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INTRODUCAO

As algas marinhas sdo de extrema importancia para
0 ecossistema, pois sdo responsaveis por quase todo oxi-
génio produzido em nosso planeta. Elas podem apresentar
diversas utilidades no dia-dia, seja na alimentacdo, na in-
ddstria, agricultura, microbiologia e cosméticos. As algas
estdo classificadas em trés grupos principais: Cloroficeas
ou algas verdes, Feoficeas ou algas pardas e Rodoficeas ou
algas vermelhas. Esta Gltima vem despertando o interesse
de pesquisadores devido o largo emprego na indUstria ali-
menticia devido aos polissacarideos.

As carragenanas sdo polissacarideos extraidos de al-
gas vermelhas, descobertas no século passado, a partir de
Chondrus crispus. Esta espécie de alga era bastante utiliza-
da pela populagdo de Carrageen, cidade costeira da Irlan-
da, como agente espessante (substancia que aumenta a
viscosidade de um alimento), ou ainda, devido a sua fun-
cionalidade referente a viscosidade e capacidade de gelifi-
cacdo, conferindo textura aos alimentos caseiros. Embora
o primeiro estudo publicado sobre carragenanas tenha sido
realizado em 1844 (Schimidt, 1955), até o presente estes
polissacarideos tem sido objeto de estudos com respeito a
sua estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas, varia-
¢oOes intra e interespecificas e aplicagdes industriais.

Varios estudos demonstraram diversas atividades far-
macoldgicas desses polimeros sulfatados de algas verme-
lhas, dentre elas destacam-se: atividade antimicrobiana,
antiviral e anticoagulante. Além disso, as carragenanas
vém sendo utilizadas como ferramentas para investigar
o processo inflamatério em ratos e camundongos (Levy,
1969), uma vez que sdo indutoras deste processo. Quando
injetadas subcutdneamente na superficie plantar de uma

pata de rato, provocam uma inflamagdo caracteristica, que
pode ser usada para quantificar o poder de acdo de drogas
antiinflamatérias (Henriques et al., 1987; Salvemini et al.,
1996; Sammons et al., 2000, Cuzzocrea et al., 1998). Os
polissacarideos de algas vermelhas sdo constituidos basi-
camente de mondmeros sulfatados de D-galactose ligados
alternadamente com o-(1->3) e B-(1->4). Além da galac-
tose e sulfato, outros residuos de carboidratos como xilose,
glicose, acidos urdnicos podem estar presentes em baixas
quantidades em preparacdes da carragenanas (Van de Valde
et. al., 2004). Estas galactanas sulfatadas sao classificadas
de acordo com a presenca de 3,6-anidrogalactose, posicao
e ndmero de grupos sulfato (Rees, 1969; McCandless & Crai-
gie 1979).

Neste trabalho, foram extraidos polissacarideos da
alga vermelha Amansia multifida, comum no litoral brasi-
leiro, com o objetivo de caracterizar quimicamente por ele-
troforese os seus constituintes. Subseqiientemente, nosso
objetivo foi o de caracterizar a possivel propriedade farma-
coldgica anticoagulante destes polissacarideos.

MATERIAL E METODOS

A alga utilizada para o estudo foi coletada na praia
de Bazios (RN) durante a maré baixa, sendo posteriormente
catalogada pela Dra. Heliane Marinho Soriano do Departa-
mento de Oceanografia e Limnologia da UFRN. Logo apos
a coleta, as algas foram limpas e secas em estufa a 45°C,
depois foram trituradas e submetidas a trés deslipidacoes
com trés volumes de acetona durante 6 horas, para que
houvesse a retirada de contaminantes lipidicos e polifeno-
licos. Apobs este procedimento a acetona foi decantada e
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a alga seca a temperatura ambiente. A partir deste ponto
obteve-se o que chamamos de p6 cetdnico o qual foi sub-
metido a extracdo das fracdes polissacarideas.

Foi realizada com o p6 cet6nico uma protedlise para
a retirada de substéncias protéicas, aumentando a solubi-
lidade dos polissacarideos, para isso foi utilizado enzima
maxatase (0,15 mg/g de alga) em 600mL de solucdo de
NaCL 0,25M a 60°C em pH 8,0 durante 12 horas. Em segui-
da, o material foi centrifugado (1000 x g) e o sobrenadante
obtido (cru de polissacarideos) foi fracionado com volumes
crescentes de acetona, a fim de obter diferentes fragoes
polissacaridicas. De inicio foi adicionado 1,0 volume de
acetona (Merck) a solucdo a 4°C durante 18 horas. Apos
centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos, o precipitado
foi secado a vacuo. Este processo foi repetido para obten-
cdo de trés fracoes: F1, F2 e F3. Para obtencdo da fracdo FT
foi adicionado ao extrato de polissacarideos 5,0 volumes de
acetona e resto do processo foi repetido. Todo o esquema
de fracionamento encontra-se na figura 1.
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Figura 1. Esquema de fracionamento das fragdes polissaca-
ridicas da alga Amansia multifida

Determinagées quimicas

A dosagem de aclicares totais foi realizada pelo méto-
do do fenol sulfirico (Dubois et al., 1956), empregando-se
como padrao L-galactose como monossacarideo padrdo. As
leituras foram realizadas a 490 nm. As proteinas foram de-
terminadas com o reagente de Croomassie blue R segundo
o método de Spector (1978) e a leitura realizada a 595 nm,
empregando-se como padrdo albumina de soro bovina. 0
teor de sulfato total foi determinado, apds hidrdlise acida
(HCL 8N, 6 horas, 100°C), por turbidimetria pelo método da
gelatina-bario (Dodgson & Price, 1962). 0 sulfato de s6dio
(1 mg/mL) foi utilizado como padrdo sendo submetido as
mesmas condi¢des das amostras em estudo.

Eletroforese em gel de agarose foi realizada pelo mé-
todo descrito por Dietrich & Dietrich.

Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho foi realizada em
espectrofotometro FT-IR ABB Bomem modelo MB 104, de
4000 a 400 cm™. Os polissacarideos (5 mg) foram analisa-
dos apds secagem sob a forma de pastilha de KBr.

Atividade anticoagulante

Atividade anticoagulante foi realizada pelo tempo
parcial de tromboplastina ativada (APTT), que esta rela-
cionado com a via intrinseca da coagulacdo. O teste foi
realizado com os “kits” obtidos comercialmente (Labtest).
Além das fracoes da alga Amansia multifida foram utiliza-
das mais trés algas comerciais chamadas de kappa (Tipo
III, C-1263) - extraida da alga Eucheuma cottonii, lambda
(Tipo VI, C-3889) - extraida das algas Gigartina aciculaire e
Gigartina pisillata e iota (Tipo V, C-3799) - extraida da alga
Eucheuma spinosa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs o processo de extragdo obtivemos os diferentes
polissacarideos sulfatados que denominamos de F1, F2, F3
e FT. As andlises quimicas mostraram teores de polissaca-
rideos, proteinas e sulfato e todas as fragdes. Na tabela 1
encontram-se os resultados das analises.

Tabela 1. Analises quimicas das fragdes polissacaridicas da alga Amansia multifida.

Fracoes de A. multifida

Acucares totais? (%)

FT 54.3
F1 86.5
F2 54.6
F3 29.5

Proteinas® (%) Sulfato® (%)

10.7 40.0
7.0 6.5
10.8 34.6
11.7 58.9

a — Spector, 1978.
b — Dubois et al., 1956.
¢ — Método tubidimétrico (Dodgson e Price, 1962).
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Os resultados demonstram uma grande quantidade de
polissacarideos nas amostras, principalmente na F1 com
86,5%. Por outro lado, os teores de proteinas estavam
compreendidos entre 7,0 a 11,66% (tabela 1). Os baixos
teores de proteinas observados revelaram uma boa eficacia
na acao da enzima proteolitica. A tabela 1 mostra também
a presenca de sulfato em todas as fragdes. As fragdes FT e
F3 apresentaram 40% e 58,9%, respectivamente. Por outro
lado, a fracdo F1 apresentou menor quantidade de sulfato
(6,5%) em relacdo as demais fracdes.

A eletroforese em gel de agarose em tampéo PDA (1,3
diamino propano acetato) é um importante método, pois
nos fornece dados sobre as cargas e homogeneidade dos
polimeros. As estruturas sulfatadas interagem com a diami-
na e sdo posteriormente precipitadas com o cetavlon (CTV
0,1%). A visualizacdo é feita com um corante denomina-
do de azul de toluidina. Os polissacarideos, objetos deste
estudo, apresentaram certa polidispersividade, comuns em
carboidratos complexos e diferentes migragdes eletroforéti-
cas. Na figura 2, estdo demonstrados os perfis eletroforéti-
cos das quatro fracdes de carragenanas.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose em tampdo PDA
das fragdes da Amansia multifida. Ha uma polidispersao
nas fracdes, o que comprova a presenca de mais de uma
populacdo de polissacarideos. CS: Condroitim sulfato, HS:
Heparam Sulfato, DS: Dermatam sulfato.

A espectroscopia de infravermelho (IR) tem sido lar-
gamente usada na caracterizacdo de diversos compostos,
inclusive, carragenanas. Isto é de fundamental importancia
ndo s6 na caracterizagdo de alguns grupos funcionais, como
nas modificacdes quimicas induzidas em alguns polimeros.
E um método rapido, ndo destrutivo e que requer apenas
pequena quantidade de amostra (5mg). Os resultados obti-
dos neste trabalho demonstraram absorcao encontrada nas
fragdes F3 e FT (tabela 2).

Os espectros de infravermelho das fracoes F3 e FT
utilizadas nesse trabalho sdao mostradas na figura 3. Nos
dois espectros observam-se bandas de absorcao tipicas por
volta de 1290 cm, que corresponde aos grupos éster-sulfa-
to (tabela 2). Apresentam também em ambos absorcdo na
regido de 843 cm™, que corresponde a galactose-4-sulfato,
em 908 cm™ sdo atribuidas ao grupo C-6 na B D-galacto-
se, também encontrada nas duas fragdes polissacaridicas.
0 grupo funcional 0=S=0 pode ser evidenciado por duas
absorces de ondas (1290 e 594 cm™) nas duas fragdes,
confirmando mais ainda a presenca desse grupo funcionas
nas amostras. A presenca do grupamento sulfato nestes
polissacarideos e confirmada pela absor¢dao na regido de
1400 cm™.
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Figura 3. Espectro de infravermelho das fragdes F3 e FT.

Tabela 2. Bandas absorvidas no espectro infravermelho nas fracdes F3 e FT e seus respectivos grupos funcionais

Comprimento de ondas (cm'') Grupos funcionais Referéncias

3400-3000 0-H (deslocamento) B
1400 Grupo Sulfato E
1100 S-O (deslocamento assimétrico) (¢} g : CS;EI((DIEZT g Iﬁg’?‘;ﬁ\"\g 1?333
866 Grupo C,-O-S da galactose (deslocam.) A B ’ ’
594 0=5=0 B C - BELTON, et al., 1989.
908 Grupo C6 da D-galactose B,D D —MATSUHIRO & RIVAS, 1993.

E -TURQUOIS, T et al., 1996.
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0 uso de compostos anticoagulantes é muito comum
na clinica médica. Anticoagulantes como heparina sao bas-
tante empregados, embora apresentem efeitos colaterais
como trombocitopenia e hemorragias. Por outro lado, por
ser de origem animal existe a possibilidade de conterem
contaminantes, como prions (Rocha et al., 2005). Isto jus-
tifica a busca por novas drogas que ndo apresentem efeitos
sem grandes prejuizos para a salde do paciente.

Com o intuito de verificar uma provavel atividade
anticoagulante destes compostos foram feitos testes de
APTT (tempo parcial de tromboplastina ativada) com o uso
de “kits” comerciais (Labtest). Os resultados obtidos das
fracdes da Amansia multifida e das algas comerciais estdo
resumidos na figura 4.
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Figura 4. Avaliacdo da atividade anticoagulante das fra-
¢Oes polissacaridicas das algas Amansia multifida (A) e car-
ragenanas comerciais (B) na via intrinsica da cascata de
coagulacdo (APTT).

A atividade anticoagulante dessas algas foi avaliada
segundo o método APTT, como ja descrito na metodologia,
utilizando-se para isto plasma humano saudaveis. Com rela-
¢do a Amansia multifidas os resultados mostram que apenas
as fragdes F3 (150 pg/mL) e FT (200 pg/mL) apresentaram
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atividade anticoagulante (240 s). No entanto, a FT requer
uma concentracdo maior para apresentar o mesmo grau de
atividade. Os trés principais tipos de carragenanas indus-
triais sdo as carragenanas comerciais lambda, kappa e iota.
As duas (ltimas s6 apresentaram atividade anticoagulante
(132,3 e 240 s, respectivamente) em uma concentracdo de
100 pg /mL, revelando uma atividade ndo encontrada nas
fracdes da A. multifida a essa mesma concentragdo. A car-
ragenana lambda apresentando maior atividade em relacao
as demais fragdes, com 240 s quando utilizou-se apenas
20 pg/mL.

CONCLUSOES

As fracoes da alga aqui estudadas sdo formadas basi-
camente de polissacarideos sulfatados, com baixa contami-
nacdo protéica. Isso demonstra uma boa eficacia do método
de extracdo. Algumas das fragdes evidenciaram atividade
farmacoldgica mostrando-se ser um composto com poten-
cialidades anticoagulante. Outros ensaios farmacolégicos
estdo sendo desenvolvidos em nosso laborat6rio com esta
alga, a fim de se obter um maior conhecimento da utilidade
farmacolégica deste composto natural organico.
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INTRODUCAO

As normas farmacéuticas referentes as Boas Préticas
de Fabricacdo (current Good Manufactoring Practices-cGMP)
surgiram nos Estados Unidos, no ano de 1978, por meio do
seu 6rgdo regulador a Food and Drug Administration (FDA),
com o intuito de controlar os possiveis desvios nos proces-
so de fabricacdo de produtos farmacéuticos, veterinarios e
biolégicos. Em 2002, além das medidas de inovacao tecno-
l6gica, foram criados rigorosos programas de reestruturacdo
regulatéria, no sentido de se conhecer e orientar o fabri-
cante quanto aos principais riscos de desvios de qualidade,
padronizar os controles, elaborar um sistema de qualidade
integrado, estabelecer cooperacgdo internacional e de pro-
tecao a salde puablica (FDA, 2004). Esses cuidados existem
porque, em se tratando de medicamentos, o consumidor
nao consegue identificar a qualidade do produto que pode-

ra afetar sua salide, sendo esta atribuicao responsabilidade
dos 6rgaos reguladores e do fabricante.

No Brasil, entre 1997 e 1998, o escandalo da falsi-
ficacdo de medicamentos e a criacdo da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 1999, resultaram na
elaboragdo de normas mais rigorosas no que diz respeito
a fabricacdo, distribuicdo, transporte e comercializacdo de
produtos farmacéuticos, dando origem a um novo processo
na histéria brasileira no que tange a revisao e regulamen-
tacdo das normas sanitarias.

As normas que regulamentam o Transporte de Me-
dicamentos datam de 1976, porém somente a partir de
1998 é que houve a criacdo de novas e especificacdo de
antigas normas que abrangem tanto os produtos termola-
beis como os mantidos sob temperatura ambiente. Desde
entdo, as empresas de transporte iniciaram a adequacdo
regulatoria de seus processos, no sentido de cumprir as
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