALVES;
SOUZA;REIS, 2013), acido glicurdnico (HASSAN et al., 2011; TIAN et al., 2015; ALVES;
SOUZAREIS, 2013; SHATIVEL, 2008), podendo também conter residuos de galactose,
arabinose, manose (YAICH etal., 2011; HASSAN et al., 2011), acido galacturénico (HASSAN
et al., 2011), &cido idurbnico (LAHAYE; ROBIC, 2007; ALVES; SOUZA; REIS, 2013;
QUEMENER; LAHAYE; BOBIN DUBIGEON, 1997) e baixas propor¢cfes de proteina
(ROBIC et al., 2009).

A glicose ja foi reportada como o0 composto mais abundante nesta alga, tendo como
origem uma extracao rica em celulose e a hemicelulose. A auséncia de frutose nos extratos da
alga, esta relacionada a auséncia de sacarose e a presenca de ramnose, por sua vez, pode ser

atribuida a presenca de xiloraminoglicuronana (YAICH et al., 2011).
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Embora as estruturas quimicas dos polissacarideos U. lactuca L. de diferentes origens
sejam também diferentes, € aceita uma estrutura regular de &cidos urénicos e grupos sulfatos,
além da presenca de agucares raros como ramnose e acido idurdnico (TIAN et al., 2015).

Estudos quimicos pioneiros com ulvanas de U. lactuca L. determinaram que &cido
glicurdnico e ramnose ocorrem principalmentena na forma de acido aldobiourénico e 4-O-a-D-
glucuronosil-L-ramnose, respectivamente (BRADING; GEORG-PLANT; HARDY, 1954).
Ulvanas de U. Lactuca L. e seus oligossacarideos, obtidos ap0os hidrdlise parcial, indicaram
uma elevada propor¢ao de a - (1 — 4) - unidades de ramnose ligadas que sdo sulfatadas na
posi¢do C-3. Além disso, B - (1 — 4)- e B - (1 — 3)- unidades de xilose ligadas, p- (1 —> 4)-e
B- (1 — 3) - glicose ligadas e B- (1 — 4) — &cido glicurénico ligados também originam ulvanas.
Outro dados mostram a presenca de sulfato em xilose na posicao 2 e demonstram que a maior
parte dos sulfatos em ulvanas de Ulva spp. esta localizado na posi¢do C-3 ou C-2 de unidades
ramnoses (LAHAYE; ROBIC, 2007; PERCIVAL, 1979).

Quanto as propriedades fisico-quimicas, existem relatos de que as fibras soltveis de U.
lactuca L., tais como ulvanas, na presenca de ions borato e de calcio podem formar geis
(LAHAYE, JEGOU; BULEON, 1994; LAHAYE; ROBIC, 2007).

Os polissacéaridos insoltveis provenientes do U. lactuca L., por outro lado, podem
formar 33% (peso seco) desta alga e tem sido usados para varias aplicacdes tais como fabricacéo
de papel (LAHAYE; JEGOU; BULEON, 1994).

Além disso, polissacarideos sulfatados extraidos de U. lactuca L., em meio alcalino e
precipitados com etanol, foram reportados pelas suas excelentes propriedades de superficie.
Essas propriedades devem-se as suas estruturas anfifilicas, onde os grupamentos metil da
ramnose desempenham o carater hidrofébico, enquanto o sulfato desempenha o caréater
hidrofilico. Considerando que as propriedades de superficies sdo importantes aos surfactantes,
uma classe importante de compostos com propriedades emulsificantes, solubilizantes,
dispersante, em muitos produtos, tais como detergentes, amaciantes, emulsdes, adesivos, tintas,
cosmeéticos, etc., associado a poluicdo causada por surfactantes sintetizados, os naturais estao
sendo cada vez mais pesquisados. Neste aspecto, a origem natural e as propriedades de
superficie de polissacarideos de U. lactuca L., os torna potencialmente Gteis como surfactantes

em aplicagdes cosmeéticas farmacéutica e de alimentos (TIAN et al., 2015).
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2.4.3.2 Atividades bioldgicas

Os polissacarideos séo os principais componentes estruturais de U. lactuca L. (TIAN et
al., 2015) e tem atraido interesse na busca de atividades bioldgicas.

De acordo com Shativel e colaboradores (2008) os polissacarideos obtidos de U. lactuca
L., denominados de ulvanas, constituem uma fibra dietética, estruturalmente semelhante aos
glicosaminoglicanos de mamiferos, mas com atividades biologicas pouco exploradas.

Em trabalho realizado por Hassan e colaboradores (2011) os polissacarideos sulfatados
de U. lactuca L. extraidos com &gua quente e precipitados com etanol foram capazes de reduzir
os niveis de lipidios totais, triglicérides, colesterol total, LDL e VLDL de ratos albinos tratados
com dieta hipercolesterolémica. Esses resultados foram acompanhados por um aumento de
180% dos niveis de HDL, pelo aumento da atividade de transaminases do soro e de fosfatase
alcalina e também pelo surgimento de efeitos antioxidantes benéficos as células hepaticas.

Sathivel e colaboradores (2008) trabalharam com polissacarideos sulfatados de U.
lactuca L. extraidos com agua quente. Nesse trabalho, os polissacarideos utilizados como pré-
tratamento de ratos Wistar foram capazes de reduzir os efeitos hepaticos toxicos induzidos pela
administracdo de D-galactosamina, além disso, apresentaram propriedades anti-peroxidativa e
anti-hiperlipidémica. Foi sugerido que a presenca de alguns compostos de enxofre nos
polissacarideos sulfatados de U. lactuca L. seriam o0s responsaveis pela reducdo do acimulo
excessivo de triglicerideos intracelulares, podendo ter a capacidade de evitar o aumento agudo
dos niveis de acidos gravos livres, de triglicerideos e colesterol total no soro e no tecido.

Devaki, Shativel e Raghavendran (2009) obteviram resultados parecidos ao estudar as
mitocrondias e a fracdo microssomal do figado de ratos Wistar para avaliar o efeito antioxidante
da administracdo de um extrato de polissacarideos de U. lactuca L. (200 mg/kg de peso
corporal, por dia, durante 21 dias). Os tecidos do figado de ratos intoxicados com D-
galactosamina apresentaram-se inchados e, além disso, observou-se perda de cristas
mitocondriais. No entanto, em ratos pré-tratados com os polissacarideos sulfatados ndo foram
observadas anormalidades no tecido, nem nas enzimas microssomais e mitocéndrias. Os
polissacarideos mais uma vez parecem ter prevenido o estresse oxidativo induzido pela D-
galactosamina.

Os polissacarideos sulfatados de U. lactuca L. apresentam uma atividade muito

importante, considerando que altos niveis de colesterol no sangue contribuem para a
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aterosclerose e para muitas doencas lipidicas associadas, como obesidade, ataques cardiacos,
derrames e insuficiéncia renal (SATHIVEL et al., 2008).

Margret, Kumaresan e Ravikumar (2009) em seu trabalho observaram que
polissacarideos de U. lactuca L. desencadearam uma reducdo do edema de pata induzido por
carragenana em ratos numa concentracdo de 150 mg/ Kg, ou seja, apresentaram propriedades
anti-inflamatorias.

Quanto as propriedades toxicas, estudos anteriores mostram que ulvanas extraidas de U.
lactuca L. com agua quente e digestdo enzimatica ndo reduziram a viabilidade celular de
fibroblastos (L929), sendo observado um significante aumento da atividade metaboélica dessas
células nas concentragdes de (0,25, 0,5 e 0,075 mg/mL) (ALVES; SOUZA; REIS, 2013). Por
outro lado, ulvanas sulfatadas de baixo peso molecular e seus derivados dessulfatados obtidos
de U. lactuca L. inibiram a proliferacéo e diferenciacdo de células Caco-2 (KAEFFER et al.,
1999).

El Baky, El-Baz e El-Baroty (2009) realizaram um extenso estudo com polissacarideos
extraidos de U. lactuca L. com agua quente e com etanol 85%, onde observaram que esses
compostos reduziram a viabilidade de células de adenocarcinoma (MCF-7) e de carcinoma
hepatocelular (HepG2) e foram capazes reduzir os radicias livres quando avaliados pelos
ensaios DPPH e ABST. Além disso, os polissacarideos sulfatados apresentaram também
atividade anticoagulante quando submetidos a determinacdo do tempo de coagulacéo total e
atividade antiviral contra virus herpes simplex tipo 1.

Polissacarideos sulfatados de U. lactuca L., extraidos com agua quente, foram utilizados
como pre-tratamento de camundongos infectados pelo virus da encefalite japonesa (JEV), uma
das principais causas de encefalite aguda em seres humanos, retardaram o aparecimento de
paralisia no membro posterior e evitaram a morte dos animais. Os estudos revelaram que esses
carboidratos podem bloquear a absor¢éo do virus e, assim, tornar o virus incapaz de penetrar
nas células. Além disso, podem atuar reduzindo de forma eficaz a producédo de citocinas proé-
inflamatoria nas células infectadas, atuando na prevencdo antiviral, particularmente, de
flavivirus (CHIU et al., 2012).

A partir da revisdo apresentada percebe-se que embora seja uma alga com interessantes
atividades bioldgicas relatadas, hd uma escassez de estudos quanto as atividades anticoagulante
e antitrombotica da espécie U. lactuca L., o que torna interessante a realizacdo do presente
trabalho. Associado a isso, a biomassa de algas do género Ulva spp., de acordo com Briand e
Morand (1997), Bruhn e colaboradores (2011) e Bikker e colaboradores (2016) esta

amplamente disponivel, sendo essas as principais algas em crescimento nas “marés verdes” de
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algas, o que tem estimulado sua colheita para emprego, por exemplo, na producdo de
biocombustiveis. E importante destacar ainda, que o Brasil possui uma extensa costa litoranea

0 que torna possivel e interessante a pesquisa de diferentes produtos naturais marinhos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo quimica parcial e avaliar as atividades anticoagulante,

antitrombdtica e anti-inflamatdria dos polissacarideos sulfatados obtidos da alga verde Ulva

lactuca L.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

\

Extrair de forma seletiva os polissacarideos sulfatados da alga verde U. lactuca L.;
Analisar a composicao quimica dos polissacarideos sulfatados de U. lactuca L.;

Realizar a caracterizagdo quimica parcial dos polissacarideos sulfatados de U. lactuca L.:
determinar a composi¢do monossacaridica (FACE e cromatografia em papel) e analisar por
espectroscopia (RAMAN, IR);

Analisar a atividade anticoagulante in vitro (TTPa, TP, TT, anti-fator Ila, anti-fator Xa) dos
polissacarideos sulfatados de U. lactuca L.;

Investigar a atividade antitrombotica in vivo dos polissacarideos sulfatados de U. lactuca L.
por modelo de ligadura da veia cava inferior em ratos Wistar;

Analisar o efeito in vitro dos polissacarideos sulfatados de U. lactuca L. em linhagem de
células endoteliais de aorta de coelho (producdo de NO e atividade de metaloproteinases);
Investigar a atividade anti-inflamatéria in vitro dos polissacarideos sulfatados U. lactuca L.
em linhagem de macrofagos RAW 264.7 (producdo de NO e atividade de
metaloproteinases);

Comparar as atividades dos polissacarideos sulfatados obtidos da alga verde U. lactuca L.
e da alga parda F. vesiculosus L.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
4.1.1 Equipamentos

Agitador magnético (Phoenix, AP56); Balanca analitica (BEL Engineering, MARK
M254A); Balanca analitica (Shimadzu, AY 220); Balanca semi-analitica (Shimadzu,
BL3200H); Banho-maria (Unique Ultrasonic Cleaner, USC 2800A); Cabine de Fluxo Laminar
(Thermo Scientific 1300 Series Az); Centrifuga 10000 rpm (Jouan Paris); Centrifuga 5000 rpm
(Excelsa Baby FANEN Ltda, 208N); Centrifuga 4000 rpm (Centribio); Coagulémetro (Helena
Laboratories, Company, Cascade-M); Estufa de secagem (FANEM, 315 5E);
Espectrofotometro (Biospectro SP-22); Fonte de eletroforese (Isco Electrophoresis Power
Supply, 494); Freezer -20°C (Intelligent Bosch 32); Freezer -80°C (Thermo Scientific);
Incubadora de CO: umidificada (Thermo Scientific Forma Series Il Water Jacket);
Infravermelho (FT-IR-Fourier-transforminfrared); Leitor de placas (Thermo Scientific
Multiskan 60); Leitor de Fluorometria/colorimetria (Thermo Scientific); pHmetro (TecNow,
AB-7); Raman (Bruker RFS 100); Sistema de eletroforese vertical (Mini- PROTEAN® Tetra
Cell); Unidade filtrante (Millipore); Placas de cultura (TTP); Transluminador UV (Camara
scientific grade CCD GelCam 310 — GelDoc-It Imaging System);

4.1.2 Reagentes

Acetona PA (Biotec); Acido acético (Synth); Acido bérico (Dindmica quimica
contemporanea Ltda); Acido butirico (Vetec); Acido cloridrico (Vetec); Acido sulfirico
(Vetec); Acrilamida (Ludwig Biotec); Agarose (Biorad); 2-aminoacridona — AMAC (Sigma);
Azul de toluidina (Vetec); Bisacrilamida (Neon); Brometo de Cetiltrimetilamonio —
CETAVLON (Vetec); Brometo de tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) (Sigma);
Carbazol (Sigma); Cetamina (Vetnil); Cianoboroidreto de sodio (Sigma); Cloreto de bario
(Synth); Cloreto de célcio (Vetec); Cloreto de sddio (Proquimios); Cloreto de Zinco (Vetec);
Commasie Brilliant Blue (Vetec); Dimetilsufoxido — DMSO (Vetec); Dodecil sulfato de sédio
— SDS ( Vetec); EDTA (Dinadmica quimica contemporanea Ltda); Enzima alcalase (Sigma);
Estreptomicina (Gibco by Life); Etanol etilico (Exido Cientifica); Fenol (Alphatec); Gelatina
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(Difco); Glicerina (Cromato Produtos Quimicos Ltda); Glicina (Sigma); Hidroxido de aménio
(Vetec); Hidréxido de sodio (Alphatec); Kit BCA (Thermo Scientific); Kits ELISA (R&D
Systems); Kits TTPa, TP, TT (Labtest); Kits Ila e Xa (American Diagnostica —
(Actichrome®Heparinanti-fXa e Actichrome®Heparinanti-flla, Greenwich, CT, USA);
Lipopolissacarideo (Sigma); Meio de cultura Dubelcco modificado - DMEM (Cultilab); Meio
de cultura F12 (Cultilab); N-[1-naftil]-etilenodiamina (Sigma); Nitrato de prato (Vetec); Nitrito
de sodio (Sigma); Padrdes — condroitim sulfato, dextram sulfato, dermatam sulfato, heparam
sulfato, fucose, albumina, fucose, glicose, galactose, ramnose, acido glicurénico, acido
galacturonico, manose e xilose (Sigma); Penicilina (Gibco by Life); Persulfato de amonio
(Vetec); Soro Fetal Bovino (Cultilab); Sulfato de sodio (Impex); Sulfanilamida (Sigma);
Tetraborato de sédio (Impex); Tetrametiletilenodiamina (Sigma); Tripsina (Cultilab); Tris base
(Biosolve); Triton X-100 (Vetec); Vermelho de cresol (Vetec); Xilazina (Ceva).

4.1.3 Algas marinhas

a) Ulva lactuca L.

A alga marinha verde, Ulva lactuca L. (Figura 9), foi coletada no periodo de maré baixa
entre 0,0 - 0,2 metros, a uma temperatura entre 28-30°C, na praia Buzios pertencente ao
municipio de Nisia Floresta no litoral sul do Rio Grande do Norte, que esté localizada a 23 Km
de Natal. Apos coleta, a alga foi lavada em agua corrente e examinada para remocao de epifitas
e inclusdes calcarias. Em seguida, a alga foi seca em estufa a 40°C, triturada e o p6 obtido foi
pesado e acondicionado em frasco adequado para posterior extracdo dos polissacarideos
sulfatados. A identificacdo da referida alga foi realizada pelo Prof.° Dr. Hugo Alexandre de
Oliveira Rocha (Departamento de Bioguimica - UFRN), sendo sua classificacdo taxindmica

apresentada a seguir.
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Figura 9- Alga marinha verde Ulva lactuca L.

Dominio taxonémico: Eukaryota
Reino: Plantae
Filo: Chlorophyta
Classe: Ulvophyceae
Ordem: Ulvales
Familia: Ulvaceae
Género: Ulva

Espécie: Ulva lactuca L.

A - -

Fonte: foto retirada do site “The seaweed site:
information on marine algae”

b) Fucus vesiculosus L.

A alga marinha parda Fucus vesiculosus L. (Figura 10), utilizada no presente estudo, foi
obtida comercialmente, juntamente com certificado de analise do controle de qualidade (Anexo
I) da empresa Fagron SM Empreendimentos Farmacéuticos Ltda, seca ao sol e triturada na
forma de pd, que foi utilizado para a extragdo dos polissacarideos sulfatados.

A referida alga apresenta a seguinte classificagdo taxondmica.

Figura 10- Alga marinha parda Fucus vesiculosus L.
\..“&i,.,. — ,:‘,0 F x » «»\ ‘ ‘\zy‘; -

| Dominio taxondmico: Eukaryota
Reino: Chromista
Filo: Ochrophyta
Classe: Phaeophyceae
Subclasse: Fucophycidae
Ordem: Fucales
Familia: Fucaceae

Género: Fucus

S8 o s

Fonte: foto retirada do site “The seaweed site:
information on marine algae”

Espécie: Fucus vesiculosus L.
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4.1.4 Linhagens Celulares

As linhagens celulares de macrofago murino (RAW 264.7), obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) (RASCHKE, 1978) e de endotélio de aorta de
coelho (RAEC), obtidas do laboratorio de Biologia Molecular, UNIFESP/EPM (COLBURN;
BUONASSISI,1982), foram cultivadas em meio Dulbecco modificado — DMEM e em meio
F12, respectivamente, ambos suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibidticos
(100U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina). As células foram mantidas a 37°C em
incubadora umidificada e sob tensdo de 5% de CO». A troca do meio de cultura para manutencéao
das células foi realizada a cada 3 dias.

4.1.5 Animais

O modelo de trombose venosa in vivo foi realizado em ratos machos da linhagem Wistar,
pesando cerca de 180-200g, obtidos do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em gaiolas, submetidos a
agua e dieta ad libitum em condicGes controladas de iluminacdo (ciclo 12h claro/escuro) e a
temperatura constante de 25°C.

Os animais foram acondicionados no laboratério no minimo por 3 dias antes da
realizacdo do experimento. AplOs experimento, 0s animais foram sacrificados por
exsanguinacdo cardiaca seguida de ruptura do diafragma. A realizacdo do experimento
envolvendo animais se encontra aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
UFJF, sob o Protocolo n° 037/2014 (Anexo I1).

4.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS

4.2.1 Obtencao do pé cetbnico

Cerca de 35g da alga verde, Ulva lactuca L., seca e pulverizada, foi suspensa com 2
volumes de acetona PA para despigmentacdo e delipidacdo. Essa solugdo foi deixada em
repouso por 12 horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o material foi decantado e o
procedimento repetido por duas vezes para completa remogdo do pigmento. O residuo obtido,
denominado po cetbnico de U. lactuca L., foi seco a temperatura ambiente, pesado e utilizado

para posterior proteolise.
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Para obtencdo do pé cetbnico de F. vesiculosus L. cerca de 50g da alga seca, obtida
comercialmente, foi submetida ao processo de despigmentagéo e delipidacdo, semelhante ao
realizado para a alga U. lactuca L. (ROCHA et al., 2005).

4.2.2 Protedlise

Para realizacdo desta etapa (Figura 11), foram adicionados ao p6 cetbnico (cerca de
34,49 g de U. lactuca L. e 49,83¢g para F. vesiculosus L.) oito volumes de NaCl 0,25 M, sendo
0 pH da solugdo ajustado para 9,0 com NaOH 1M. Ao material, foram adicionadas
respectivamente 350 pL e 500 pL da enzima proteolitica alcalase, uma protease de
Streptomyces griseus (Sigma, P5147), com atividade de > 3,5 unidades/mg, pH 5-9,0, sendo o
pico de atividade em pH8,8, com especificidade ampla de substratos, que pode ser mediada por
um sitio ativo composto por residuos de &cido aspartico, histidina e serina, preferindo hidrolisar
ligacGes peptidicas no lado carboxilico do acido aspartico.

Figura 11 - Esquema do processo de extracdo dos polissacarideos sulfatados das algas
Ulva lactuca L. e Fucus vesiculosus L.

P6 cetdnico

NaCl 0,25 M
pH 9,0 (NaOH 1 M)
Enzima proteolitica alcalase

Banho-maria
a 60°C/ 24 horas

Solucéo de
protedlise

Banho-maria a 100°C/ 15 min
Centrifugacao a 3000/ 30 min

Sobrenadante [ Precipitado ]
(Bruto de
polissacarideos)

O po cetdnico (cerca de 34,499 de U. lactuca L. e 49,839 para F. vesiculosus L.) obtido apds
delipidacdo foi incubado & 60°C com enzima alcalase para protedlise. O material dessa
protedlise foi centrifugado a 3000 rpm por 30 min e o sobrenadante correspondente ao bruto de
polissacarideos separado. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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A suspensdo proteolitica, anteriormente preparada, permaneceu em banho-maria a 60°C
durante 24 horas, sem agitacdo. Apos esse periodo, o material foi submetido a inativacéo
enzimatica em banho de agua fervente a 100°C por 15 minutos Em seguida o material foi
resfriado, filtrado em gaze e centrifugado a 3000 rpm por 30 min. Apos centrifugacao, o
sobrenadante que contém os polissacarideos foi denominado “extrato bruto de polissacarideos”

e submetido a fracionamento com acetona PA.

4.2.3 Fracionamento dos extratos brutos com acetona PA

O sobrenadante obtido, ap6s protedlise de cada alga, foi medido e submetido a
fracionamento com volumes crescentes de acetona PA (0,3v; 0,5v; 0,7v e 1,0v). Os
sobrenadantes foram precipitados com acetona PA sobre agitacdo constante e deixados a
temperatura de 4°C, overnight. Apos esse periodo, o material foi centrifugado, o sobrenadante
foi medido e utilizado para nova precipitacdo com acetona PA. Os precipitados obtidos foram
submetidos a secagem a pressdo reduzida, pesados, e denominadas F30UI, F50Ul, F70Ul e
F100Ul para U. lactuca L. e F30Fv, F50Fv, F70Fv e F100Fv para F. vesiculosus L. (Figura 12).

Figura 12 — Esquema do fracionamento do extrato bruto de polissacarideos com volumes
crescentes de acetona PA

Sobrenadante
(Bruto de
polissacarideos)

Precipitacdo com acetona PA
Agitacdo constante

03v || 05v —>[ 0,7v |—| 10v

Overnight a 4°C
Centrifugacéo a
3000 rpm por 30 min

F30 F50 [ F70 F100 ]

O bruto de polissacarideos obtido ap6s proteélise foi medido e precipitado com 0,3 volumes de
acetona PA, deixado overnight a 4°C e centrifugado a 3000 rpm por 30 min. O precipitado obtido
denominado F30Fv e F30UI para F. vesiculosus L. e U. lactuca L., respectivante. O novo
sobrenadante foi precipitado com 0,5 volumes de acetona PA e assim sucessivamente até 1,0
volume de acetona PA. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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4.2.4 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose foi realizada segundo Dietrich e Dietrich (1976). A
agarose foi preparada na concentracédo de 0,5 % em tampé&o 1,3-diaminopropano acetato (PDA)
0,05M, pH 9,0 e colocada sobre laminas de vidro, medindo 7,5 x 5,0 x 0,2. Cerca de 5L de
cada fracdo de polissacarideo sulfatado obtido foi aplicado, utilizando as seguintes massas:
F30UI (250 pg), F50UI (50 ug), F70Ul (50 pg), F100UI (150 pg), F30Fv (100 pg), F50Fv (25
ug), F70Fv (25 pg) e F100Fv (250 pg). Como padrdo foi utilizado uma mistura de
glicosaminoglicanos, contendo condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato (5 pg
de cada um dos padrdes).

As amostras foram submetidas a corrente continua de 100 V, em camara refrigerada a
4°C, durante aproximadamente uma hora. Apés a corrida eletroforética, os compostos foram
precipitados com solugéo de brometo de Cetiltrimetilamonio (CETAVLON) 0,1%, por no
minimo duas horas, a temperatura ambiente. As laminas foram entdo secas em corrente de ar
quente e coradas com azul de toluidina 0,1 % em solucdo de &cido acético 1 % e etanol 50 %,
por 20 minutos. O excesso de corante foi removido com solucdo de acido acético 1 % e etanol
50 % (solucdo descorante). A revelacdo dos polissacarideos foi realizada pela capacidade do
azul de toluidina interagir com o sulfato presente nas amostras. Compostos ricos em sulfato

desenvolvem uma coloracdo azul-violacea caracteristica.

4.2.5 Analise do peso molecular

A determinacdo do peso molecular foi realizada em gel de agarose 1,5% de acordo com
Bhilocha e colaboradores (2011) com modificacBes. A agarose foi preparada na concentracdo
de 1,5 % em tampdo TBE (Tris 100 mM, &cido boérico 100 MM e EDTA 1 mM), pH 8,3 em
sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell com laminas de 7,2 cm e
espacadores de 1,50 mm. Como padrdes foram usados dextram sulfato (8KDa), condroitim
sulfato (26KDa) e condroitim sulfato (67KDa). As amostras (100 pg) e padrées (5 pg) foram
Secos a vacuo e ressuspensos em 5 pL de tampdo de amostra (Tris 40 mM, NaCl 20 mM, EDTA
2 mM, glicerol 40%, vermelho de cresol 0,05%) e aplicados no gel de agarose a 1,5 %. A corrida
eletroforeética foi realizada em camara refrigerada a 4°C e tampao de corrida TBE. As amostras
foram submetidas a corrente continua de 20 V nos 30 minutos iniciais e de 40 V por mais 3
horas e 30 minutos. Ap6s o tempo de corrida, os géis foram removidos das laminas e corados

com azul de toluidina 0,1% em &cido acético 1%, por 30 minutos. O excesso de corante foi
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removido com solucdo de &cido acético 1%, e o gel digitalizado e submetido a anélise de fator
de retencédo pelo programa TotalLab TL120 1D v 2009 (Nonlinear Dynamics Ltd.).

43 ANALISES QUIMICAS E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DOS
POLISSACARIDEOS SULFATADOS

4.3.1 Dosagem de acgucares totais

A dosagem de acgucares totais das fracdes polissacaridicas foi realizada pelo método
fenol/&cido sulfdrico de acordo com Dubois e colaboradores (1956), empregando-se uma curva

padrdo de L- fucose, sendo a leitura realizada a 490 nm em espectrofotometro.

4.3.2 Dosagem de sulfato

O teor de sulfato das fracdes polissacaridicas extraidas das algas foi determinado por
turbidimetria pelo método gelatina-bario proposto por Dodgson (1961). As amostras foram
submetidas inicialmente a hidrélise &cida (HCI 8 M, 6 horas, 100°C) e neutralizados por
evaporacao a vacuo na presenca de NaOH. A leitura da absorbancia foi realizada a 500 nm em
espectrofotdmetro e os valores de sulfato calculados a partir de uma curva de calibracdo de

sulfato de sodio.

4.3.3 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando
o reagente de Coomassie Brilliant Blue. Para a curva padrao utilizou-se albumina sérica bovina

e a leitura foi realizada a 595 nm em espectrofotometro.

4.3.4 Dosagem de acido urdnico

A dosagem de acidos urdnicos foi realizada segundo o método de Di Ferrante e
colaboradores (1971), utilizando o reagente borato (tetraborato de sédio 0,4%, em acido
sulfurico) e o reagente carbazol 0,1 % em etanol. A leitura das absorbancias das amostras foi
realizada a 525 nm e os valores de acidos urdnicos estimados a partir de uma curva padrao de

acido D-glicurénico.
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4.3.5 Andlise da composi¢do monossacaridica das fragdes cetonicas

4.3.5.1 Fluorophore Assisted Carbohydrate Eletrophoresis (FACE)

A anédlise da composi¢cdo monossacaridica das fragdes obtidas das algas marinhas
investigadas foi realizada por Fluorophore Assisted Carbohydrate Eletrophoresis (FACE) de
acordo com Cunha e colaboradores (2015). As amostras foram hidrolisadas, derivativadas,

submetidas a corrida eletroforética e reveladas em camara de UV 365 nm.

a) Preparo das amostras

As fracbes (F50UI, F70UI, F50Fv e F70FVv) e os padrdes de monossacarideos (glicose,
galactose, fucose, ramnose, acido galacturénico e &cido glicurénico) foram submetidos a
hidrélise (HCI 6M, 6 horas, 100 °C) e neutralizados por evaporagdo a vacuo na presenca de
NaOH. Apos hidrolise, preparou-se soluces das amostras e dos padrdes. Para derivatizacéo,
80 ug das amostras (F50Ul, F50FVv), 40 ug das amostras (F70Ul, F70Fv) e 2 ug de cada um dos
padrdes foram secas a vacuo. Posteriormente, os padrdes foram ressuspensos com 5 pL de 2-
aminoacridona (AMAC) 20 mmol em DMSO:4cido acético (85:15), enquanto as amostras com
5 pL de AMAC 50 mmol em DMSO:4cido acético (85:15). Apo6s 15 minutos, em temperatura
ambiente, foram adicionados 5 pL de solucdo de cianoboroidreto de sédio 1 M, recentemente
preparada. Essa mistura de derivatizacdo foi incubada a 37°C por 16 horas, quando entdo foi

adicionado 5 pL de glicerol 60 %.

b) Preparo dos géis

Foram preparados géis de acrilamida-bisacrilamida 25%, em sistema-tampdo Tris-
borato e a corrida foi realizada com tampdo contendo Tris-borato-glicina pH 8,3.
Para o sistema Tris-borato, foram feitas solucdes para dois géis. Os géis de corrida foram
preparados a partir 6,25 mL de solucdo de acrilamida-bisacrilamida T 40%, C 5 %; 2,5 mL de
tampé&o Tris-borato (0,75 M/ 0,5 M), pH 7,0 e 1,25 mL de agua destilada. Os géis de entrada
foram preparados a partir de 2,20 mL de solucdo de acrilamida-bisacrilamida T 10 %, C 25 %;
1,0 mL de tampédo Tris-borato (0,5 M/ 0,5 M), pH 6,8 e 0,8 mL de agua destilada. A
polimerizagdo dos géis de corrida foi iniciada apds adi¢éo de 70 pL de solucdo de persulfato de
amonio 10 % (APS) e 7 puL de N, N, N', N' — tetrametiletilenodiamina (TEMED) e dos géis de
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entrada apds adicdo de 50 puL de APS e 10 puL de TEMED. Pentes contendo 10 pocos de 0,5
cm foram inseridos nos géis, apos a polimerizagcdo completa dos géis, os pentes foram retirados

para aplicacdo dos padrdes e amostras.

c) Corrida eletroforética

A FACE foi realizada em sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell
com laminas de 7,2 cm e espacadores de 0,75 mm. Como tampé&o de corrida foi utilizado o
tampé&o Tris-borato-glicina (0,6 M /0,5 M/ 0,5 M), pH 8,3. Para eletroforese, adicionou-se ao
anodo 160 mL do tampé&o de corrida diluido [1X] em &gua destilada a 4°C. ApG6s remogdo dos
pentes, aliquotas de 2 pL das misturas derivatizadas foram aplicados no gel e adicionou-se ao
catodo, aproximadamente, 500 mL de tampao de corrida diluido [1X] a 4°C. A eletroforese foi
entdo submetida a uma diferenca de potencial de 100 V nos primeiros 20 minutos da corrida,
quando a diferenca de potencial foi aumentada para 250 V. A migracao dos polissacarideos foi
acompanhada utilizando-se luz UV 320 — 400 nm (luz negra). Finalizada a corrida
eletroforética, as placas foram lavadas com agua destilada e reveladas, utilizando-se diferentes
tempos de exposic¢do, em um transluminador UV com filtro UV em 365 nm e Camara scientific
grade CCD GelCam 310 — GelDoc-It Imaging System. A anéalise densitométrica foi realizada
utilizando-se o programa TotalLab TL120 1D v 2009 (Nonlinear Dynamics Ltd).

4.3.5.2 Cromatografia Descendente em Papel

A andlise da composi¢do monossacaridica das fragdes de polissacarideos sulfatados das
algas estudadas também foi realizada pela técnica de cromatografia descendente em papel. As
fracdes (F50Ul, F70Ul, F50Fv e F70Fv) e os padrbes de monossacarideos (manose, Xilose,
glicose, galactose, fucose, ramnose, acido galacturénico e acido glicurénico) foram submetidos
a hidrolise (HCI 6M, 6 horas, 100 °C) e neutralizados por evaporagdo a vacuo na presenca de
NaOH.

Solucgdes dos padrdes e das amostras hidrolisadas foram preparadas em &gua destilada.
Aliquotas dessas solucGes correspondentes a 10 g dos padrdes, 250 pg (F50Ul e F70UI) e 100
ug (F50Fv e F70Fv) foram aplicadas em papel do tipo Whatman n°1. A corrida cromatografica
foi realizada em cuba de vidro, como eluente foi utilizado o sistema acido butirico: hidréxido

de amonio 1,25M (5:3 v/v). ApGs 18 horas de corrida, o cromatograma foi seco em estufa com



60

aquecimento e circulagdo de ar. A revelacdo dos produtos redutores foi realizada com as
solucBes de hidréxido de sodio 10M e etanol (1:20) e nitrato de prata: acetona (1:200)
(TREVELYAN, PORCTER, HARISSON, 1950). O cromatograma foi seco apds revelacao e a
analise do fator de retencdo (Rf) de cada monossacarideo foi determinada com auxilio do
programa TotalLab TL120 1D v 2009 (Nonlinear Dynamics Ltd).

4.3.6 Espectroscopia Raman

Os espectros de Raman para as amostras e padrdes foram obtidos a partir de analise
espectral realizada a 1000 scans no instrumento Bruker RFS 100, operando a 1064 nm, poténcia
de laser de 100 mW e realizando uma varredura de 4000 a 500 nimero de onda (4 cm 1). A
execucdo desta andlise foi realizada no Nucleo de Espectroscopia do Instituto de Ciéncias

Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora.

4.3.7 Espectroscopia Infravermelho

Foi realizada andlise por espectroscopia de infravermelho (FT-IR - Fourier-transform
infrared) das fracGes F50Ul, F70Ul, F50Fv e F70Fv com auxilio de um aparelho Burker Alpha
FT-IR, na regido espectral 4000-600 cm™, com resolucdo de 4 cm™, utilizando a técnica de
reflexdo total atenuada (ATR) de medicdo. A execucdo desta analise também foi realizada no
Nucleo de Espectroscopia do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de

Fora.
4.4 ANALISES BIOLOGICAS DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS
4.4.1 Atividades anticoagulantes in vitro
a) Atividade anticoagulante total - Método USP (1965)
Inicialmente, as amostras e o padrdo de heparina (165 Ul) foram adicionados em tubos
de vidro e secas a vacuo. Depois de secas, as amostras foram ressuspensas em NaCl 0,9 %. O

plasma foi entdo adicionado e os tubos foram incubados por 3 minutos a 37 ° C. ApGs esse

tempo, foi adicionado o CaCly, para ativagdo da cascata da coagulacdo e os tubos, novamente,
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incubados a 37 ° C. A observacao da retracdo do coédgulo foi realizada uma hora depois, como
controle negativo foi utilizado o plasma citratado.

b) Atividade anticoagulante — Ensaios TTPa, TPe TT

Os ensaios - tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPa), tempo de
protrombina (TP) e tempo de trombina (TT) - foram realizados conforme protocolos dos kits
adquiridos comercialmente (Labtest) utilizando plasma citratado. O tempo de coagulacéo foi
determinado em coagulometro Cascade-M (Helena Laboratories Company), sendo o tempo
maximo dos testes de 180 segundos. Como controle negativo, foi utilizado o plasma citratado

e como controle positivo heparina (165Ul).

c) Andlise da atividade anti-Xa e anti-lla

A atividade de anti-Xa e anti-lla foram realizadas através de métodos cromogeénicos,
utilizando kits da empresa American Diagnostica. Os testes foram realizados em microplacas
de 96 pocos, conforme protocolos dos kits comerciais A heparina (165Ul) foi utilizada como

padrdo e as leituras foram realizadas a 405 nm em leitor de fluorimetria/colorimetria.

4.4.2 Atividade antitrombética in vivo

Os animais foram divididos em grupos (n = 5) e submetidos ao modelo de ligadura da
veia cava inferior, de acordo com trabalhos anteriores (REYERS et al., 1980; ROCHA et al.,
2005; BARROSO et al., 2008; DORE et al., 2013).

Os polissacarideos foram dissolvidos nas concentragdes de teste em solucdo salina
(NaCl 0,9% p/v) no momento prévio a administracdo e filtrados em uma unidade filtrante de
0,22um da Millipore.

A substancia teste foi entdo aplicada na veia caudal, sendo o volume de 200uL. Aos
tempos de 1, 3, 5, 7 e 23 horas apo0s a aplicacao intravenosa (veia caudal) dos polissacarideos
em estudo, sob efeito de anestesia (Cetamina 90 mg/Kg e Xilazina 10 mg/Kg), foi realizada
laparotomia 2 centimetros abaixo do processo xifoide dos animais. A porcdo da veia cava
inferior foi exposta cerca de 1 cm abaixo da veia renal esquerda e uma ligadura com um fio de

algoddo foi realizada na veia cava inferior, distalmente ao ponto de origem da veia renal
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esquerda. A cavidade abdominal foi fechada com a sutura do peritonio e das camadas
musculares, assim como da pele dos animais com pontos simples (Nylon 4.0). Decorrido uma
hora do procedimento cirurgico (totalizando 2, 4, 6, 8 e 24 horas de experimento) sobre efeito
anestésico a cavidade dos individuos foi novamente aberta e uma nova ligadura foi realizada

um centimetro abaixo da primeira (Figura 13).

Figura 13 — Esquema ilustrativo do procedimento de ligadura da
veia cava inferior

1 hora
—l
Laparatomia Primeira ligadura Segunda ligadura
Separagdo da veia da veia cava da veia cava
cava inferior inferior inferior

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os animais foram entdo submetidos a exsanguinacao sobre efeito anestésico e ruptura
do diafragma. Apo6s eutanasia o fragmento da veia cava entre as duas ligaduras foi seccionado,
removido e colocado numa placa de Petri. Qualquer trombo formado foi removido lavado com
solucdo salina, colocado em papel de filtro previamente seco e tarado. O papel de filtro
contendo o trombo foi entdo seco por 12 horas a vacuo e novamente pesado, sendo a diferenca
entre as pesagens correspondente ao peso do trombo formado.

As fracBes polissacaridicas (F50Ul, F70Ul, F50Fv e F70Fv) foram inicialmente testadas
na concentracdo de 20 pg/g por 24 horas de tratamento. A partir do teste inicial selecionou-se
a melhor fracdo de U. lactuca L. para realizacdo de uma curva de dose resposta em 24 horas
nas concentragdes 2, 5, 10, 15 e 20 pg/g e uma curva de tempo resposta (2, 4, 8, 12 e 24 horas)
na concentracdo que obteve melhor resultado no teste anterior. A heparina foi utilizada como
controle positivo na concentracdo de 1,5 pg/g (2 horas de agdo) e os animais usados como
controle negativo foram submetidos a cirurgia para ligadura da veia cava inferior em auséncia

de administracdo intravenosa prévia da substancia teste e de heparina.
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4.4.3 Ensaio de viabilidade celular in vitro

O teste de viabilidade celular foi realizado ap0s incubacdo dos polissacarideos
sulfatados e da heparina em cultura de macrofagos murinos-RAW 264.7 e células endoteliais
de aorta de coelho-RAEC (1 x 10* células/pogo). Em placas de 96 pocos as células RAW 264.7
e RAEC foram incubadas com as amostras (100 e 50 pg/mL) por 44 e 20 horas,
respectivamente, quando entdo foi adicionado o sal de tetrazolio MTT (brometo de tetrazdlio
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) e novamente incubadas por mais 4 horas. A viabilidade
celular foi medida pela conversao do sal de tetrazdlio (amarelo) em cristais de formazam (azul),
que foram ressuspensos em DMSO para analise em leitor de microplacas a 492 nm
(MOSMANN, 1983).

4.4.4 Dosagem de oxido nitrico

A quantidade de nitrito presente no meio de cultura, apds incubacdo com 0s
polissacarideos sulfatos das algas e da heparina, foi mensurada como um indicador de producéo
de o6xido nitrico (NO) por meio da reacdo de Griess (GREEN et al., 1982).

a) Dosagem de NO em cultura de macrdéfagos murinos - RAW 264.7

Células RAW 264.7 foram cultivadas em placa de 96 pogos na concentragdo de 8 x 10*
células/poco em meio DMEM. Apos incubacédo por 24 horas, o meio de cultura foi trocado por
meio contendo ou ndo lipopolissacarideo (LPS) (1ug/ml) com diferentes concentracdes das
amostras (50 ug e 100 pg/pL) e as células permaneceram por mais 48 horas em incubacédo
37°C, 5% Oa.

Apds 48 horas, 0 sobrenadante da cultura de células foi coletado, acondicionado em gelo,
pararealizacdo da dosagem de nitrito, 100 pl do sobrenadante foi misturado com volumes iguais
do reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% de N-[1-naftil]-etilenodiamina) por 10 minutos
a temperatura ambiente. A concentragdo de nitrito foi determinada pela medida de absorbancia

em 540 nm e comparada com uma curva padrédo de nitrito de sédio (NaNOy).
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b) Dosagem de NO em cultura de células endoteliais de aorta de coelho - RAEC

Células endoteliais de aorta de coelho foram cultivadas em placa de 96 po¢os na
concentracéo de 3,5 x 10* células/poco em meio F12. Apds incubagdo por 72 horas, o meio de
cultura foi trocado por meio contendo ou ndo diferentes concentragbes das amostras (25, 50 e
100 pg/pL) e as células permaneceram por diferentes tempos (2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas) em
incubacéo 37°C, 5% Ox.

Decorridas 24 horas, 0 sobrenadante da cultura de células foi coletado, acondicionado em
gelo, para realizagéo da dosagem de nitrito de forma semelhante a anteriormente descrita para
a linhagem RAW 264.7.

4.4.5 Dosagem de Interleucinas (TNF-a e IL-6) em cultura de macréfagos murinos RAW
264.7

Para determinacdo dos niveis de TNF-a ¢ IL 6 secretados, células RAW 264.7 foram
cultivadas em placa de 96 pocos na concentragio de 8 x 10*células/pogo em meio DMEM/SFB.
Apos cultivo de 24 horas, 0 meio de cultura foi substituido e as células foram tratadas com LPS
(1pg/ml) e com diferentes concentrages dos polissacarideos sulfatados (100 pg e 50 pg/uL)
diluidos em DMEM. Apos 48 horas de incubacdo 37°C, 5% O», o sobrenadante da cultura de
células foi coletado e armazenada a -80°C para analises posteriores. A concentracdo de TNF-a
e IL 6 foi determinada por Kits ELISA (R&D Systems), de acordo com os procedimentos

descritos pelos fabricantes.

4.4.6 Dosagem da atividade de Metaloproteinases

a) Paraa linhagem de macr6fagos murinos - RAW 264.7

Para avaliacdo da atividade de MMP-2 e MMP-9, células RAW 264.7 foram cultivadas
em placa de P35 na concentragdo de 20 x 10* células em meio DMEM/SFB. Ap6s cultivo de
24 horas, 0 meio de cultura foi substituido e as células foram tratadas com LPS (1pg/ml) e com
os polissacarideos sulfatados (100 pg/uL) por 24 horas de incubacdo 37°C, 5% O, 0
sobrenadante da cultura de células foi coletado e armazenado a -80°C para analises posteriores.

As atividades de MMP-2 e MMP-9 foram determinadas por zimografia. Os

sobrenadantes foram submetidos a corrida usando géis de acrilamida-bisacrilamida 7,5 %,
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contendo gelatina 2%, em presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS PAGE). A corrida foi
realizada em sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell com Iaminas de 7,2
cm e espacadores de 1,5 mm. Como tampdo de corrida foi utilizado Tris-glicina-SDS
(0,25M/1,92M/0,03M), pH 8,3. Apds eletroforese, os géis foram lavados com Triton X-100
(2,0%, 2 vezes de 15 minutos) e incubados com a 37°C overnight com tampé&o Tris-HCI 50mM,
pH 8,2, contendo CaCl, 10mM e ZnCl; 1 pM. Os géis foram entdo corados com Coomassie
blue e as MMPs foram detectadas como bandas transparentes contra o fundo escuro corado por
Coomassie blue, correspondente a gelatina ndo digerida nos geéis. Apos serem escaneados 0S
géis foram submetidos a analise densitométrica pelo programa TotalLab TL120 1D v 2009
(Nonlinear Dynamics Ltd).

Os sobrenadantes coletados das culturas de células foram ainda submetidos a dosagem
de proteinas com Kit de acido bicinconinico (BCA), sendo realizada a correcdo da analise

densitométrica pelos valores proteicos de cada amostra.

b) Para a linhagem de células endoteliais de aorta de coelho - RAEC

Para avaliacdo das atividades de MMP-2 e MMP-9, células endoteliais de aorta de
coelho foram cultivadas em placa de P35 na concentracdo de 3,5 x 10* células em meio
F12/SFB. Apos cultivo de 72 horas, 0 meio de cultura foi substituido e as células foram tratadas
com os polissacarideos sulfatados (100 upg/pL) por 24 horas de incubacdo 37°C, 5% O, 0
sobrenadante da cultura de células foi coletado e armazenada a -80°C para analises posteriores.

A andlise das atividades de MMP-2 e MMP-9 foi determinada por zimografia de forma
semelhante a realizada para a linhagem RAW 264.7, descrita anteriormente.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados usando o programa GraphPad Prism versdo 6.0, e cada
ponto representa a media + desvio padrdo. A anélise estatistica foi realizada utilizando teste
ANOVA de andlise de variancia e, em sequéncia pelo teste de Tukey’s. Valores de p < 0.05*,
< 0.01**, < 0.001***, < 0,0001**** foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO QUIMICA PARCIAL DAS FRACOES DE
POLISSACARIDEOS SULFATADOS DAS ALGAS U. lactuca L. e F. vesiculosus L.

5.1.1 Extracdo e rendimento das fracbes cetdonicas obtidas das algas U. lactuca L. e F.
vesiculosus L.

Para o processo de extragéo, partiu-se de 35 g da alga U. lactuca L. e de 50 g da alga F.
vesiculosus L. Apds despigmentacdo, o peso seco de partida das algas foi de 34,490 g da alga
U. lactuca L. e 49,830 g F. vesiculosus L. A partir do fracionamento com volumes crescentes
de acetona PA obtivemos quatro fracdes polissacaridicas denominadas F30UI, F50Ul, F70Ul e
F100Ul para a alga U. lactuca L. e quatro fracbes F30Fv, F50Fv, F70Fv e F100Fv para a alga
F. vesiculosus L. Todas as fracdes foram secas e pesadas para posterior calculo do percentual
de rendimento com base nos pesos secos de partida informados anteriormente, conforme

demostrado nas Figuras 14A e Figura 14B.

Figura 14 — Rendimento percentual das fracdes obtidas por precipitacao
com acetona das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.

A

Rendimento polissacarideos
sulfatados totais
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O Fi100Fv -2,64 %
B Residuo - 59,43 %

A: Rendimentos percentuais das fragdes cetdnicas de U. lactuca L.; B:
Rendimentos percentuais das fracbes cetbnicas de F. vesiculosus L. Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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A Figura 14A mostra que as fragcOes de U. lactuca L. F50Ul e F70UI apresentaram
maiores percentuais de rendimento (11,17% e 8,73%, respectivamente), quando comparadas as
demais fracdes F30UIl (1,07%) e F100UIl (1,37%). Enquanto a andlise da Figura 14B,
correspondente as fragdes de F. vesiculosus L., permite observar maiores percentuais de
rendimento para as fracbes F30Fv, F50Fv, F70Fv (12,38%, 16,59 e 8,97%, respectivamente),
em relacéo a fracdo F100Fv (2,64%).

De acordo com Costa e colaboradores (2012a), a adicdo de volumes crescentes de
acetona gradativamente reduz a constante dielétrica da agua, promovendo, assim, a precipitacdo
de diferentes porcbes de polissacarideos. A separacdo dos polissacarideos pela acetona é
dependente da interagdo das cargas dessas macromoléculas com a agua, sendo que aquelas que
sofrem maior interacao sdo as Ultimas a precipitar.

Em trabalhos anteriores com diferentes algas, nos quais foi também utilizada a
precipitacdo com acetona, foram observados rendimentos mais elevados para as fracoes
precipitadas com 50 % do volume de acetona, de forma semelhante ao que ocorreu no presente
trabalho (ROCHA et al., 2005; COSTA et al., 2012a). No entanto, outros estudos também
apontam maiores rendimentos para as fracdes precipitadas com volumes diferentes de acetona,
como o trabalho de Castro e colaboradores (2015) com a alga Lobophora variegata, em que a
fragdo de maior rendimento foi a precipitada com 80 % de acetona. Dessa forma, o rendimento
de cada uma das fracGes, ira depender da espécie de alga em estudo e da constituicdo de
polissacarideos de cada uma delas.

Paraaalga U. lactuca L. é interessante notar que ndo ha relatos do emprego da extracéo
por protedlise enzimatica, seguido de fracionamento com acetona.

Os diferentes processos de extracdo afetam a composi¢do quimica das ulvanas e em
particular a composicéao de sulfato, de cinzas e conteido de acucar totais dos extratos (YAICH
etal., 2014).

Em trabalhos anteriores a forma de extragcdo empregada, na maioria das vezes, foi a que
combina a extracdo com agua quente, seguida de precipitacdo com etanol absoluto
(SHATIAVEL et al., 2008; EL BACK; EL BAZ; EL BAROTY, 2009; HASSAN et al., 2011;
CHIU et al., 2012), sendo encontrado também relato de extracdo por etanol 85%, seguida de
precipitacdo com etanol absoluto (EL BACK; EL BAZ; EL BAROTY, 2009). Os rendimentos
obtidos pelos diferentes métodos ja citados ficaram em torno de 20% (CHIU et al., 2012),
10,32-14,52 % (EL BACK; EL BAZ; EL BAROTY, 2009), o que sdo valores proximos ao

rendimento obtido neste trabalho (22,34%), no entanto, inferiores.
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Tian e colaboradores (2015) estudaram os diferentes interferentes no processo de
extracdo dos polissacarideos sulfatados de U. lactuca L. e também obtiveram rendimentos
inferiores aos deste trabalho. Os valores obtidos por esses autores ficarem entre (9,33-17,57%),
sendo que o melhor rendimento foi aquele resultante da combinacdo de NaOH 2%, 90°C, 5
horas de extracdo, razdo material/agua (1:80) e auxilio de ultrassonicador.

Em seu estudo Yaich e colaboradores (2013) pesquisaram as influéncias de diferentes
condicdes de extracdo (pH 1,5 e 2), temperatura: 80°C e 90°C e tempo de extracéo (1 e 3 h) no
rendimento em polissacarideos dos extratos. Os autores obtiveram rendimentos em torno de
21,68-32,67% e perceberam que o aumento do pH parece ser o fator que contribui de forma
mais positiva neste processo. Ainda de acordo com Yaich e colaboradores (2014), o emprego
combinado da extracdo quimica e enzimatica contribue para a eficiéncia do processo de
extracdo, enquanto o emprego de condi¢cbes drasticas de pH e temperatura (pH 1,5, 90°C)
parecem interferir de forma negativa no mesmo. Da mesma forma, para Chiu e colaboradores
(2012) o emprego de temperaturas inferiores parece contribuir para a extracdo de
polissacarideos de elevado peso molecular.

Com base nos trabalhos citados anteriormente, as condi¢des de extracdo (60°C, pH 9,
24 horas, hidrolise enzimatica, precipitacdo com acetona), empregadas no presente estudo,
foram satisfatorias para a extracao dos polissacarideos de U. lactuca L. com um rendimento em
torno de 22%.

No caso da alga parda F. vesiculosus L., percebe-se que em grande parte dos estudos
realizados para essa espécie utiliza como material experimental o fucoidan, um polissacarideo
rico em fucose extraido de algas pardas (MEDEIROS et al., 2008; KWAK et al., 2010; LIM et
al., 2015; ZHANG et al., 2015).

Como F. vesiculosus L. ndo é uma alga nativa da costa litoranea brasileira, sua extracao
torna-se mais complicada, e talvez por esse motivo opte-se por trabalhar com o fucoidan,
adquirido comercialmente. De acordo com Zhang e colaboradores (2015), o processo de
extracdo do fucoidan comercial ocorre a partir da alga seca e moida, por um processo que utiliza
a agua fria e filtracdo seletiva, na auséncia de solventes ou excipientes.

No presente estudo, optou-se por realizar a extracao do polissacarideo sulfatado a partir
do po da alga F. vesiculosus L., adquirido comercialmente. O rendimento total do processo de
extracao obtido foi de 40,57 %, enquanto que os rendimentos das fracdes cetbnicas precipitadas
com 30%, 50%, 70% e 100% do volume de acetona foram de 12,38%, 16,59% e 8,97%, 2,64%,

respectivamente (Figura 14B).
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Outros autores realizaram o fracionamento com a acetona, parecido com o realizado
neste trabalho, no entanto a partir do fucoidan adquirido comercialmente e com volumes
diferentes de acetona. Para esses trabalhos os rendimentos das fragfes cetdnicas precipitadas
com 100%, 200% e 300% do volume de acetona, foram superiores aos obtidos no presente
estudo e ficaram em torno de 10,7%, 36,7% e 52,3%, respectivamente (CARDOSO, 2007,
AZEVEDO, 2006).

Destaca-se, no entanto, que as diferencas de rendimento mostradas anteriormente estéo

diretamente relacionadas as diferencas nos processos de extracdo empregados.

5.1.2 Perfil eletroforético dos polissacarideos sulfatados das algas U. lactuca L. e F.
vesiculosus L.

As fracBes polissacaridicas obtidos por precipitacdo com acetona para cada uma das
algas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose tampéao PDA 0,05M, pH 9,0. O perfil
da migracdo eletroforética das fracdes (Figura 15) foi observado ap6s uso do corante azul de
toluidina, que ao se complexar com os grupamentos sulfato dos polissacarideos sulfatados
produz metacromasia identificada pela cor violacea. A anéalise da Figura 15 (A e B) sugere a
presenca de polissacarideos sulfatados nas fracbes F30UI, F50Ul, F70Ul, F100Ul e nas fragdes
F30Fv, F50FV e F70Fv, enquanto que para a fracdo F100Fv, mesmo apés a aplicacdo de 250
pg de amostra no gel, ndo foi observado a coloracdo que indica a presenca de compostos
sulfatos.

E interessante notar que para observacio de metacromasia foi necessario a aplicacio no
gel de agarose de menores quantidades de amostra para as fracdes F50Ul (50 pg) e F70Ul (50
Kg), enquanto que foram necessarias maiores quantidades de massa para as fragdes F30Ul (250
tg) e F100UI (150 pg) (Figura 15A). Ja dentre as fragdes de F. vesiculosus L. (Figura 15B)
foram necessarios a aplicacdo de menores quantidades de amostra para as fragdes F50Fv (25
ug) e F70Fv (25 pg), enquanto que para a fracdo F30Fv foi necessario a aplicacdo de 100 ug.
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Figura 15 — Eletroforese em gel de agarose das fragdes cetonicas das algas U. lactuca L. e
F. vesiculosus L
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Aliquotas das fragGes cetonicas de U. lactuca L. - F30UI (250 pg), F50Ul (50 ug), F70Ul (50 ug),
F100UI (150 pg) - e das fragdes de F. vesiculosus L. - F30Fv (100 pg), F50Fv (25 ug), F70Fv (25
1g), F100Fv (250 pg) - e dos padrdes (5 ug de cada padrdo) foram aplicados em gel de agarose,
tampéo PDA 0,05 M, pH 9,0. Apos precipitagdo em CETAVLON, as laminas foram coradas com
azul de toluidina. P = padrbes de condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam
sulfato (HS); A) Eletroforese U. lactuca L.; B) Eletroforese F. vesiculosus L. Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

De acordo com o método desenvolvido por Dietrich e Dietrich (1976), a separacdo de
diferentes polissacarideos sulfatados, baseia-se na interacdo entre as cargas positivas da
diamina presente no tampdo e as cargas negativas desses compostos, desta forma moléculas que
apresentam maior densidade de cargas interagem mais com a diamina e migram menos no gel,
enquanto as moléculas de menor densidade de cargas, migram mais em relacdo a origem do
gel. Vale destacar, que essa interacdo é dependente também do espacamento entre cargas
vicinais, ou distribuicdo dessas cargas na molécula.

Pela anélise do perfil eletroforético observa-se a presenca de bandas de cor violacea nas
fragdes das algas com distintos graus de migragdo. Nota-se que das fracbes de U. lactuca L.
(Figura 15A), a menor mobilidade foi da fragdo F50UI, enquanto que para F. vesiculosus L.
(Figura 15B), as fracbes F30Fv e F50Fv apresentaram esse comportamento.

A partir do rendimento em massa obtido (Figura 14) e do perfil eletroforético de cada
uma das fracOes das algas (Figura 15), optou-se por dar prosseguimento aos estudos com as
fracOes que apresentaram maior rendimento associado ao melhor perfil eletroforeético, ou seja,
com as fragdes para as quais a revelacdo de metacromasia, referente a presenca grupos sulfato,

foi mais intensa e obtida com menor massa de amostra. Dessa forma, as etapas subsequentes
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do trabalho foram realizadas com as fragdes: F50Ul, F70Ul de U. lactuca L. e F50Fv, F70Fv
de F. vesiculosus L..

5.1.3 Andlise da composicao quimica e massa molecular das fracdes polissacaridicas das
algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.: F50Ul, F70Ul, F50Fv e F70Fv

Os resultados das andlises quimicas das fracdes polissacaridicas encontram-se
apresentados na Tabela 1. Os dados obtidos demonstraram que para a fracdo de polissacarideos
F50UI de U. lactuca L. o contetdo de agucares totais (68,02%) foi superior ao da fracdo F70Ul
(29,14%).

Trabalhos anteriores com polissacarideos de U. lactuca L., obtidos por processos de
extracdo distintos do utilizado neste trabalho, encontraram tanto valores superiores de agucares
totais 65,4% (SHATIAVEL et al., 2008), 79% (DEVAKKI et al., 2009), quanto valores
inferiores 21-36% (CHIU et al., 2012), 37-51% (EL BACK; EL BAZ; EL BAROTY, 2009).

Em relacdo aos acidos urénicos percebe-se que a fracdo F50UI (32,14%) apresentou
contetdo proximos aqueles ja encontrados na literatura 17,2% (SHATIAVEL et al., 2008), 30%
(DEVAKKI et al., 2009), 20,37-23,60% (YAICH et al., 2013), enquanto a fragdo F70UlI
(4,32%) apresentou teores inferiores.

Pela anélise quantitativa do teor de sulfato percebe-se que F50Ul apresentou 19,97%
de sulfato, enquanto F70Ul apresenta um teor maior (52,81%). Nota-se, no entanto, que embora
o conteldo de sulfato seja maior na fracdo F70Ul, o contetdo de &cidos urdnicos é cerca de sete
vezes maior na fracdo F50UI, o que pode justificar o grau de migracao inferior observado por
essa fracdo na corrida eletroforética (Figura 15A). Quanto a coloracdo observada no gel de
eletroforese, percebe-se que para a fracdo F70UI, com maior contedo de sulfato, o efeito de
metacromasia foi menos intenso que para a fracdo F50UI, o que pode estar relacionado com a
distribuicdo e disposicdo dos grupamentos sulfatados nas estruturas desses polissacarideos,
interferindo diretamente na reacdo entre esses elementos e o corante azul de toluidina.

Vale destacar, que os conteudos de sulfato dos polissacarideos das fracfes cetnicas de
U. lactuca L., obtidos neste trabalho, sdo superiores aos relatados em estudos anteriores que
utilizaram a extracdo com agua quente seguida de metanol, a saber: 11-14% (CHIU et al.,
2012), 17,4% (SHATIAVEL et al., 2008), 8,52-12,45 % (EL BACK; EL BAZ; EL BAROTY,
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2009) e aqueles que utilizaram a protedlise enzimatica associada aos passos anteriores de
extracdo 26-32% (COSTA et al., 2012).

Os pesos moleculares estimados por eletroforese em gel de poliacrilamida foram da
ordem de 185,28 KDa e 163,44 KDa, para as fracfes F50Ul e F70UI, respectivamente. Yaich
e colaboradores (2014), ao pesquisar diferentes condi¢des de extracdo de polissacarideos de
algas do género Ulva, perceberam que a combinacdo de condi¢des enzimaticas (proteolise, 2
hs, 50°C, pH 7) e quimicas (procedimento de desalting e precipitacdo com quatro volumes de
etanol 96%) contribuem para a extracdo de polissacarideos de elevado peso molecular,
enquanto condicOes drésticas de pH e temperatura (pH 1,5 e 90°C) contribuem para a extracdo
de polissacarideos de baixo peso molecular.

Chiu e colaboradores (2012), usando extracdo em agua quente e precipitacdo com
etanol, obtiveram polissacarideos de U. lactuca L. de pesos moleculares préximos aos obtidos
no presente trabalho, sendo da ordem de 160, 220 e 253KDa, ao utilizar diferentes condigdes
de temperatura (121, 100 e 50°C, respectivamente), durante uma hora. Os autores conseguiram
perceber a influéncia da temperatura no peso molecular desses polissacarideos, sendo que
guanto menor a temperatura empregada, maior o peso molecular dessas moléculas. A analise
dos trabalhos anteriores e das condicGes de extracdo empregadas neste estudo (pH ~ 9,0; 60 °C;
extracdo quimica e enzimética) podem justificar os elevados pesos moleculares obtidos, isso
porque as condicGes de temperatura e pH empregadas foram menos drasticas, 0 que pode evitar

a quebra dos polissacarideos e, consequentemente, a reducdo do seu peso molecular.

Tabela 1 — Composi¢do quimica das fragdes de Fucus vesiculosus L. e Ulva lactuca L.

Polissacarideos A(igf;ges u?grlwoilggs Sulfatos Razdo Proteinas molljgcsﬁlar
sulfatados (%) (%) (%) SIAT (%) (kDa)
F50Fv 95,89+0,01 28,30+0,01 10,36+0,00 0,11 "n.d. 358,50
F70Fv 96,39+0,02 36,31+0,01 15,33+0,00 0,16 “n.d. 272,20
F50Ul 68,02+0,04 32,71+0,05 19,97+0,00 0,29 "n.d. 185,28
F70Ul 29,14+0,05 4,32+0,00 52,81+0,01 181 "n.d. 163,44

S/AT: razdo entre o contetdo de sulfato e o contetdo de agUcares totais *n.d.: ndo detectado;
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para as fragdes de F. vesiculosus L. foi observado um alto contetdo de agucares totais
para F50Fv (95,89 %) e F70Fv (96,39%), valores superiores aos obtidos por Cardoso (2007)
em seu trabalho (41,5-55,3%). Quanto a presenca de acidos urénicos (28,30 % para F50Fv e
36,31 % para F70Fv), pode-se notar um contetdo muito préximo entre as fragdes obtidas.
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A dosagem de sulfato revelou (10,36 % para F50Fv e 15,53 % para F70Fv), valores
esses inferiores aos da literatura 26-55% (CARDOSO, 2007) e 44,1 % (AZEVEDO, 2006).

Os pesos moleculares estimados para as fragdes de F. vesiculosus L. foram da ordem de
358,50 e 272,20 KDa para as fracdes F50Fv e F70Fv, respectivamente. VValores superiores aos
das fracOes cetdnicas (170, 117 e 15,2KDa) obtidas por Azevedo (2006) a partir de um fucoidan
(179K Da).

Tanto para as fragdes F50Ul e F70 Ul de U. lactuca L., quanto para as fracdes de F.
vesiculosus L. ndo foram detectadas a presenca de proteinas. Enquanto que em outros trabalhos
com F. vesiculosus L. foram encontrados tracos de proteinas (0,5-0,7%) (CARDOSO, 2007),
0,8% (AZEVEDO, 2006). Da mesma forma que em trabalhos anteriores com U. lactuca L.
foram encontrados 1-2% de proteinas, apos extracdo com agua quente, associada a hidrdélise
enzimatica e precipitacdo com etanol (COSTA et al., 2012). A partir desses resultados percebe-
se que a combinag&o das condicdes de extracdo e fracionamento utilizadas neste trabalho foram
satisfatorias, contribuindo para a auséncia de proteinas nas fragdes, o que pode ser justificado
pelo fato de que a protedlise com alcalase, é capaz de quebrar ligagdes entre os polissacarideos
e residuos protéicos. Associado a isso, o fracionamento com acetona empregado, devido as
caracteristicas desse solvente, é capaz de alterar a constante dielétrica da solucdo de extracgéo,
resultando na precipitagdo seletiva dos polissacarideos conforme o volume de acetona usado.

A andlise da razdo (S/AT) encontra-se também apresentada na Tabela 1. Para essa
analise que leva em consideracdo tanto o contetido de sulfato quanto o contetdo de agucares
totais, percebe-se que a F70Ul apresentou a maior razdo entre todas as amostras, sendo de
(1,81), enquanto F50UI (0,29), F50Fv (0,11) e F70Fv (0,16).

De acordo com Yaich e colaboradores (2014) variagfes nas condigcdes de extracéo,
podem resultar em variages em termos de rendimento, composicao quimica e de caracteristicas
moleculares. Dessa forma, ressalta-se que as diferencas encontradas entre os valores de
rendimento, e a composicdo quimicas dos extratos obtidos no presente estudo e os valores da
literatura devem-se sobretudo as diferentes condi¢cfes de extragéo.

5.1.4 Composi¢do monossacaridica das fragdes F50Ul, F70Ul, F50Fv e F70Fv obtidas das
algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.

A composicdo monossacaridica dos polissacarideos sulfatados obtidos para as algas U.
lactuca L. e F. vesiculosus L. foi avaliada por eletroforese - Fluorophore Assisted Carbohydrate

Eletrophoresis (FACE) - e por cromatografia descendente em papel.
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a) Fluorophore Assisted Carbohydrate Eletrophoresis (FACE)

Inicialmente, foi realizada uma comparacgéo entre os perfis da corrida eletroforética de
padrdes de monossacarideos e das fragdes das algas submetidas a hidrdlise.

A partir dessa comparacdo pode-se perceber que a fracdo F50Ul de U. lactuca L. (Figura
16A) apds hidrdlise, apresentou bandas de migracao correspondentes os padrdes de ramnose,
glicose, galactose e &cido galacturénico. Além disso, foi observada a presenca de uma banda
de menor intensidade referente ao acido glicurdnico e outra com migracdo abaixo do padrédo
monossacaridico de galactose que ndo obteve correspondéncia com nenhum dos padrdes
utilizados.

Para a fracdo F70Ul de U. lactuca L., (Figura 16B) foram observadas bandas de
migracao correspondente ao perfil de corrida dos padrbes de ramnose, glicose, galactose e &cido

galacturénico e com menor intensidade acido glicurdnico.

Figura 16 — Eletrofluorogramas dos produtos de hidrdlise das fracdes de U. lactuca L
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Aliguotas de cerca de 100 pg das amostras F50Ul, F70Ul foram submetidas a hidrélise (HCL 6M,
6 horas, 100 C) e o correspondente a 80 ug de F50UI, 40 pg de F70UI foram incubados com
AMAC (50mmol) por 16 horas para derivatizacdo, enquanto 2 g de cada um dos padrBes foram
incubados com AMAC (20mmol). As amostras derivatizadas foram submetidas a FACE no
sistema Tris-borato, pH 8,3. A: FACE fracdo F50UIl; B: FACE fracdo F70UIl; GalA: &cido
galacturdnico; Glc: acido glicurbnico; Ara: arabinose; Rha: ramnose; Fuc: fucose; Glc: glicose;
Gal: galactose; F50UI: fragcdo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: fracdo F70 de U. lactuca L.. Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os eletrofluorogramas assim obtidos foram analisados pelo programa TotalLab TL120
1D v 2009 (Nonlinear Dynamics Ltd) e as proporg¢des entre esses monossacarideos a partir da
densitometria foram estabelecidas para cada uma das fragdes de U. lactuca L., conforme Tabela

2. Por essa analise percebe-se que para F50Ul a proporgdo entre ramnose, acido urdnico,
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glicose, galactose foi de (1:0,333:0,081:0,052). Para a fragdo F70Ul, por sua vez, a proporg¢ao
entre ramnose, acido urénico, glicose, galactose foi de (1:0,666:0,835:0,009).

Tabela 2 - Composicdo monossacaridica das fracdes de Ulva lactuca L.

Polissacarideos ‘. A .
Ramnose Acido uronico Glicose  Galactose  Tragos

sulfatados
F50UlI 1 0,333 0,081 0,052 0,042
F70Ul 1 0,666 0,835 0,009 -

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

As fracdes polissacaridicas de U. lactuca L. apresentam como constituinte
monossacaridico majoritorio a ramnose.

Os resultados referentes a composicdo monossacaridica de polissacarideos sulfatados
de U. lactuca L., analisadas em trabalhos anteriores e apresentados a seguir, corroboram com
os resultados apresentados neste trabalho.

Polissacarideos de U. lactuca L. obtidos por extracdo em agua quente e proteoélise
enzimatica, seguida de precipitacdo com etanol, continham como monossacarideo majoritario
a ramnose (22,4%), seguida de &cido glicurbnico (22,5%), além de apresentarem baixas
proporcoes de xilose (3,7%), acido idurdnico (3,1%) e glicose (1,0%) (COSTA et al., 2012).

Yaich e colaboradores (2013), trabalhando com extratos de U. lactuca L., obtidos por
diferentes condicbes de extracdo com agua quente, seguida de precipitacdo com etanol com
variacdo das condicbes de pH, temperatura e tempo de extracdo, perceberam que todos os
extratos continham ramnose (13,35-15,59%), glicose (2,90-10,79%) e xilose (2,36-2,73%).

Tian e colaboradores (2015), ao analisar dois extratos de polissacarideos de U. lactuca
L. extraidos com agua quente e auxilio de ultrassonicador, seguida de precipitacdo com etanol,
observaram a presenca dos monossacarideos ramnose, xilose, glicose e acido glicurénico, sendo
gue, a ramnose também foi 0 monossacarideo majoritario (51,2; 60,8%), seguida por acido
urdnico (16,4; 16,8%) e por glicose (8,2; 20,1%).

A analise da composicdo monossacaridica das fracdes obtidas por fracionamento em
acetona da alga F. vesiculosus L. também foi realizada por comparacéo entre os perfis da corrida
eletroforética de padrdes de monossacarideos e as fracdes da alga submetidas a hidrélise. Nas
Figuras 17A e 17B percebe-se que as fragdes F50Fv e F70Fv apresentaram bandas de migracédo
correspondentes aos padrdes de fucose e acido galacturdnico.

As proporcOes entre esses monossacarideos foram estabelecidas para cada uma das
fracdes de F. vesiculosus L. e estdo apresentadas na Tabela 3. Essa analise demonstrou que

ambas as fracdes apresentaram elevado contetdo de fucose, sendo que para F50Fv a proporgao
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entre fucose e acido galacturdnico foi de (1:0,286), enquanto para F70Fv de (1:0,511),
confirmando a dosagem quimica ja apresentada na Tabela 1, na qual a fracdo F70Fv de F.
vesiculosus L. possui maior contetdo de acidos urénicos que a fracdo F50Fv. A mesma relacéo
ndo foi estabelecida pela analise densitométrica das fragdes de U. lactuca L., que
diferentemente da dosagem quimica (Tabela 1), mostrou maior contetdo de &cido urdnicos na
fragdo F70UI (0,666), enquanto para a fragdo F50UI (0,333).

Figura 17 — Eletrofluorogramas dos produtos de hidrolise das fracdes de F. vesiculosus L.
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Aliquotas de cerca de 100 g das amostras F50Fv, F70Fv foram submetidas a hidrélise (HCI 6M,
6 horas, 100 C) e o correspondente a 80 ug de F50Fv, 40 ug de F70Fv e a 2 g de cada um dos
padrBes foram incubados com AMAC (50mmol) por 16 horas para derivatizagdo. As amostras
derivatizadas foram submetidas a FACE no sistema Tris-borato, pH 8,3. A: FACE fragdo F50UlI,
B: FACE fracdo F70Ul; GalA: &cido galacturdnico; Glc: &cido glicurdnico; Ara: arabinose; Rha:
ramnose; Fuc: fucose; Glc: glicose; Gal: galactose; F50Fv: fracdo F50 de F. vesiculosus L.; F70Fv:
fragdo F70 de F. vesiculosus L.. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR.

Da mesma forma que os polissacarideos analisados no presente estudo, no trabalho de
Rodriguez-Jasso e colaboradores (2014), polissacarideos de F. vesiculosus L. obtidos por dois
diferentes processos de extracdo, envolvendo a utilizacdo de micro-ondas e de auto hidrélise
apresentaram como principal monossacarideo a fucose (53,8 % e 76,8%, respectivamente). Para
os polissacarideos extraidos com auxilio de micro-ondas ainda foram obtidos 35,3% de xilose
e 10,8% de galactose, enquanto que para 0s extraidos por auto hidrolise 23,2 % de galactose e
auséncia de xilose.

Ainda com relacdo a constituicdo quimica dos polissacarideos de F. vesiculosus L.,
segundo L.i e colaboradores (2008), os polissacarideos dessa espécie de alga possuem em geral

uma composic¢do quimica simples, sendo formados principalmente por fucose e sulfato, no
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entanto existem também compostos mais complexos que além de fucose e sulfato, contém

monossacarideos como manose, galactose, glicose, xilose, acidos urdnicos, entre outros.

Tabela 3 — Composicdo monossacaridica das fracGes de Fucus vesiculosus L.

Polissacarideos sulfatados Fucose Acido urdnico
F50Fv 1 0,286
F70Fv 1 0,511

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

b) Cromatografia descendente em papel

A andlise por cromatografia em papel da composicdo monossacaridica das fracdes
polissacarideos F50Ul e F70UI (Figura 18) permite confirmar a presenca de ramnose (Rf 0,88;
0,85), galactose (Rf 0,681, 0,681), &cido galacturdnico (Rf 0,55; 0,55) e &cido glicurénico (Rf
0,45; 0,45). Enquanto que para as fragdes F50Fv e F70Fv, alem dos monossacarideos fucose
(Rf 0,90; 0,92), acido galacturénico (Rf 0,60; 0,60) e acido glicurénico (Rf 0,46; 0,50), pode-
se observar bandas referentes a presenca de de glicose (Rf 0,73; 0,73).

Figura 18 — Cromatografia em papel dos produtos de hidrolise das fragdes de U. lactuca L. e F.
vesiculosus L.
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Cerca de 500 pg das amostras F50Ul, F70Ul, F50Fv e F70Fv foram submetidas a hidrolise (HCI
6M, 6 horas, 100 C) e aliquotas correspondentes a F50UI (250 ug), F70Ul (250 ug), F50Fv (100
Hg), F70Fv (100 pg) e a 10 pg de cada um dos padrbes foram aplicados em papel de Whatman
n°l. As amostras foram submetidas a corrida descendente em sistema acido butirico: NH4OH 1,25
N (5:3) e reveladas com hidroxido de sddio 10M e etanol (1:20) e nitrato de prata e acetona (1:200).
1: manose; 2: xilose; 3: acido glicurdnico; 4: acido galacturdnico; 5: fucose; 6: galactose; 7:
glicose; 8: ramnose; 9: F50UI -fragcdo F50 de U. lactuca L.; 10: F70UI - fracdo F70 de U. lactuca

L.; 11: F50Fv - fragdo F50 de F. vesiculosus L.; 12: F70Fv - fracdo F70 de F. vesiculosus L. Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Conforme observado, a analise da cromatografia em papel foi importante pois
evidenciou a presenca de glicose nas fracdes de F. vesiculosus L., sugerindo que as intensas
bandas observadas na FACE para essas fracdes e atribuidas a fucose, estdo relacionadas a
presenca de fucose e também de glicose. Alem disso, pela analise cromatografica percebe-se a
presenca de bandas referentes a presenca de &cido glicurdnico (Rf 0,45-0,50) em todas as
fragdes, que na FACE foram observadas como bandas de baixa intensidade.

5.1.5 Anaélises espectroscopicas das fracdes F50Ul, F70Ul, F50Fv e F70Fv obtidas das algas
U. lactuca L. e F. vesiculosus L.

As técnicas espectroscopicas Raman e Infravermelho estdo correlacionadas a energia
vibracional, permitindo detalhar propriedades e caracteristicas estruturais moleculares e
fornecendo uma completa impressdo digital molecular da amostra em estudo. Ambas s&o
técnicas rapidas, ndo destrutivas e onde ha necessidade de pequena quantidade de amostra para
a analise. Convencionalmente nessas técnicas ha necessidade de procedimentos laboriosos para
se obter uma boa relacdo sinal/ ruido e no caso da espectroscopia Raman a utilizacdo de
espectrometros dispersivos que incidem sobre a amostra um laser visivel, muitas vezes resulta
em forte sinal de fundo de fluorescéncia, o que € indesejado. A utilizacdo do Transformador de
Fourier, no entanto, reduziu essas limitacGes, bem como os tempos de analise, além disso, a
utilizacdo de laser operando a 1064 nm na espectroscopia Raman (distante da regido do visivel)
em espectrémetro interferométrico, foi generalizado para diminuir o nivel de fluorescéncia e
evitar a degradacéo da amostra (PEREIRA et al., 2003).

A analise dos espectros de Raman das fracdes polissacaridicas de U. lactuca L. e de F.
vesiculosus L. foi realizada pela comparacdo entre as principais bandas apresentadas nos
espectros obtidos e dados da literatura (Tabela 4).

Para os polissacarideos de U. lactuca L. ndo foram encontradas anélises pela técnica de
espectroscopia Raman e por isso, para analise das principais bandas obtidas para as fraces
polissacaridicas desta alga, foram utilizados dados referentes a estudos com polissacarideos de
algas e organismos marinhos de uma forma geral.

De acordo com Matsuhiro, Roman e Torres (2012), a banda em 1419 cm- corresponde
a vibracdo por estiramento do grupo COO', enquanto que para Pielesz, Binias e Paluch (2011),
assim como para outros autores, esta banda aparece em 1413 cm’, podendo sofrer pequenos

deslocamentos. Dessa forma, a banda em 1421 cm™ detectada tanto na fragdo F50Ul (Figura
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19A), quanto na fracdo F70UI (Figura 19B), pode ser atribuida ao grupo COO", presente em
monossacarideos &cidos, como o0s &cidos urénicos constituintes dos polissacarideos em estudo.

Figura 19 — Espectros Raman das frac6es polissacaridicas de U. lactuca L.
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A: espectro Raman da fragcdo F50 de U. lactuca L.; B: espectro Raman da
fragdo F70 de U. lactuca L.; C: espectro do padrdo de ramnose; Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Kacurakova e Mathlouthi (1996) atribuiram a banda em 1380 cm™ a vibracdo do

grupamento CHa, enquanto que para Matsuhiro, Roméan e Torres (2012) a banda em 1377 cm”

relaciona-se a deformacdo C-H de grupos metila. Pela andlise dos espectros de Raman,

percebe-se uma banda em 1383 cm™ para F50Ul e uma banda em 1379 cm™ para F70Ul, que

podem estar relacionadas a grupamentos metila da estrutura desses carboidratos.

Tabela 4 - Atribuicbes das bandas espectroscopia de Raman

(0]
N (?:ﬁflr)]da AtribuicGes
- 845,8: vibragdo de estiramento C—C, deformagéo O-H, vibragdo C—O-S (axial)
850 (MATSUHIRO; ROMAN; TORRES, 2012);
- 847: vibracdo C-O-S (axial) (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011);
- 845-850: C-0-SO4em C4 da galactose (PEREIRA et al., 2003; PEREIRA et al., 2009)
- 897: vibragdo C-H de beta-residuos (VASKO; BLACKWELL; KOENIG, 1972);
896 - 890: C-H do carbono anomérico de residuos de B-galactose (PEREIRA et al., 2003);
- 890: presenga de ligac@es beta entre monossacarideos (PIELESZ; BINIAS; PALUCH,
2011)
- 899: banda caracteristica de p-polissacarideos (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)
900 - 899: banda caracteristica de p-polissacarideos (NA et al., 2010; PIELESZ; BINIAS;
PALUCH, 2011)
- 890-900: B-D-galactose ndo sulfatada (PEREIRA et al., 2009)
931 - 929: residuos de anidrogalactose (YANG et al., 2003);
- 930: residuo de 3,6-anidro-D-galactose (PEREIRA et al., 2003; PEREIRA et al., 2009)
985 - banda presente no padrdo de Ramnose**
- 1003: vibragio CH; (CAEL; KOENIG; BLACKWELL, 1973);
1008 - 1006: vibragéo de estiramento simétrico C—-O—C, vibragao de estiramento C-O-S
(equatorial) (MATSUHIRO; ROMAN; TORRES, 2012)
- 1060: deformagdo C-OH (KACURAKOVA; MATHLOUTHI, 1996)
1061 - 1060: vibracéo de estiramento C—O e vibracional de estiramento simétrico S=O
(MATSUHIRO; ROMAN; TORRES, 2012)
- 1071: deformacéo C-H e C-O-H (VASKO; BLACKWELL; KOENIG, 1972);
1072 - 1076: vibracdo C-O-H (CAEL; KOENIG; BLACKWELL, 1973);
- 1079: estiramentos C-O, C-C e deformagdes C-C-O e C-O-H (PEREIRA et al., 2003)
- 1072: vibracéo de estiramento simétrico O=S=0 (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)
1136 - 1130: deformagdo CH, COH (VASKO; BLACKWELL; KOENIG, 1972);
1147 - 1148: vibracéo C-O (KACURAKOVA; MATHLOUTHI, 1996)
1178/1182 - 1180: vibracéao de estiramento simétrico S=0=S (NA et al., 2010; PIELESZ; BINIAS;
PALUCH, 2011)
1953/ 1242 - 1240 — 1260: vibracao de estiramento S=O (PEREIRA et al., 2009)
- 1258: vibracéo de estiramento assimétrico S=O (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)
1297 - 1298: COH, CCH, CH, (VASKO; BLACKWELL; KOENIG, 1972);
1340 - 1346: vibracdo C-O-H (VASKO; BLACKWELL; KOENIG, 1972);
- 1337: vibragdes HCC, HCO, COH (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)
- 1380: vibracio CH, (KACURAKOVA; MATHLOUTHI, 1996)
1379/1380/1383 - 1380: deformagdo de grupos metila (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)
- 1377: deformag&o C-H de grupos metila (MATSUHIRO; ROMAN; TORRES, 2012)
1421 - 1419: vibrago de estiramento COO" (MATSUHIRO; ROMAN; TORRES, 2012)
- 1413: vibracédo simétrica COO™ (NA et al., 2010; PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)
1456 / 1458 - 1462: deformagdo CH, (VASKO; BLACKWELL; KOENIG, 1972);

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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A banda detectada em 1061 cm™ em ambas as fracdes de U. lactuca L. pode ser atribuida
a deformacgdo C-OH, grupamento comum em estruturas de carboidratos (KACURAKOVA,;
MATHLOUTHI, 1996).

Segundo Matsuhiro, Roméan e Torres (2012), a banda na regido de 1006 cm™ pode ser
atribuida a vibragdo por estiramento simétrico de C-O-C, mas também vibracdo por
estiramento de C—O-S em posicao equatorial.

A estrutura proposta do acido aldobiurénico (Figura 20), principal unidade de repeticédo
das ulvanas, ¢ formada ou por uma molécula de acido uroénico unida por ligagao  (1—4) auma
molécula de ramnose 3-sulfatada (Tipo A), ou por uma molécula de acido idurdnico unida por
ligagdo a (1—4) a uma molécula de ramnose 3-sulfatada (Tipo B) (COSTA et al., 2012).
Considerando o exposto anteriormente pelos autores, a intensa banda detectada em 1008 cm’
nas fragdes de U. lactuca L. pode ser atribuida a vibracdo por estiramento da ligacdo C-O-S na
molécula de ramnose, localizada em posi¢ao equatorial associada a vibragdo por estiramento

de C-O-C, que ocorre nas ligacGes glicosidicas.

Figura 20 — Estrutura 4cido aldobiur6nico
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Ass: Tipo A; Bss: Tipo B. Fonte: Adaptado (WANG, 2014; LAHAYE; ROBIC, 2007)

A banda detectada em 1072 cm™ para a fragdo F50UI (Figura 19 A) pode estar
relacionada tanto a deformacdo C-H e C-O-H, que fica na regido de 1071 cm” (VASKO;
BLACKWELL; KOENIG, 1972), como pode ser atribuida também a vibracao por estiramento
simétrico do grupo éster sulfato O=S=0 (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011), que esta
presente no carbono 3 da molécula de ramnose, conforme estrutura do acido aldobiurdnico
(Figura 20).

Para ambas as fragdes de U. lactuca L. observa-se também a presenca de uma intensa

banda em 985 cm’, que pode ser verificada no espectro do padrdo de ramnose (Figura 19C),
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referindo-se, portanto, € caracteristicas estruturais deste monossacarideo, o qual conforme as
analises realizadas por FACE neste trabalho, € 0 monossacarideo majoritario.

Outras bandas observadas nos espectros das fracfes estdo relacionadas a grupamentos
comuns em carboidratos a saber: 1458 cm” referente a deformacdo de CH. (VASKO,;
BLACKWELL; KOENIG, 1972); 1340 cm™ referente as vibragbes HCC, HCO, COH
(VASKO; BLACKWELL; KOENIG, 1972; PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011) e 850 cm’
atribuida a vibracdo C-O-S (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011).

A analise dos espectros de infravermelho apresentados na Figura 21 (A e B) e sua
comparacdo com dados da literatura (Tabela 5) permitem confirmar a presenca de grupamentos

caracteristicos de carboidratos j& evidenciados por espectroscopia Raman para as amostras de
U. lactuca L..

Figura 21 — Espectros de infravermelho das fragdes polissacaridicas
de U. lactuca L
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A banda em 3330 cm™ de F50UI (Figura 21A) e a banda em 3224 cm™ de F70UI (Figura
21B) sdo atribuidas a vibracdo por estiramento de OH (NA et al., 2010; PILESZ; BINIAS;
PALUCH, 2011; MATSUHIRO; ROMAN; TORRES, 2012).

A banda em 1413 cm™ de F50Ul e em 1417 cm™ de F70UI correspondem ao movimento
vibracional por estiramento do grupo COO™ (YANG et al., 2003; NA et al., 2010; PIELESZ;
BINIAS; PALUCH, 2011). A banda 1650 cm™, evidente em F70UlI, segundo Alves, Souza e
Reis (2013) também deve-se ao estiramento assimétrico do grupamento COO™ de &cidos
urénicos.

A intengdo banda em 1082 cm™ em ambas as fragdes de U. lactuca L., por sua vez, de
acordo Petrone e colaboradores (2011), referem-se a vibracdo por estiramento C-O e C-C

acoplada a deformacédo C-O-H de polissacarideos e, além disso, a vibracdo simétrica SOz,

Tabela 5 - Atribuicfes das bandas de espectroscopia Infravermelho
N° de onda

0 Atribuicbes
(cm™)
783 - 789,8: vibracdo C-O-S (equatorial) (HASSAN et al., 2011)
- 856,9: vibragio de estiramento simétrico C-O-S (axial) (MATSUHIRO; ROMAN,;
841 TORRES, 2012).
- 836/845: vibragdo C-O-S axial (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)
- 925-935: ligagdo C-O de 3,6-anidro-D-galactose (PEREIRA et al., 2003; PEREIRA et
926
al., 2009)
971 - 970-975: residuo de galactose (PEREIRA et al., 2009)
- 1029,8: vibragéo de estiramento C-O-C, C-C (MATSUHIRO; ROMAN; TORRES,
1030 2012)
1082 - 1082: vibracdo de estiramento C-O e C-C acoplada a flexdo C-O-H de polissacarideos;
vibracdo simétrica SO; (PETRONE et al., 2011)
- 1149: vibragéo C-O-C (KACURAKOVA et al., 2000)
1147/1149 - 1132: vibrag#o de estiramento C-O, C-O-C e C-C (MATSUHIRO; ROMAN; TORRES,
2012)
- 1216: deformagéo C-H (MATSUHIRO; ROMAN; TORRES, 2012)
1212 - 1256.9: vibrag#o de estiramento assimétrica S=O (MATSUHIRO; ROMAN; TORRES,
2012)
- 1416: vibracdo de estiramento simétrico COO" (NA et al., 2010)
1413 - 1420: vibragéo de estiramento COO" (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)
- 1413: vibracdo de estiramento assimétrico COO" (YANG et al., 2003)
- 1421: vibracéo de estiramento simétrico COO™ (YANG et al., 2003)
- 1642: vibracéo C-O (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)
1650 - 1650: vibracéo de estiramento assimétrico COO™ (ALVES; SOUZA,; REIS, 2013)

- 1650: vibragdo de estiramento assimétrico de COO" (MATSUHIRO; ROMAN;
TORRES, 2012)

- 3482: vibragio de estiramento OH (MATSUHIRO; ROMAN; TORRES, 2012)
3224/ 3330 - 3410: vibracdo de estiramento OH (NA et al., 2010)

- 3384: vibracdo de estiramento OH (PIELESZ; BINIAS; PALUCH, 2011)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para as fragdes de F. vesiculosus L. as técnicas espectroscopicas ndo foram tao eficientes

qguanto para U. lactuca L. devido a coloracdo escura dessas amostras, que interfere no
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espalhamento de luz necessario as analises. Apesar disso, foi possivel ainda realizar a detecgdo
das principais bandas desses polissacarideos por espectroscopia Raman.

Como pode ser observado na Figura 22 (A e B), as fracGes de F. vesiculosus L.
apresentam uma banda na regido de 1461 cm’, que como como Visto anteriormente pode ser
atribuida a deformacéo CH2 (KACURAKOVA; MATHLOUTHI, 1996).

Para a fragdo F70Fv o espalhamento de luz atingido foi melhor que na fragdo FS0Fv e
por isso a presenca das bandas pode ser melhor visualizada nos espectros dessa fragdo. A banda
em 1413 cm™ na Figura 22 pode ser atribuida a vibracdo de estiramento COO™ e a banda em
1380 cm' referente a vibracdo por estiramento de grupamentos metila (PIELESZ; BINIAS;
PALUCH, 2011; MATSUHIRO; ROMAN; TORRES, 2012).

Figura 22 — Espectros RAMAN das frag6es polissacaridicas de F. vesiculosus L.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

De acordo com Pielesz, Binias e Paluch (2011), que analisaram o fucoidan obtido de F.

vesiculosus L., as bandas na regido de 1337 cm’ refere-se as vibracdes de HCC, HCO e COH,
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enquanto a banda em 1269 cm- refere-se a vibragao por estiramento assimétrico de ésteres de
sulfato O=S=0. Ainda de acordo com esses autores, bandas na regido de 847 cm™ podem ser
atribuidas a vibracéao da ligacdo C-O-S no carbono C-4, em posicdo axial presente na estrutura

dos polissacarideos sulfatados de F. vesiculosus L., conforme Figura 23.

Figura 23 — Estrutura de polissacarideos sulfatados de F. vesiculosus L.
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Estrututa de polissacarideos sulfatados de F. vesiculosus L., onde R podem ser
diferentes monossacarideos (manose, galactose, glicose, xilose, acido urénico
entre outros). Fonte: Adaptado (RODRIGUEZ-JASSO et al., 2014)

5.2 ATIVIDADES ANTICOAGULANTE E ANTITROMBOTICA

5.2.1 Atividade anticoagulante in vitro

a) Método USP (1965)

A atividade anticoagulante das fracdes de polissacarideos sulfatados das algas - F50Ul,
F70Ul, F50Fv e F70Fv — foi inicialmente determinado pelo método USP (1965), que avalia
visualmente a retracdo do coagulo formado em plasma e pode ser considerado um método de
triagem para avaliagdo da atividade anticoagulante.

Conforme pode ser verificado pela analise da Tabela 6, a atividade anticoagulante foi
determinada em triplicata em presenca de 50 e 100 pg de cada uma das amostras, como controle
positivo utilizou-se a heparina 165 Ul (1,5 pg) e como controle negativo o plasma na auséncia

de amostra.
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Tabela 6 — Atividade anticoagulante — USP (1965)

Massa Triplicata
Amostras
(H9) A B C
Plasma - - - -
Heparina 15 +4+ +++ s
50 ++ 4+ +
Fooul 100 ++ ++ ++
50 + + e
F70ouUl 100 N N N
50 + + +
FS0Fv 100 ++ ++ ++
50 + + +
F70Fv 100 N N N

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Pela anélise da Tabela 6, percebe-se que a heparina promove a retracdo total do coagulo
em plasma com 1,5 pg em massa, efeito ja esperado para um anticoagulante padréo.

Todas as amostras avaliadas foram capazes de contribuir para a retracdo do coédgulo
formado quando comparadas ao controle negativo (plasma na auséncia de amostra), sendo que
essa retracdo ocorreu de forma mais intensa em presenca de 50 e 100 pg da fragdo F50Ul e de
100 pg da fragdo F50Fv. Os resultados observados permitem sugerir a atividade anticoagulante

dessas amostras, sendo, no entanto, necessaria a realizacdo de testes mais especificos.

b) Tempo de tromboplastina parcial ativada, tempo de protombina e tempo de trombina
(TTPa, TP, TT)

Para dar continuidade a avaliacdo da atividade anticoagulante dos polissacarideos
sulfatados das algas em estudo, foram realizados os testes TTPa, que avalia a via intrinseca, TP,
que avalia a via extrinseca e TT que diz respeito a via comum da coagulacdo sanguinea. Essa
analise mais detalhada das vias de coagulacdo permite avaliar o comportamento das amostras
frente as diferentes vias envolvidas na coagulacdo sanguinea e assim sugerir possiveis caminhos
para a atividade anticoagulante das fracOes testadas. Para realizacdo destes ensaios, a heparina
(165 Ul) também foi utilizada como controle positivo.

O efeito das amostras sobre o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) esta
apresentado na Figura 24. Para essa analise considerou-se a razdo controle como o tempo de
coagulacdo do plasma na auséncia de amostra (28 segundos), sobre ele mesmo, sendo assim
essa razdo equivalente a 1 (um).

Pela analise da Figura 24 nota-se que quando comparamos a razdo entre tempo de

coagulagdo do plasma na presenca de cada amostra e o tempo de coagulagéo do controle
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negativo, ndo sdo observados efeitos significativos para a fracdo F70Ul em nenhuma das
concentragdes testadas.

A heparina, por outro lado, na concentracdo de 0,025 pg/uL, como ja era esperado,
apresenta um efeito significativo (p <0,0001), sendo capaz de prolongar o tempo de coagulagéo
em cerca de seis vezes.

Percebe-se que a fracdo F50UI apresenta um efeito anticoagulante dose dependente,
sendo que a partir da concentracdo 0,2 pug/uL esta amostra promove o aumento significativo (p
<0,05) da razdo TTPa amostra/ TTPa controle. Esse efeito € ainda mais significativo (p <
0,0001) nas concentracdes de 0,5 e 1,0 pg/uL, sendo F50UI responsavel por prolongar mais de

duas vezes o tempo de coagulagéo.

Figura 24 — Ensaio TTPa para fracdes de polissacarideos sulfatados das algas
U. lactuca L. e F. vesiculosus L.
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Tempo de tromboplastina parcial atividade. Os resultados foram expressos como a
razdo obtida entre o tempo de coagulacdo da amostra pelo tempo de coagulacdo do
controle negativo. Como controle negativo foi usado o plasma na auséncia de amostras
e como controle positivo o plasma na presenca de heparina. F50Ul: Fracdo F50 de U.
lactuca L.; F70UI: Fracdo F70 de U. lactuca L.; F50Fv: Fracdo F50 de F. vesiculosus
L.; F70Fv: fracdo F70 de F. vesiculosus L.; **** p < 0,0001 e ** p < 0,05. Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para as fracOes de F. vesiculosus L. foram obtidos resultados significativos no
prolongamento do tempo de coagulacdo em relagcdo ao controle negativo a partir da
concentracédo de 0,1 pg/uL para ambas as fracdes. Para (F70Fv) foi observado um efeito dose
dependente, sendo que na concentracdo de 0,2 pg/uL, ocorreu um aumento de trés vezes na
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razdo TTPa amostra/ TTPa controle negativo, enquanto para (F50Fv), na mesma concentragao,
percebe-se um aumento de cerca de seis vezes nessa razao.

Os resultados do ensaio do tempo de protombina (TP), da via extrinseca, encontram-se
apresentados na Figura 25. Para essa analise considerou-se a razéo controle como o tempo de
coagulacdo do plasma na auséncia de amostra (10 segundos) sobre ele mesmo, sendo assim essa
razdo equivalente a 1 (um).

A heparina, controle positivo, na concentracdo de 0,025 pg/pL, aumentou cerca de oito
vezes 0 tempo de coagulacdo em relacdo ao controle.

Da mesma forma que no ensaio TTPa, a fracdo F70UI ndo apresenta efeito significativo
sobre o prolongamento do tempo de protombina. A fragdo F50UI, por outro lado, prolonga o
tempo de protombina cerca de trés vezes em relacdo ao controle com concentracdo de 1 pg/pL,
enguanto que na concentracdo de 2 pg/uL, ndo sdo observados efeitos significativos.

Para as fracdes de F. vesiculosus L., por sua vez, percebe-se um efeito significativo no
prolongamento do tempo de protombina a partir das concentracdes de 1 pg/pL para a fracéo
F50Fv, sendo 0 aumento de cerca de quatro vezes em relacdo ao controle, enquanto que para a
fracdo F70Fv esse aumento é percebido na concentracdo de 2 pug/uL, sendo de cerca de trés

VEZES.

Figura 25 — Ensaio TP para fracdes de polissacarideos sulfatados das algas U. lactuca L.
e F. vesiculosus L.
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Tempo de protombina. Os resultados foram expressos como a razéo obtida entre o tempo de
coagulacdo da amostra pelo tempo de coagulagdo do controle negativo. Como controle
negativo foi usado o plasma na auséncia de amostra e como controle positivo o plasma na
presenca de heparina. F50UIl: Fragdo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: Fracéo F70 de U. lactuca
L.; F50Fv: Fracdo F50 de F. vesiculosus L.; F70Fv: fracio F70 de F. vesiculosus L.; **** p
<0,0001 e ** p < 0,05. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR



89

Os resultados do ensaio do tempo de trombina (TT), teste que avalia a via comum da
coagulacdo, encontram-se apresentados na Figura 26. Nesse ensaio o plasma em presenca da
heparina 0,025 pg/uL, controle positivo, apresenta-se incoagulavel, o que € esperado para um
anticoagulante padrao.

A fracdo F70UIl, como j& observado para os ensaios TTPa e TP, apresentados
anteriormente, também ndo apresenta efeito sobre a via comum da coagulacdo. Para as demais
amostras, os efeitos mais significativos (p < 0,0001), sobre o prolongamento do tempo de
coagulacao pela via comum, foram observados nas concentracfes de 1 pg/pL para F50Ul, 0,2

pg/uL para F50Fv e 0,5 pg/pL para F70Fv.

Figura 26 — Ensaio TT para fracdes de polissacarideos sulfatados das algas
F. vesiculosus L. e U. lactuca L.
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Tempo de trombina. Os resultados foram expressos como a razao obtida entre o tempo de
coagulacdo da amostra pelo tempo de coagulacdo do controle negativo. Como controle
negativo foi usado o plasma na auséncia de amostras e como controle positivo o plasma na
presenca de heparina. F50Ul: Fracdo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: Fracdo F70 de U.
lactuca L.; F50Fv: Fracdo F50 de F. vesiculosus L.; F70Fv: fragdo F70 de F. vesiculosus
L.; ****p <0,0001 e * p <0,05. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

As analises quimicas e espectroscopicas das fragGes de U. lactuca L., ja apresentadas
nesse trabalho, evidenciaram diferengas nas caracteristicas estruturais das fragdes F50UI e
F70Ul, o que justifica as diferentes atividades anticoagulantes encontradas para essas fragdes.
Pela revisdo de literatura realizada percebe-se que a atividade anticoagulante de
polissacarideos sulfatados de U. lactuca L. ndo € tdo estudada. O estudo de El Back, El Baz e

El Baroty (2009) foi o unico encontrado relacionado a tal atividade. Esses autores obtiveram
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resultados que corroboram com os obtidos no presente trabalho ao avaliar o efeito de dois
diferentes extratos de U. lactuca L., um extraido em &gua quente e precipitado com etanol e
outro extraido com alcool 85% e precipitado com etanol absoluto, sobre o tempo de coagulacéo
total em presenca de trombina e perceberam um prolongamento deste tempo em relacdo ao
controle negativo na presenca de 100 pg/mL das amostras.

A atividade anticoagulante de polissacarideos sulfatados de F. vesiculosus L., por sua
vez, é bastante estudada, sendo muitos os trabalhos encontrados sobre esse assunto. Kwak e
colaboradores (2010), por exemplo, ao pesquisar o efeito anticoagulante de um polissacarideo
obtido de F. vesiculosus L. de origem comercial perceberam um efeito dose dependente nos
testes TTPa, TP e TT, trabalhando nas concentrages (0,5-3,3 pg/mL).

Diferentes espécies de algas exercem efeitos anticoagulantes ou antitromboticos através
de mecanismos distintos (ZHU et al., 2010). De uma forma geral, percebe-se que o teor de
sulfato, a natureza da posicéo da sulfatacdo, o tipo e a conformacao estrutural dos residuos de
monossacarideos dentro da estrutura de um polissacarideo podem afetar marcadamente a
atividade anticoagulante (LI et al., 2011). Esse fato pode ser percebido ao analisar a fracdo
F70Ul, que embora na dosagem quimica tenha apresentado maior contetido de sulfato do que a
fragdo F50UI, ndo apresentou atividade anticoagulante importante, 0 que mostra a importancia
ndo so do teor de sulfato, mas principalmente do padréo de distribuicdo e natureza da sulfatacao,
bem como de residuos de monossacarideos que compdem a estrutura do polissacarideo.

Vale destacar, que em trabalhos anteriores a sulfatacdo na posicdo 3 de residuos de
ramnose (WANG et al.,, 2013; QI et al., 2013) em polissacarideos de algas verdes foi
diretamente associada a atividade anticoagulante observada por esses autores. Como ja
discutido, a analise quimica realizada em nosso trabalho, permite sugerir a presenca de residuos
de ramnose 3-sulfatada nos polissacarideos de U. lactuca L., o que pode contribuir para a
atividade anticoagulante observada para a fracdo F50Ul.

Pela analise dos resultados dos ensaios TTPa, TP e TT observa-se que tanto a fracéo
F50UI de U. lactuca L., quanto as de F. vesiculosus L. prolongaram o tempo de coagulacédo
com menores concentracdes no ensaio TTPa, 0 que sugere que essas amostras atuam de forma
mais intensa sobre a via intrinseca da coagulacao.

Sabe-se que via intrinseca € iniciada pela ativacdo de contato que se inicia com fator XII
numa reacdo envolvendo o cininogénio de alto peso molecular e a pré-calicreina no plasma
(WU et al., 2010).

Quando o sangue entra em contato com superficies carregadas negativamente, como as

membranas de células sanguineas ativadas, o fator FXII sofre alteracbes conformacionais que
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resultam na conversdo de pré-calicreina em a-calicreina, que novamente ativa o fator FXII,
além de clivar o cininogénio de elevado peso molecular liberando bradicinina, um potente
hipotensor (COCHRANE; REVAK; WUEPPER, 1973; COLMAN et al., 2006). O fator FXII
ativado iré clivar FXI em FXla, que em presenca do VIII, ira ativar a via comum da coagulacéo
convertendo o fator FX & FXa, o qual forma um complexo com o fator FVa, que converte
protombina em trombina (COLMAN et al., 2006; MULLER et al., 2011).

Considerando-se os efeitos observados no ensaio TTPa sugere-se que a atividade dos
polissacarideos sulfatados de alga analisados neste trabalho pode estar relacionada a inibicéo
via antitrombina 111 de alguma das diferentes proteinas atuantes na via intrinseca da coagulacéo,

que foram expostas anteriormente.

c) Ensaios cromogénicos: fatores Xa e lla

Considerando que os fatores Xa e lla sdo proteinas fundamentais da cascata da
coagulacdo, envolvidas na formacdo do coagulo de fibrina a partir de fibrinogénio
(MACKMAN, 2008), a avaliacdo da inibicdo desses fatores por substancias de interesse sao
importantes no entendimento de seus mecanismos anticoagulantes.

A anélise do Figura 27 permite notar que a heparina na concentragdo de 0,4 pg/ pL inibe
de forma significativa a atividade do fator Ila em cerca de 100% (p<0,0001), mas também inibe
a atividade do fator Xa em cerca de 50% (p 0,0059).

Figura 27 — Inibicdo dos fatores Xa e lla pelas fracGes de polissacarideos
sulfatados das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.
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Os resultados foram expressos como a percentagem de inibicdo em relacéo ao branco de
cada um dos fatores. F50Ul: Fracdo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: Fracdo F70 de U.
lactuca L.; F50Fv: Fragdo F50 de F. vesiculosus L.; F70Fv: fragdo F70 de F. vesiculosus
L.; **** p < 0,0001; *** p < 0,001; ** p<0,01; *p<0,05. Fonte: ELABORADO PELO
PROPRIO AUTOR
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As fragdes de U. lactuca L. na concentracdo de 1 pg/pL inibiram de forma significativa
o fator Xa, a saber F50UI inibiu cerca 96% da atividade desse fator (p<0,0001) e F70Ul inibiu
cerca de 80% (p 0,0001), enquanto que a inibicdo sobre o fator lla foi de 45% (p 0,0109) para
a fracdo F50UI e de 60,18% (p 0,0012) para a fracdo F70Ul. Para as fracGes de F. vesiculosus
L. na concentracdo de 1 pg/ pL também foi observado um efeito de inibigdo significativo sobre
o fator Xa sendo de cerca de 76% para a F50Fv (p<0,0002) e de 94% para F70Fv (p<0,0001).
Sobre o fator Ila a inibicdo da amostra F50Fv foi de 38% (p 0,0347), enquanto que a inibicao
de 28% obtida pela fracdo F70Fv néo foi significativa.

N&o foram encontrados trabalhos anteriores quanto a andlise do efeito dos
polissacarideos sulfatos de U. lactuca L. sobre esses fatores da coagulacdo. Ja para F.
vesiculosus L., Kwak e colaboradores (2010) obtiveram resultados similares ao avaliar o efeito
de um polissacarideo sulfato de F. vesiculosus L. sobre a inibicao das atividades dos fatores Ila
e Xa in vitro. Ao avaliarem os polissacarideos nas concentragdes de 1-500 pg/pL, esses autores
também perceberam a interferéncias negativa das amostras sobre as atividades dos fatores da
coagulacao.

Sabe-se que um dos mecanismos de acao da heparina é pela formacdo de um complexo
com a antitrombina 111, aumentando a afinidade de ligacdo desta molécula com proteinas da
coagulagdo como a trombina (fator 1la) e o fator Xa, o que leva a inibicdo desses fatores da
coagulacdo e, consequentemente, a inibicdo da conversdo de fibrinogénio em fibrina,
interferindo na formacéo do codgulo (NADER et al., 2001; KWAK et al., 2010; SUCHYTA,
HANDA; MEYERHOFF, 2014).

E interessante notar que tanto as fragdes de U. lactuca L., quanto as fracbes de F.
vesiculosus L. apresentaram maiores percentagens de inibicdo sobre o fator Xa, mas também
inibiram o fator lla, o0 que sugere assim como a heparina, a atuacao dos polissacarideos dessas
algas possa ocorrer sobre esses fatores via antitrombina I11.

Destaca-se aqui, que inibicdo da atividade do fator Xa, interfere na formacgéo do
complexo protrombinase, reduzindo a conversdo de protrombina para trombina e interferindo
na clivagem de fibrinogénio em fibrina e, consequentemente, inibindo a formacdo do coagulo
(MULLER; GAILANI; RENNE, 2011).

O quadro apresentado na Figura 28 resume de forma esquematica os efeitos de cada

uma das fraces em estudo sobre 0s ensaios realizados para avaliar a atividade anticoagulante.
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Figura 28 — Quadro resumo das atividades anticoagulantes das fragoes
polissacaridicas de U. lactuca L. e F. vesiculosus L.

USP TTPa TP TT  Anti-lla Anti-Xa
Heparin +++ +++ +H+ At +++ +++
E50Ul ++ ++ + + + ++
F70Ul - - - - + ++
F50Fv ++ ++ + ++ + ++
F70Fv ++ ++ + ++ + ++

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Considerando-se ainda os resultados obtidos no teste TTPa (Figura 28), sugere-se que
a atividade anticoagulante pode estar relacionada a inibicdo de proteinas da via intrinseca da
coagulagcdo mediada por antitrombina Il1l, como j& discutido anteriormente, no entanto essa
inibicdo pode ocorrer também pelo blogqueio da atividade de outras proteases da coagulacéo.
De acordo com a revisdo de Franco (2001), a antitrombina Il inibe a trombina, podendo
também exercer efeito inibitério sobre diversas outras enzimas da coagulacdo, incluindo 0s
fatores 1Xa, Xa, e Xla e, além disso, pode acelerar a dissociacdo do complexo FVlla-TF,
impedindo a sua reassociagéo.

5.2.2 Atividade antitrombatica in vivo

A atividade antitrombotica, conforme método descrito em material e métodos, foi
avaliada em machos Wistar pesando entre 180 — 200g, com 70 dias de idade, em modelo de
trombose induzida por ligadura da veia cava inferior.

O efeito das fracGes foi avaliado inicialmente durante 24 horas, ap6s administracdo
venosa (veia caudal) de cada uma das fracdes na concentracdo de 20 pg/g. Conforme pode ser
verificado pela analise da Figura 29, todas as fracdes, com excecdo de F70Ul, reduziram de
forma significativa (p<0,05) o peso dos trombos formados por ligadura da veia cava inferior.
Esses resultados concordam com aqueles obtidos nos testes anticoagulantes in vitro, nos quais

F70Ul também ndo mostrou atividade.
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A heparina, controle positivo, na concentragdo de 1,5 pg/g, ap6s duas horas de
administragdo, como j& relatado anteriormente (BARROSO et al.,, 2008), reduziu,

significativamente, o peso dos trombos em cerca de 92% (p 0,0004).

Figura 29 — Atividade antitrombdtica in vivo das fragdes cetdnicas de U. lactuca L. e
F. vesiculosus L.
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As amostras na concentracdo de 20 pg/g foram avaliadas ap6s 24 horas de exposi¢do. Como
controle positivo foi utilizada a heparina 165 Ul (1,5 pg/g) ap6s duas horas de administracdo
e como controle negativo animais submetidos a ligadura da veia cava inferior na auséncia da
aplicagdo de amostra. F50Ul: Fragdo F50 de U. lactuca L.; F70UI: Fragdo F70 de U. lactuca
L.; F50Fv: Fracdo F50 de F. vesiculosus L.; F70Fv: fracdo F70 de F. vesiculosus L.; Ctr (-):
Controle negativo; Ctr (+): Heparina; ***p<0,001 e ** p<0,01 — em relagdo ao controle
negativo; ==== p<0,0001; == p<0,01 — em relacdo ao controle positivo. Fonte: ELABORADO
PELO PROPRIO AUTOR

As fracbes F50Fv e F70Fv reduziram o peso dos trombos formados em relacéo ao grupo
controle negativo em cerca de 91% (p 0,0010) e 94% (p 0,0012), respectivamente, e nao
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle positivo (p>0,05). A alga F.
vesiculosus L. foi utilizada nesse trabalho como padrdo camparativo de atividade, ja que essa é
uma alga bastante estudada quanto ao seu potencial anticoagulante e antitrombatico.

Polissacarideos sulfatados de F. vesiculosus L. ja foram reportados anteriormente por
sua atividade antitrombdtica in vivo. Kwak e colaboradores (2010), por exemplo, ao
submeterem ratos a um modelo de trombose induzido por cloreto férrico, obtiveram resultados
importantes para os polissacarideos de F. vesiculosus, sendo a dose efetiva desses compostos
no modelo utilizado foi de 0,54 mg/Kg, inferior a obtida pela heparina de 1,24 mg/kg. Os
autores relacionaram a atividade apresentada com a ligacdo dos polissacarideos de F.
vesiculosus ao cofator 11 da heparina e também a inibicdo da agregacédo plaquetéaria, que foram

avaliadas por esses autores in vitro.
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A fragdo F50UI, ao contrério de F70UI, apresenta efeitos significativos, reduzindo o
peso dos trombos em relacdo ao grupo controle negativo em cerca de 56% (p 0,0084). Vale
destacar que para a alga U. lactuca L. ndo foram encontrados, durante a revisdo bibliogréafica
realizada, trabalhos referentes a atividade antitrombdtica, o que ressalta a importancia do
presente estudo e justifica a continuidade dos testes in vivo com a fragcdo F50Ul.

Para melhor entender a acdo inibitdria da fragdo F50UI sobre a formagdo dos trombos
apos ligadura da veia cava inferior em machos Wistar, foi realizada uma curva de dose resposta
(Figura 30) nas concentragdes de 2, 5, 10, 15 e 20 pg/g, durante 24 horas de exposicao.

Pela analise da Figura 30 percebe-se que h4 uma redugdo significativa (p<0,0001) do
peso dos trombos em todos as concentragdes testadas 2, 5, 10, 15 e 20 pg/g, sendo a redugéo
em relagcdo ao grupo controle negativo de 50%, 100%, 100%, 95% e 56%, respectivamente.
Essa reducdo ndo ocorre de forma dose dependente, sendo que de 2 a 10 pg/g ha uma reducéo
crescente no peso dos trombos formados e a partir da concentragdo de 15 pg/g ocorre um ganho

de peso dos trombos.

Figura 30 — Curva de dose resposta da fracdo F50Ul de U. lactuca L.
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A amostra F50UI foi administrada aos animais nas concentracgdes de 2, 5, 10, 15 e 20 ug/g
e avaliada por 24 horas de acdo apdés administracdo venosa. Como controle negativo:
animais submetidos a ligadura da veia cava inferior na auséncia da aplicagdo de amostra.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Considerando-se que a atividade antitrombotica dos polissacarideos sulfatados de F50UI
pode ser mediada por integrinas da membrana das células endoteliais (MEDEIROS et al., 2012)
e que esses polissacarideos, além de carregadas negativamente, possuem alto peso molecular,
sugere-se que o comportamento dose especifico observado na curva de dose avaliada em 24

horas para essa amostra, pode estar relacionado a mecanismos de competicéo por receptores de
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membrana tipo integrina, que provavelmente sdo acentuados com o aumento da concentragéo
de amostra.

A partir da curva de dose resposta optou-se por realizar a curva de tempo com a
concentracdo de 10 pg/g, ja que conforme observado na Figura 30, € um dos pontos onde nédo
ha formacdo de trombo, ou seja, onde o peso do trombo foi igual a zero.

A amostra F50UI, na concentracdo de 10 pg/g, apresenta um comportamento tempo
dependente, sendo que como pode ser verificado na Figura 31, ha uma reducdo significativa
(p<0,0001) no peso dos trombos em relagcdo ao grupo controle de 46%, 68% e 95% nos tempos
de 2, 4 e 8 horas, respectivamente, até as 12 horas de exposicéo, a partir de quando ndo ha mais

formacéo de trombos.

Figura 31 — Curva de tempo resposta da fracdo F50Ul de U. lactuca L.
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A amostra F50UI foi administrada aos animais na concentracdo de 10 pg/g e avaliada em
diferentes tempos de acdo (2, 4, 8, 12 e 24 horas) ap6s administracdo venosa. Como
controle negativo: animais submetidos a ligadura da veia cava inferior na auséncia da
aplicacdo de amostra. F50Ul: Fracdo F50 de U. lactuca L.; ****p<0,0001. Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
O modelo de indugéo de trombose por ligadura da veia cava inferior utilizado neste
trabalho, pode contribuir para a ativacao de contato da via intrinseca da coagulacao, isso porque
ao realizar a ligadura, ha exposicdo de superficies carregadas negativamente (membranas) que
ativam os fatores da via intrinseca, como o fator FXII e FXI.
Considerando-se os resultados obtidos no ensaio TTPa, que avalia a via intrinseca da
coagulagdo, comentada anteriormente, sugere-se que a atividade antitrombdtica observada para
os polissacarideos sulfatados de U. lactuca L. e de F. vesiculosus L. pode estar inicialmente

relacionada a inibicdo de alguma das serino proteases da via intrinseca da coagulacao.
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A atividade antitrombdtica observada pode também, assim como ocorre com a heparina,
estar relacionada com a inibicdo de enzimas da via comum da coagulacdo como FX e Flla
(NADER et al., 2004) e com o aumento da sintese de heparam sulfato e NO por células
endoteliais. (MEDEIROS et al., 2012)

Como ja discutido anteriormente, a heparina possui efeito anticoagulante ao reduzir a
atividade de serinas da cascata da coagulacdo por interagdo via antitrombina I11. Além disso, a
heparina promove 0 aumento da sintese de heparam sulfato, um glicosaminoglicano presente
na matriz extracelular de células endoteliais, que possui sequencias estruturais especificas,
responsaveis por suas fungbes anticoagulante e antitrombotica (COLBURN; BUONASSISI,
1982; NADER et al., 2004; CASU, NAGGI; TORRI, 2010; MEDEIROS et al., 2012).

Diferentes polissacarideos sulfatos extraidos de algas marinhas assim como a heparina
foram reportados anteriormente por sua atividade antitrombdtica.

Os polissacarideos de parda Spatoglossum schréederi, por exemplo, quando avaliados
pelo modelo de inducdo de trombose por ligadura da veia cava, foram capazes de reduzir o peso
dos trombos apds a administracdo de 20 pg/g e 24 horas de acdo. Os autores avaliaram ainda a
sintese de heparam sulfato em cultura de células endoteliais e perceberam que os
polissacarideos que apresentaram efeito antitrombotico in vivo, foram capazes de aumentar a
sintese deste glicosaminiglicano em relagdo ao controle (ROCHA et al., 2005; BARROSO et
al., 2008). Ja os polissacarideos sulfatados de F. vesiculosus L. ndo foram capazes de aumentar
a sintese de heparam sulfato, estando sua atividade possivelmente relacionada a potencializacdo
da atividade do cofator Il da heparina (BARROSO et al., 2008).

Os mecanismos moleculares envolvidos na regulacéo da sintese de heparam sulfato pela
heparina em celulas endoteliais foram estudados por Medeiros e colaboradores (2012)
anteriormente. Os autores perceberam que essa regulacéo é dependente da interacdo da heparina
com integrinas, receptores transmembrana, e que essa interacdo leva a fosforilagéo por tirosina
de proteinas de adesdo como FAK, Src e paxilina e a sinalizacdo via proteinas intracelulares
Ras/Raf/MEK MAP/ERK. Além disso, a heparina é capaz de induzir a liberagdo de Ca?
intracelular, PLCy1 (fosfolipaseCy1) e a ativagdo de CaMKII (célcio calmodulina cinase 1),
responsaveis pelo aumento na producédo de Oxido nitrico, que por sua vez participa da regulacdo
da sintese de heparam sulfato, induzindo a mesma.

Destaca-se que os baixos niveis de NO liberados pelas células endoteliais s&o criticos
para a manutencdo do tonus vascular. A sintese de NO endotelial € aumentada em resposta a

estimulos bioquimicos, incluindo a trombina, o difosfato de adenosina (ADP), serotonina,
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acetilcolina, bradicinina, bem como estimulos mecénicos, incluindo a tensdo de cisalhamento
e tensdo ciclica (JIN; LOSCALZO, 2010).

A partir das observacdes feitos por Medeiros e colaboradores (2012) percebe-se que 0
oxido nitrico € um intermediario importante na manutencdo da hemostasia vascular e por isso
decidiu-se realizar a dosagem de éxido nitrico em cultura de células endoteliais de aorta de
coelho para uma melhor compressdo dos mecanismos envolvidos na atividade antitrombotica

apresentada pelas fracdes de polissacarideos sulfatados em estudo.

5.2.3 Dosagem de Oxido nitrico em cultura de células endoteliais de aorta de coelho

As fracdes cetdnicas das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L. foram testadas
inicialmente sobre células endoteliais (RAEC) nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL para
avaliar possiveis interferéncias dessas amostras sobre a viabilidade celular da linhagem.

Como pode ser observado na Figura 32, ndo ocorreu reducdo na viabilidade das células
endoteliais em presenca de nenhuma das fracoes polissacaridicas em estudo. Ao contrario disso,
as fragbes F50Ul e F70Fv, na concentragdo de 100 pg/mL aumentaram em 24,3% e 22,0% a
viabilidade dessas células, respectivamente, com p<0,05.

Figura 32 — Viabilidade celular da linhagem RAEC em presenca das fracGes de
polissacarideos sulfatados das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.
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Os resultados foram expressos como a percentagem de células vidveis em relagdo ao grupo
controle. Como controle foi utilizado células cultivadas em meio F12 (RAEC). 10.000 células/
poco; F50Ul: Fracdo F50 de U. lactuca L.; F70UI: Fracdo F70 de U. lactuca L.; F50Fv: Fracédo
F50 de F. vesiculosus L.; F70Fv: fragdo F70 de F. vesiculosus L.; *p<0,05. Fonte:
ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR



Figura 33 — Dosagem de dxido nitrico em células endoteliais apds exposicao as fracdes
de polissacarideos sulfatados das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.
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Os resultados foram expressos como a razao entre o 6xido nitrico (UM) liberado em presenca de
cada uma das amostras em diferentes concentracdes (25, 50 e 100 pg/mL) pelo 6xido nitrico (UM)
liberado pelo grupo controle, apds diferentes tempos de incubacéo (2, 4, 8, 12 e 24 horas). Como
controle foi utilizado o meio de cultivo celular F12 (RAEC). Controle (-): controle negativo; F50Ul:
Fracdo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: Fragdo F70 de U. lactuca L.; F50Fv: Fracdo F50 de F.
vesiculosus L.; F70Fv: fragdo F70 de F. vesiculosus L.; **** p<0,0001; ***p<0,001; ** p<0,01;
*p<0,05. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Pela observacdo da Figura 33 percebe-se que o aumento na producdo de NO pelas
células endoteliais ocorreu de forma significativa (p<0,05) ap6s a incubagdo com a fracéo
F50Ul em todos os tempos avaliados, sendo que como pode ser verificado pela analise da Figura
34, esse aumento foi mais expressivo apds 12 horas de exposicdo, chegando a aumentar a razéo

em mais de sete vezes, quando na presenca de 100 pg/mL da fragdo F50UI.

Figura 34 — Dosagem de 6xido nitrico em células endoteliais apds exposicao
a fracdo F50UL.
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Os resultados foram expressos como a razdo entre o 6xido nitrico (uM) liberado
em presenca da fracdo F50UI (25, 50 e 100 pg/mL) pelo éxido nitrico (UM)
liberado pelo grupo controle, apos diferentes tempos de incubacdo (2, 4, 8, 12 e
24 horas). Como controle foi utilizado o meio de cultivo celular F12 (RAEC).
Controle (-): controle negativo; F50Ul: Fracdo F50 de U. lactuca L.; ****
p<0,0001; ***p<0,001; *p<0,05. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO
AUTOR

A heparina também promoveu o aumento na producdo de NO de forma significativa em
todos os tempos, com exce¢do do tempo de 8 horas.

E interessante notar que o aumento na producio de NO n&o seguiu um perfil dose
dependente, sendo que para a maioria dos tempos analisados a liberacdo de NO na presenca da
fragdo F50UI e de heparina na concentracdo de 50 pg/mL foi maior que na presenca de 100
pg/mL, no entanto, esse ndo foi um comportamento geral, visto que apos 12 horas de exposicao,
por exemplo, a taxa de produgdo de NO em presenca da fracdo F50Ul aumentou conforme a
dose (Figura 33).

Sabe-se que o endotélio vascular intacto é uma barreira semipermeavel que regula o

tonus vascular, e libera moléculas como o 6xido nitrico (NO) e prostaciclinas (PGl.) para evitar
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a agregacdo de plaquetas ou dilatar os vasos sanguineos sob condi¢es fisiologicas (CHEN et
al., 2015). O NO, mais especificamente, possue efeitos vasorelaxantes, sendo um determinante
na saude vascular, com efeitos antiplaquetario, antitrombotico e propriedades anti-inflamatérias
(JIN; LOCALZO, 2010).

O aumento do Ca?" intracelular e da ativacdo de eNOS endotelial, gera NO durante a
conversdo de L-arginina a L-citrulina, sendo o penultimo o principal substrato envolvido na
producdo de NO (KVIETYS; GRANGER, 2012)

De acordo com Medeiros e colaboradores (2012), a heparina dentre outros mecanismos
de acdo, atua pela ligacéo a integrinas nas células endoteliais, promovendo o aumento de célcio
intracelular. O aumento de célcio esta associado ao aumento na atividade de calcio calmodulina,
que por sua vez atua como cofator da enzima 6xido nitrico sintase endotelial, resultando no
aumento da producdo de NO pelas células endoteliais.

Segundo Jin e Loscalzo (2010) a deficiéncia de NO pode ser atribuida a disponibilidade
limitada de seu substrato (arginina) e ou de cofatores, bem como as interagdes com espécies
reativas de oxigeénio.

A biodisponibilidade limitada de NO representa o aspecto central da disfungédo
endotelial, uma anormalidade comum em varias doengas, como a trombose (JIN; LOSCALZO,
2010; CHEN et al., 2015).

Nas células endoteliais, 0 NO participa da regulacdo da sintese do proteoglicano
heparam sulfato, que € liberado para o sangue e/ou para a matriz extracelular subendotelial,
onde possui importantes propriedades antitromboticas (MEDEIROS et al., 2012).

Segundo Jin e Loscalzo (2010), o NO produzido dentro do citossol das células
endoteliais difunde-se rapidamente para as células musculares do tecido liso vascular adjacente,
exercendo efeitos paracrinos através da ativacdo da guanilato ciclase sollvel, aumentando a
sintese do monofosfato de guanosina ciclico (GMPc). Os niveis aumentados de GMPc no
midcito, iniciam as cascatas de sinalizagdo que resultam numa diminuicdo no Ca?* intracelular
através da inibicdo de canais de Ca?* voltagem dependentes e da fosforilagio de proteinas do
reticulo sarcoplasmatico, bem como de canais de Ca?" potassio dependente, que levam a
hiperpolarizacdo da membrana de midcidos, reduzindo o efluxo de calcio. A redugéo de célcio
dentre das celulas leva a inibicdo da formacdo do complexo calcio calmodulina nas células
musculares do tecido liso vascular, promovendo seu vasorelaxamento.

O oxido nitrico atua também como um agente antiplaquetario enddgeno e muito potente
devido a sua capacidade de aumentar os niveis de monofosfato de guanosina ciclico dentro de

plagquetas, diminuindo assim os niveis de Ca?* intracelular, que s&o necessarios para a ativacio
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das plaquetas e da via comum na cascata de coagulacdo (SUCHYTA; HANDA; MEYERHOFF,
2014).

Restaurar a producao endogena de NO pelo fornecimento de uma fonte exdgena de NO
pode ser um atrativo terapéutico para desacelerar a progressdo da disfuncéo endotelial e reduzir
0 risco de eventos tromboticos ou outros associados a doencas cardiovasculares (JIANG et al.,
2012; SUCHYTA; HANDA; MEYERHOFF, 2014).

Considerando o0 exposto anteriormente, sugere-se que a capacidade da fracdo de
polissacarideos F50Ul de promover o aumento na producdo de NO nas células endoteliais,
conforme mostrado na pela Figura 34, é um fator importante na atividade antitrombotica
apresentada in vivo pela mesma fracdo, de forma semelhante a heparina.

E interessante notar que o aumento mais expressivo na producdo de NO pelas células
endoteliais foi atingido apds 12 horas de incubacéo, sendo esse o tempo necessario para ocorrer
a inibicdo completa da formacdo dos trombos pela fracdo F50Ul (10 pg/g) no modelo de

trombose in vivo realizado.

5.2.4 Dosagem atividade de metaloproteinases em cultura de células endoteliais de aorta

de coelho

Para Nagareddy e colaboradores (2011), as MMPs vasculares, tais como MMP-2 sdo
ativas em condic¢6es de resisténcia a insulina e hipertensdo, prejudicando a funcdo endotelial.
A disfuncdo endotelial por sua vez esta relacionada com o desenvolvimento de doenca
cardiovasculares e assim estratégias terapéuticas para melhorar a funcdo endotelial séo
importantes.

Os autores mencionados anteriormente trabalharam com um modelo de inducdo de
hipertensdo por resisténcia a insulina em ratos alimentados com frutose (FCF) e perceberam
que MMP-2 cliva proteoliticamente a matriz extracelular. Eles sugeriram que MMP-2 piora a
funcdo endotelial pela degradacdo proteolitica da NOS endotelial ou mesmo de um de seus
cofatores, a proteina (HSP90), e perceberam que a utilizacdo de inibidores de MMP-2 pode
melhorar a funcdo do endotélio.

Outras observacdes interessantes a respeito das MMP-2 foram feitas Momi e
colaboradores (2009). Segundo esses autores a ativacdo plaquetaria no local de leséo vascular
é essencial para o controle do sangramento, contudo, a ativacdo excessiva de plaquetas pode

resultar na formacdo indevida de trombos arteriais.
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Utilizando modelo de trombose in vivo esses autores perceberam que as plaquetas
humanas liberam MMP-2 quando ativadas, o que amplifica a resposta de agregacdo plaquetéria
e contribui para a formacéo de trombos. Ainda de acordo com Momi e colaboradores (2009) a
inativacdo do gene MMP-2 pode interromper a formacéo de trombos induzida pela atividade
plaquetaria e a utilizagdo de inibidores de MMP-2 representam novas possibilidades de
prevencédo da trombose.

E interessante notar que no presente estudo (Figura 35), apds incubag&o por 24 horas
das células endoteliais com as fracdes polissacaridicas (F50Ul, F70Ul, F50Fv e F70Fv) e a
heparina, ambos na concentracdo de 100 pg/mL, ndo foram obtidas alteracOes significativas na
atividade de MPP-2, nem foram observadas atividades de outras metaloproteinases nos géis de

zimograma incubados por 24 horas em tampao de incubacao.

Figura 35 — Dosagem da atividade de MMP-2 em cultura de células endoteliais
de aorta de coelho apds incubacdo com polissacarideos sulfatados de U. lactuca
L. e F. vesiculosus L.
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Os resultados foram expressos em unidades densitométricas de cada uma das bandas nos
géis de zimograma incubados por 24 horas por proteinas. O experimento foi realizado por
incubacéo das células endoteliais de aorta de coelho com as amostras (100 pg/mL) por 24
horas na auséncia de outros estimulos. Como controle foi utilizado células cultivadas em
F12. Crt: controle; F50Ul: Fragdo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: Fragdo F70 de U. lactuca

L.; F50Fv: Fracdo F50 de F. vesiculosus L.; F70Fv: fracdo F70 de F. vesiculosus L.;
significancia p<0,05. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A auséncia de efeitos significativos sobre a atividade de MMP-2 na cultura de células
endoteliais de aorta de coelho (Figura 35), em presenca das fracdes polissacaridicas avaliadas

no presente estudo, concorda com os resultados obtidos na avaliagcdo da viabilidade dessas

células, a qual também néo foi influenciada por essas amostras.
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Além disso, considerando os resultados de Nagareddy e colaboradores (2011) e de
Momi e colaborados (2009), destaca-se que embora ndo ocorra de forma significativa, hd uma
tendéncia na reducéo da atividade de MMP-2 em presenca das amostras, 0 que corrobora com
os efeitos observados na dosagem de dxido nitrico e com as atividades sobre a coagulacédo

sanguinea, anteriormente, apresentadas.

5.3 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

5.3.1 Dosagem de Oxido nitrico em cultura de macrofagos RAW 264.7

As fragOes cetbnicas das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L. foram testadas
inicialmente sobre macrofagos (RAW 264.7) nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL para avaliar
possiveis interferéncias dessas amostras sobre a viabilidade celular dessa linhagem.

Como pode ser observado na Figura 36, nenhuma das fragcdes de polissacarideos em
estudos interferiram de forma negativa na viabilidade das células RAW 264.7, sendo que as
fragdes F70UI (100 pg/mL), F50Fv (50 pg/mL) e F70Fv (50 e 100 pg/mL) aumentaram a
viabilidade dessas células de forma significativa (p<0,05) em cerca de 22,9%, 26,3%, 22,9% e

24,2%, respectivamente.

Figura 36 — Viabilidade celular da linhagem RAW 264.7 em presenca das fracdes de
polissacarideos sulfatados das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.

RAW 264.7 - 48 horas

**

~ 1404 * * Kk
S v,

~ 1201 O
: IH On B
S 1001 — % ]
S 80- H 7 %
° —1 / 0’0
S, =5 VY B
S =H VY B
= 404 = 7 ogs
= — % K
S 204 — % %
— 5

0 T T T T T YLD

o o o o o o o

Ctr a n Sc [Te) S' n S

Hep. F70UlI F50Fv F70Fv

Amostras (pg/mL)
Os resultados foram expressos como a percentagem de células viaveis em relagdo ao grupo
controle. Como controle foi utilizado células cultivadas em meio DMEM (RAW 264.7).
10.000 células/ pogo; F50UI: Fracdo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: Fragdo F70 de U. lactuca
L.; F50Fv: Fracdo F50 de F. vesiculosus L.; F70Fv: fracdo F70 de F. vesiculosus L.; **
p<0,01; *p<0,05. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR



105

Sabe-se que durante a inflamacao os macréfagos atuam como células apresentadoras de
antigenos ativando os leucdcitos através da liberacdo de moléculas coestimulatorias como
citocinas pro-estimulatorias e de espécies de oxigénio como o oxido nitrico (CRUVINEL et al.,
2010; ABBAS; LICHTMAN, 2012).

Figura 37 — Dosagem de 6xido nitrico em macr6fagos RAW 264.7 ap06s exposi¢do
as fragdes de polissacarideos sulfatados das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.
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Os resultados foram expressos como a razdo entre o 6xido nitrico (UM) liberado em
presenca de cada uma das amostras (50 e 100 pug/mL) pelo éxido nitrico (UM) liberado pelo
grupo controle, apds 48 horas de incubagdo. Como controle foi utilizado células cultivadas
em DMEM e como controle induzido células induzidas com LPS (1ug/mL). Basal: controle;
LPS: controle induzido; F50Ul: Fracdo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: Fragdo F70 de U.
lactuca L.; F50Fv: Fracdo F50 de F. vesiculosus L.; F70Fv: fragdo F70 de F. vesiculosus
L.; **** p<0,0001 — em relagdo ao controle negativo; ==== p<(0,0001; ===p<0,001; == p<0,01;
= p<0,05 — em relacdo ao controle positivo. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO
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O NO, mediador inflamatério, € produzido principalmente por células endoteliais, como
jadiscutido, e por macrofagos. Nessas Ultimas células, o NO é produzido pela sintetase do 6xido
nitrico induzivel (iNOS), que ¢ induzida por ativacédo de receptores toll-like (TLR) em resposta
a padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP), especialmente na presenca de INF-y
(CRUVINEL et al., 2010).

Com intuito de avaliar a acao das fracdes de polissacarideos sulfatados de U. lactuca L.
e F. vesiculosus L. sobre a modulacgdo do processo inflamatdrio mediada por NO, realizou-se o
ensaio em cultura de macréfagos na presenca e na auséncia de estimulo por LPS.

Lipopolissacarideos bacterianos e fangicos tém sido utilizados para estimular
macrdfagos (NACIFE et al., 2004; CAIVANO et al., 2000). Pela analise da Figura 37 é possivel
perceber que o LPS (controle positivo) estimulou significativamente (p<0,0001) a liberacéo de
NO pelos macrofagos, levando a um aumento na producdo de NO de cerca de nove vezes em
relagdo ao controle basal.

Ao comparar 0s grupos controle de cada uma das amostras, ou seja, grupos nos quais as
células foram incubadas com polissacarideos de algas diluidos em meio DMEM nas
concentragdes de 50 e 100 pg/mL e na auséncia de estimulo por LPS, com o grupo basal (células
cultivadas apenas com DMEM), nota-se que as fracbes F70Ul, F50Fv, F70Fv e a heparina ndo
interferiram na produgdo de 6xido nitrico.

A fracdo F50UI, por outro lado, estimulou de forma significativa a producdo de NO
pelos macrofagos, sendo esse aumento nove vezes maior em relacdo ao controle basal
(p<0,0001).

Esse resultado é interessante e concorda com trabalhos anteriores que demostraram a
atividade de polissacarideos sulfatados de algas do género Ulva como estimuladores da
producdo de NO por macrdéfagos.

Polissacarideos acidos extraidos de Ulva rigida, por exemplo, induziram o aumento na
producdo de NO por macrofagos, sendo essa resposta relacionada a um aumento na expressao
da enzima iNOS, enzima que metaboliza L-arginina a L-citrulina e NO e também induziram
niveis elevados de prostaglandinas E2, vinculados ao aumento na expressdo de COX-2, enzima
gue catalisa a conversao de o &cido araquiddnico a prostaglandinas. Os autores perceberam que
apos dessulfatacdo a atividade apresentada pelos polissacarideos foi reduzida, o que demostra
a importancia do grupo sulfato nessa atividade (LEIRO et al., 2007).

No trabalho de Tabarsa e colaboradores (2012), polissacarideos foram extraidos de U.
pertusa com agua quente, precipitados com etanol e fracionados por cromatografia de troca

ibnica. Foram obtidas, dessa forma, trés fracOes diferentes, sendo que duas delas nas
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concentragfes (1,56; 6,25 e 12,5 pg/mL) foram responsaveis por estimular de forma mais
significativa a producdo de NO por células RAW 264.7. Os autores relacionaram as diferentes
atividades encontradas com diferentes graus de sulfatacdo e diferentes pesos moleculares das
fracdes, e também perceberam um aumento na expressao das enzimas iINOS e COX 2, em
presenca das fracGes mais ativas.

Ao compararmos os resultados da dosagem de NO de cada uma das fragdes em presenca
de estimulo por LPS com o grupo controle induzido por LPS, nota-se que todas as fracdes
polissacaridicas, com excec¢do de F50Ul, reduziram de forma significativa (p<0,05) a liberacao
de NO em relagdo ao controle induzido. Essa reducgéo foi de 15% para F70Ul (100 pg/mL), de
14% e 24% para F50Fv (50 e 100 pg/mL) e de 24% e 27% para F70Fv (50 e 100 pg/mL).

Polissacarideos sulfatados ricos em fucose, extraidos de algas pardas, em concentracfes
de 30 a 100 pg/mL, foram capazes de inibir a producdo de NO por células RAW 264.7
estimuladas com LPS. As andlises por Western blot revelaram uma reducdo da expressdo da
proteina dxido nitrico sintase indutivel e uma supressao da sintese dessa enzima em macréfagos
estimulados com LPS (YANG et al., 2006).

Os polissacarideos sulfatados de F. vesiculosus foram também responsaveis por
suprimir a expressdo aumentada de COX-2 pré-inflamatoria e a producdo de NO em ratos e
células HepG2, apbs exposicdo ao alcool (LIM et al., 2015). Além disso, o tratamento com
esses polissacarideos inibiu de forma significativa a producdo excessiva de NO e PGE2 em
células da micréglia estimuladas com LPS e atenuaram a expresséo das enzimas iNOS e COX-
2.

Pela analise da Figura 37, percebe-se também que a heparina nao interfere na producéo
de NO na auséncia do LPS, enquanto que na presenca do LPS, na concentracdo de 50 pg/mL,
houve uma reducdo de 15% (p<0,05) na producdo de NO pelos macrofagos em relacdo ao
controle induzido com LPS.

Os resultados obtidos demostram o efeito dos polissacarideos investigados sobre a
producdo de NO em cultura de macrofagos, com base nisso, buscamos investigar melhor o

comportamento destes polissacarideos sulfatados sobre a inflamacao.



108

5.3.2 Dosagem de interleucina em cultura de macréfagos RAW 264.7

De acordo com Jiao e colaboradores (2009) a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias,
tais como TNF-a, IL-1, IL-6, e de PGE2 é fundamental a recuperacéo de células e/ou tecidos
lesionados através da estimulacao do sistema imune. Por outro lado, citocinas anti-inflamatoria,
tais como 1l-4, 11-10 e 11-12 também sdo importantes para evitar os efeitos prejudiciais da
ativacdo de macrdfagos (CHOI et al., 2005). Isso porque a secre¢do excessiva de citocinas pro-
inflamatdrias por ativacdo sem controle dos macrofagos pode ser prejudicial a reparacdo de
celulas e tecidos danificados, agravando a inflamagéo.

Muitos polissacarideos obtidos a partir de fontes naturais sdo considerados como
modificadores de resposta bioldgicos e tém contribuido de forma positiva para respostas
imunitarias (L1 et al.,2008).

Pela Figura 38 é possivel observar que todas as amostras na concentracdo de 100 pg/mL,
inclusive a heparina, reduziram de forma significativa (p<0,0001) a producdo de TNF-a na
cultura estimulada com 1ug/mL de LPS, o que demostra um carater anti-inflamatorio dessas
amostras, Vvisto que essa € uma citocina de pro-inflamatdria.

A reducgdo de TNF-a em rela¢do ao controle estimulado com LPS foi de 38%, 44%,
29%, 42% e 26% para as fragbes F50UIl, F70Ul, F50Fv, F70Fv e para heparina,
respectivamente.

A fragdo F50UI, por outro lado, foi capaz de estimular a produgédo de TNF-a na auséncia
de estimulo com LPS, provocando um aumento de cerca de onze vezes na produgdo em
picogramas dessa citocina, com p<0,0001. Esse resultado corrobora aquele obtida na dosagem

de NO, onde a fracdo F50UIl também promoveu esse estimulo inflamatério.
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Figura 38 — Dosagem de TNF- o em cultura de macrofagos RAW 264.7 apos exposi¢ao
as fragdes de polissacarideos sulfatados das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.
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Os resultados foram expressos em picogramas de TNF-a liberadas para o meio em presenca de
cada uma das amostras (100 pg/mL) apds 48 horas de incubagdo na presenca e na auséncia de
estimulo por LPS (1pg/mL). Como controle foi utilizado células cultivadas em DMEM e como
controle induzido células induzidas com LPS (1pg/mL). Basal: controle; LPS: controle induzido;
F50UI: Fracgéo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: Fracdo F70 de U. lactuca L.; F50Fv: Fracdo F50
de F. vesiculosus L.; F70Fv: fragdo F70 de F. vesiculosus L.; **** p<0,0001 — em relagdo ao
controle negativo; ==== p<0,0001 —em rela¢éo ao controle positivo. Fonte: ELABORADO PELO

PROPRIO AUTOR

Na Figura 39 encontram-se apresentados os resultados referentes a dosagem da

Inlerleucina 6, que assim como TNF- a ¢ uma interleucina de carater pro-inflamatorio.
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Figura 39 — Dosagem de interleucina IL-6 em cultura de macréfagos RAW 264.7
apos exposicdo as fracdes de polissacarideos sulfatados das algas U. lactuca L. e F.
vesiculosus L.
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Os resultados foram expressos em picogramas de IL-6 liberadas para 0 meio em presenca de
cada uma das amostras (100 pg/mL) apds 48 horas de incubacdo na presenga e na auséncia de
estimulo por LPS (1ug/mL). Como controle foi utilizado células cultivadas em DMEM e como
controle induzido células induzidas com LPS (1pg/mL). Basal: controle; LPS: controle induzido;
F50UI: Fracdo F50 de U. lactuca L.; F70Ul: Fracdo F70 de U. lactuca L.; F50Fv: Fracdo F50
de F. vesiculosus L.; F70Fv: fracdo F70 de F. vesiculosus L.; **** p<0,0001 — em relagéo ao
controle negativo; ==== p<0,0001 —em relag&o ao controle positivo. Fonte: ELABORADO PELO

PROPRIO AUTOR

O comportamento obtido pelas fracbes na dosagem de 11-6 concorda com aqueles ja

observados na anélise da dosagem de NO e de TNF-a. Todas amostras foram responsaveis pela
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reducdo significativa (p<0,0001) de IL-6 em relacdo ao controle estimulado com LPS, sendo
essa reducdo de 33%, 37%, 58%, 58% e 49% para as fragcdes F50Ul, F70Ul, F50Fv, F70Fv e
heparina, respectivamente.

A fracdo F50UI, assim como nas dosagens apresentadas anteriormente, estimulou a
producdo de IL-6 de forma significativa (p<0,0001), sendo mais uma vez capaz de induzir o
processo inflamatorio.

Trabalhos anteriores com polissacarideos de algas utilizando modelos de inflamacéo em
culturas de células corroboram com 0s nossos resultados.

Polissacarideos sulfatados de algas do género Ulva, mais especificamente da espécie
U. pertusa (1,56 -12,5 pg/mL), foram reportados anteriormente por estimular a expressao de
RNAmMm de citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-10 (TABARSA; LEE;YOU, 2012).

Ja um fucoidan adquirido comercialmente e utilizado como pré-tratamento foi capaz de
atenuar as lesGes gastricas induzidas por aspirina (400 mg/kg de peso corporal) em ratos. Os
niveis de citocinas pré-inflamatorias IL-6 e IL-12, bem como de TNF-a e de IFN-y, que se
encontravam elevados apds tratamento com aspirina, foram controlados pelo pré-tratamento
com fucoidan, com excecdo dos niveis de IL-6. Além disso, o pré-tratamento com fucoidan
atenuou, significativamente, a queda promovida pela aspirina nos niveis de IL-10, enquanto a
diminuicdo nos niveis de IL-4 ndo foi alterada (RAGHAVENDRAN, SRINIVASAN e REKH,
2011).

Polissacarideos sulfatados de Sargassum hemiphyllum, outra alga parda, também foram
capazes de modular a inflamacdo, apresentando efeito anti-inflamatérios quando avaliados em
linhagem de macréfagos (RAW 264.7) induzidos por lipopolissacarideo (LPS), o mesmo
utilizado no presente trabalho. Os perfis de secrecéo de citocinas pro-inflamatérias, incluindo
a IL-1B, IL-6, TNF-o, foram significativamente reduzidos apds incubagdo com 1-5 mg /mL dos
polissacarideos de S. hemiplyllum. A analise de RT-PCR sugeriu a inibicdo das expressdes
RNAmM de IL-B, iNOS ¢ COX-2 induzidos por LPS. As propriedades anti-inflamatdrias desses
polissacarideos foram atribuidas a regulacdo de NF-kB nos nucleos (HWANG et al., 2011).
Segundo Beinke e Ley (2004) quando as células sdo estimuladas por LPS, o NF-kB ¢é
translocado para o nicleo e modula a expressao genética.

Sabe-se que tanto as substancias que estimulam quando as que regulam a atividade dos
macrofagos podem ter aplicagdes biomedicas, podendo ser usadas como imunoestimulantes ou
como imunomoduladores de efeitos negativos associados a resposta imunoldgica e assim

apresentar efeitos anti-inflamatérios (LEIRO et al., 2007). Dessa forma, com relagéo as fraces
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polissacaridicas de U. lactuca L. e de F. vesiculosus L. se fazem necessarios mais estudos sobre
a acdo destes polissacarideos no processo inflamatorio.

5.3.3 Dosagem atividade de metaloproteinases em cultura de macrofagos RAW 264.7

MMP-2 é uma enzima constitutiva encontrada em quase todos os tipos de células, sendo
responsavel pela degradacdo do coladgeno desnaturado (gelatina) e colageno tipo IV (um
componente da membrana basal), bem como outras proteinas de matriz extracelular
(MORRISON et al., 2009; SAWICKI, 2013). A MMP-9 é uma metaloproteinase induzida por
citocinas, sendo mais comumente localizada nos leucécitos (IWATA et al., 2007).

A andlise da atividade de metaloproteinases em cultura de células RAW 264.7, como ja
descrito em matérias e métodos, foi realizada apds 24 horas de incubacéo dessas células com
cada uma das fracOes de polissacarideos em estudo e com a heparina. Os géis de zimograma de
cada uma das amostras, por sua vez, foram incubados por 24 e 48 horas em tampdo de
incubacdo. Para as fracdes de U. lactuca L. a incubacdo em tampao de incubacao por 48 horas
permitiu a melhor observacdo e anlise das atividades das metaloproteinases nos geis, enquanto
que para as fracdes de F. vesiculosus L. e de heparina a melhor analise foi a dos géis incubados
por 24 horas.

Pela Figura 40 nota-se que macrofagos incubados com LPS (1ug/mL) apresentaram
atividade de MMP-2 e MMP-9, enquanto que os macréfagos RAW 264.7 na auséncia de
estimulo por LPS ndo apresentam a atividade de MMP-9.

Na Figura 40A percebe-se que os polissacarideos de F50Ul (100 pug/mL), na auséncia
de estimulo por LPS e apds 24 horas de incubacdo com a linhagem de células RAW 264.7,
induzem a atividade de MMP-9, o que ndo é observada no grupo controle.

Para Tomlinson e colaboradores (2008) a secre¢do de MMP-9 é aumentada em resposta
a estimulos inflamatorios, tais como TNF-a. Esse fato justifica os resultados apresentados sobre
a atividade de MMP-9 pela fracdo F50UI, considerando que os polissacarideos dessa fracdo

também induziram a liberagdo de TNF- o em cultura de células RAW 264.7.



Figura 40 — Dosagem da atividade de metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 em cultura
de macrdéfagos RAW 264.7 ap0s incubacao com as fracdes de polissacarideos sulfatados
das algas U. lactuca L. e F. vesiculosus L.
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Os resultados foram expressos em unidades densitométricas de cada uma das bandas nos géis de
zimograma incubados por 48 horas (F50Ul e F70UI) e por 24 horas (F50Fv, F70Fv e heparina)
pela dosagem de proteinas. O experimento foi realizado por incubagdo das células RAW 264.7
com as amostras (100 pg/mL) por 24 horas na auséncia de estimulos e na presenca de estimulo
por LPS (1pg/mL). Como controle foi utilizado células cultivadas em DMEM e como controle
induzido células induzidas com LPS (1pg/mL). Basal: controle; LPS: controle estimulado;
F50UI: Fragdo F50 de U. lactuca L.; F70UI: Fracdo F70 de U. lactuca L.; F50Fv: Fracdo F50 de
F. vesiculosus L.; F70Fv: fragdo F70 de F. vesiculosus L.; **** p<0,0001; *** p<0,001; **
p<0,01. Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Os polissacarideos de F50Fv (Figura 40C), na concentragdo de 100 pg/mL, por sua vez,
apos incubacdo de 24 horas com macréfagos estimulados com LPS (1 pg/mL) séo capazes de
reduzir de forma significativa (p<0,05) a atividade de MMP-9 em 57%, quando comparados ao
grupo controle estimulado.

A MMP-9 é um mediador chave de destruicdo tecidual em muitas doencas marcadas
por dano tecidual inflamat6rio como, por exemplo, aterosclerose, esclerose multipla, e artrite
reumatoide (TAUBER et al., 2012). De acordo com esses autores, a inibicdo de MMP-9 parece
ser uma estratégia promissora para tratamento de doencas inflamatdrias. Considerando o
exposto por esses autores 0s resultados obtidos para polissacarideos de F50Fv sdo sugestivos
de um efeito anti-inflamatdrio dessa amostra.

Ja os polissacarideos de F70Ul e F70Fv (Figura 40 B e D), na concentracdo de 100
pug/mL, ndo apresentam respostas significativas sobre a atividade de MMP-9, quando
comparados aos grupos controle e controle induzido.

A heparina (100 pg/mL), Figura 40E, apds incubagdo de 24 horas, foi capaz de aumentar
a atividade MMP-2 (p<0,05), o que é percebido quando se faz a comparacao entre as células
induzidas e incubadas com heparina e as células do grupo controle induzido.

Os polissacarideos de F50Fv reduziram de forma significativa (p<0,05) em 23% a
atividade de MMP-2 em macro6fagos estimulados com LPS, quando comparados ao controle
estimulado. As demais fracfes polissacaridicas, por sua vez, ndo apresentaram resultados
significativos (p<0,05) sobre MMP-2 em relacdo aos grupos controle e controle induzido por
LPS.

Segundo Berry e colaboradores (2015) MMP-2 é uma proteina importante na
manutencdo da resposta imune, sendo que sua deficiéncia torna seres humanos e ratos
susceptiveis a inflamacdo. Essa metaloproteinase pode modular a resposta inflamatéria através
de secrecdo fosfolipase A2, uma hidrolase que libera acidos graxos, incluindo precursores de
eicosanoides. Dessa forma, é interessante uma manutencdo da atividade de MMP-2, o que foi

observado para a maioria das fragdes de polissacarideos em analise.
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Figura 41 - Quadro resumo dos efeitos das fragfes polissacaridicas sobre
mediadores inflamatorios
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O quadro apresentado na Figura 41 resume de forma esquematica os efeitos de
cada uma das fracdes em estudo sobre mediadores inflamatorios. Por esse quadro fica
evidente o comportamento da fracdo F50Ul, capaz de estimular todos os mediadores

pré-inflamatorios avaliados.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

v' O processo de extracdo enzimatica com alcalase seguido por fracionamento com
acetona, empregado neste trabalho, foi satisfatorio para extracdo de
heteropolissacarideos sulfatados e carboxilados de elevado peso molecular das algas U.
lactuca L. e F. vesiculosus L., sendo esses polissacarideos constituidos por ramnose,
galactose, glicose, acidos urdnicos e por fucose, glicose e é&cidos urénicos,
respetivamente.

v As andlises espectroscopicas revelaram bandas caracteristicas de carboidratos, sendo
que as diferentes fracdes (F50Ul, F70Ul, F50Fv e F70Fv) apresentaram espectros
distintos, revelando o real fracionamento dos polissacarideos, o que também refletiu em
efeitos bioldgicos diferentes;

v As fragBes de U. lactuca L. (F50UI) e F. vesiculosus L. (F50Fv e F70Fv) apresentaram
atividade anticoagulante. Sugere-se que essa atividade esteja relacionada
principalmente a inibicdo de fatores da via intrinseca da coagulacdo, bem como pela
inibicdo dos fatores Ila e Xa, via antitrombina Ill;

v As fragcBes (F50Ul, F50Fv e F70Fv) apresentaram efeito antitrombdtico in vivo,
destacando-se F50UI gque apresentou atividade antitrombdtica in vivo importante, com
inibicdo completa da formac&o de trombos nas concentracdes de 5-10 pg/g em 24 horas
de acdo e efeito tempo dependente na concentracdo 10 ug/g; Sugere-se que o efeito
desta amostra possa ser mediado por integrinas na membrana de células endoteliais,
inducdo da atividade de célcio calmodulina e ao aumento da producao de NO;

v Os polissacarideos da fracdo F50UIl de U. lactuca L. aumentaram a producdo e ou
liberacdo de mediadores inflamatorios sugerindo que esta fracdo pode atuar modulando
a resposta inflamatéria, enquanto as fragdes de F. vesiculosus L. (F50Fv e F70FV)

inibem a producdo desses mediadores, sugerindo uma resposta anti-inflamatdria.

Por fim, concluiu-se que a partir do processo de extracdo e fracionamento realizado
neste trabalho obteve-se a fragdo F50UI de U. lactuca L. com importantes efeitos
anticoagulante, antitrombdtico e sobre a resposta inflamatéria. Com base nos resultados
obtidos neste trabalho, propde-se como perpectivas futuras estudos mais aprofundados para
melhor definicdo dos mecanismos de acéo das atividades destes polissacarideos, bem como

daqueles relacionados a estrutura-atividade.
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ANEXO 11

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n®. 037/2014 — CEUA sobre “AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTITROMBOTICA DE POLISSACAR{DEOS DE ALGA - FRACOES FPSI1 E FPS2”
projeto de pesquisa sob a responsabilidade de VALQUIRIA PEREIRA DE MEDEIROS com
a colaboragdo de JAIR ADRIANO KOPKE DE AGUIAR, CAMILA DE MELO ACCARDO
e SAMARA EVANGELISTA REIS, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 02/12/2014.
Para o desenvolvimento da pesquisa serfio utilizados 192 ratos da linhagem Wistar (192

machos) de 70 dais de idade, conforme solicitado e que serfio utilizados no periodo de
05/02/2015 a 05/07/2016.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°. 037/2014 - CEUA about “AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTITROMBOTICA DE POLISSACARIDEOS DE ALGA - FRACOES FPSI E FPS2”
under responsability of VALQUIRIA PEREIRA DE MEDEIROS and collaboration of JAIR
ADRIANO KOPKE DE AGUIAR, CAMILA DE MELO ACCARDO and SAMARA
EVANGELISTA REIS - is in agreement with the Ethical Principles in Animal Research
adopted by Brazilian Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was
approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR
ANIMAL HANDLING (CEUA) in 02/12/2014. For the development of this research 192 rats
os lineage Wistar (192 males) of 70 days old, will be delivered as requested in the period of
05/02/2015 to 05/07/2016.
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