MELO ET AL (2012)

HOLOS

ISSN 1807 - 1600

CARACTERIZAGCAO E ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS
EXTRAIDOS DA ALGA MARROM Dictyopteris justii

K.R.T. Melol, J. AImeida-LimaI, D.L. Gomesl, N. Dantas-Santosl, R.G.B. Camara” H.A.O. Rocha'
!Laboratério de Biotecnologia de Polimeros Naturais — Universidade Federal do Rio Grande do Norte
melo.krt@gmail.com - biolottus23@yahoo.com.br - dayannegomes@hotmail.com - nednaldod@hotmail.com -
rafael_bgc@yahoo.com.br - hugo@cb.ufrn.br

Artigo submetido em novembro/2011 e aceito em mar¢o/2012

RESUMO

O aumento da incidéncia de doengas cardiovasculares e
os efeitos adversos do seu medicamento anticoagulante
principal (Heparina) estimulam a busca de novos
compostos anticoagulantes. No presente estudo, cinco
fracbes ricas em polissacarideos sulfatadas
denominadas de FO,3V; FO0,4v; FO,5V; F1,2v, eF1,9v
foram obtidas a partir da alga Dictyopteris justii através
da digestdo proteolitica, seguido de fracionamento com
acetona. A presenca de polissacarideos sulfatados foi

confirmada por analise eletroforética. Além disso, esta
analise mostrou também que D. justii sintetiza trés tipos
de polissacarideos sulfatados (duas heterofucanas e uma
glucana), que sdo distribuidos ao longo das fragdes. Um
resultado importante foi a atividade aPTT da fracdo
FO, 4v, que foi semelhante aoda Heparina. FO 4v, é
composta principalmente de uma hetofucana chamada
de populagdo A. Esta é, portanto, um agente promissor
para a sua possivel utilizagdo em terapia anticoagulante.

PALAVRAS-CHAVE: Alga parda, Fucana, Glucana sulfatada, Polissacarideos bioativos

CHARACTERIZATION AND ANTICOAGULANT ACTIVITY OF SULFATED POLYSACCHARIDES
EXTRACTED FROM BROWN SEAWEED Dictyopteris justii

ABSTRACT

The increased incidence of cardiovascular disease and
the adverse effects of the main anticoagulant medicine
(heparin) stimulate the search for novel anticoagulants
compounds. In the present study, five sulfated
polysaccharides-rich fractions, denominated FO,3v;
FO,4v; FO,5v; F1,2v; and F1,9v were obtained from
seaweed Dictyopteris justii through proteolytic
digestion, followed by acetone fractionation. The
presence of sulfated polysaccharides was confirmed by
electrophoretic analyses. In addition, these analyses
also showed that D. justii synthesize three kinds of
sulfated polysaccharides (two heterofucans and one
glucan) which are distributed over the fractions. A

significant result was the aPTT activity of the fraction
FO,4v, which was similar to that of heparin. FO,4v is
composed mainly a hetofucan named pool A. This fucan
is therefore promising agent for their possible use in
anticoagulant therapy.

KEY-WORDS: Brown algae, Fucan, Sulfated glucan, Bioactive polysaccharides
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INTRODUCAO

Os transtornos cardiovasculares sdo considerados as maiores causas de morte na
atualidade. Mais de 17 milhdes de pessoas perderam suas vidas vitimadas por causas
relacionadas direta ou indiretamente com estes transtornos em 2008, e cerca de 3 milhdes
dessas mortes ocorreram com pessoas com menos de 60 anos de idade (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). Vdérios estudos apontam que fatores como a urbanizagdo, o
envelhecimento, e as mudancas de estilo de vida global, as quais incluem sedentarismo,
obesidade e tabagismo contribuiram para essa estatistica.

O principal caminho patoldgico responsavel por levar a esses transtornos
cardiovasculares é a aterosclerose. Essa corresponde a um processo complexo, lento e
silencioso, o qual se caracteriza pela formacdo de placas conhecidas como ateromas no
revestimento interno das artérias (LIBBY, RIDKER e HANSSON, 2011). A formacdo do ateroma
faz com que a superficie interna das artérias torne-se irregular e o seu limen cada vez mais
estreito, dificultando a fluéncia do sangue nesses vasos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010). Quando acontece a ruptura do ateroma, ocorre a exposicdo de moléculas pro-
coagulantes no vaso, que, ao se associarem a fatores de coagulagdo, promovem a formacao
de trombos, capazes de interromper o fluxo sanguineo “in situ” ou se deslocar, alojando-se
nas artérias distais, e impedindo o fluxo nesses locais (LIBBY, RIDKER e HANSSON, 2011).

Uma das principais maneiras de se combater a formagao de trombos sanguineos em
pacientes é a administracdo de farmacos anticoagulantes. A heparina, devido ao seu amplo
espectro de agao, a mais utilizada na terapéutica, que faz com que seu consumo mundial gire
em torno de toneladas (WEITZ e WEITZ, 2010). Apesar dos beneficios, esse farmaco pode
apresentar diversas reacOes indesejaveis, sendo o risco de sangramento e a trombocitopenia
tipo Il as mais graves (BEYER et al, 2010). Outros efeitos como osteopenia e efeito
hemorragico residual também ja foram observados (NADER et al, 2004). Além disso, a
heparina, por ser de origem animal, apresenta sempre o potencial de se contaminar por
particulas virais ou outros agentes (ROCHA et al, 2004). Por exemplo, recentemente, lotes de
heparina chinesa contaminada com condroitim (polissacarideo) supersulfatado chegaram ao
mercado americano e em periodo de aproximadamente cinco meses foram responsdaveis por
238 dbitos de pacientes (BEYER et al, 2010).

Diante do exposto, varios grupos de pesquisadores vém investigando moléculas com
potencial anticoagulante que possam vir a substituir a heparina em todas ou algumas
indicagdes clinicas. Como a heparina é um Polissacarideo Sulfatado (PS), a busca de outros
polissacarideos sulfatados que tivessem atividade anticoagulante foi algo natural (NADER et
al, 2004). Os PS compreendem um grupo complexo de polimeros anidnicos com um vasto
leque de importantes propriedades bioldgicas. As algas marinhas sdo a fonte mais importante
dessas macromoléculas (COSTA et al, 2010). Homo e heterogalactanas sdao exemplos de
polissacarideos sulfatados anticoagulantes encontrados em algas porém, sdo as fucanas
aqueles mais bem estudados (LI et al, 2008).
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Fucana é um termo usado para defenir um grupo de polissacarideos sulfatados que
apresentam na sua constituicdo a-L-fucose sulfatada. Tais macromoléculas podem ser
encontradas na forma de homopolimeros (homofucanas) e de heteropolimeros
(heterofucanas ou fucoidan) (LI et al, 2008, VIDAL, et al, 2010) e sé sdo sintetizadas por algas
pardas e equinodermas (ROCHA et al, 2005a). As fucanas vém sendo largamente descritas na
literatura por serem possuidoras de diversas atividades farmacoldgicas, como antitrombaticas
(ALMEIDA-LIMA et al, 2010), antivirais, antitumoral, antioxidante (LI et al.,, 2008) e
antiadesiva (ROCHA et al, 2001). Notoriamente, a atividade anticoagulante é a mais
amplamente estudada (ROCHA et al., 2005a; BARROSO et al., 2008).

Os estudos do mecanismo de acdo anticoagulante das fucanas também estdo em fase
avancada de conhecimento. Por exemplo, ja se demonstrou que o fucoidan extraido da alga
Ecklonia kurome é capaz de inibir a geracdo de trombina bloqueando a formacdo do complexo
protrombinase, prevenindo a geracdo do fator Xa e aprimorando a atividade da antitrombina
via cofator Il da heparina (Li et al. 2008). Além desses, as fucanas também podem atuar de
forma indireta no processo de coagulacdo, promovendo a liberacdo do TFPI (inibidor do fator
tecidual) ou de heparam sulfato (glicosaminoglicano) por células endoteliais (ALMEIDA-LIMA
et al., 2010; ROCHA et al., 2005b; NADER et al., 2004).

Estudos estruturais evidenciaram que cada fucana apresenta caracteristicas estruturais
qgue lhes sdo Unicas devido a fatores como tipo de ligacdes glicosidicas, presenca ou ndo de
ramificagdes, posi¢cdes de sulfato e composicdo monossacaridica (HOLTKAMP, et al., 2009).
Assim cada nova fucana obtida traz sempre consigo perspectivas de descoberta de um novo
farmaco ou de um composto promissor (COSTA et al., 2010).

S3ao encontradas vdrias espécies de algas marrons no litoral do Nordeste brasileiro,
porém poucas tiveram suas fucanas avaliadas. Recentemente, Magalhdes e colaboradores
(2011) mostraram que fucanas da alga Dictyopteris delicatula apresentavam atividade
anticoagulante. Entretanto, outra alga deste mesmo género, também encontrada no litoral
nordestino, ainda ndo teve suas fucanas analisadas como anticoagulantes, a alga Dictyopteris
justii. Assim, objetivou-se neste trabalho extrair fucanas da alga D. justii e avaliar o potencial
anticoagulante destas fucanas.

MATERIAIS E METODOS
Extragao de polissacarideos

A alga Dictyopteris justii (J.V.Lamouroux) foi coletada na praia de Maracajau, municipio
de Maxaranguape (RN, Brasil). A extracdo de polissacarideos sulfatados foi adaptada da
metodologia descrita por Rocha et al. (2005a). A alga apds a coleta foi limpa com 3agua
corrente e seca em estufa aerada a 45° C. Posteriormente foi triturada e submetida a um
processo de despigmentacdo e delipidacdo. Apds nova secagem sob temperatura ambiente,
foram adicionados dois volumes de NaCl 0,25 M a massa resultante, e o pH foi ajustado para
8,0 com NaOH e adicionou-se Prozima (proteaze alcalina) a mistura para digestdo proteolitica.
Apds 18 h de incubacdo a 60° C, a mistura foi filtrada e centrifugada (10.000 x g, 10 min., 4° C)
e o sobrenadante foi fracionado por precipitacdo com acetona. Assim, inicialmente, 0,3
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volumes de acetona (4 °C) foram adicionadas a solugdo sob agitagdo suave e mantida a 4° C
por 12 h. A seguir, o precipitado foi separado da solugcdo por centrifugacao (10.000 x g, 10
min., 42 C), secado e armazenado para as analises posteriores. Ao sobrenadante obtido nessa
etapa, adicionou-se mais solvente até se obter a turvacdo do material. Esse procedimento foi
repetido com volumes crescentes de acetona até ndo se conseguir mais a turvacdo do
sobrenadante.

Eletroforese em gel de agarose

Para visualizar a presenga de polissacarideos sulfatados nas fragdes obtidas, estes
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose na presenca de tampdo 1,3 -
diaminopropano acetato (PDA) como descrito previamente (ROCHA et al, 2005a).
Posteriormente o gel foi desidratado e corado com azul de toluidina.

Caracteriza¢cdao Quimica e Composi¢dao Monossacaridica

Os acgucares totais foram estimados pela reacao de fenol-H,S0, usando L-fucose como
padrdo conforme descrito por Dubois et al, 1956. As fucans foram hidrolizadas (4 M HCI, 100 °
C, 6 h) e o teor de sulfato foi determinado de acordo com o método de bario-gelatina
(DODGSON e PRICE, 1962), usando uma curva padrdo de sulfato de sddio (1 pug / pL). O Teor
de proteina, por sua vez, foi medido usando o método modificado de Bradford (1976),
utilizando albumina bovina como padrdo (1 pug/ uL).

A composicdo monossacaridica foi determinada como descrito em Rocha e
colaboradores (2005a). Utilizou-se como padrao os agucares: glucose, xilose, galactose, acido
glucuronico, rhamnose, fucose e arabinose

Atividade Anticoagulante in vitro

Para a anadlise da atividade anticoagulante das fucanas, dois ensaios foram realizados:
tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e tempo de protrombina (PT). Tais ensaios
foram feitos utilizando-se kits comerciais e as condi¢gOes experimentais foram aquelasa
recomendadas pelo fabricante (Labtest, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os tempos de coagulagao foram
determinados utilizando-se um coagulémetro como descrito anteriormente por Albuquerque
e colaboradores (2004). Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram
comparados com os valores obtidos pela Clexane® (heparina de baixo peso molecular).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo Quimica

Para se verificar a presenca de polissacarideos sulfatados na Dictyopteris justii, essa
alga passou por um tratamento inicial como descrito em materiais e métodos, e, apds a
protedlise, obtiveram-se extratos ricos em polissacarideos que foram submetidos a
precipitacdo com o acréscimo de varios volumes de acetona. Desse modo, obtiveram-se cinco
fracoes que foram denominadas de F 0,3v, F 0,4v, F0,5v, F1,2v, e F 1,9v.
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A adicdo de volumes crescentes de acetona diminui gradualmente a constante
dielétrica da agua, promovendo as diferentes taxas de precipitacdo dos polissacarideos
sulfatados. Desse modo, a acetona separa tais polissacarideos por sua forma de interagcdo com
a agua. Assim, aqueles que interagem mais com a agua sdo os Ultimos a se precipitarem
(MAGALHAES et al, 2011).

Mediante esses procedimentos iniciais, o material obtido foi seco e pesado. A partir de
55 g de alga seca e ndo delipidada foi obtido 14,16 g de massa total correspondente a soma
de todas as fracdes polissacaridicas. Assim, foi possivel calcular o rendimento de cada uma
delas. Dessa maneira, verificou-se que a ultima fracdo (F1,9v) teve o menor rendimento
percentual, de 1%. Ja as fracdes FO,3v, F0,4v e FO,5v tiveram rendimento de 9%, 21% e 27%
respectivamente, e o melhor rendimento foi apresentado pela fracao F1,2v, correspondendo
a 42% do total da massa precipitada (FIGURA 1)

1%
aro3v
aro,4v
OFo,5v
ar1,2v
Br1ov

FIGURA 1: Rendimento percentual das fra¢6es da alga Dictyopteris justii obtidas por meio de
precipitagdo com acetona

Os constituintes sulfatados das fracdes polissacaridicas foram visualizados, apds serem
submetidos a uma eletroforese em gel de agarose em tampao PDA (1,3-diamino- propano
acetato) e corados com azul de toluidina. Na figura 2, observa-se a lamina obtida com esse
procedimento.
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Populacdo C

Populagcdo B

FO,3v FO0,4v FO,5v F1,2v F1,9v

FIGURA 02 — Comportamento eletroforético das frages resultantes do fracionamento da alga D. justii
com volumes crescentes de acetona. Massas diferentes de cada fragdo (350 pg da fragdo F1,9v, 200ug das
fragbes FO,3v, FO,5v, F 1,2v, e 50ug da fracdo F0,4v) foram aplicados no gel de agarose em tampao PDA
(1,3-diaminopropano-acetato) pH 9.0 e submetidas a eletroforesese a 100V/cm por 1 hora. O gel foi
mantido em 0.1% CTV (cetiltrimetilamonio), desidratado e os polissacarideos foram corados com azul
de toluidina 0.1% em uma solugdo contendo 49% de etanol e 1% de acido acético em agua. (Or —
origem da corrida).

Pode-se evidenciar, pelo padrdo violdceo de bandeamento, a presenca de
polissacarideos sulfatados nas fragdes. A fracdo FO,3v apresenta seus componentes préximos
da origem, destacando-se uma banda com pouca mobilidade eletroforética, que foi
denominada de populagdo A. Esta banda também é observada em FO,4v, porém, nesta fracao,
ela se apresenta em maior quantidade. A fracdo FO,5v apresenta também a populacdo A,
todavia uma segunda banda, de maior migragdo eletroforética, denominada de populagao B,
foi detectada. Identificou-se ainda uma terceira populacdo, contudo, esta sé foi detectada na
fracdo F1,2v. A fracdo F1,9v apresenta seus componentes bem disperso pelo gel e mesmo
com concentracdo maior do que as demais fracbes ndo foi possivel se identificar nela uma
populacdo predominante.

No sistema de eletroforese utilizado a diamina, presente no tampao, interage com os
grupamentos sulfatos presentes nos polissacarideos sulfatados, bloqueando suas cargas, e
apenas aqueles grupos sulfatos que ndo interagiram com a diamina é que fazem o
polissacarideo migrar de um pdlo em direcdo ao outro. Esses sulfatos ndo interagem com a
diamina devido a impedimentos estruturais provenientes da conformacdo que o
polissacarideo assume (DIETRICH e DIETRICH, 1976). Portanto, polissacarideos sulfatados que
possuem estruturas semelhantes tém mobilidade semelhante. Assim pode-se inferir que a
alga D. justii sintetiza trés populacdes principais de polissacarideos sulfatados. Outras algas
gue produzem trés diferentes populacdes de polissacarideos sulfatados ja foram descritas,
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por exemplo, as algas Spatoglossum schroederi (ROCHA et al, 2005a; ALMEIDA-LIMA et al,
2011) e Dictiopteris delicatula (MAGALHAES et al, 2011).

Com relacdo a caracterizacdo quimica das fragdes polissacaridicas (Tabela 1), foi
observado um alto teor de aglcares totais em todas as fracdes, com excec¢do da F1,9v, cujo
teor correspondente é 39,3%. Ja as fracbes F1,2v, FO,3v, e FO,4v apresentaram valores
correspondentes a 76,36%, 67,48%, 59,60% respectivamente. A fragdo com a maior taxa
percentual foi a FO,5v, correspondente a 77,22% de acUcares. Estes valores podem ser
considerados altos se comparados com os valores obtidos com fragdes de algas como
Spatoglossum schroederi (Rocha et al. 2005a) e Canistrocarpus cervicornis (Camara et al.,
2011) que ndo foram superiores a 50 % e mostra que o teor de agucar varia de acordo com a
espécie de alga estudada.

Ja o teor de sulfato das fracdes apresentou uma variacdo de 3,9% a 12,07%, sendo o
maior valor percentual, o da fragdao F1,9v. Esse fato foi surpreendente, uma vez que no
sistema de eletroforese, quase nao se identificou a presenca de polissacarideos sulfatados
nessa fracdo. A coloracdo dos compostos sulfatados pelo azul de toluidina depende da
conformagdao que o polissacarideo assume apds a corrida eletroforética. Assim, compostos
muito sulfatados podem ndo se corar tdo intensamente, se a conformacao que ele assumir
ndo permitir a interacdo do azul de toluidina com os grupos sulfato. Esse fato junto com a
polidispersdao dos componentes de F1,9v explicariam a ndo observagao de bandas
intensamente coradas com azul toluidina nesta fracao, apesar dela possuir valores elevados
de sulfato. Efeito semelhante foi observado por Costa (2010), que trabalhando com PS da alga
Caulerpa cupressoides verificou que o polissacarideo mais sulfatado ndo se corava com azul de
toluidina apds corrida eletroforética.

Quando se compara os valores de teor de sulfato verificados em fragdes
polissacaridicas da D. justii com aqueles descritos para fracdes de outra alga, desse mesmo
género, encontrada no litoral do Rio Grande do Norte, D. delicatula, percebe-se que os valores
descritos nesse trabalho sao mais baixos, pois essa alga apresentou teores que variam de 14 a
19% (MAGALHAES et al. 2011). No entanto, outros estudos recentes realizados por Camara et
al. (2011) utilizando a alga marrom Canistrocarpus cervicornis mostraram fracoes
polissacaridicas com teores de sulfato variando de 2,8 a 20,1%, resultados semelhantes aos
obtidos neste trabalho. Com isso, pode-se notar que a quantidade de sulfato e teor de
acucares totais das algas pode variar independente das caracteristicas do mesmo género.

A contaminacdo protéica foi baixa nas fracdes FO,3v, F0,4v, FO,5v e ndo detectada para
F1,2v e F1,9v (Tabela 1). Tal resultado pode ser considerado baixo se comparado com outros
autores como Hussein et al. (1980) que encontraram em fucanas de Padina pavonia um
elevado teor de proteinas (67%). Ja Dietrich et al. (1995) obtiveram para Padina gymnospora
valores compreendidos entre 1,6 - 7,5%. Mas recentemente, Silva et al.., 2005, utilizando a
mesma metodologia de extragao usada neste trabalho, obtiveram fragdes com niveis de
contaminacao variando entre 0,6 e 5,8% (SILVA et al., 2005). Esses dados indicam que o uso
de proteases como passo inicial durante o processo de extracdo dos polissacarideos é
essencial para a obtencdo de baixos niveis de contaminantes protéicos. Contudo, o teor desse
componente também sofre variacdo com relagdo a espécie de alga e a sazonalidade.
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Tabela 1: Caracterizagdo quimica dos polissacarideos sulfatados

Rela¢des Percentuais dos
N Aguicar Total | Sulfato | proteinas Monossacarideos (%)
Fracoes o o
(%) (%) (%)
Glu Xil Ac. Glu Fuc
FO,3v 67,48 3,90 1,63 31,6 21,3 37,3 9,8
FO,4v 59,60 7,50 0,96 20,6 28,4 29,3 21,8
FO,5v 77,22 4,32 0,14 83,0 0,0 0,0 17,0
F1,2v 76,36 6,77 Nd 95,2 0,0 0,0 4,8
F1,9v 39,30 12,07 Nd 49,1 38,7 0,0 12,2

N.d= N3o detectado; Glu - Glucose, Xil - Xilose, Fuc — Fucose e Ac. Glu. - Acido glucurénico

Quanto a composigdo monossacaridica mostrada também na tabela 1, pode-se
observar que os polissacarideos sulfatados das fracdes obtidas da D. justii sdo polimeros
heterogéneos. Os dados mostraram que a glucose e a fucose sdo os monossacarideos
presentes em todas as fragbes, mas o percentual desses aglcares é diferente em cada
polimero. Além disso, verificou-se uma maior heterogeneidade nas fracdes F0,3v e FO,4v,
sendo essas constituidas de glucose, xilose, acido glucurénico e fucose. Em contrapartida, a
fracdo FO,5v e a F1,2v sdo mais homogéneas por apresentarem apenas dois monossacarideos
em sua composicao. Elas sdo constituidas predominantemente de glucose (83% e 95,2%) e
por uma menor porcdo de fucose (17% e 4,8%, respectivamente). A fracdo F1,9v, com relacdo
a heterogeneidade, apresenta-se como intermediaria entre as fracdes obtidas com valores
baixos de acetona (FO,5v e F1,2v), ja que ela é constituida de glucose, xilose e fucose.

Mediante essas informacgdes fica claro que os valores percentuais destes acuUcares
podem variar de acordo com o polissacarideo extraido. Pode-se inferir também, que devido a
presenca de fucose e sulfato nas fracdes FO,3v, FO,4v, FO,5v e F1,9v, que os polimeros
presentes nessas fracdes sdo heterofucanas. Segundo Magalhdes et al. (2011), algas marrons
podem sintetizar fucanas sendo constituidas predominantemente por L-fucose, contendo
pequenas quantidades de galactose, xilose, manose, glicose e acido glucurénico, como
também existem algas que possuem uma quantidade proporcionalmente menor de fucose do
gue outros componentes. Algas como Laminaria japonica (WANG et al., 2010), Spatoglossum
scrhéederi (ROCHA, et al.,, 2005b) e Sargassum stenophyllum (DUARTE et al., 2001) também
sintetizam um complexo sistema de heterofucanas.

Surpreendentemente, observou-se a presenca de altas concentracdes de glucose além
de sulfato, na fracdo F1,2v. Como visto na figura 2, a F1,2v apresenta-se constituida da
populacdo C. Entdo, tal populacdo é uma glucana sulfatada que, em algas marrons, ainda ndo
tinham sido descritas na literatura sendo, portanto, esse é o primeiro relato.
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Atividade anticoagulante in vitro

A atividade anticoagulante in vitro dos polissacarideos sulfatados (PS) das fracGes em
estudo foi avaliada pelos ensaios de PT e aPTT. No teste de PT, o qual avalia a via extrinseca
da cascata de coagulacao, nenhuma das amostras de PS dobrou o tempo de coagulacdo até a
massa de 100 pg, indicando a auséncia de atividade para esse teste. Por outro lado, no teste
de aPTT, cujo principio é avaliar a via intrinseca e/ou comum da coagulagdo, os PS contidos
nas fracGes FO,3v, FO,4v e FO,5v tiveram atividade anticoagulante (figura 03).
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Figura 3: Atividade anticoagulante (aPTT) dos polissacarideos sulfatados da alga marinha marrom D.
justii. Os resultados foram expressos pela razao entre o tempo de coagulagdao da amostra pelo
tempo de coagulagao do controle negativo. Cada valor é uma média * desvio-padrao de trés
determinagdes. Foram consideradas como anticoagulantes as concentragdes que dobraram o tempo
de coagulagio (razdo aPTTamostra/aPTTcontrole 2 2). Cx= Clexane®

Os polissacarideos sulfatados de cada fracdo tiveram comportamentos diferentes
frente ao ensaio de aPTT. As fracbes F1,2v e F1,9v ndo apresentaram atividade
anticoagulante. Enquanto que as fragées F0,3v e FO,5 v dobraram o tempo de coagulagdo nas
concentra¢do de 0,2 mg/mL e 0,4 mg/mL. A fracdo com melhor atividade anticoagulante foi a
FO,4v cujo tempo de coagulagdo foi dobrado numa concentracdo de apenas 0,05 mg/mL. Esse
resultado foi similar ao encontrado para a Clexane®, uma heparina comercial de baixo peso
molecular, que apresentou esse mesmo efeito com a mesma concentragdo de 0,05 mg/mL de
plasma. Um fato interessante sobre as fracGes anticoagulantes é que ao se observar a figura 2,
verifica-se que todas elas tém em comum a presenca da populagdo A em sua composicdo, o
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que indica que essa populacdo de PS é que apresenta atividade anticoagulante. Contudo,
estudos futuros poderdo confirmar essa hipotese.

O resultado observado aqui é melhor do que aquele verificado para fucanas das algas
Dictyopteris delicatula (MAGALHAES et al, 2011) e Canistrocarpus cervicornis (CAMARA et al..,
2011) que necessitaram de 0,010 mg para apresentarem atividade anticoagulante com
poténcia semelhante a observada nesse trabalho. Fucanas de outras algas marrons
apresentaram poténcia similar com massas ainda maiores (0,020 mg) como Dictyota
menstrualis (ALBUQUERQUE et al, 2004) e Padina gymnospora (SILVA et al 2005). Esses
mostram o grande potencial que as fucanas de D. justti tém como futuros compostos
anticoagulantes.

Alguns autores correlacionam a acdo anticoagulante exercida pelas fucanas ao grau de
sulfatacdo e ao tamanho dos polimeros. Dessa forma, polimeros com maiores teores de
sulfato e menores pesos moleculares apresentariam melhores atividades anticoagulantes
(BOISSON-VIDAL et al.,, 2001). De fato, hd exemplos de polissacarideos sem atividade
anticoagulante que, quando sulfatados artificialmente, passam a apresentar essa atividade
(TELLES et al, 2011). Os dados aqui apresentados mostram que a fracdo mais sulfatada (F1,9v)
ndo apresentou atividade anticoagulante, enquanto que a fragdo menos sulfatada (F1,4v) foi a
mais potente anticoagulante. Esse pequeno paradoxo pode ser explicado pelo fato de que a
simples presenca dos grupos sulfatos ndo é o Unico fator necessario para que um PS
apresente atividade anticoagulante, a distribuicdo e a posicdo de substituicdo dos
grupamentos sulfato ao longo do PS também sdo importantes (NADER et al., 2004). Pretende-
se em estudos futuros realizar a purificacdo dos PS anticoagulantes de D. justii e caracteriza-
los estruturalmente a fim de se descobrir a relagdo estrutura/atividade destes PS.

CONCLUSAO

A alga marrom Dictyopteris justii sintetiza pelos menos trés populagdes de
polissacarideos sulfatados que foram denominados de populacdes A, B e C de acordo com
suas mobilidades eletroforéticas. As populacdes A e B sdo heterofucanas sulfatadas e a
populacdo C é uma glucana sulfatada. Essas populacdes de polissacarideos foram agrupadas
em diferentes fra¢des polissacaridicas com uso de precipitacdo com acetona. As fracdes FO,3v,
a FO,4v e a FO,5v, com destaque para a FO0,4v, foram as que apresentaram atividade
anticoagulante.
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