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RESUMO. O Brasil abriga uma das maiores biodiversidades marinhas do mundo, favorecendo a descoberta
de fontes alternativas de compostos farmacoldgicos. Desta forma, objetivou-se avaliar o potencial
anticoagulante de glicosaminoglicanos (GAGs) isolados das peles da palombeta (Chloroscombrus chrysurus) e
guaitiba (Ocyurus chrysurus). Os GAGs foram extraidos com papaina bruta em tampio acetato de sédio 0,1 M
(pH 5,0) contendo cisteina 5 mM e EDTA 5 mM, seguido por cromatografia de troca idnica do extrato total
em coluna de DEAE-celulose. As fragdes obtidas foram analisadas quanto 2 composi¢io quimica (proteinas
contaminantes e carboidratos totais) e os GAGs identificados por eletroforese em gel de agarose a 0,5%. Os
ensaios de atividade anticoagulante foram realizados por meio do tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA) usando plasma humano normal e heparina-padrio (193,00 UI mg™). O procedimento de obtengio e
fracionamento dos GAGs mostrou-se eficiente, indicando semelhantes perfis cromatogréficos entre as espécies
avaliadas e, revelando para C. chrysurus, bandas com mobilidades semelhantes ao dermatam sulfato e com
atividade de apenas 3,30 Ul mg™.

Palavras-chave: tele6steos marinhos, glicosaminoglicanos sulfatados, coagulagio sanguinea, teste do TTPA.

Glycosaminoglycans isolated from the skin of ‘palombeta’ (Chloroscombrus chrysurus) and
‘guaitba’ (Ocyurus chrysurus): features and biological implications

ABSTRACT. A great number of pharmacological compounds is found in the Brazilian marine diversity.
This study evaluated the anticoagulant potential of glycosaminoglycans (GAGs) isolated from the skin of
‘palombeta’ Chloroscombrus chrysurus and ‘guaiiba’ Ocyurus chrysurus. GAGs were extracted with crude papain in
0.1 M sodium acetate buffer (pH 5.0) containing 5 mM cysteine and 5 mM EDTA, followed by ion exchange
chromatography on DEAE-cellulose column. The chemical composition (contaminant proteins and total
carbohydrates) and the analysis by 0.5% agarose gel electrophoresis of fractions were also determined.
Anticoagulant assays were performed by activated partial thromboplastin time (APTT) using normal human
plasma and standard heparin (193.00 IU mg). The obtaining and fractionation procedures of GAGs were
effective and similar chromatographic profiles were verified between the species. A similar mobility to
dermatan sulfate was revealed for C. chrysurus. This GAG also showed a low activity of 3.30 ITU mg™.

Keywords: marine teleosts, sulfated glycosaminoglycans, blood coagulation, APTT test.

Introdugao

A biodiversidade marinha brasileira abrange uma
linha de costa de aproximadamente 9.198 km, a qual se
encontra banhada por dguas quentes e frias das bordas
tropicais ¢ subtropicais do Atlantico Sul Ocidental. Tal
diversidade se faz presente em uma grande variedade
de ambientes aquiticos. Os peixes, em especial,
representam um grupo heterogéneo de organismos
aquiticos em diversidade morfolégica e ciclos de vida,
embora exibam uma sequencia evolutiva continua. Os
peixes teledsteos, por exemplo, sio considerados o

grupo mais evoluido em termos anatdmicos, de
comportamento e ecologia, ocupando diferentes niveis
(peldgico, demersal, benténico etc.) e
respondendo as variagdes do ambiente quanto 3 sua
necessidade de migrar-se por alimento e reprodugio
(PAES, 2002).

A grande diversidade biolégica favorece a
descoberta de fontes alternativas de compostos
bioativos para a biotecnologia. Dentre eles, os
polissacarideos  sulfatados (PSs), os quais sio
naturalmente encontrados, por exemplo, nas algas

marinhas (ANANTHI et al., 2010; FONSECA

tréficos
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et al., 2008; HAYAKAWA et al.,, 2003; PEREIRA
et al, 2005; RODRIGUES et al., 20092, 2010),
invertebrados (CARDILO-REIS et al., 2006;
BORSIG et al., 2007, FONSECA et al., 2009),
vertebrados (MANSOUR et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2009b; SOUZA et al., 2007a;
TINGHO et al, 2005) e gramineas marinhas
(AQUINO et al, 2005). Nos vertebrados, esses
COmpostos sdo conhecidos como
glicosaminoglicanos (GAGs), heteropolissacarideos
anidnicos, complexos e lineares constituidos por
unidades dissacaridicas repetidas de uma hexosamina
e outro agicar nio-aminado, destacando-se o
dermatam sulfato (DS), queratam sulfato, heparam
sulfato (HS), condroitim sulfato (CS) e heparina
(HEP). Encontrados em todos os filos de
organizagio tissular (MEDEIROS et al., 2000), esses
compostos apresentam  atividades biolégicas de
grande interesse nas ciéncias médicas (BORSIG et
al., 2007; DELLIAS et al., 2004; FONSECA et al.,
2009; RODRIGUES et al., 2009b; 2011; SOUZA
et al., 2007a).

A busca por novos anticoagulantes ¢ justificada
pelo aumento do ndmero de pessoas acometidas por
doengas cardiovasculares no mundo e ao uso
terapéutico da HEP e suas complica¢des na clinica
médica (NADER et al., 2001; MELO et al., 2008).
Adicionalmente, restritos ainda sio os estudos
farmacolégicos de GAGs extraidos de peixes e o DS
tem sido o GAG mais encontrado em vertebrados
marinhos. DS isolados de peles de raias da costa
brasileira Dasyatis americana ¢ D. guttata (DELLIAS
et al, 2004) e do tubario azul Prionace glauca
(NANDINI et al.,, 2005) apresentaram atividade
anticoagulante. Para um agente anticoagulante e
antitrombdtico, Souza et al. (2007a) reportaram do
DS isolado da pele da enguia elétrica Electrophorus
electricus, habitante do rio Amazonas.

A guaidba (Ocyurus chryurus, Bloch, 1791)
(Peciformis; Lutjanidae) é um peixe com ampla
distribuigdo geogrifica, encontrado do Atlintico
Ocidental desde Nova Inglaterra (EUA) ao Sudeste
do Brasil, enquanto a espécie conhecida como
palombeta (Chloroscombrus chrysurus, Linnaeus, 1766)
(Peciformis; Carangidae) pode ser frequentemente
encontrada em estudrios (CERVIGON et al., 1992).
Neste contexto, o presente estudo se propds a
contribuir com informagdes adicionais quanto 2
identificacio de novos GAGs presentes em
vertebrados marinhos e avaliar o potencial desses
compostos como agentes anticoagulantes.

Material e métodos

Remocao da pele do miisculo

Dois exemplares adultos de palombeta (peso =
142,00 g; comprimento = 25,75 cm) e um de guaitiba

Rodrigues et al.

(peso = 327,00 g; comprimento = 39,70 c¢cm) foram
adquiridos de estabelecimentos  comerciais  de
Fortaleza, Estado do Ceari. A pesquisa foi realizada no
Laboratério de Carboidratos e Lectinas (CarboLec) do
Departamento de Bioquimica e¢ Biologia Molecular,
Universidade Federal do Ceard. A remocio e
tratamento da pele do mdasculo dos peixes foram
realizadas segundo Rodrigues et al. (2009b e 2011).
Apés desidratada ao sol, a pele foi armazenada em
frasco fechado para posterior extragio dos GAGs.

Extragdo dos GAGs

Os GAGs foram obtidos pela combinagio de
duas metodologias propostas por Rodrigues et al.
(2009b). Brevemente, a pele foi hidratada com 80
mL de tamp3o acetato de sédio 0,1 M (AcNa) (Vetec
Quimica) (pH 5,0) contendo cisteina 5 mM (Sigma
Chemical) e EDTA 5 Mm (QEEL). Em seguida,
foram adicionados 30% de papaina bruta (Vetec
Quimica), sendo a mistura incubada em banho-
maria (MARCONI, modelo MA 159) a 60°C por
24h. Ap6s incubagio, o material foi filtrado,
centrifugado (8.000 x ¢; 4°C; 30 min.) e, ao
sobrenadante, adicionados 3,5 mL de uma solugio
de cloreto cetilpiridinio (CCP) (Sigma Chemical) a
10% para precipitagio dos GAGs (25°C; 72h). O
precipitado foi lavado com 200 mL de CCP 0,05%,
dissolvido em 100 mL de NaCl 2 M: etanol
comercial (100: 15; v v'!) e submetido a uma nova
precipitagio pela adigdo de 80 mL de etanol
comercial (4°C; 24h). Logo apds a precipitacio, o
material foi centrifugado, submetido a duas lavagens
com 100 mL de etanol comercial a 80% e outra
lavagem com etanol comercial concentrado
(100 mL), sendo finalmente seco em estufa com
circulagio de ar (MARCONI, modelo MA 035) a
40°C por 3h.

Cromatografia de troca ionica (DEAE-celulose)

O extrato total foi submetido a uma
cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-
celulose (12 x 1,5 cm) (Sigma Chemical) percolada
com o tampio AcNa 0,05 M (pH 5,0) até a completa
remocio dos polissacarideos nio-retidos, seguido do
fracionamento dos GAGs por elui¢gio com o mesmo
tampio de equilibrio contendo NaCl em diferentes
concentracdes (0,50; 0,75 e 1,00 M). As fracoes
obtidas foram monitoradas por meio da propriedade
metacromitica usando o azul 1,9-dimetilmetileno
(ADM) (Sigma-Aldrich), segundo Farndale et al.
(1986) em leitor de Elisa AMERSHAM
BIOSCIENCES, modelo BIOTRAK II a 492 nm.
Em seguida, as fragbes metacromiticas foram
dialisadas e concentradas por liofilizagio para os
ensaios posteriores.
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Identificagao dos GAGs por eletroforese

Os GAGs foram submetidos 2 eletroforese em
gel de agarose 0,5% (Bioagency) utilizando padroes
de GAGs conhecidos: condroitim 4-sulfato (CS) de
cartilagem de baleia, dermatam sulfato (DS) de pele
de porco ¢ heparam sulfato (HS) de pulmio de
bovino.

As fracoes de GAGs (25 pg) foram aplicadas no
gel  preparado em  tampio 1,3-acetato
diaminopropano 0,05 M (Aldrich) (pH 5,0).
A corrida foi realizada utilizando-se voltagem
constante (110 V) durante 60 min. Apés a corrida, os
GAGs presentes no gel foram fixados com uma
solugio de N-cetil-N,N,N-brometo de
trimetilaménio 0,1% (Vetec Quimica) por 24h. Em
seguida, o gel foi corado com azul de toluidina 0,1%
(Vetec Quimica) e descorado com uma solugio
contendo etanol absoluto, dgua destilada e 4cido
acético concentrado (4,95: 4,95: 0,1; v:v:v), segundo
Dietrich e Dietrich (1976).

Andlises quimicas dos GAGs

A presenca e o teor de carboidratos totais (CT)
das fragdes de GAGs foram determinados pelo
método do fenol-icido sulfarico (DUBOIS et al,,
1956) em placa (MASUKO et al., 2005), utilizando a
D-galactose para a obtengio da curva-padrio em
leitor de ELISA (AMERSHAM BIOSCIENCES,
modelo BIOTRAK 1II) ajustado a 492 nm.
O contetido de proteinas contaminantes (PC) foi
estimado pelo método descrito por Bradford (1976),
usando albumina sérica bovina como padrio.

Teste anticoagulante in vitro

A avaliagio dos efeitos dos GAGs sobre o tempo
normal de coagulagio foi realizada por meio do teste
do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA),
segundo especificagdes do fabricante. Inicialmente,
sangue de humano normal citratado (diferentes
doadores) foi centrifugado (73,75 x g; 15 min.) para
a obten¢io de um plasma pobre em plaquetas. Para a
realizagio do teste, 50 uL de plasma humano foram
incubados a 37°C por 3 min. com 10 uL da amostra
de GAG e 50 uL do reagente TTPA (CLOT, Bios
diagnéstica). Apds a incubagio, foram adicionados
50 uL de cloreto de cilcio 25 mM (CLOT, Bios
diagndstica) 4 mistura para ativar a cascata de
coagulagio. Os ensaios foram realizados em
triplicata, sendo o tempo de coagulacio registrado
automaticamente em  coaguldmetro (DRAKE,
modelo QUICK-TIMER) ¢ a atividade expressa em
unidades internacionais por mg de polissacarideo
utilizando a heparina com 193 Ul mg’', como curva-
padrio. Analisou-se a atividade dos GAGs por meio
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de ANOVA seguido pelo teste de
considerando p < 0,05 como significante.

Tukey,

Resultados e discussao

PSs extraidos de algas (macro e microalgas) tém
sido relatados como promissores substitutos para
HEP (HAYAKAWA et al, 2003; PEREIRA et al.,
2005; FONSECA et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2009a, 2010), porém pouco ainda se sabe sobre os
GAGs isolados de animais, especialmente dos
presentes em peixes (DELLIAS et al, 2004;
MANSOUR et al., 2009; RODRIGUES et al,
2009b; 2011; SOUZA et al., 2007b). A investigagio
desses  dltimos também  poderd ajudar a
compreender melhor a hipétese de seu papel
biolégico na imunidade inata desse grupo de
vertebrados (RODRIGUES et al., 2011), tendo em
vista o crescimento da piscicultura no mundo, o que
exige, como em qualquer sistema intensivo de
cultivo (WATANABE et al, 2002), o controle
sanitirio da produgio mediante o monitoramento de
doencas (KUBITZA; KUBITZA, 1999).

Extracgao e fracionamentos dos GAGs

O emprego da digestio enzimitica de proteinas
por enzimas proteoliticas (papaina) na extragio e
assim como de CCP na concentragio por
precipitagio de GAGs, seguido do fracionamento do
extrato total por cromatografia de troca idnica em
coluna de DEAE-celulose demonstrou-se eficiente.
Os perfis cromatogrificos indicaram semelhangas
marcantes entre as espécies analisadas (Figura 1). As
fragdes F I e F II obtidas para as duas espécies
mostraram que C. chrysurus (Figura 1A) é mais rica
em GAGs quando comparada a O. chryurus (Figura
1B). Entretanto, a maior quantidade de CT
observada na F II de O. chryurus sugere que
polissacarideos acidicos sejam predominantes nessa
espécie, como ji reportado para outros teledsteos
(PFEILER, 1998) e algas marinhas (ANANTHI
etal,, 2010; HAYAKAWA et al., 2000).

Os polissacarideos sio macromoléculas mais
abundantes nos organismos vivos, garantindo protegio,
suporte, forma, rigidez e elasticidade aos tecidos
animais e vegetais. Os GAGs sio constituintes naturais
da matriz extracelular em todos os organismos que
apresentam  organizagio  tecidual (DIETRICH;
DIETRICH, 1976; MEDEIROS et al, 2000,
TINGHO et al., 2005), sendo detectados no liquido
sinovial, cartilagens e pele. As funcdes desses
compostos estdo relacionadas com a resisténcia a
infecgdes, controle de dgua e eletrdlitos, cicatrizagio
(KUBITZA; KUBITZA, 1999), adesio e
reconhecimento celular (MEDEIROS et al., 2000),
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atividade anticoagulante (DELLIAS et al, 2004;
MANSOUR et al., 2009; RODRIGUES et al., 2009b;
2011), funcdes bioldgicas em diferentes 6rgios elétricos
(SOUZA et al., 2007b), dentre outras.
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Figura 1. Cromatografia de troca iénica em coluna de DEAE-
celulose dos extratos totais de GAGs da pele da palombeta
(Chloroscombrus chrysurus) (A) e guaitaba (Ocyurus chrysurus) (B). A
coluna foi equilibrada com tampio AcNa 0,05 M. Os GAGs
adsorvidos no gel foram eluidos com o tampio AcNa contendo
NaCl em diferentes concentracoes (0,50; 0,75 ¢ 1,00 M). (H- -H)
metacromasia (GAGs); (B—H) carboidratos totais (CT).

Nos peixes, o muco promove defesa contra
organismos patogénicos pela sua a¢io neutralizante,
bactericida e fungicida, sendo sua producio regulada
por mecanismos hormonais, a qual vem a aumentar
durante a infestagio por parasitas ou exposi¢gio dos
peixes a dguas com pH 4cido (< 5,5) ou alcalino
(> 10). Desta forma, uma nutricio balanceada é
requisito bisico para a produgio normal de muco
nos peixes durante eventos que promovam estresse
(despescas, transporte, reprodugio etc), enquanto o
inadequado manejo terapéutico com produtos
quimicos (antibidticos e formalina) e aqueles de
agdes oxidativa (permanganato de potissio, perdxido
de hidrogénio e cloro), podem resultar na destruigio
da camada protetora de muco, favorecendo a agio de
parasitas e patégenos nos animais (KUBITZA;
KUBITZA, 1999).

Rodrigues et al.

Neste estudo, a eficiéncia no fracionamento
dessas macromoléculas extraidas das peles denota
uma presenga variivel de GAGs entre as espécies
(Figura 1). A deteccio dessas moléculas por anilise
bioquimica, a partir da obtengio de perfis
cromatograficos, sugere a hipétese de relacionar
caracteristicas com aplicagdes na identificagio de
unidades de estoque de populagbes de peixes em
estudos de biologia pesqueira (RODRIGUES et al.,
2009b), tendo em vista que populagdes diferentes
devem apresentar parimetros biolégicos diferentes.
Segundo Medeiros et al. (2000), a ocorréncia dos
GAGs em todo o reino animal sugere que cles se
conservaram ao longo do processo evolutivo.

A detecgio dessas biomoléculas poderia vir a
contribuir para melhor compreensio dos mecanismos
de defesa inata em peixes, tendo em vista o crescimento
da piscicultura marinha no mundo. Neste contexto, a
estratégia de anilise de GAGs também sugere como
uma ferramenta de avaliagio e monitoramento do
estado de satde e resisténcia em peixes, favorecendo o
desenvolvimento de estratégias de manejo profilitico
mais eficientes aos diversos problemas relacionados
com a aquicultura intensiva (RODRIGUES et al,
2011).

Caracterizagao dos GAGs por eletroforese

A eletroforese em gel de agarose revelou bandas
de GAGs homogéneas, quando eluidas com 0,75 e
1,00 M de sal, denotando a eficiéncia da coluna
DEAE-celulose na purificagio desses compostos
isolados de C. chrysurus (Figura 2). Essas fragdes,
quando comparadas aos padrdes de GAGs,
apresentaram um perfil eletroforético semelhante 2
mobilidade de corrida do DS, sugerindo assim a
ocorréncia preliminar dnica desse GAG na pele do
animal (RODRIGUES et al., 2011). Na avalia¢io da
composi¢io quimica em CT para a referida espécie,
as fragdes de GAGs (F I e F II) apresentaram,
respectivamente, 50,20 ¢ 33,60%, enquanto PC
mostraram-se ausentes, sugerindo a eficiéncia do
método utilizado (papaina) no processo de extracio
desses compostos (RODRIGUES et al., 2010; 2011).
As fragdes de GAGs de O. chryurus nio foram
reunidas pela escassez de material para anilise
(Figura 1B).

A papaina tem sido bastante utilizada no processo
de extracio de PSs oriundos de tecidos de diferentes
origens (AQUINO et al., 2005; MANSOUR et al.,
2009; PEREIRA et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2009a; 2010; 2011). Por exemplo, a obtengio de DS
e CS extraidos das peles das espécies de raias
marinhas, Dasyatis americana, D. guttata, e Aetobatus
narinari, ¢ da espécie de raia de d4gua doce
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Potamotrygon motoro (DELLIAS et al., 2004); DS; CS
e HS do tecido muscular do bacalhau Gadus morhua
e peixe lobo Anarhichas minor (TINGHO et al.,
2005), DS da pele da enguia elétrica Electrophorus
electricus, nativa do rio Amazonas (SOUZA et al.,
2007a) e a identificacio preliminar da presenca
preponderante de HS presente na pele da carpa
comum, Cyprinus carpio (RODRIGUES et al.,
2009b), ¢ de DS na pela da tilipia do Nilo,
Oreochromis niloticus, por Rodrigues et al. (2011).

B E i

FI FII Origem

Figura 2. Revelagio das fragdes de GAGs obtidas por
cromatografia de troca i6nica (DEAE-celulose) da palombeta
(Chloroscombrus chrysurus) por eletroforese em gel de agarose. As
fragdes (F I e F II) e os padrdes de condroitim sulfato (CS),
dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS) foram corados
com azul de toluidina a 0,1%.

Também tem sido reportado a ocorréncia de
GAGs em diferentes 6rgios de peixes. GAGs da
enguia elétrica, E. electricus, ocorrem na forma de CS
como polissacarideo principal, acompanhado de
baixas concentragdes de cadeias de hibridos CS/DS e
HS. A detec¢io desses GAGs em diferentes drgaos
elétricos dessa espécie poderia estar relacionada 2
distribuigio e localizagio do CS na fungio bioldgica
(SOUZA et al., 2007b).

Atividade anticoagulante

O teste do TTPA indicou diferengas marcantes
entre as fragdes de GAGs das espécies avaliadas
(Tabela 1). As fracées de C. chrysurus modificaram o
tempo  normal de  coagulagio,  quando
prolongamentos de 1,22 e 1,18 vezes foram
observados a partir de aliquotas (10 uL) das fracdes F
I e F II, respectivamente, expressa pela relagio T, T,
Entretanto,
liofilizadas,
anticoagulante, a uma elevada concentragio de
polissacarideo (1,00 mg mL™), cujas atividades foram
de apenas 2,67 (F I) e 3,30 (F II) Ul mg?,
respectivamente, quando comparadas 3 HEP nio-
fracionada. As fracoes de GAGs de O. chrysurus, por

quando as mesmas fragdes foram
apresentaram baixo potencial
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sua vez, nio foram capazes de prolongar o TTPA
expresso pela relagio T, T,

Tabela 1. Atividade anticoagulante in vitro das fragoes de GAGs
obtidas por cromatografia de troca i6nica (DEAE-celulose) de
Chloroscombrus chrysurus.

Fracio NaCl Atividade
*T, T,' **mg mL" ***TTPA (5) ****UI mg”
FI 0,75M 1,22 1,00 56,95 2,67%
FlI 1,00 M 1,18 1,00 68,80 3,30*
HEP Nio- - 0,01 40,15 193,00
fracionada
Plasma - 1,00 - 38,70 -

*Atividade expressa pela relagio de prolongamento T, T, pelo TTPA; **Concentragio
de GAG (DS) para prolongar minimamente o TTPA; ***TTPA em segundos; ****
Unidades internacionais por mg de polissacarideo (resultados da média de trés
determinagdes). Letras iguais significam auséncia de diferenga estatistica em nivel de 5%.

Restritos tém sido os estudos de atividades
biolégicas de GAGs isolados de peixes. O DS isolado
da pele ventral da raia habitante da costa cearense
D. americana  apresentou  potente  atividade
anticoagulante  (TTPA)  mediante 3  agio
potencializada do inibidor plasmadtico cofator II da
heparina sobre a trombina (DELLIAS et al., 2004),
este altimo um dos reguladores plasmaiticos da
coagulagio sanguinea. Uma atividade anticoagulante
(DS) foi relatada para a enguia elétrica brasileira de
dgua doce (E. electricus), tendo como mediador
inibitério o cofator II da heparina sobre a trombina.
Esse GAG também apresentou efeito antitrombdético
(dose-dependente), reduzindo a formagio de
trombos em até 50% em ratos (SOUZA et al,
2007a). Quando os pesquisadores compararam a
outra espécie de enguia (Anguilla japonica) (SAKAI et
al.,, 2003), foi observado que o DS isolado desta
ultima nio apresentou atividade anticoagulante,
mesmo apresentando uma composigio dissacaridica
semelhante 3 espécie brasileira. Recentemente, um
GAG isolado da pele da carpa comum, C. carpio,
apresentou atividade anticoagulante (4,89 UI),
também utilizando desta metodologia
(RODRIGUES et al, 2009), e um DS
anticoagulante isolado da pele da raia asidtica Raja
radula foi reportado por Mansour et al. (2009).

Neste trabalho, o procedimento utilizado para a
obtengio de GAGs com atividade anticoagulante de
peixes marinhos também mostrou-se eficiente, em
que a espécie C. chrysurus apresentou efeitos
anticoagulantes, porém ausentes na O. chrysurus
(Tabela 1). Possivelmente, a atividade de captura
desta dltima venha a favorecer a uma diminui¢io das
defesas imunoldgicas naturais, ocasionando perda da
camada protetora de muco (KUBITZA; KUBITZA,
1999), o que, de certa forma, vem a justificar a
auséncia da atividade na espécic O. chrysurus,
teledsteo que habita regides préximas ao substrato
(peixe demersal). Portanto, a realizagio de estudos
comparativos com outras espécies selvagens de peixes
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participantes da pesca comercial se faz necessirio,
contribuindo assim para o papel biolégico dos GAGs
na imunidade inata desses organismos e refor¢ando tais
observagdes encontradas nesta pesquisa.

A busca por novos heparinoides também tem se
expandido a uma grande variedade de organismos
aquiticos. Um PS do tipo HEP isolado da ascidia
Styela  plicata (Chordata-Tunicata) com efeitos
antitrombdéticos e baixo risco de sangramento foi
estudado por Cardilo-Reis et al. (2006), quando em
modelos de trombose venosa e perda sanguinea
utilizando ratos. Os autores constataram que na dose
de 5 mg kg' do composto administrado
intravenosamente produziu efeito sobre o TTPA
(1,8 vezes) e inibindo a trombose venosa em ratos
(45 + 13.5%), sem desencadear efeito hemorrigico
significativo. Segundo Fonseca et al. (2009),
polissacarideos ricos em unidades de fucose 2,4-
disulfatada exerceram efeitos sobre a coagulacio e
trombose, porém com grande potencial hemorrigico
em ratos, do pepino do mar Ludwigothurea grisea.

Wu et al. (2011) produziram diferentes
fragmentos de baixos pesos moleculares de um PS
do tipo condroitim sulfato fucosilado do pepino do
mar Thelenata ananas e observaram decréscimos
acentuados de seus efeitos sobre o TTPA. Segundo
os pesquisadores, para se alcangar um efeito
anticoagulante significativo seria requerido pelo
menos uma cadeia de oligossacarideos de
aproximadamente de seis a oito unidades de agticares
(6000-7000 Da). Esse requerimento quimico
também se mostrou importante para desencadear
inibicio da atividade da trombina e que experimen-
tos complementares seriam fundamentais para
averiguar seus efeitos antitrombéticos em modelos
animais in vivo.

Estudos  comparativos  entre  diferentes
polissacarideos oriundos de animais e algas marinhas
tém sido considerados uma estratégia importante,
tendo em vista a complexidade e heterogeneidade,
principalmente, daqueles encontrados nas algas
marinhas (FONSECA et al., 2008; RODRIGUES
et al, 2010). Esses estudos tém como objetivo
relacionar caracteristicas na melhor compreensio das
variagOes estruturais desses compostos entre 0s
diferentes organismos, bem como avaliar seus efeitos
em diferentes modelos experimentais de trombose
com animais, elucidando mecanismos de agio.

Em suma, o isolamento de polissacarideos de peixes
também pode ser uma ferramenta promissora para
diferentes propésitos de investigagio. A atividade
pesqueira também proporciona a geragio de residuos
do processamento de pescado, onde sio, na grande
maioria das vezes, descartados pela falta de um uso
adequado. A avaliagio do potencial farmacolégico
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desses compostos isolados das diferentes espécies de
peixes existentes na biodiversidade marinha brasileira e
participantes da pesca comercial poderia resultar em
alternativa futura de utilizagio.

Conclusao

O emprego da papaina para a extragio de
glicosaminoglicanos da pele de palombeta (Chloroscom-
brus chrysurus) e guaitiba (Ocyurus chrysurus) mostra-se
eficiente. A anilise por cromatografia de troca idnica
(DEAE-celulose) resulta na separagio de duas fracoes
que revela, por eletroforese, a ocorréncia preliminar de
dermatam sulfato em C. chrysurus, exce¢do em
O. chrysurus, a qual nio teve seus glicosaminoglicanos
fisico-quimicamente caracterizados pela escassez de
material para anilise. Os compostos de C. chrysurus
modificaram a coagulagio sanguinea in vitro, mas com
efeitos anticoagulantes inferiores 3 da heparina, porém
os dos presentes na espécie O. chrysurus nio alteraram a

coagulagio.
Diante desses achados, sugere-se que o estudo
entre as caracteristicas bioquimicas de glicosa-

minoglicanos extraidos de palombeta (C. chrysurus) e
guaitba (O. chrysurus) releva como uma ferramenta
auxiliar em investigagdes que objetivem a biologia de
espécies de peixes teledsteos marinhos.
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