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APRESENTACAO

A colecdo “Trajetoria e Pesquisa nas Ciéncias Farmacéuticas” € uma obra
organizada em dois volumes que tem como foco principal a apresentacédo de trabalhos
cientificos diversos que compde seus 35 capitulos, relacionados as Ciéncias Farmacéuticas
e Ciéncias da Saude. A obra abordara de forma interdisciplinar trabalhos originais, relatos
de caso ou de experiéncia e revisbes com tematicas nas diversas areas de atuacéo do
profissional Farmacéutico nos diferentes niveis de atengéo a saude.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos
desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a atengéo e assisténcia farmacéutica,
farmacologia, saude publica, controle de qualidade, produtos naturais e fitoterapicos,
praticas integrativas e complementares, entre outras areas. Estudos com este perfil podem
nortear novas pesquisas na grande area das Ciéncias Farmacéuticas.

Temas diversos e interessantes s&o, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam pela Farmacia, pois apresenta material que apresenta estratégias,
abordagens e experiéncias com dados de regibes especificas do pais, o que é muito
relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Trajetéria e Pesquisa nas Ciéncias Farmacéuticas” apresenta
resultados obtidos pelos pesquisadores que, de forma qualificada desenvolveram seus
trabalhos que aqui serdo apresentados de maneira concisa e didatica. Sabemos o quao
importante é a divulgacgédo cientifica, por isso evidenciamos também a estrutura da Atena
Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para estes pesquisadores
exporem e divulguem seus resultados.

Boa leitura!

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: As macroalgas vermelhas ou
rodéfitas sdo organismos fotossintéticos que,
na sua maioria, vivem no ambiente marinho e
expressam diversas classes de compostos de
interesse cientifico e industrial. Uma dessas
classes séo os polissacarideos sulfatados. Esta
familia de moléculas apresenta ampla diversidade
estrutural, sendo compostos majoritariamente
por galactose e podendo apresentar algumas
modificagbes e substituicdes, especialmente
sulfatacbes em posicoes especificas. Dada a sua
diversidade estrutural, uma série de atividades
biolégicas ja foram realizadas e descritas, sendo
uma das mais destacadas a anticoagulante e
alguns destes polimeros possuem mecanismo de
acao dependente de serpinas em semelhanca a
heparina, um medicamento amplamente utilizado
na clinica médica. Curiosamente, um dos
polissacarideos sulfatados extraidos de rodoéfitas
apresenta atividade independentemente de
serpinas. Sendo assim, o presente trabalho
trata de dissertar sobre técnicas de extracédo
e purificagdo, estrutura quimica e atividade
anticoagulante e seus respectivos mecanismos
de acédo de polissacarideos sulfatados obtidos
a partir de roddfitas serdo apresentados e
discutidos.

PALAVRA-CHAVE: Galactana sulfatada,
heparina, macroalga marinha, coagulacao
sanguinea.
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ISOLATION AND ANTICOAGULANT ACTIVITY OF SULFATED
POLYSACCHARIDES FROM RED MACROALGAE

ABSTRACT: Red algae/seaweed or rhodophyte are photosynthetic organisms that mostly
reside in marine environment and express different classes of compounds with scientific
and industrial interest. One of these classes are the sulfated polysaccharides. This family of
macromolecules has a wide structural diversity, being composed preponderantly by galactose
and could present modifications and substitutions, especially sulfatations in specific positions.
Due to structural diversity, a series of biological activities have already been carried out and
described, being one of the most prominent an anticoagulante. Some of these polymers have
a serpent-dependent mechanism of action similar to heparin, a drug widely used in medical
practice. Interestingly, one of the sulfated polysaccharides extracted from rhodophytes shows
activity independently of serpins. Therefore, the present work deals with dissertation on
extraction and purification techniques, chemical structure and anticoagulant activity and their
respective mechanisms of action of sulfated polysaccharides obtained from rhodophytes will
be presented and discussed.

KEYWORDS: Sulfated galactan, heparin, seaweed, coagulation

VISAO GERAL DO CAPITULO

Este breve capitulo explora os principais métodos de extracdo e isolamento/
purificacdo de polissacarideos sulfatados (PS) provenientes de macroalgas marinhas
vermelhas, também comumente chamadas de rhodophyta ou rodoéfita. Adicionalmente,
ao final do capitulo, serdo indicadas atividades anticoagulantes de alguns PS e seus
respectivos mecanismos de a¢éo. Desta forma, o dividiremos didaticamente em 5 sessdes;

“introdugéo”, “extragéo e isolamento”, “estrutura quimica”, “atividade anticoagulante de PS
de algas marinhas vermelhas” e “conclusao”.

INTRODUCAO

Macroalgas marinhas sdo seres fotossintetizantes e, especificamente as rodéfitas,
sdo qualificadas pela presenga de pigmentos de ficoeritrina, o que Ihe proporciona uma
tipica aparéncia avermelhada, mesmo na presenca de clorofila que possui coloragéo
esverdeada (Britannica lllustrated Science Library, 2008).

As rodéfitas constituem um conjunto de mais de 6000 espécies (Guiry et al., 2014).
Estdo amplamente distribuidas geograficamente, podendo ser encontradas em oceanos e
também habitando dguas-doce (Sheath, 1984).

A expressao de polissacarideos em macroalgas marinhas pode chegar a 85% do
seu peso seco (Kloareg e Quatrano, 1988). Acredita-se que na espécie Chondrus crispus
mais de 70% do peso da sua parede celular seja relativo a PS (Craigie et al., 1992).

Além de serem altamente expressos em rodoéfitas, as estruturas quimicas dos
PS sdo tdo diversas quanto biologicamente ativas. Diversos estudos conduzidos por
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glicobiologistas demonstram que esses polimeros possuem atividades antiviral, antitumoral,
antioxidante, anti-inflamatéria, antidiabética, antialérgica e analgésica (Ismail et al., 2020).
Dentre os diversos estudos de avaliacdo farmacologica, aos quais desafiam PS extraidos
de roddfitas, destacam-se os que se dedicam a avaliar seu potencial anticoagulante. Essa
busca se justifica, em grande parte, devido a sua semelhanca estrutural com a heparina, o
principal medicamento anticoagulante de uso parenteral utilizado na clinica médica até hoje
(Pomin, 2014 e McRae et al., 2021).

EXTRAGCAO E ISOLAMENTO DE PS DE ALGAS MARINHAS VERMELHAS

Os PS de macroalgas estdo normalmente localizados na parede celular. Em
trabalhos anteriores a década de 1990 era frequente encontrarmos o termo “fibrilar” e
“amorfo” referindo-se, respectivamente, as fibras de celulose e PS encontrados nesse
espaco (Cole e Sheath, 1990). Dados recentes demonstram que na parede celular ha
glicoproteinas similares a “proteoglicanos”, onde a cadeia proteica encontra-se unida a
glicanos (Pferovska et al., 2021).

Esse conjunto de informagdes bioquimicas e morfolégicas, quando bem
coordenadas, s&0 preciosas para proposicao de processos de extracéo exitosos, visto que
as metodologias utilizadas devem necessariamente romper/fraturar fisicamente a barreira
inicial.

Além das biomoléculas supracitadas nesta sessdo, ha outras presentes nas
rodofitas (Cian et al., 2015). Desta forma, uma das primeiras etapas pré-extrativas na
conducgao propriamente dita da obtencéo de PS é a retirada destes compostos utilizando
solvente orgénico como: alcool, acetona e diclorometano. Essa etapa deve ocorrer em
temperatura ambiente e pode durar alguns dias. Ap6s a delipidagdo, a rodéfita deve ser
seca a temperatura ambiente, e processada até que se obtenha pedagos menores ou po,
quando possivel (Farias et al., 2000).

Esse material é usualmente submetido a acdo digestiva de enzimas proteoliticas
nao especificas (Farias et al., 2000). Entretanto, ha metodologias extrativas conduzidas
sem a utilizagdo de enzimas, na qual séo utilizados meios &cido ou alcalino e até mesmo
agua destilada (ver tabela 1). Nestes 3 casos € comum o uso de agitagdo mecanica e de
temperaturas proximas de 90 °C (He et al., 2020, Grliinewald, 2009 e Sanchez et al., 2019).

Com a etapa de extracdo concluida, se faz necessario a recuperacgao das moléculas
de interesse, que podem ocorrer por precipitacdo utilizando, eletivamente, aménia
quaternaria e, quase que unanimemente, etanol (Farias et al., 2000). Ha situacdes em que
0 pesquisador apds a extragdo ndo utiliza nenhum dos dois agente supracitados e aplica
a solucgéo rica em PS diretamente em matriz cromatografica de troca-ibnica comumente
eluida em step-wise (Barros et al., 2013).

Apbs a recuperagdo dos PS torna-se imprescindivel o processo de purificagcao.
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Devido as cargas negativas presentes na estrutura do PS &€ comum o emprego de

cromatografia de troca-iénica utilizando para elui¢do gradiente linear de tamp&o contendo

sal (Farias et al., 2000).

O uso de cromatografia de troca-idnica, tanto na etapa de recuperagdo quanto na

etapa de purificacéo, auxilia na retirada de contaminantes e consequentemente aumenta

o grau de pureza do composto desejado. Em alguns casos € utilizado cromatografia de gel

filtragdo (Figura 1) para confirmacgéo do alto grau de pureza (Chagas et al., 2020).

Alga Método de Extracao Rendimento Autor(es)
Gracilariopsis Agua destilada (90 °C) sob 37% Séanchez et al., 2019
hommersandii agitacdo mecéanica
Botryocladia occidentalis | Meio contendo enzima (a 4% Farias et al., 2000

— - temperatura utilizada deve -
Gelidium crinale ser semelhante a temperatura 2,4% Pereira et al., 2005
Gracilaria cornea otima de agdo da enzima) 1% Melo et al., 2002
Pyropia yezoensis Meio &cido (80 °C) 10% He et al., 2020
Delesseria sanguinea Meio alcalino 11,6% Grunewald, 2009

— ) (85°C a 90 °C) - —

Gracilaria edulis 24 - 26% Price e Bielig, 1992
Gracilaria eucheumoides 20 - 29% Villanueva et al, 1999

Tabela 1: Exemplos de métodos de extracdo de PS.

Roddfita
Delipidacdo
Secagem
Moagem l l
Extracdo ¥
Enzima Agua Meio acido
proteolitica destilada ou alcalino
Recuperacdo M

Ppt com agente Ppt com
quarternario alcool

Cromatogr.

Troca-idnica

l

Mistura rica em poli-S de rodofitas

Isolamento l l

Ppt seletiva Cromatog

com etanol  Gel Filtragio

l

I

Cromatogr.
Troca-idnica

Figura 1: llustragéo de alguns procedimentos simplificados e rotas para extragéo e isolamento de PS

de roddfitas.
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Os presentes autores deste trabalho consideram a escolha dessas etapas essencial
para a obtencdo apropriada e bem sucedida de PS com alto grau de pureza (Figura 1).
Essa condicédo é fundamental para a elucidagéo integral da estrutura e futura avaliagéo da
atividade biologica do PS.

ESTRUTURA QUIMICA DE PS DE ALGAS MARINHAS VERMELHAS

De forma geral, a estrutura de PS de macroalgas varia de forma espécie-especifica.
Assim, cada PS purificado a partir de uma alga marinha €, virtualmente, um composto
original com caracteristicas estruturais Unicas e com potenciais atividades biologicas
inexploradas.

Os agucares comumente encontrados na parede celular de rodéfitas sdo unidades de
galactose ou galactose modificadas, contendo uma mistura de ligagdes (1—3) e/ou (1—4),
com anbémeros a- e/ou B- e enantibmeros D- e/ou L-. A maioria desses polissacarideos
apresenta estrutura linear construida por dissacarideos repetitivos alternados de 3-D-
galactopiranose-3-ligada (unidade A) e a-galactopiranose-4-ligada (unidade B) (Usov, 2011
e Ciancia et al., 2020).

A primeira unidade de repeticdo (unidade A) sempre tem configuracdo D-,
enquanto as Ultimas (unidade B), podem ser D- ou L-. Portanto, estes polissacarideos
séo classificados de acordo com sua estereoquimica, especificamente isdbmeros L- com
unidades a-galactopiranose-4-ligada s&o agaranas (Figura 2B), enquanto as carragenanas
(Figura 2A) sao isbmeros D-. Em ambos os casos, as Ultimas unidades aparecem como
3,6-anidrogalactose ciclizada (Synytsya et al., 2015, Ciancia et al., 2020).

Esteres de sulfato, éteres metilicos e o acido pirivico sdo frequentemente
encontrados ligados a PS de rodéfitas. Os grupos sulfato e/ou metil podem ocorrer na(s)
posicéo(des) O-2 e/ou O-4 das unidades galactopiranosil (1—3)-B-ligada e em O-2, O-3- e/
ou posicao(des) O-6 das unidades galactopiranosil (1—4)-a-ligada; o acido piravico pode
ser ligado aos residuos (1—3)-B-D-Galp como cetais nas posicdes O-4 e O-6. Os derivados
3,6-anidro de unidades D- e/ou L- podem estar presentes na estrutura da agarana apés a
eliminagéo do sulfato de O-6 por tratamento enzimatico ou alcalino (Synytsya et al., 2015).
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Figura 2 — Estrutura quimica basica diasteromérica alternada de GS de rodéfita. (A) Carragenanas e
(B) Agaranas. Adaptada de Usov, 2011; Ciancia et al., 2020.

As agaranas séo constituidas por unidades alternadas de B-D-galactose 3-ligadas

e unidades a-L-galactose 4-ligadas (Figura 2B). As unidades 4-ligadas podem ser

parcialmente ou totalmente convertidas nas formas 3,6-anidro por eliminagdo do sulfato da

posicdo 6 (Ciancia et al., 2020). Devido a complexidade e diversidade de seu padréo de

substituicdo, ndo é possivel classificar os agaranas em “unidades de repeticdo” ideais, ja

que apresenta diferentes substituintes como (Synytsya et al., 2015, Ciancia et al., 2020):

a.

Nas unidades 3- e 4-ligadas é possivel encontrar grupos sulfato, grupos metoxil

e/ou cadeias laterais 3-D-xilopiranosil em diferentes posi¢oes,

Nas unidades 3-ligadas é possivel encontrar grupos 4-O-metil-a-L-galactopira-

nosil na posicdo 6 e

Nas unidades 3-ligadas é possivel encontrar cetais ciclicos de piruvato nas po-

sicoes 4 e 6.

Uma classificagédo considerando o padréo de sulfatagéo das unidades A é possivel,

levando aos seguintes grupos de agarana (Ciancia et al., 2020):

a.

b.

C.

d.

Grupo G compreende agaranas néo sulfatada,

Grupo G2S compreende agaranas com sulfatacéo na posigao 2,

Grupo G4S compreende agaranas com sulfatacéo na posicéao 4 e

Grupo G6S compreende agaranas com sulfatagéo na posicéo 6.

Poroutrolado, as carragenanas sao polissacarideos lineares com residuos alternados

de B-D-galactopiranosil 3-ligados (unidades A) e residuos de a-D-galactopiranosil 4-ligados

Trajetéria e pesquisa nas ciéncias farmacéuticas 2

Capitulo 5



(unidades B), sendo a ultima unidade frequentemente encontrada ciclizada (Figura 3A).
Sao classificadas por prefixos gregos de acordo com especificidade estrutural (Synytsya et
al., 2015, Ciancia et al., 2020).

A estrutura quimica dos PS de Gracilaria cornea, Gellidium crinale e Botryocladia
occidentalis foram determinados usando espectroscopia de RMN ('H, '*C, TOCSY, COSY
e HMQC). A GS de G. cornea apresenta estrutura 3,6-anidro-a-L-galactose (Figura 3A),
enquanto os polissacarideos de G. crinale e B. occidentalis tém a estrutura de repeticéo
(-3-B-D-Galp-(1—4)-a-D-Galp-(1—), com um padréo de sulfatagéo variavel (Figura 3C
e D). A analise de RMN indica que as GS de G. crinale e B. occidentalis diferem nas
propor¢oes de residuos de a-galactopiranose 2,3-dissulfatados e 2-sulfatados. A galactose
ocorre inteiramente como isémero D nesses PS (Pereira et al., 2005).

A espectroscopia RMN do polissacarideo extraido do gametéfito de Schizymenia
binderi ap6s tratamento alcalino mostrou uma estrutura base com unidades alternadas de
B-D-galactopiranosil 3-ligadas e a-galactopiranosil 4-ligadas que s&o predominantemente da
configuracéo D. Aléem disso, os grupos sulfato estdo localizados principalmente nas posicées
O-2 do residuo B-D-galactopiranosil-3-ligado e na posicao O-3 de a-galactopiranosil-4-
ligado residuos, o ultimo é parcialmente glicosilado na posi¢cdo O-2 (Figura 3E) (Matsuhiro
et al., 2005).

O PS de Gelidiella acerosa obtido ap0s analises espectroscopicas por FT-IR e
RMN apresentou ter 37,2% de B-D-galactose, 41,7% de a-L-anidrogalactose e 20,9% de
6-O-metil-B-D-galactose (Figura 3B) (Chagas et al., 2020).

A fracdo homogénea rica em agarana extraida de Palisada flagellifera apresenta
mistura com pelo menos 18 tipos diferentes de derivados estruturais. De forma geral, é uma
agarana sulfatada, metilada e piruvilada, sendo presente unidades de a-L-galactose 2- e
3,6-sulfatadas e 2-O-metiladas. Além disso, uma parte importante das unidades B (20%)
€ representada por ramificacdo contendo a-L-galactose 6-sulfato substituido em C-3 por
unidades xilosil, galactosil e/ou 2,3-di-O-metil-galactose ou grupos sulfato que impedem
sua ciclizagdo em derivado 3,6-anidrogalactosil (Figura 3F) (Ferreira et al., 2012).
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Figura 3 - Estrutura quimica de galactanas extraidas das algas vermelhas Gracilaria cornea (A),
Gelidiella acerosa (B), Botryocladia occidentalis (C), Gelidium crinale (D), Schizymenia binderi (E) e
Palisada flagellifera (F). Adaptada de Pereira et al., 2005; Chagas et al., 2020; Matsihiro et al., 2005;

Ferreira et al., 2012.

ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DE PS DE ALGAS MARINHAS VERMELHAS

Os PS de rodéfitas apresentam-se substancias com amplo potencial anticoagulante.
Sendo assim, sdo consideradas como moléculas promissoras para o desenvolvimento de
novos farmacos alternativos ao uso da heparina. Isso se deve a diversidade estrutural que
fornece a possibilidade de atuacdo com diferentes mecanismos de acdo (Rocha et al.,
2006; Pomin e Mouréo, 2012).

A acdo anticoagulante da maioria dos PS é baseada, principalmente, na
potencializacdo de inibidores fisiologicos das proteases presentes no plasma, como as
serpinas; antitrombina (AT) e cofator 1l de heparina (HCII). Para o entendimento desses
mecanismos, primeiramente € necessario compreender o funcionamento fisiolégico do
sistema de coagulagéo sanguinea (Pomin, 2009).

Resumidamente, em 1964, Macfarlane, Davie e Ratnoff descreveram o modelo
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classico da chamada “cascata de coagulacdo sanguinea” que foi utilizado por quase 50
anos e ainda tem validade académica-cientifica. Nesse modelo a “cascata” é dividida
em trés vias: a via intrinseca (ou de contato) e a via extrinseca (ou dependente de fator
tecidual), que sé&o iniciadas independentemente, mas convergem na via comum, onde o
fator X (FX) € ativado e converte protrombina (FIl) em trombina (Flla), esta é responsavel
pela converséo do fibrinogénio em fibrina (Vine, 2009; Zago et al., 2013).

Diante de questionamentos ao longo dos anos, houve a revisdo do modelo classico
da coagulacdo em “cascata”. Dessa forma, foi desenvolvido um modelo baseado em
superficies celulares, que condensa outros aspectos da hemostasia e com isso apresenta
uma compreensao mais ampla desses sistema. Entretanto, na visédo de alguns autores,
inclusive os deste trabalho, ndo se deve descartar por completo o modelo classico, pois
ele ainda fornece boa explicag¢éo e predicdo dos fendmenos que acontecem in vitro, sendo
muito atil para: fins didaticos, realizagcdo de testes laboratoriais e analise de compostos
biologicamente ativos (Vine, 2009; Ferreira et al., 2010; Silva e Melo, 2016).

Os testes, atualmente empregados na avaliagdo e controle da coagulacdo
sanguinea, levam em consideracgdo interagdes moleculares uma vez que é empregado
somente o plasma sanguineo, sem a presenca de células. Dessa forma, consegue-se
avaliar as vias intrinseca, extrinseca e comum da coagulagéo, principalmente através dos
testes laboratoriais de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo de protrombina (TP)
(Ochoa, 2017).

A GS extraida de Botryocladia occidentalis é descrita como um PS com atividade
anticoagulante semelhante a heparina, por potencializar a inibicdo da trombina e do FXa
na presencga de AT e/ou HCII (FARIAS et al., 2000). Adicionalmente, esta GS demonstrou
inibir os complexos tenase intrinseco e protrombinase, essenciais na formagéo de FXa e
trombina, respectivamente (Glauser et al., 2009).

Uma outra GS isolada de Gelidium crinale se mostrou ativa em ensaios de
coagulacdo, sendo menos potente que a da B. occidentalis na inibicdo da trombina mediada
pela AT ou HCII. No entanto, nos ensaios de inibicdo do FXa, a GS da G. crinale se mostrou
mais eficiente (Pereira et al., 2005).

As GS extraidas das rodofitas Agardhiella subulata e Gelidiella acerosa necessitam
de concentracbes mais elevadas para prolongar o tempo de coagulagéo no ensaio de TTPa
do que as obtidas de G. crinale ou B. occidentalis (Faggio et al., 2015; Chagas et al., 2020).

Se por um lado a atividade avaliada por TTPa & comum, por outro lado a atividade
via TP é inabitual, sendo raramente observada na literatura. Por esse motivo, a dupla
atividade positiva, sobre o TTPa e o TP, é considerada extraordinaria. Alguns dos relatos de
dupla atividade nas vias do sistema de coagulagéo incluem os PS obtidos de B. occidentalis
(Farias et al., 2000), Chondrus armatus (Sokolova et al., 2014), Agardhiella subulata (Faggio
et al., 2015) e Gracilaria debilis (Sudharsan et al., 2015).

E importante ressaltar que existem PS extraidos de rodéfitas que ndo possuem
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atividade anticoagulante. Esta caracteristica esta4 associada, principalmente, a diferenca
estrutural deles, como € o caso da alga Gracilaria caudata (Barros et al., 2013).

Como ja anteriormente mencionado, existem evidéncias cientificas crescentes
que sugerem diferentes interacdes entre os PS e as proteinas especificas do sistema
de coagulacéo, baseado nos diferentes padrdes estruturais, formando um complexo
particular entre o inibidor plasmatico e a protease alvo. Embora raro, é possivel encontrar
PS de rodéfitas capazes de desempenhar atividade anticoagulante independentemente
da interagdo com as proteinas da coagulagéo, como é o caso da GS presente na rodéfita
B. occidentalis, que demonstrou atividade através de mecanismos dependentes e
independentes de serpinas (Glauser et al., 2009).

CONCLUSAO

N&o ha etapas rigidas no processo de extracéo e purificacdo dos PS de rodéfitas. Na
visdo dos autores do presente trabalho é conveniente que as primeiras etapas ao processo
de isolamento tenham “seletividade” para que as etapas de purificagdo sejam simplificadas,
especialmente por que sdo normalmente, mais longas e financeiramente mais custosas.

Esses procedimentos devem ser testados para que sejam definidos quais seréo as
melhores estratégias na pratica de cada laboratorio. E aconselhado que os pesquisadores
executem uma reviséo da literatura para saber se outros grupos de pesquisa ja realizaram
estudos de extragdo de PS e também outras classes de compostos e usem alguns conceitos
expostos nos trabalhos como inspiracao.

Ensaios Algas
@9) B. occidentalis
® G. © C. @ A. ©® G, 0 G.
crinale armatus | subulata | acerosa | caudata
TTPa Conc. (mg/mL) 0,1 0,1 20 10.000 1.000 2.000
Atividade (%) 400 100 130 350 233 N.D
TP Conc. (mg/mL) 1 N.T 10 10.000 2.000 2.000
Atividade (%) 250 N.T 40 48 N.D N.D
AT/lla Conc. (mg/mL) 0,1 0,1 - - - -
Atividade (%) 75 80 N.T N.T N.T N.T
AT/Xa Conc. (mg/mL) 10 1 - - - -
Atividade (%) 60 70 25 N.T N.T N.T
HCII/lla | Conc. (mg/mL) 1 10 - - - -
Atividade (%) 50 60 N.T N.T N.T N.T
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Sem Conc. (mg/mL) 5 - - - - -
serpinas

Atividade (%) 400 N.T N.T N.T N.T N.T

Tabela 2: Relagéo de PS extraidos de rodéfitas e suas respectivas atividade anticoagulante. Na linha
atividade foi escolhido a apresentacdo dos valores em percentual considerando o tempo controle de
30 segundos. Legenda: Nao detectado, (N.D.); Nao testado, (N.T); concentragdo, (Conc.). Dados
retirados de: @ Farias et al., 2000, ® Pereira et al., 2005, © Sokolova et al., 2014, @ Faggio et al., 2015,
© Chagas et al., 2020,  Costa, 2008, @ Quinderé et al., 2014.

Com o PS purificado h& diversas estratégias para elucidagdo. Ha alguns anos
0s grupos de pesquisa vem utilizando técnicas de ressonancia magnética nuclear uni
e bidimensional, a qual consegue-se definir posicdo de sulfatacdo, posicdo da ligacao
glicosidica e até mesmo ramificagcdo, quando houver. Outras abordagens metodologicas
sdo o infra-vermelho e a derivatizagcdo do PS para posterior aplicacdo desse produto
quimicamente alterado em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.
Estas técnicas ainda se mostram importantes na definicdo do monossacarideo constituinte
€ possiveis pontos de substituicdo nos polimeros (Jiao et al., 2011 e Xu et al., 2019).

Ademais, a etapa de elucidagédo estrutural carrega uma grande importancia na
correlagdo entre estrutura quimica vs. fungdo biolégica. Estudos recentes apontam
justamente quais sdo os principais requisitos estruturais para que um PS possua atividade
anticoagulante. No caso dos PS de rodofitas, os quais s@o majoritariamente compostos
por galactose e unidos por ligacéo do tipo 1—4 indicasse que a sulfatagéo nas posicoes 2
e 3 sédo importantes na extensdo do tempo necessario para a formagéo da rede de fibina
(Pomin, 2014).

Na opinido dos autores deste trabalho, as rodéfitas sdo uma excelente fonte para
bioprospeccao de PS (e outras classes de moléculas) com a possibilidade de encontrar
moléculas farmacologicamente ativas, portanto, de interesse comercial e, principalmente,
de ganho para a saude da populagéo.
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