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RESUMO

As algas marinhas sao fontes reconhecidas de polissacarideos sulfatados (PS) e
suas propriedades farmacoldgicas tém atraido grande interesse nas Ciéncias
Farmacéuticas. Uma das atividades que se destacam é a anticoagulante. Isso é
devido a grande variedade estrutural que cada espécie de alga é capaz de
biossintetizar. Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial
anticoagulante dos PS extraidos da alga Penicillus capitatus. Resumidamente,
nesse trabalho os PS dessa alga foram extraidos, parcialmente caracterizados e seu
mecanismo de acédo foi avaliado. Nossos resultados apontam a necessidade de oito
extracdes proteoliticas consecutivas para que nao seja detectavel PS no
sobrenadante, que o tempo ideal de cada extracdo € de 90 minutos e quando essa
metodologia é realizada sob agitacdo ela é até 18 vezes mais eficiente que sob a
forma estatica. Apds as digestdes proteoliticas todas foram unidas (chamada de
extrato bruto; EB) devido ao fato de apresentarem a mesma mobilidade
eletroforética. A partir disso, o EB foi submetido a precipitagdes cumulativas em
etanol P.A nas seguintes concentracées (9%, 23%, 44%, 60% e 75%),
denominadas, respectivamente por, F9, F23, F44, F60, F75. Em todas estas fragdes
precipitadas foi determinado o conteldo de hexoses totais, acido urénico e proteina.
Os resultados obtidos em eletroforese mostraram que as fragdes obtidas por
precipitacdo seletiva com etanol apresentaram migracdo mais lenta do que a
heparina, sugerindo alto grau de sulfatacdo. Nos ensaios de coagulacao as fracdes
F44 e F23 demonstraram atividade anticoagulante satisfatério e por essa razao
aprofundamos nossos estudas nestas duas fracdes. A partir desse dado, ambas
foram submetidas a cromatografia de troca-i6bnica (DEAE-celulose), com o objetivo
de purificar seus PS analisados em eletroforese. Apds isso, 0s ensaios enzimaticos
mostraram que ambas as fragdes exercem seu mecanismo de acao através da
antitrombina/Xa. Os ensaios estruturais realizados até o presente momento apontam

que esse PS se trata de uma galactana sulfatada.

Palavras-chave : alga marinha, Penicilus capitatus, polissacarideo sulfatado,
galactana sulfatada, acao anticoagulante
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1. INTRODUCAO
1.1 Algas Marinhas

As algas marinhas, também conhecidas taxonomicamente como Algae, que
em latim significa “ervas marinhas” constituem um grande e diversificado grupo de
espécies autotréficas, ou seja, que produzem energia necessaria ao seu
metabolismo através da fotossintese. Devido a sua grande producao de oxigénio
molecular, sdo responsaveis pela estruturacao da atmosfera terrestre, desta forma,
contribuindo para a manutencdo de diversas espécies, inclusive algumas com
importancia econdmica e social (Vidotti e Rollemberg, 2004; Van den Hoek, 1995;
Horta, 2000 ).

As algas formaram um importante recurso para os seres humanos desde
tempos pré- historicos, usadas principalmente na dieta alimentar (Dillehay et al.,
2008; Apud Craigie, 2010). Ha milénios estes organismos aquaticos sao
empregados, principalmente por povos orientais, como alimento e medicamento
(Chapman e Chapman, 1980,;Lembi e Waaland, 1988; Apud Craigie, 2010). Com o
passar dos anos foram feitos estudos a fim de descobrir outras aplicacdes, dentre
essas novas areas da pesquisa, destaca-se a industria de processamento

alimentar, biotecnologia e medicina.

As algas marinhas sdo capazes de sintetizar uma variedade de compostos
como: carotendides, terpenos, clorofilas, vitaminas, aminoacidos, carragenanas,
alginatos, entre outros (Paniagua et al., 2009). Dentre esses, também estao os
polissacarideos sulfatados (PS) que apresentam importantes atividades
farmacolégicas (Molinski et al., 2009) como: antimicrobiana (Trouvelot et al., 2008;
Santos e Wagner, 2010; Vera et al.,, 2011), antiviral (Cirne-santos et al., 2006;
Soares et al., 2007; Souza et al., 2007), antiofidica (Moura et al., 2010), citotdxica,
antituberculésica (Azevedo et al., 2008), anti-inflamatéria, antiangiogénica,
antiadesiva (Cumashi et al., 2007) e anticoagulante/antitrombdética (Mouréao et al.,
1996; Mourao e Pereira, 2000; Melo et al., 2004; Albuquerque et al., 2004; Melo e
Mourao, 2008; Melo et al., 2012).

As algas marinhas podem ser classificadas de acordo com a coloracédo, que compde
trés principais classes: cloroficeas (algas verdes), feoficeas (algas pardas) e rodoficeas
(algas vermelhas).
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O que diferencia as diferentes espécies é a composicao da sua parede celular. Nas
algas verdes tem-se basicamente acido galacturénico, nas algas vermelhas a galactose,
nas algas pardas a fucose, como principais unidades de agucar (Figura 1). A celulose esta

presente em todas as classes, no entanto, pode estar associada a pectina ou ao alginato
(Boney,1966).

COOH CHs;
OH e HO 0
OH OH OH
OH
OH OH
Acido Fucose Galactose
galacturodnic

0]

Figura 1 : llustragdo mostrando as 3 classes de algas marinhas e suas respectivas principais unidades de
acucares (algas verdes, algas marrons e algas vermelhas).

Atualmente, a sistematica vegetal foi revolucionada pela aplicacao de ferramentas
moleculares. Entretanto, foi evidenciada a existéncia de agrupamentos filogeneticamente
nao relacionados e que tiveram que ser realocados em grupos taxonémicos distintos
(filos, ordens, familias, etc.), ou em novos grupos criados para acomodar organismos de
origens filogenéticas diferentes. Segundo Adl et al., (2005), as algas podem ser
classificadas em grupos de organismos procariotos (cianobactérias) e eucariotos, que
estdo divididos em trés grandes grupos: Chromalveolata, Archaeplastida e
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Excavata,porém, essa nova classificagdo ainda se encontra muito precoce de acordo com
a literatura (Sina et al., 2005),

1.1.1 Algas Verdes

As algas verdes possuem essa coloracdo devido a clorofila em maior parte das
células (Bold et al., 1985). Suas células possuem parede celular de celulose e reservam
amido em seu interior, € contém os pigmentos clorofilas a e b, carotenos e xantofilas.
Podem ser unicelulares flageladas e nao-flageladas, coloniais méveis e ndo-moveis, algas
filamentosas e algas formando laminas celulares. Sdo extremamente abundantes nos

ambientes aquaticos, onde € um dos mais importantes componentes do fitoplancton.

1.1.2 Penicillus capitatus

A alga verde Penicillus capitatus € encontrada em aguas rasas ao longo do
Mar do Caribe, Bahamas, Flérida e Bermuda (Taylor et al., 1960), sendo que no

Brasil esta localizada na regido Nordeste (Figura 2).

sl

NATIY

Figura 2 : Distribuicdo da espécie Penicillus capitatus. Retirado do site http://eol.org/pages/967711/maps em
27/10/2015.
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Seu comprimento € de aproximadamente 15 cm de altura e sdo cenociticas.
O talo (o "corpo" da alga) € levemente -calcificado, dando-lhe cor verde
esbranquigada, exceto para as pontas extremas dos filamentos, que pode ser verde
brilhante. Ele consiste de uma haste, ancorada na areia ou lama por uma massa de
rizoides, e um tufo de terminais de filamentos livres (Figura 3) (Hillson 1977; Abbott e
Dawson 1978). Os tufos filamentosos medem de 2 a 4 cm de comprimento. A vida

da alga Penicillus capitatus € de aproximadamente 45 dias de acordo com Wefer,
1980 (citado em Wilson e Ramsook, 2007).

Figura 3: Imagem da alga Penicillus capitatus. Retirado do site: http://www.arpat.toscana.it/ em 27/10/2015.

1.1 Polissacarideos

A maioria dos carboidratos encontrados na natureza ocorre como
polissacarideos, polimeros de média a alta massa molecular. Sendo amplamente
distribuidos na natureza, fazem parte de um dos quatro grandes grupos de
macromoléculas (Yoon et al., 2002; Rocha et al., 2004).



20

Eles sdo considerados macromoléculas com estrutura complexa, podendo
apresentar heterogeneidade, muitos polianions, o que possibilita a sua ligagdo a
inUmeras proteinas em solucao (Arfors e Ley, 1993). Sao atribuidos a essas
moléculas funcdes estruturais sendo os seus principais representantes a celulose e
a quitina (Figura 4) (Lehninger; Nelson; Cox, 1995).

CH CH,
=0 c=0

SCHLOH N CH, :m H NH
A5 Q - - .I -,
WAL Ny Ao I VSoH H

Pt w .¥f}/“ o \\01[_17 \i_l/|

a3
0 NH H! <0H CH,OH
C=0 =0
CH, CH,

Quitina

Celulose

Figura 4 : llustragao da estrutura quimica das principais moléculas encontradas nos polissacarideos. Retirado do
site : http://wwwz2.ig.usp.br em 17/11/2015.

Dentre os grupos dos polissacarideos, estdo os PS que tem atraido grande
interesse dos pesquisadores devido as suas atividades farmacol6gicas ja descritas
(Mouréo et al., 1996).

1.1.1 Polissacarideos sulfatados

Polissacarideos sulfatados sdo macromoléculas complexas que apresentam
alta densidade de cargas negativas, devido a presenca de ésteres de sulfato e, em
alguns casos, grupamentos carboxila. Muitas das propriedades funcionais desses
polimeros sdo atribuidas ao seu carater polianiébnico (Aquino et al., 2010). Eles
apresentam heterogeneidade estrutural devido as possibilidades de acgucares
constituintes, a presenca do grupamento sulfato, podendo este também variar em

quantidade, assim como a sua posigao (Figura 5).
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Figura 5 : Estrutura do polissacarideo sulfatado extraido do ourigo do mar L. variegatus, mostrando as unidades
de agucar repetitivas com a presencga de grupos sulfato. Retirado de Mulloy et al., 1994.

Os polissacarideos sulfatados (principalmente, carragenanas e fucoidanas)
estdo presentes na parede celular e nos espacos intercelulares de algas marinhas
como componentes estruturais (Percival e Mc Dowel, 1967). As principais familias
que constituem esta classe sdo as galactanas sulfatadas, fucanas sulfatadas e os
heteropolissacarideos (Haron-bouhedja et al., 2000).

Esses polimeros geralmente apresentam sulfatacdes nessas unidades, que,
junto com o grupo carboxila presente no acido hexurénico, lhes conferem uma alta
densidade de carga negativa. Essa propriedade permite que esses polissacarideos
interajam com varios tipos de moléculas, como: fatores de crescimento, citocinas,
enzimas, proteinas de superficie celular, proteinas plasmaticas, entre outros (Mulloy
e col., 2005; Kjellén e col., 1991).

No tocante a sua distribuicdo, os PS podem ser encontrados no tecido
conjuntivo de vertebrados na forma de glicosaminoglicanos (Mathews et.al.,1975),
em menor quantidade nos em invertebrados (Mourdo et al., 1995) e em grande
quantidade nas algas marinhas na forma de galactanas e fucanas sulfatadas
(Pervical et al., 1967).

1.1.1.1  Polissacarideos sulfatados de algas
Os polissacarideos sulfatados encontrados nas algas marinhas estao

presentes na sua matriz e promovem a sua protecao contra a desidratagdo por ter

um carater higroscépico (Farias et al., 2008). Muito embora, essa funcao seja
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apropriada para diversas espécies que habitam regibes em que ficam expostas
diretamente ao sol, somente esta explicacdo nao responde a todas as demais
espécies que ficam submersas durante todo seu ciclo de vida.

Os PS, assim como os demais polissacarideos, podem apresentar uma
heterogeneidade estrutural, porém esta se demonstra mais acentuada quando
comparada as dos polissacarideos neutros, carboxilados ou dos fosforilados, ja que
pode ocorrer variagcdo no grau € na posicao de substituicdo (Boisson-Vidal et al.,
1995; Haroun-Bouhedja et al., 2000).

Os PS majoritarios de algas vermelhas possuem grande importancia
comercial e sdo amplamente utilizados na industria de alimentos devido as suas
propriedades reolégicas como agentes gelificantes e espessantes, possuem
majoritariamente em sua estrutura como monossacarideo principal a galactose,
sendo classificadas como galactanas (Percival et al., 1967) . Esses PS séao
principalmente classificados como agaranas e carragenanas que sao compostas por
unidades alternadas de (1—3) p-D-galactose e (1—4) a-D-galactose, apresentando
diferentes grau e posicao de sulfatacao (Figura 6) (Lahaye, 2001; Stortz et al., 1991).

[ (=3)-p-D-galactopiranose - (1—=4)-x-galactopiranose-(1=) | n

| | 1 |
I T

unidade A unidade B

Figura 6: Estrutura representativa da galactana de algas vermelhas, formando um arranjo alternado entre as
unidades A e B. Modificado de PAINTER, 1983.

Os PS majoritarios de algas pardas sdo chamados de galactanas, compostos
exclusivamente por galactose mas que podem possuir monossacarideos como D-
xylose, D-galactose e acido D-glucurénico, sendo, portanto heterogéneas
(heterofucanas ou fucoidan), com um padrao de sulfatacédo irregular (Duarte et al.,
2001; Bilan et al., 2004).

Devido a grande variedade estrutural encontrada nessa espécie de alga, a cada
extracdo e purificacdo de fucanas existe alta possibilidade de encontrarmos um
composto estruturalmente Unico fazendo com que este também tenha uma atividade

farmacoldgica unica (Dietrich et al., 1995).
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As alteracdes que podem ocorrer no padrao da ligacao glicosidica nas fucanas
(Ushakova, 2009), isso inclui as de Laminaria saccharina, L. digitata, Analipus
japonicus, Cladosiphon okamuranus e Chorda filum (Figura 7) que tém suas cadeias
centrais compostas de unidades de a-(1—3)-L-fucopiranose, e também as fucanas
isoladas de Ascophyllum nodoso e Fucus vesiculosus, espécies que tém suas
cadeias centrais compostas de repeticdo a-(1—3) e a-(1—4)-L-fucopiranose (Yang
etal, 2011).

Chorda filum Fucus vesiculosus

Figura 7 : Estrutura de fucoidans de Chorda filum e Fucus vesiculosus, mostrando a diferenga no tipo de ligacdo

glicosidica e na possibilidade de ramificagdo. Modificado de ALE et al., 2011.

As algas verdes possuem um grupo de PS bastante heterogéneos, pois os
mesmos podem possuir galactose, xilose, manose, rafinose, glicose e arabinose
(Siddhanta et al., 1999). Mas as unidades mais encontradas s&o as de D-manose e
galactose (Ramana et al., 1991). As galactanas sulfatadas, presentes nessas
espécies de alga verde, tendem a possuir estruturas mais complexas e
heterogéneas do que os seus homélogos em algas vermelhas. Algumas algas
contém arabinogalactanas sulfatadas e glucogalactanas sulfatadas (Love e Percival,
1964; Matsubara et al., 2001).

As algas verdes também podem ser fontes de outros tipos de PS. Isso inclui,
por exemplo, um heteropolissacarideo obtido a partir de Enteromorpha compressa
que é soluvel em agua e pode estar ligado a ramnose na posicao (1—2 ou 1—4), a

xilose e a unidades acido glucurénico na posicao (1—4). Grupos sulfato, quando
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presentes, podem estar situados na posicao C-3 de ramnose e C-2 de xilose (Ray,
2006).

1.2 Sistema de coagulacao

A coagulagao sangulinea envolve uma série de reacdes de ativacao de proteases
inativas (zimogénios) por protedlise. Em cada estagio, um zimogénio é convertido
em uma protease ativa pela clivagem de uma ou mais ligagcbes peptidicas na
molécula precursora. Os componentes que podem estar envolvidos em cada estagio
incluem uma protease, um zimogénio, um cofator proteico ndo enzimatico, Ca*? e
uma superficie organizadora, fornecida in vitro por uma emulsao fosfolipidica ou in
vivo pelas plaquetas. Por convengéo, os fatores de coagulacdo s&do denominados
por algarismos romanos e apds sua ativacado por protedlise sdo denominados pelo
seu simbolo seguido da letra “a” (Wright e col., 1962).

Em 1964, MacFarlane e Davie propuseram a hipo6tese do “sistema” para explicar
a fisiologia da coagulacdo do sangue. Nesse modelo (Figura 8), a coagulacao é
dividida em uma via extrinseca (que usualmente ndo estdo presentes no espaco
intravascular) e uma via intrinseca (iniciada por componentes presentes no espacgo
intravascular). As duas vias convergem no ponto de ativagdo do fator X (via final
comum) (MacFarlane e col., 1964; Davie e col., 1964). Por muito tempo, usou-se a
divisdo esquematica do sistema de coagulacdo em vias extrinseca e intrinseca, mas
atualmente também se utiliza uma nova nomenclatura onde o sistema de
coagulacao é divido em 4 fases: iniciacdo, propagacao, amplificacao e finalizacao.
Esse modelo foi proposto baseado em superficies celulares e o0 modelo antigo se
baseia nos fatores de coagulagao, portanto com um viés molecular (Becker,2005).
Visto que nossos ensaios bioldgicos sao voltados para a ativagdo dos fatores da
coagulacao, nos basearemos no modelo classico.

A via intrinseca ou via de contato é classicamente descrita como uma sequéncia
de reagdes que se iniciam com a exposi¢cao do sangue a uma superficie carregada
negativamente. Tal superficie seria formada por fosfolipideos e sulfato de colesterol,
que induziriam a auto-ativagao do fator Xl em fator Xlla. O fator Xlla ativa o fator Xl,
que, por sua vez, na presenca de Ca®* ativa o fator 1Xa. O fator IXa, na presenca de
fator VIII, ativa o fator X da coagulacdo, desencadeando a geracédo de trombina e
subsequente formacéo de fibrina. (Franco, 2001; Devlin, 2007;Murray et al., 2007).
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Portanto, no final dessa fase ha uma amplificacdo da ativacdo do fator Xa,
que ativa a protrombina (fator II) em trombina, a qual converte o fibrinogénio em
fibrina formando um coagulo. Para estas reacdes ocorrerem € necessaria a
formacdo de um complexo de fosfolipidios plaquetarios anidnicos, Ca?*, fator Va,
fator Xa e protrombina (Figura 8) (Jay e Liu, 2006).

A via extrinseca é assim denominada, pois foi observado que o fator
desencadeante que facilitava a coagulacdo ndo se encontrava no sangue circulante,
sendo este fator o fator tissular (Murray et al., 2007).Quando o fator tissular é
exposto apds uma lesdo do vaso, liga-se ao fator VII, que é dependente de calcio,
formando assim um complexo que inicia o processo de coagulacdo do sangue
ativando o fator X. Nessa fase existem fatores exclusivos a ela, que sédo os fatores
tecidual e VIl (Franco, 2001; Devlin, 2007; Murray et al., 2007). O fator Xa e o fator
Va formam um complexo que catalisa a formagdo de trombina por protedlise da
protrombina. A quantidade de trombina formada é pequena, mas é o suficiente para
catalisar a ativacdo dos fatores V, VII, VIIl e Xlll, além da formagado de fibrina
(Franco, 2001; Devlin, 2007; Murray et al., 2007).

| Viaintrinseca |

Xl Xlla
l HEPBRINE
x| XIa Via extrinseca
l Fator Tecidual
+Vlla
IX p IXa
- Cofatorll de
Fosfolipideo l
vill eparina
Ca*z
l l PROTROMBINEG
HEPRRINE PL
Va
Xl
TROMBINA ) — l
BEntitrombina
l Xllla

Fibrinogénio —— Polimeros de — Coagulode
Fibrina Fibrina

Figura 8: Diagrama do mecanismo da coagulagao, indicando a acdo da heparina sobre a antitrombina e
cofator Il da heparina. Modificado de ROCHA et al., 2006.
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1.3.1 Trombose e o papel dos polissacarideos sulfatados no sistema de

coagulacao

As doencas cardiovasculares sao a principal causa de mortalidade nos paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos. Uma das principais complicacbes das doencas
cardiovasculares é a ocorréncia de trombose, tanto venosa como arterial,
justificando os seus elevados indices de letalidade. Aproximadamente um milhdo de
pessoas morre anualmente nos Estados Unidos devido as doencas
cardiovasculares. Mais de 200.000 casos de tromboembolismo ocorrem por ano
nesse pais (Who, 2008; Aha, 2010). No Brasil,dados do Ministério da Saude
mostram que essa doenca alcanca a marca de 308 mil mortes por ano,ou seja, 30%
de mortes em todo pais (MS, 2014).

Existem diversos fatores que alteram a homeostasia do sistema de coagulacédo
contribuindo para o tromboembolismo, dentre eles estdo a estase, danos na parede
vascular, alteracao de leucécitos e plaquetas circulantes. Entretanto, a coagulacao
sanguinea é considerada o pivé para o desenvolvimento da trombose venosa, ja que
estados de hipercoagulabilidade contribuem significativamente para o processo
trombogénico (Herbert e col., 1992).

Outra causa de trombose é a lesdo aterosclerdtica. A trombose arterial € uma
das manifestacdes agudas decorrentes da aterosclerose, principalmente no infarto
agudo do miocardio e no acidente vascular cerebral (Kurabayashi e col., 2000).

A administracdo de anticoagulantes reduz a ocorréncia de trombose em
pacientes imobilizados no pds-operatorio e apds traumatismo, uma vez que previne
a formacao e/ou o crescimento do trombo e sua embolizacdo (Leyvraz e col., 1983;
Collins e col., 1996).

Organismos marinhos sao uma abundante fonte de polissacarideos sulfatados
com atividade anticoagulante e antitrombética (Mourao e col., 1999). A procura por
esses compostos ndo deve se limitar apenas a avaliagdes por ensaios comuns de
coagulacdo, ou até um experimento in vivo de trombose. Cada tipo de
polissacarideo sulfatado demanda um estudo detalhado e extenso sobre seus
efeitos no sistema hemostatico, inibindo ou ativando alvos especificos na

coagulagdo sanguinea.
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1.3.2 Heparina

O principal anticoagulante utilizado na clinica é a heparina, sua estrutura é
composta por um polissacarideo linear, altamente sulfatado, com unidades
alternadas de a-D-glucosamina e &cido urbénico e com ligagées do tipo 1>4. O
mecanismo de acdo pelo qual a heparina exerce seu efeito anticoagulante ocorre
através da antitrombina e do cofator Il de heparina. Ela aumenta a afinidade de
ambos pela trombina e a antitrombina exerce adicionalmente papel sobre o fator Xa.
O sitio de ligacao da heparina a antitrombina consiste em uma sequéncia
pentassacaridica (Figura 9) (Lindahl et al., 1979).
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Figura 9: Sequéncia pentassacaridica especifica de ligacdo da heparina a antitrombina. Retirado de Gracher,
2010.

Entretanto, o uso de heparina esta associado a diversos efeitos indesejaveis,
como: hemorragias, trombocitopenia, metabolismo lipidico alterado e osteoporose
durante tratamentos prolongados. Grande tém sido os avang¢os da pesquisa para a
descoberta de compostos com atividade anticoagulante para que ocorra a

minimizacao dessas complicagdes.

1.3.3 Galactana sulfatada da alga Botryocladia occidentalis

Ja existem polissacarideos provenientes de algas descritos na literatura com
atividade anticoagulante. Um exemplo é a D-galactana sulfatada (Figura 10),
extraida da alga vermelha Botryocladia occidentalis. Seu mecanismo € descrito por
potencializar a inibicdo da trombina e do fator Xa na presenga de antitrombina e
cofator Il da heparina.Também foi demonstrado que a mesma galactana, porém



28

dessulfatada perde sua atividade. Portanto o grau de sulfatagdo destas moléculas é
um fator importante. Porém, também foi visto que os polissacarideos com maior
densidade de sulfato apresentaram atividade anticoagulante menor que a galactana
da B.occidentalis. Com isso pode-se concluir que a sulfatacdo ndo € o unico fator
para o desempenho dessa atividade. Sendo a posicdo em que o sulfato se encontra
fundamental para obtencao da sua atividade biolégica (Farias et al., 2000).

CH,OH
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Figura 10: Estrutura da galactana sulfatada da alga vermelha B.occidentalis. Retirado de Melo et al., 2004.
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2. Justificativa

A heparina € um polissacarideo sulfatado extraido principalmente de intestino de
porco e pulmao bovino que possui em sua estrutura um pentassacarideo com padrao de
sulfatacao especifico responsavel pelo seu mecanismo de acdo. Por ser extraida de
animais, ha um perigo constante quanto a contaminacao dos lotes de heparina caso estes
animais estejam enfermos, em especial com patologias que poderiam afetar o Homem.
Neste contexto os polissacarideos sulfatados de origem vegetal se destacam por terem
uma menor probabilidade de contaminacdo por xenobibticos quando comparado aos
animais, além do fato das algas serem passivas de cultivo. Conjuntamente por possuir
efeitos adversos uma das estratégias na busca de alternativas tem sido a avaliacao do
potencial anticoagulante de outros polissacarideos sulfatados, os quais podem ser
naturais ou quimicamente modificados(Melo et al., 2004). Cada tipo de PS demanda um
estudo detalhado e extenso sobre seus efeitos no sistema homeostasico,inibindo ou
inativando algumas alvos especificos na coagulagao sanguinea.. A alga P.capitatus ainda
nao teve seu potencial biolégico, em especial sobre coagulacao sanguinea, prospectado e
nao ha relato na literatura cientifica sobre a presenca de PS nessa espécie, além serem
abundantes na Costa brasileira, da facil coleta em bancos naturais e viabilidade de

aquicultura.
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3.0bjetivos

3.1 Obijetivos gerais

Este trabalho tem por objetivo a avaliacdo da atividade anticoagulante e a
caracterizagdao parcial da estrutura dos polissacarideos sulfatados da macroalga
marinha P.capitatus.

3.2 Objetivos especificos

a-) Extrair e avaliar o método de extracao utilizado de polissacarideos sulfatados da
macroalga P. capitatus,

b-) Avaliar o tempo total de extracéo dos polissacarideos sulfatados
c-) Purificar seus polissacarideos sulfatados,
d-) Avaliar a sua atividade anticoagulante em ensaios in vitro €;

e-) Caracterizar parcialmente a estrutura dos polissacarideos sulfatados com
atividade anticoagulante.
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4.Materiais e métodos
4.1 Coleta e preparo do material

A alga P.capitatus (Figura 11) foi coletada pelo grupo de pesquisa
coordenado pela Professora Dra. Angélica Ribeiro Soares — NUPEM/UFRJ, no litoral
do estado da Bahia, na Praia de Cumuruxatiba (Figura 12). O material coletado foi
transportado em recipientes plasticos contendo agua do mar. No laboratério todo
material foi lavado com agua do mar. Apds triagem, a alga foi tratada com
diclorometano, visando a extracdo de metabdlitos secundarios a serem analisados
fitoquimicamente, visto que essa parte esta diretamente relacionada ao projeto de
pesquisa da referida docente. Todo residuo restante, foi seco em temperatura
ambiente para a evaporacdo do solvente, triturado, acondicionados em sacos
plasticos e estocados a -20°C. Em seguida, este material foi gentilmente cedido ao
Laboratério Integrado de Prospeccdo de Produtos Bioativos — Grupo de
Glicofarmacos, chefiado pelo Prof. Dr. Leonardo Paes Cinelli.

Figura 11 : Imagem da alga verde P. capitatus. Retirado http://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics em
29/11/2015.



