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PREFACIO

A saude publica no Brasil passou por momentos histéricos marcantes devido as reorganizagoes
institucionais, administrativas e normativas ao longo dos anos. Apos a criagao do Ministério da Saude e
as sucessivas conferéncias sobre satide ptblica no pais, foi criado o Sistema Unico de Saude (SUS),
juntamente com seus principios e objetivos, de forma a buscar atender toda a populagdo e contribuir
para a melhoria da qualidade de vida do individuo e de um coletivo atuando na preven¢ao de doengas,

promogdo a saude, atengdo e recuperacdo da saude, prestando servigos nos niveis comunitario,

ambulatorial, hospitalar e institucional.

No século XXI estudos vém sendo realizados de forma multidisciplinar e contribuem
para o conhecimento sobre teorias e praticas em saude publica fornecendo subsidios para nortear
estratégias e processos de trabalho em prol de uma melhoria da qualidade de vida para a sociedade.
O desenvolvimento da tecnologia e a descoberta de novos agentes infecciosos tém permitido um
olhar rapido e acdes pontuais e eficazes frente a doencas emergentes e reemergentes, que associados
a pesquisas e divulgacdo de estudos servem como referéncia para as acdes nos servigos de saude,
potencializam o compartilhamento de experiéncias e tornam publico os avancos da ciéncia em nosso

pais.

Esta obra ¢ composta por 18 capitulos com abordagens multidisciplinares com objetivo de
contribuir de forma significativa com estudos realizados na area da saude publica e compartilhar os
resultados obtidos por seus autores, estudantes e profissionais de satde, com diferentes atuacodes e
conhecimentos nesta area. Espera-se que os leitores encontrem neste documento um convite para
a reflexdo sobre as experiéncias relatadas que possam contribuir para as suas praticas nas unidades
de saude de baixa, média e alta complexidade, com reflexos na melhoria da qualidade do servigo

ofertado, garantindo e respeitando a dignidade de cada cidadao.

Em nossos livros selecionamos um dos capitulos para premiacdo como forma de incentivo
para os autores, e entre os excelentes trabalhos selecionados para compor este livro, o premiado foi o
capitulo 5, intitulado “CAQUEXIA ONCOLOGICA - IMPACTO NA QUALIDADE FUNCIONAL
E QUALIDADE DE VIDA DE PACIENTES EM TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO”.
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RESUMO: Os polissacarideos sulfatados (PS) tém chamado a aten¢ao dos pesquisadores por estarem
envolvidos em diversos processos celulares, podendo ter potencial farmacoldgico, desempenhando
papéiscomoantitrombotico,antioxidante,anticoagulante, antiviral, anti-inflamatorioeantiproliferativo.
A heparina, pertencente a esta familia, apresenta atividade anticoagulante e € utilizada em clinica ha
mais de 70 anos. No entanto, tem muitos efeitos colaterais que levam os pesquisadores a buscar
fontes alternativas sendo os organismos marinhos uma dessas fontes de inspiragdo para encontrar
novas drogas. Nas algas, esses PS sdo constituintes complexos da matriz extracelular e apresentam
ampla variagdo estrutural, sendo importantes para suas funcdes especificas. Portanto, o presente
trabalho tem por objetivo estudar a estrutura e o potencial anticoagulante da PS extraida da alga

marinha Gracilaria caudata. Um conjunto de métodos relacionados para a purificacdo foi realizado

SAUDE PUBLICA NO SECULO XXI :

UMA ABORDAGEM MULTIDISCIPLINAR



e as amostras purificadas, denominadas GCAU-sol-p e GCAU-insol-p, foram desafiadas em ensaios
anticoagulantes, onde a fragdo GCAU-sol-p mostrou-se inativa enquanto a GCAU-insol-p possui
uma poténcia ~ 114 vezes menor do que a heparina ndo fracionada (HNF). A fracio GCAU-sol-p
apresentou como monossacarideos constituintes: Gal (70%) e Glc (30%). Além disso, o espectro de
'"H-NMR de ambas as fragdes, foi diferente, mas apresentou quatro sinais entre 5,0 - 5,4 ppm, que

indica a presenga de andmero o.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade anticoagulante. Algas marinhas. Polissacarideo sulfatado.

PARTIAL STRUCTURAL ANALYSIS AND ANTICOAGULANT ACTIVITY OF
SULFATED POLYSACCHARIDES FROM MARINE MACROALGAE GRACILARIA
CAUDATA

ABSTRACT: The sulfated polysaccharides (SP) has drawn attention of researchers since they are
involved in many cellular processes, and may have pharmacological potential, playing roles as
antithrombotic, antioxidant, anticoagulant, antiviral, anti-inflammatory and anti-proliferative agent.
Heparin, which belongs to this family, shows anticoagulant activity and has been used in clinic purpose
for over 70 years. However, it has many side effects leading researchers to seek alternative sources,
such as marine organisms, to find new anticoagulant drugs. In algae, these SP are complex constituent
of the extracellular matrix and have a wide structural variation, being important to their specific
functions. We aimed to study the structure and anticoagulant potential of SP extracted from marine
algae Gracilaria caudata. A set of related methods for the purification was performed and the purified
samples, named as GCAU-sol-p and GCAU-insol-p, were submitted to anticoagulant assays, were
GCAU-sol-p fraction showed inactive while the GCAU-insol-p possesses a ~ 114 fold lower potency
than heparin, at the same assay. The GCAU-sol-p fraction was submitted to gas chromatographic
analysis and their constituent monosaccharides are: Gal (70%) and Glc (30%). Additionally, the
IH-NMR spectrum of both fractions, were different but showed four signals between 5.0 - 5.4 ppm,

characteristic of the a-anomer.

KEY-WORDS: Anticoagulant activity. Marine algae. Sulfated polysaccharide.

INTRODUCAO

Os produtos naturais de algas (macroalgas marinhas) e outros organismos marinhos
representam uma das novas fronteiras na exploracdo de compostos bioativos. As algas marinhas
tém sido uma das fontes mais ricas e promissoras de metabolitos bioativos primarios e secundarios
(Manlusoc et al., 2019). As algas sintetizam uma variedade de compostos, como os polissacarideos
sulfatados (PS), que sdo um grupo de macromoléculas heterogéneas e complexas e importantes na sua
fisiologia (Costa et al., 2012). Essas moléculas desempenham fungdes idnicas, mecanicas e osmoticas
e sdo componentes da matriz extracelular. Além disso, esses compostos t€m demonstrado potencial

terapéutico, incluindo anticoagulante (Pereira et al., 2005), anti-inflamatério (Sanjeewa et al., 2018),
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antiproliferativo (Costa et al., 2010), antitromboético (Wang et al., 2014), antiangiogénico (Jose e
Kurup, 2017), antitumoral e antibacterianos (Pugazhendhi et al., 2019), antioxidantes (Wang et al.,
2008), dentre outros.

As galactanas de algas vermelhas (agar-coloides) possuem grande importancia comercial,
pois sao amplamente utilizados na industria alimenticia, devido as suas propriedades reoldgicas como
agentes gelificantes e espessantes (Lee et al., 2010). A estrutura quimica dessas macromoléculas esta
normalmente relacionada a classificagao taxondmica de algas correspondente, bem como a estrutura
do tecido/ célula de onde se originaram (Andrade et al., 2004). Nesse contexto, as galactanas sulfatadas
fazem parte dos principais PS encontrados na matriz intercelular de algas vermelhas (Rhodophyta) e
nas paredes celulares nao fibrilares (Kloareg e Quatrano, 1988). A estrutura basica das galactanas de
algas vermelhas contém as unidades de repeticao a base de dissacarideos de [—3)-b-D-Galp-(1—] e
[—4)-a-Galp-(1—], constituindo A- e B- unidades, respectivamente, formando um arranjo alternativo
de unidades - (AB)_(Painter, 1983). Dependendo das espécies de algas examinadas, as unidades de
a-galactopiranose podem estar na forma ciclizada de 3,6-anidro-a- Galp. Além disso, dependendo
da configuracdo enantiomérica das unidades B, sdo identificadas como agaranas (a-L-Galp) ou
carragenanas (a-D-Galp), constituindo o principal tipo de classificacdo para distinguir estes galactanas.
Em termos de substituintes, os grupos sulfato sdo reconhecidos como os mais importantes, sendo
também frequentemente observados grupos metoxila, acetais do acido pirtvico e cadeias laterais de
glicose (Gama et al., 2006).

O género Gracilaria (Gracilariaceae, Rodophyta) estd amplamente distribuido nas aguas
costeiras brasileiras e também podem ser encontrados na China, Japao, Caribe, Cuba e Leste da
América do Norte (Plastino e Oliveira, 1997).

No presente trabalho, PS foram extraidos e isolados da macroalga vermelha Gracilaria
caudata J. Agardh para a andlise da atividade anticoagulante in vitro e avaliagdo estrutural por uma

combinag¢do de métodos quimicos e espectroscopicos.

MATERIAIS E METODOS
Coleta de algas marinhas

A alga marinha da espécie, Gracilaria caudata J. Agardh (Gracilariaceae, Rhodophyta), foi
coletada em novembro de 2011 na praia da Barrinha (04 © 42°46 “sul; 37 © 21°18” oeste), cidade de
Icapui, Estado do Ceard, Brasil, separada de outras espécies, lavadas com agua destilada, secas ao ar,

em po e armazenadas a -20 °C.

Extracao dos PS

A alga marinha limpa (10 g) foi imersa em acetona e mantida por 24 h a 4 °C. O sedimento foi
seco a 60 °C, suspenso em tampao de extragdo (NaOAc 0,1 M, EDTA 5,0 mM e cisteina 5,0 mM, 1,0
g de papaina em pH 6,0) e incubado a 60 °C por 12 h de agitagdo (SL-222, SOLAB, Piracicaba (SP)
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Brasil) a 200 rpm. A mistura de incubagdo foi entdo centrifugada (LS-3 plus, CELM, Sao Caetano
do Sul (SP), Brasil) (2500 x g por 20 min em temperatura ambiente) e o sobrenadante foi guardado.
O residuo foi ressuspenso no mesmo tampao de extragcdo até a auséncia de PS no sobrenadante,
verificado por propriedades metacromaticas com DMB a 525 nm. Os sobrenadantes positivos para
metacromasia foram combinados, denominados como extrato bruto. Foram obtidas duas fragcdes, com
base na sua solubilidade em agua destilada: soluvel (GCAU-sol) e insolivel (GCAU-insol). O tltimo
foi dialisado contra solu¢do de EDTA (100 mM) por 16 h a 60 °C trés vezes, em seguida, as duas fragdes
foram liofilizadas e armazenadas a -20 °C. Aproximadamente 5,9 g (peso seco) de polissacarideos
brutos totais foram obtidos ap6s esses procedimentos e os rendimentos foram calculados usando a
seguinte equacdo: rendimento de polissacarideo (%) = [peso seco de polissacarideo bruto (g) / peso

seco de algas marinhas (g)] x 100.

Cromatografia de troca ionica

As duas fracdes brutas de PS (~ 600 mg) foram, separadamente, dissolvidas em 15 mL de
TRIS-HCI 20 mM, EDTA 50 mM (pH 7.4), aplicadas em coluna de DEAE-celulose (10 cm x 2,0
cm) equilibrada com a mesma solugdo e lavada com 50 mL do mesmo tampdo. A coluna foi eluida
por gradiente linear de 0 — 4,0 M NaCl na mesma solucdo. A taxa de fluxo foi de 0,5 mL / min.
Fracdes de 1,0 mL foram coletadas e testadas para PS usando o ensaio metacromatico com DMB e
condutividade (Cinelli, Vilela-Silva e Mourao, 2009).

Eletroforese em gel de agarose

Os PS foram analisados por eletroforese em gel de agarose. As amostras (~ 15 mg) foram
aplicadas em um gel de agarose a 0,5% e corridas por 1 ha 110 V em 1,3-diaminopropano-acetato 0,05
M (pH 9,0). Os PS no gel foram fixados com solu¢do de brometo de N-cetil-N, N, N-trimetilamonio
0,1%. Apos 12 h, o gel foi seco e corado com azul de toluidina 0,1% em 0,1:5:5 HOAc — EtOH — 4gua
(v/v) (Dietrich e Dietrich, 1976).

Ensaio de coagulacio

Para a analise da atividade anticoagulante das fracdes, plasma humano foi coletado em uma
solucdo de citrato de sodio a 3,8% na proporcao de 9:1 (Anderson et al., 1976) e, analisado pelos
ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo de protrombina (TP). Ambos os
ensaios foram feitos utilizando-se kits comerciais, nas condigdes experimentais recomendadas pelo
proprio fabricante (Labtest, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os tempos de coagulagao foram determinados
utilizando-se um micro coagulometro (Amelug, modelo KC4A). Todos os ensaios foram realizados
em triplicata e os resultados foram comparados ao controle de heparina nao fracionada (HNF) (Melo
et al., 2008).
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Analise quimica e composicio monossacaridica

Os agucares totais foram estimados pela reagdo de fenol-H,SO, usando D-glicose como
padrdo, conforme descrito por Dubois et al. (1956). O teor de proteina, por sua vez, foi medido pelo
método de Bradford modificado (1976) com albumina de soro bovino como padrao. A GCAU-sol-p e
os monossacarideos padrao foram hidrolisados em acido trifluoroacético 6 M por 5 h a 100 °C. Apos
esta etapa, os aglicares componentes foram reduzidos com borohidreto e os alditois resultantes foram
acetilados com Ac,O-piridina 1:1. Os agucares de acetatos de alditol foram dissolvidos em CHCI,
e foram estimados por unidade de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM) (Kircher, 1960). O tempo de reten¢do dos padrdes de monossacarideos foi comparado com os

monossacarideos obtidos de GCAU-sol-p.

Infravemelho

Os PS (0,1 mg) foram completamente misturados com 1 mg de KBr seco. As seguintes
pastilhas foram preparadas em prensa hidraulica, aplicando uma forca de 15 toneladas, as quais foram
analisadas por infravermelho. Os espectros de infravermelho foram registrados com um Perkin Elmer
Spectrum FT-IR 65, entre 400 e 4000 cm™. As medigdes foram feitas com resolucgdo de varredura de

4 cm! em condigdes ambientais normais.

Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de 'H-NMR foram registrados usando um espectrometro Bruker DRX 800 com
uma sonda de ressonancia tripla. Cerca de 20 mg de polissacarideo foram dissolvidos em 0,5 mL de
D,099,9% (Cambridge Isotope Laboratory). Os espectros foram registrados a 60 °C com supresséo de
HOD por pré-saturagdo. Mudangas quimicas sao relatadas em relacdo ao acido trimetilsililpropidnico
externo a 0 ppm (Cinelli et al., 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Extracao e rendimento de PS brutos obtidos de G. caudata

Inicialmente, os PS de G. caudata foram extraidos com tratamento proteolitico até ndo serem
detectados nos sobrenadantes, utilizando como marcador sua propriedade metacromatica na presenga
de DMB. A unido dos sobrenadante ricos em PS foram unidos e denominado como extrato bruto (EB).
Desta forma, foi possivel observar a formagao de precipitados que conferem ao material caracteristicas
gelatinosas, apresentando baixa solubilidade em 4gua a temperatura ambiente. Devido a isso, o EB
foi liofilizado e entdo ressuspenso em agua e centrifugado para separar as fragdes soluvel e insoluvel,
posteriormente denominadas GCAU-sol e GCAU-insol, respectivamente. Reservada a GCAU-sol, foi
realizada dialise em solugdo contendo EDTA (100 mM) para promover a desagregagao/solubilizagao
de GCAU-insol. Apds o processo, reduzindo a viscosidade do material (detectado visualmente), foi

possivel prosseguir com os testes. Mesmo apds a solubilizagdo de GCAU-insol, mantivemos seu
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nome para que ndo haja a conflito de identidade entre as duas fragdes estudadas neste trabalho.

Posteriormente, ambas as fragcdes foram liofilizadas e pesadas para analise de rendimento. O
peso obtido de cada fra¢ao foi comparado ao peso inicial das algas e os rendimentos do EB, GCAU-

sol e GCAU-insol sao descritos a seguir.

Em estudos envolvendo a extragdo de PS de algas marinhas, aqueles obtidos das algas
vermelhas G. cornea (Melo etal., 2002), Halymenia floresia e G. ornata (Amorim, 2005), apresentaram
rendimentos de 21,4, 38,6 € 9,2%, respectivamente, mas a extracao foi feita por agitagdo mecanica com
agua aquecida a 100 °C. Barros e col. (2013), descrevem um rendimento de 32,8% de PS extraido de
G. caudata usando um método de extracao aquosa a 100 °C por 2 h. Comparativamente, o rendimento
obtido neste estudo mostrou-se superior ao descrito por Barros em 2013, provavelmente devido a
utilizacdo de diferentes espécies e metodologias empregadas, podendo-se considerar a utilizagdo de

protedlise enzimatica como mais eficiente neste caso.

Tabela 1: Rendimentos de PS obtidos da alga G. caudata em comparagdo com dados da literatura.

Algas Rendimento dos extratos (%) Metodologia de extragao Referéncias

G. caudata 59 Digestao proteolitica com papaina— 60 °C ~ Presente trabalho
G. caudata 32,8 Agitacdo aquosa — 100 °C (Zh) Barros et al., 2013
G. cornea 21,4 Agitacdo aquosa — 100 °C Amorim, 2005

H. floresia 38,6 Agitacdo aquosa — 100 °C Amorim, 2005

G. ornata 9,2 Agitac@o aquosa — 100 °C Melo et al., 2002

Purificacio e analise quimica dos PS

As duas fracdes obtidas foram submetidas a cromatografia de troca idnica em DEAE-celulose,
onde foi observado um pico metacromatico para ambas as fragdes, eluindo completamente em ~
1,0 M NaCl na GCAU-sol (Figura 1A) e ~ 0,7 M NaCl na GCAU-insol (Figura 1B), mostrando
que a resina foi eficiente na separagdo dos PS extraidos da espécie de alga utilizada. A eletroforese
em gel de agarose mostrou que em todas as fragdes (GCAU-sol, GCAU-insol e seus respectivos
picos) esta presente uma Unica banda, sugerindo a existéncia de um tnico componente nessas fragdes.
No entanto, também revelou algumas diferencas na mobilidade eletroforética entre as duas fragdes
purificadas, GCAU-sol-p e GCAU-insol-p (Figura 1C e 1D). A fragdo GCAU-sol-p apresenta um
padrdo de migragao polidisperso, migrando mais lentamente do que a heparina ndo fracionada (HNF).
No entanto, GCAU-insol-p ¢ GCAU-insol apresentaram mobilidade eletroforética semelhante, com
uma banda mais homogénea migrando proximo ao padrao de HNF, mas abaixo do condroitim sulfato
(CS).
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Figura 1 - Purifica¢@o dos PS de G. caudata por cromatografia de troca idnica em DEAE-celulose (A e B) e analise dos
polissacarideos purificados por eletroforese em gel de agarose (C e D). A) Pico de GCAU-sol em NaCl a 1,0 M; e B)
Pico GCAU-insol a 0,7 M; C) GCAU-sol e GCAU-sol-p; D) GCAU-insol e GCAU-insol-p.
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Legenda: Hep — Heparina ndo fracionada; CS — Condroitim sulfato.

Apos a purificagdo, as fragdes denominadas GCAU-sol-p e GCAU-insol-p foram reunidas,
dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e submetidas a dosagens quimicas de agucares totais
(Dubois), PS e teor de proteinas. Adicionalmente, a andlise da composicdo monossacaridica foi
realizada por CG-EM (Tabela 2). As fra¢des purificadas mostraram 13,6% de PS para GCAU-sol-p
e ~ 43% para GCAU-insol-p. Nao foi detectada proteina nas fracdes de G. caudata. Ao contrario do
apresentado por Barros em 2013, onde o teor de proteina total presente na mesma espécie de alga era
de 8,75%. Ressalta-se que, durante o desenvolvimento de sua obra, ndo ¢ mencionada a existéncia de
PS insoluvel em agua.

Analise de monossacarideos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria (CG-EM) de
massas da fracio GCAU-sol-p

Os produtos da derivatizagdo GCAU-sol-p foram submetidos as andlises de CG-EM. A
analise quimica revelou a presenca de 70% de galactose e 30% de glicose (Figura 2 e Tabela 2).

Esses monossacarideos sdo comumente os principais componentes de agucares dos PS sintetizados
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por vérias espécies da ordem Gracilariales (Moillet, Rahaoui e Lemoine, 1998; Melo et al., 2002).
No entanto, a composi¢cdo dos monossacarideos pode mudar de acordo com as espécies de algas, o
processo de extracdo, a época da colheita, as condig¢des climaticas locais e outras caracteristicas (Ale,
Mikkelsen e Meyer, 2011).

Figura 2 — Analise da composi¢a@o monossacaridica por CG-EM do PS da fracdo GCAU-sol-p obtida da alga G.

caudata, identificados pelo tempo de retengao.
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Legenda: Glu — glicose; Gal — Galactose.
Tabela 2: Composi¢ao quimica da GCAU-sol-p da alga G. caudata
Amostra Glu Gal
Composi¢do (razdo molar *) 30.0 70.0
GCAU-sol-p — -
Tempo de reteng@o (min) 47.8 48.15

@ As porcentagens de hexoses ¢ 6-desoxihexose foram estimadas por CG-EM em unidades de derivados de acetatos de
alditol.

Existem poucos relatos cientificos sobre a presenca de glicose nesta classificacao de algas. No
entanto, Lechat et al. (2001) descreveram a identificagdo de uma glucana sulfatada (p—1,4) extraida
da alga vermelha Kappaphycus alvarezii. Em 2008, Yasantha et al descrevem a presenca de 98% de

galactose e 2% de glicose no PS extraido da alga vermelha Grateloupia filicina.

Analise estrutural preliminar de GCAU-sol-p e GCAU-insol-p por FT-IV e RMN

Para a andlise estrutural das fracdes obtidas de G. caudata foi realizado o IV (Figura 3). O
espectro obtido de ambas as fracdes, GCAU-insol-p e GCAU-sol-p, confirma a estrutura de um PS com
ligagdo C-O-C, caracteristica do carboidrato (930 cm™), confirmando a ligacao entre os mondmeros
do polimero. Em 3500 e 3300 cm™ mostra a banda atribuida ao estiramento da ligagao O-H, presente
nas estruturas dos monossacarideos e o estiramento da ligacdo C = O (cetona) ¢ mostrado a seguir
1630 cm'. O estiramento assimétrico do grupo CH, € observado a 2900 cm' (Silverstein et al., 2006).

Observa-se também a presenca da faixa caracteristica de trecho assimétrico dos grupos sulfato entre
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1250-1240 cm™, indicando a presenca de monossacarideos sulfatados na molécula (Sekkal e Legrand,
1993), além do estiramento hemiacetal (1070- 1050 cm™), uma regido caracteristica do esqueleto de
galactanas, e também uma banda de baixa intensidade entre 850 - 800cm™, sendo em torno de 845,

830 e 820 caracteristica de sulfatacdo C4, C2 e C6, respectivamente.

Embora os espectros de IV de GCAU-sol-p e GCAU-insol-p sejam semelhantes, ¢ possivel
observar diferengas na intensidade das bandas, o que sugere que os PS presentes nas fragdes possuem
caracteristicas quimicas e estruturais diferentes. Além disso, a intensidade das bandas na regiao de
800-850 cm™! também se mostra diferente para as duas amostras. Na mesma regido, pode-se observar
uma banda mais proxima de 845 cm, sugerindo a presen¢a de sulfato em C4 da fragdo GCAU-
insol-p. Ao contrario dos dados descritos por Barros, onde mostra uma banda em 820 cm!, sulfatagao

em C6 caracteristica na D-galactose.

A fim de avanc¢ar no conhecimento das informagdes estruturais destes compostos, a analise de
"H-RMN foi realizada e os espectros GCAU-insol-p mostraram a presenca de quatro singletes, de
acordo com o deslocamento quimico do proton ligado ao carbono anomérico, sinalizado entre 5,0
e 5,4 ppm (Figura 4A). Esse resultado sugere que o PS possui quatro monossacarideos repetitivos
com configuragdo a. Além disso, o sinal a 5,2 ppm pode estar relacionado ao préton anomérico dos

residuos de galactopiranose sendo desprotegido por algum piruvato adjacente (Murano, 1992).

Figura 3: Espectro de absor¢do da regido do infravermelho médio (4000 - 400 cm™) dos PS extraidos da alga G.

caudata.
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Também podemos observar um sinal entre 1,4 - 1,5 ppm, caracteristico do CH,, o que pode
indicar uma substituicao no PS por este grupo, a presenca de uma L-fucose, ou pode representar os
protons anoméricos do grupo metil do acetal do acido piravico ligado a C4 ou C6 na D-galactose
(Izumi, 1973), confirmando os dados anteriores, e este sinal também foi encontrado por Barros (2013).
No entanto, ¢ necessario realizar mais ensaios como espectros TOCSY, HMBC, HSQC e COSY, para
elucidacao estrutural. Os sinais de deslocamento quimico proximo a 4,4 ppm foram considerados
contaminantes ¢ a possibilidade de B galactana foi descartada (Farias et al., 2000; Aquino et al.,
2005).
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O espectro de 'H-RMN da GCAU-sol-p mostrou a presenga de quatro sinais na regido
anomérica, sugerindo também um anomero o (Figura 4B). No entanto, hd um sinal majoritario em

5,4 ppm, o que sugere a presen¢a de uma unidade principal de repeticdo em sua estrutura quimica.

Figura 4 — 1H-RMN das fragdes GCAU-insol-p (A) e GCAU-sol-p (B).
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Avaliacio do potencial anticoagulante das fracoes purificadas de G. caudata

Para completar o estudo, foram realizados ensaios de coagulacdo in vitro, utilizando os testes
TTPa e TP. Na clinica, esses testes sdo usados para medir a auséncia e/ou fun¢do de fatores de
coagulacdo da via intrinseca e extrinseca (modelo cldssico) do sistema de coagulacdo do sangue.
Os resultados revelaram que nenhuma das fragcdes (GCAU-insol-p ¢ GCAU-sol-p) apresentou
atividade anticoagulante quando comparada a HNF, ndo sendo capaz de modificar o tempo controle

de coagulacdo nesse ensaio, que ¢ de ~ 30 segundos (dados ndo mostrados).

CONCLUSOES

Muitos estudos ja demonstraram que os PS representam um grupo importante de macromoléculas
ativas. Estes possuem uma variedade de propriedades devido as estruturas complexas e heterogéneas
que podem formar, o que torna dificil determinar a relagdo geral entre atividade e estrutura. Neste
estudo, foi evidenciada a presenga de duas fragdes ricas em PS, soluvel e insoluvel em dgua, extraidas

da alga vermelha G. caudata, denominadas GCAU-sol e GCAU-insol, respectivamente. As duas
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fragdes eluiram em diferentes concentracdes de NaCl na cromatografia de troca idnica e também
apresentaram diferentes perfis de mobilidade eletroforética quando submetidas a eletroforese em
gel de agarose, indicando a presenca de estruturas diferentes em ambas as fragdes. Isso pode ser
confirmado por espectros de IV e RMN. A estrutura das fragdes purificadas foi identificada como
a-galactanas sulfatadas, porém mais estudos devem ser feitos para elucidar totalmente essas estruturas
quimicas. Ademais, ndo foi possivel detectar atividade anticoagulante das fracdes obtidas nos ensaios
de TTPa e TP.
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