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RESUMO. Os glicosaminoglicanos (GAGs) constituem a matriz extracelular de tecidos animais 
e os resíduos do processamento de peixes comercialmente cultivados podem oferecer novos 
agentes anticoagulantes em substituição à heparina (HEP) nas ciências médicas. Objetivou-se 
purificar, caracterizar físico-quimicamente e avaliar a atividade anticoagulante dos GAGs isolados 
da pele da tilápia do Nilo, Oreochromis niloticus. Os GAGs foram extraídos com papaína em 
tampão acetato de sódio 100 mM (pH 5,0) contendo cisteína e EDTA (5 mM), seguido por 
cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE-celulose, utilizando um gradiente de NaCl. 
As frações obtidas foram liofilizadas e submetidas à eletroforese em gel de agarose a 0,5%. A 
atividade anticoagulante foi avaliada por meio do tempo de tromboplastina parcial ativada 
(TTPA), usando-se plasma humano normal e HEP padrão (193 UI mg-1). O perfil 
cromatográfico mostrou a separação de duas diferentes frações de GAGs (F I e F II), eluídas com 
0,50 e 0,75 M de NaCl, respectivamente, revelando, por eletroforese, frações distintas em 
densidade de cargas, porém ambas mostrando GAGs com mobilidades semelhantes ao dermatam 
sulfato (DS) padrão, sugerindo-se a identificação preliminar desse GAG. Os GAGs modificaram 
o TTPA, cujas atividades perfizeram, respectivamente, 4,72 (F I) e 23,80 (F II) UI mg-1, e 
expressaram-se dose-dependente. Portanto, o DS anticoagulante da pele de O. niloticus sugere 
uma fonte interessante para estudos posteriores de atividade antitrombótica. 
Palavras-chave: heteropolissacarídeos sulfatados, Oreochromis niloticus, coagulação sanguínea, teste do TTPA. 

ABSTRACT. Purification, physical and chemical characterization, and anticoagulant 
activity of glycosaminoglycans isolated from the skin of Nile tilapia (Oreochromis 
niloticus). Glycosaminoglycans (GAGs) comprise the extracellular matrix of animal tissues, and 
residues from processing fish commercially harvested may offer new anticoagulant agents to 
substitute the heparin (HEP) in medical sciences. The aim of this study was to purify, 
characterize physico-chemically and evaluate the anticoagulant activity of GAGs isolated from 
the skin of Nile tilapia, Oreochromis niloticus. The GAGs were extracted with papain in 100 mM 
sodium acetate buffer (pH 5.0) containing cystein and EDTA (5 mM), followed by ion-exchange 
chromatography on a DEAE-cellulose column using a NaCl gradient. The obtained fractions 
were lyophilizated and submitted to 0.5% agarose gel electrophoresis. The anticoagulant activity 
was assessed by the activated partial thromboplastin time (APTT) using normal human plasma 
and HEP standard (193 IU mg-1). The chromatographic profile separated into two different 
GAGs fractions (F I and F II) eluted at 0.50 and 0.75 M of NaCl, respectively, revealing fractions 
pattern distinct in the charge densities, but both showing GAGs with mobilities similar to 
standard dermatan sulfate (DS), suggesting the preliminary identification of this GAG. The 
GAGs modified the APTT, whose activities were, respectively, 4.72 (F I) and 23.80 (F II) IU  
mg-1, and expressed themselves dose-dependent. Therefore, the anticoagulant DS from  
O. niloticus suggests an interesting source for posterior studies of antithrombotic activity. 
Keywords: sulfated heteropolysaccharides, Oreochromis niloticus, blood coagulation, APTT test. 

Introdução 

Os polissacarídeos sulfatados (PSs) são polímeros 
de  açúcares  complexos  e  heterogêneos   carregados 

negativamente pela presença de radicais 
sulfatados. Esses compostos apresentam-se na 
forma de galactanas sulfatadas  nas  algas  marinhas 
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vermelhas (FARIAS et al., 2000; FONSECA et al., 
2008; RODRIGUES et al., 2009a), de fucanas ou 
fucoidanas nas algas marinhas pardas ou marrons 
(SILVA et al., 2005; YOON et al., 2007); e nas 
algas marinhas verdes, os mais encontrados são as 
arabino-galactanas e as raminoses (ZHANG et al., 
2008; MAO et al., 2009). PSs também estão 
presentes em gramíneas marinhas (AQUINO et al., 
2005), enquanto nos animais (vertebrados e 
invertebrados) são denominados de GAGs 
(MEDEIROS et al., 2000; RODRIGUES et al., 
2009b), destacando-se o DS, condroitim sulfato 
(CS), heparam sulfato (HS) e HEP, formando, em 
sua maioria, agregados poliméricos complexos 
denominados de proteoglicanos (NELSON; COX, 
2005; WU et al., 2010). Acredita-se que os GAGs são 
encontrados em todos os filos do reino animal que 
apresentam organização tissular, sugerindo que eles 
se conservaram ao longo do processo evolutivo 
(MEDEIROS et al., 2000). 

A HEP, uma mucilagem obtida comercialmente de 
animais (boi e porco) e encontrada como produto 
intracelular de células mastócitos, é constituída 
majoritariamente por unidades alternadas de ácido 
idurônico 2-sulfato e glucosamina N- e 6-disulfatada, 
podendo alguns resíduos de glucosamina estar  
N-acetilados (MELO et al., 2008). Ela é usada há mais 
de 50 anos como agente terapêutico (anticoagulante e 
antitrombótico) para tratamento e prevenção da 
trombose venosa profunda pós-cirúrgica e pós-parto, 
quando em pacientes acometidos por hipercoagulopatia 
ou trombose venosa causada por diferentes etiologias. 
Sua administração também se faz em circulação 
extracorpórea (cirurgia vascular e hemodiálise) 
(NADER et al., 2001). 

Embora sendo mundialmente empregada em 
distúrbios tromboembólicos, a HEP também é 
conhecida pelos seus efeitos indesejáveis, citando-se, 
por exemplo, a hemorragia (principal efeito), 
trombocitopenia, plaquetopenia, osteoporose, 
hiperlipidemia e riscos de contaminação viral, já que é 
obtida de animais (NADER et al., 2001). Mais 
recentemente, pesquisas alertaram ainda para o fato da 
utilização de preparações de diferentes marcas 
comerciais de HEP contaminadas com dermatam 
sulfato ou condroitim sulfato oversulfatado, degradadas 
quimicamente e com significativa alteração do peso 
molecular (GUERRINI et al., 2008; MELO et al., 
2008). Melo et al. (2008) também investigaram a 
atividade anticoagulante nas diferentes preparações de 
HEP utilizando o teste do TTPA, caracterizando-as 
estruturalmente por ressonância magnética nuclear 
(RMN) e cromatografia de filtração em gel. Os 
resultados mostraram que, em algumas marcas 
comerciais, a atividade específica das HEPs mensuradas 

por meio do TTPA foi significativamente menor do 
que a declarada e a alteração nas estruturas químicas 
também confirmaram a diminuição da atividade 
anticoagulante dos preparados comerciais utilizados. 
Todas as amostras estudadas não se mostraram 
apropriadas para uso em cirurgias cardíacas com 
circulação extracorpórea. 

Diversas atividades biológicas têm sido 
relacionadas aos GAGs, tais como antitumoral 
(BORSING et al., 2007), anti-inflamatória (BRITO  
et al., 2008), antitrombótica (NADER et al., 2001; 
SOUZA et al., 2007a), anticoagulante (MANSOUR 
et al., 2009; WU et al., 2010), dentre outras. 

Em peixes, poucos ainda têm sido os registros 
sobre a ocorrência e da atividade anticoagulante de 
GAGs. Estudos com as espécies de raias brasileiras 
Dasyatis americana e D. guttata, Dellias et al. (2004) 
isolaram o DS da pele desses peixes com atividade 
anticoagulante. Souza et al. (2007a) reportaram um 
agente anticoagulante e antitrombótico (DS) isolado 
da pele da enguia elétrica Electrophorus electricus, 
habitante natural do rio Amazonas. Mais 
recentemente, Rodrigues et al. (2009b) detectaram a 
ocorrência de vários GAGs presentes na pele da 
carpa comum Cyprinus carpio, quando obtida de uma 
fazenda de cultivo comercial, com atividade 
anticoagulante. O estudo sugeriu a identificação 
preliminar de moléculas de DS e a preponderância 
de HS nesse vertebrado. 

As tilápias são peixes onívoros, rústicos e que se 
adaptam facilmente ao confinamento em níveis 
diferentes de produtividade em água doce, salobra 
ou salgada, propiciando, assim, ganhos econômicos, 
sociais e ambientais, sendo a linhagem conhecida 
como Tailandesa da tilápia do Nilo (Oreochromis 
niloticus) a espécie mais cultivada no Brasil (MOREIRA 
et al., 2001; ARAÚJO et al., 2010). Este trabalho teve 
como objetivo relatar informações adicionais 
relacionadas à identificação de novos GAGs em 
vertebrados aquáticos e presentes na pele da tilápia do 
Nilo (O. niloticus), bem como realizar um 
comparativo com a espécie de carpa comum  
(C. carpio) de forma à caracterizar físico-
quimicamente esses compostos de peixes teleósteos 
de água doce. O potencial anticoagulante dos GAGs 
isolados também foi avaliado, contribuindo com a 
bioprospecção de novos substitutos para HEP. 

Material e métodos 

Remoção da pele do músculo e tratamento preliminar 

A pele da tilápia do Nilo (O. niloticus) foi 
adquirida a partir de exemplares provenientes de 
uma fazenda de cultivo comercial desta espécie, 
localizada no município de Horizonte, Estado do 
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Ceará, Brasil (ARAÚJO et al., 2010). A pesquisa foi 
realizada no Laboratório de Carboidratos e Lectinas 
(CarboLec) do Departamento de Bioquímica e 
Biologia Molecular, Universidade Federal do Ceará. 
No Laboratório, a pele, previamente removida do 
músculo dos peixes ainda na fazenda por meio do 
uso de bisturi, foi lavada com água destilada, 
desidratada ao sol, cortada em pequenos pedaços e 
armazenada em frasco fechado para posterior 
extração dos GAGs. 

Extração dos GAGs da pele de O. niloticus 

A extração dos GAGs foi realizada segundo 
metodologia de Farias et al. (2000), com algumas 
modificações (RODRIGUES et al., 2009b). 
Inicialmente, a pele desidratada ao sol e triturada (2 g) 
foi hidratada com 80 mL de tampão acetato de sódio 
0,1 M (pH 5,0) contendo cisteína e EDTA (5 mM). 
Em seguida, foram adicionados 30% de papaína bruta, 
sendo a mistura incubada em banho-maria a 60°C por 
6h. Após incubação, o material foi filtrado, 
centrifugado (5.000 × g; 4ºC; 30 min.) e, ao 
sobrenadante, adicionados 14 mL de uma solução de 
cloreto cetilpiridinio (CCP) a 10% para precipitação 
dos GAGs (25°C; 98h). O precipitado obtido foi lavado 
com 80 mL de CCP 0,05%, dissolvido em 80 mL de 
NaCl 2 M: etanol absoluto (100:15; v:v) e submetido a 
uma nova precipitação (4°C; 98h), pela da adição de  
80 mL de etanol comercial. O precipitado obtido foi 
centrifugado (5.000 × g; 4ºC; 20 min.), submetido a 
duas lavagens com 80 mL de etanol comercial a 80% e 
uma lavagem com o mesmo volume de etanol 
comercial e seco em estufa a 40°C por 3h. 

Purificação dos GAGs por cromatografia de troca iônica em 
DEAE-celulose 

O extrato total (2 mg mL-1) foi dissolvido no 
tampão acetato de sódio 0,05 M (pH 5,0) e submetido à 
cromatografia de troca iônica em coluna de DEAE-
celulose equilibrada e eluída com tampão acetato de 
sódio 0,05 M (pH 5,0) até a completa remoção dos 
polissacarídeos  não-retidos. Os GAGs retidos na 
coluna foram eluídos com gradiente de NaCl, em 
tampão acetato, nas concentrações de 0,50 e 0,75 M. As 
frações (2,5 mL) obtidas foram monitoradas por meio 
da reação metacromática usando o azul de  
1,9-dimetilmetileno (FARNDALE et al., 1986). As 
frações metacromáticas de GAGs foram dialisadas 
exaustivamente contra água destilada e liofilizadas para 
utilização nos ensaios posteriores. 

Caracterização físico-química dos GAGs por eletroforese em 
gel de agarose 

Os GAGs foram submetidos à eletroforese em gel 
de agarose a 0,5% para sua caracterização físico-química 

quanto aos padrões e às densidades de cargas negativas. 
As frações de GAGs (25 g) foram aplicadas no gel 
preparado em tampão 1,3 - acetato diaminopropano 
0,05 M (pH 9,0). A corrida foi realizada utilizando-se 
voltagem constante (110 V) durante 60 min. Após o 
procedimento, os GAGs presentes no gel foram fixados 
com uma solução de N-cetil-N,N,N-brometo de 
trimetilamônio a 0,1% por 24h. Em seguida, o gel foi 
corado com azul de toluidina a 0,1% e descorado com 
uma solução contendo etanol absoluto, água destilada e 
ácido acético concentrado (4,95:4,95:0,1; v:v:v) 
(DIETRICH; DIETRICH, 1976). Foram utilizados 
padrões de GAGs conhecidos: CS-4-sulfato de 
cartilagem de baleia (Sigma), DS de pele de porco e HS 
de pulmão de bovino (Sigma). 

Análises químicas 

O conteúdo de açúcares totais (AT) das frações 
foi determinado pelo método do fenol-ácido 
sulfúrico (DUBOIS et al., 1956) com placa de 96 
poços (MASUKO et al., 2005) em leitor de ELISA 
(AMERSHAM BIOSCIENCES, modelo 
BIOTRAK II) ajustado a 492 nm, utilizando-se a  
D-galactose para a obtenção da curva-padrão. O 
conteúdo de proteínas totais (PT) foi estimado pelo 
método descrito por Bradford (1976), usando-se 
albumina sérica bovina como padrão. A presença de 
sulfato foi realizada por meio da medida da área 
metacromática integrada do perfil cromatográfico 
em DEAE-celulose, utilizando o programa ORIGIN 
7.0 (RODRIGUES et al., 2009b). O teor de sulfato 
livre (SL) foi determinado pelo método gelatina-
bário descrito por Dodgson e Price (1962), usando 
sulfato de sódio para a obtenção da curva-padrão 
(595 nm).  

Atividade anticoagulante “in vitro” 

A avaliação da atividade anticoagulante foi 
realizada “in vitro” pelo tempo de tromboplastina 
parcial ativada (TTPA), segundo especificações do 
fabricante. Inicialmente, sangue de humano normal 
citratado (diferentes doadores), obtido do Centro de 
Hematologia e Hemoterapia do Estado do Ceará 
(HEMOCE), foi centrifugado (73,75 × g; 15 min.) 
para a obtenção de um plasma pobre em plaquetas. 
Para a realização do teste, 50 L de plasma humano 
foram incubados a 37°C por 3 min. com 10 L das 
soluções de GAGs e 50 L do reagente TTPA 
(CLOT, Bios diagnóstica). Após a incubação, foram 
adicionados 50 L de cloreto de cálcio 25 mM 
(CLOT, Bios diagnóstica) à mistura para ativar a 
cascata de coagulação. Os ensaios foram realizados 
em duplicata, sendo o tempo de coagulação 
registrado automaticamente em um coagulômetro 
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(DRAKE, modelo QUICK-TIMER) e a atividade 
anticoagulante expressa em unidades internacionais 
por mg (UI mg-1) utilizando como referência HEP 
não-fracionada (193 UI mg-1). 

Resultados e discussão 

Extração e purificação dos GAGs 

A utilização da enzima papaína durante o 
processo de extração e o CCP na etapa de 
precipitação dos GAGs presentes na pele da tilápia 
do Nilo (O. niloticus) resultou em 0,015 g de extrato 
total. A purificação dos polissacarídeos por 
cromatografia em DEAE-celulose resultou na 
separação de duas diferentes frações de GAGs (F I e 
F II), eluídas nas concentrações 0,50 e 0,75 M de 
NaCl, respectivamente (Figura 1). A maior 
metacromasia foi obtida para a fração F II, eluída 
com 0,75 M de NaCl. O maior rendimento  
(1,60 mg) de GAGs também foi obtido na F II 
quando comparada a F I (Tabela 1). O perfil 
cromatográfico de AT, quando determinado pelo 
método fenol-ácido sulfúrico, foi semelhante ao 
metacromático de GAGs. Desta forma, a resina de 
troca iônica mostrou-se eficiente no fracionamento 
dessas macromoléculas, o que denota que a espécie 
de peixe estudada é rica em GAGs na pele.  
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Figura 1. Cromatografia de troca iônica em coluna DEAE-celulose 
do extrato total obtido da pele de tilápia do Nilo,  
(O. niloticus). A coluna foi equilibrada e eluída com tampão acetato de 
sódio 0,05 M, pH 5,0. Os GAGs adsorvidos no gel foram eluídos com 

adição de NaCl (0,50 e 0,75 M). () metacromasia; () 
açúcares totais; () concentração de NaCl (M). 

A utilização da papaína no processo de extração e 
de CCP na etapa de precipitação de PS vem sendo 
bastante empregada em organismos aquáticos, 
incluindo algas marinhas, ascídias, esponjas, 
gramíneas marinhas e peixes (AQUINO et al., 2005; 
DELLIAS et al., 2004; RODRIGUES et al., 2009a; 
RODRIGUES et al., 2011; SOUSA et al., 2007b; 
TINGHO et al., 2005; ZIERER; MOURÃO, 2000). 

Rodrigues et al. (2009b), avaliando o resultado do 
fracionamento (DEAE-celulose) de GAGs isolados da 
pele da carpa comum (C. carpio) relataram a presença 
no extrato total de cinco diferentes frações de GAGs, 
eluídas com 0,50; 0,75; 1,00; 1,25 e 1,50 M de NaCl, 
respectivamente. Os rendimentos para aquelas 
mensuráveis foram 2,70 (0,75 M); 1,30 (1,00 M) e  
1,70 mg (1,25 M), respectivamente, totalizando, assim, 
5,70 mg de GAGs.  

Neste trabalho, o rendimento das frações de 
GAGs de O. niloticus foi 3,00 mg (Tabela 1). A 
comparação entre este estudo e o estudo de 
Rodrigues et al. (2009b) sugere que C. carpio é 
mais rica em GAGs em relação à O. niloticus. 
Contudo, pesquisas são necessárias para averiguar 
se os parâmetros de qualidade de água e o manejo 
intensivo no cultivo comercial dos peixes 
influenciam na produção de GAGs (ARAÚJO  
et al., 2010). Segundo Moreira et al. (2001), o 
estresse (agente imunossupressor) pode vir a 
favorecer a uma diminuição das defesas naturais 
dos organismos aquáticos, tornando-os suscetíveis 
aos micro-organismos patogênicos e causando 
doenças. 

Caracterização físico-química dos GAGs por eletroforese em 
gel de agarose 

As frações F I e F II foram analisadas por 
eletroforese em gel de agarose (0,5%), como 
apresentados na Figura 2. O procedimento 
eletroforético das frações de O. niloticus mostrou 
um perfil migratório bastante similar ao padrão de 
DS. A fração F II revelou uma banda com intensa 
metacromasia (mais carregada) quando comparada 
à F I, sugerindo, a esta última, uma menor 
presença de grupos sulfatados na estrutura 
química desse polissacarídeo. Por outro lado, F I e 
F II apresentaram um padrão homogêneo de 
cargas negativas, o que pode ser o resultado do 
fracionamento destes GAGs em coluna de DEAE-
celulose. A semelhança do padrão eletroforético 
(F I e F II) dos GAGs de O. niloticus sugere a 
ubiquidade preliminar da presença de DS na pele 
deste peixe estudado.  

Tais características destes GAGs foram 
diferentes daquelas recentemente reportadas por 
Rodrigues et al. (2009b) que também utilizaram a 
protease cisteínica (papaína) e o procedimento 
cromatografia de troca iônica (DEAE-celulose) na 
extração e purificação desses compostos, 
revelando por eletroforese a ocorrência preliminar 
de DS e a preponderância de HS na pele da carpa 
comum (C. carpio). 
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose das frações F I e FII 
purificadas da pele da tilápia do Nilo (O. niloticus). As frações (F I 
e F II) e os padrões (P) de GAGs condroitim sulfato (CS), 
dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS) presentes no gel 
foram corados com azul de toluidina a 0,1%. 

Estudando a distribuição de GAGs em 
invertebrados, Medeiros et al. (2000) constataram 
sua presença em 23 espécies de diferentes filos, em 
que o glicosaminoglicano HS mostrou-se presente 
para todas as espécies analisadas, o CS ausente em 
apenas três espécies e o DS presente somente no filo 
Urochordata. Os pesquisadores também observaram 
distintos padrões de migração eletroforética de HSs 
extraídos de diferentes organismos aquáticos 
(crustáceos, nematoides, cnidários e rotíferos), 
sugerindo uma possível diferença estrutural entre os 
GAGs avaliados e que eles poderiam estar 
envolvidos com a adesão e reconhecimento celular. 

A diversidade de PSs sintetizados por diferentes 
espécies de esponjas marinhas foi relatada por Zierer 
e Mourão (2000). A pesquisa demonstrou que 
dentre as quatro espécies utilizadas (Aplysina fulva, 
Chondrilla núcula, Dysidea fragilis e Hymeniacidon 
heliophila), ocorre uma variação em composição 
química e massas moleculares dos PSs. Tais 
diferenças sugeriram para os autores um possível 
envolvimento desses compostos na agregação 
específica de células e/ou na integridade estrutural 
do filo porífera, semelhante quando comparados aos 
proteoglicanos de tecidos conectivos de mamíferos.  

Os GAGs são distribuídos em uma variedade de 
tecidos de diferentes origens, sendo os principais 
constituintes do tecido conjuntivo de vertebrados. 
Geralmente, o DS é o glicosaminoglicano sulfatado 
predominante na pele de várias espécies de peixes 
(DELLIAS et al., 2004; MANSOUR et al., 2009; 
SAKAI et al., 2003; SOUZA et al., 2007a), enquanto 
o CS e HS podem ocorrer em outras 
(RODRIGUES et al., 2009b; SOUZA et al., 2007b). 
Contudo, pouco ainda se sabe sobre o papel 
biológico dos GAGs isolados de peixes. HSs 
identificados em duas espécies de peixes de regiões 

temperadas mostraram diferentes proporções no 
conteúdo de sulfato entre o bacalhau do Atlântico 
Gadus morhua comparado ao peixe lobo (Anarhichas 
minor) (TINGHO et al., 2005).  

Estudando a distribuição de GAGs em diferentes 
órgãos elétricos da enguia elétrica E. electricus, Souza 
et al. (2007b) observaram que o CS ocorre como 
GAG principal. Foram identificadas também baixas 
concentrações de cadeias de híbridos CS/DS e HS. 
Para os autores da pesquisa, a detecção desses GAGs 
em diferentes órgãos da espécie sugere uma 
distribuição e localização do CS relacionado a 
diferentes funções biológicas do animal. 

Mansour et al. (2009) isolaram duas frações de 
GAGs da pele da raia Raja radula diferentes entre si 
em pesos moleculares e cargas negativas. A 
caracterização físico-química dos polissacarídeos da 
espécie sugeriu a presença de DS e ácido 
hialurônico, este último destituído de grupamentos 
sulfatos. Mais recentemente, Rodrigues et al. 
(2009b) levantaram a hipótese que um estudo 
comparativo dessas moléculas isoladas da pele de 
diferentes espécies de peixes poderiam oferecer 
implicações na identificação desses vertebrados 
aquáticos, tendo em vista a maior estabilidade dos 
polissacarídeos frente às proteínas (NELSON; 
COX, 2005). 

Análises químicas 

A composição química das frações de GAGs 
isolados de O. niloticus também mostrou-se diferente 
quando comparada àquela obtida por Rodrigues et 
al. (2009b) para C. carpio (Tabela 1). A área 
metacromática integrada (58,11%) da F II  
(O. niloticus) indicou maior presença de GAGs 
comparada aquela de F II obtida de C. carpio 
(RODRIGUES et al., 2009b), quando representada 
pelo cromatograma de GAGs. O maior conteúdo de 
SL (16,21%) foi encontrado para F II. Este fato 
justifica sua maior metacromasia observada no 
procedimento de eletroforese (Figura 2). O 
conteúdo de AT também foi maior na F II (82,62%) 
quando comparada com F I (55,90%), superando os 
teores encontrados para as frações de GAGs obtidas 
por Rodrigues et al. (2009b), utilizando a espécie  
C. carpio.  

Contudo, tais diferenças na composição química 
de GAGs entre as espécies não permitem assim 
serem comparadas, tendo em vista o método 
analítico usado para a determinação de AT nos 
estudos. Acredita-se que o método fenol-ácido 
sulfúrico modificado por Masuko et al. (2005), 
utilizado nesta pesquisa, seja mais eficiente na 
dosagem de AT comparado àquele de Dubois et al. 
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(1956), já que a adição prévia do ácido, que possui 
poder de hidrólise, favorece uma maior sensibilidade 
de detecção pelo fenol na quantificação de açúcares. 
A ausência de PT nas frações de GAGs de O. niloticus 
sugere a eficiência do método na digestão enzimática 
de proteínas pela papaína durante a extração dos 
polissacarídeos (RODRIGUES et al., 2010a e b), 
quando também comparadas para àquelas frações de 
GAGs obtidas de C. carpio (RODRIGUES et al., 
2009b) (Tabela 1). 

Tabela 1. Área metacromática integrada (AMI), açúcares totais 
(AT) e proteínas totais (PT) das frações de GAGs DEAE-celulose 
de O. niloticus comparadas aquelas de C. carpio. 

Frações NaCl  Rendimento (mg) AMI % AT % SL % PT % 
Oreochromis niloticus 

F I 0,50 M 1,40 41,89 55,90 7,40 - 
F II 0,75 M 1,60 58,11 82,62 16,21 - 

    Cyprinus carpio*  
F I 0,50 M - 9,21 nd nd nd 
F II 0,75 M 2,70 30,75 24,32 nd 1,84 
F III 1,00 M 1,30 24,42 38,67 nd - 
F IV 1,25 M 1,70 20,53 28,45 nd - 
F V 1,50 M - 15,09 nd nd nd 
nd: não-determinado - : não-detectado; * Rodrigues et al. (2009b). 

Atividade anticoagulante 

O teste do TTPA detectou frações de GAGs 
isoladas da pele da tilápia do Nilo (O. niloticus) 
capazes de alterar o tempo normal de coagulação 
(Figura 3). A concentração mínima de GAG capaz 
de prolongar o TTPA foi de 0,10 mg mL-1 na fração 
F II, cuja atividade foi da ordem de 23,80 UI mg-1 
comparada a HEP não-fracionada (193 UI mg-1). A 
menor atividade anticoagulante (4,72 UI mg-1) foi 
detectada na fração F I, que a uma elevada 
concentração de polissacarídeo (1,00 mg mL-1), 
praticamente não alterou o TTPA. Nesse contexto, 
as frações de GAGs apresentaram TTPAs distintos 
entre si, prolongando o tempo de coagulação em 
1,29 e 4,08 vezes (F I e F II, respectivamente) em 
relação ao controle (plasma). Desta forma, os GAGs 
de O. niloticus prolongaram o tempo normal de 
coagulação inferior a HEP padrão, sugerindo que 
essas moléculas inibiram a via intrínseca e/ou 
comum da cascata de coagulação sanguínea 
(RODRIGUES et al., 2009a, 2010a e b). 

Os efeitos colaterais e o risco de contaminação da 
HEP (MELO et al., 2008; NADER et al., 2001) têm 
motivado a busca por novos anticoagulantes 
(RODRIGUES et al., 2009a e b; WU et al., 2010). 

O potencial anticoagulante de GAGs isolados de 
peixes tem sido pouco estudado. Dellias et al. (2004) 
compararam o DS purificado da pele ventral de três 
espécies de raias (Dasyatis americana, D. guttata e 
Aetobatus narinari), nativas da costa brasileira, e daquela 
oriunda do rio Amazonas (Potamotrygon motoro). Os 
resultados indicaram que somente os DSs obtidos de 

D. americana e D. guttata foram capazes de alterar o 
TTPA, e aquele de D. americana prolongou 
acentuadamente o TTPA e inibiu a trombina mediante 
o cofator II da heparina, enquanto o DS de D. guttata 
mostrou perfil de atividade semelhante ao DS de 
mamífero. A. narinari e P. motoro possuíram DSs 
destituídos de atividade anticoagulante. Parece que, 
mesmo esses compostos serem ricos em densidade de 
cargas negativas, a composição dissacarídica e o arranjo 
dessas moléculas sugerem ser importantes na ação 
anticoagulante. 
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Figura 3. Atividade anticoagulante (TTPA) das frações de GAGs 
(F I e F II) obtidas de O. niloticus em relação a HEP não-
fracionada. Os pontos representam os valores médios do TTPA a 
partir de duas determinações.  

Uma atividade anticoagulante foi relatada para o 
DS obtido da enguia elétrica brasileira de água doce 
E. electricus, tendo como mediador inibitório o 
cofator II da heparina sobre a trombina. Esse GAG 
também apresentou efeito antitrombótico (dose-
dependente) reduzindo a formação de trombos em 
ratos em até 50% (SOUZA et al., 2007a). Os 
pesquisadores também compararam o efeito desse 
GAG com aquele isolado de uma outra espécie de 
enguia (Anguilla japonica) por Sakai et al. (2003) e 
averiguaram que o DS isolado desta última não 
apresentou atividade anticoagulante, mesmo 
apresentando uma composição dissacarídica 
semelhante à espécie brasileira. 

Neste trabalho, a diferença entre as atividades 
anticoagulantes das frações de GAGs obtidas de  
O. niloticus reforçam as observações apresentadas por 
eletroforese (Figura 3). A maior atividade foi 
verificada para dependente da fração de GAG que 
apresentou a maior densidade de cargas negativas no 
gel (Figura 2), enquanto a F I, a qual apresentou 
atividade anticoagulante de apenas 4,72 UI mg-1, foi 
fracamente observada no perfil eletroforético. A 
maior intensidade metacromática da fração F II e os 
conteúdos de AT e SL (Figura 1 e Tabela 1) também 
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vêm a justificar sua maior atividade. Tal fato sugere a 
hipótese de Farias et al. (2000), em que a adição de 
dois ésteres de sulfatos a um único resíduo de  
D-galactose do PS isolado da alga marinha vermelha 
Botryocladia occidentalis promove um efeito 
“amplificador” sobre o tempo de coagulação 
sanguínea, cuja ação potencializadora ocorre 
mediante antitrombina e cofator II da heparina 
(reguladores fisiológicos da coagulação sanguínea) 
sobre a atividade inibitória da trombina. Portanto, 
estes fatos sugerem que o sulfato presente nos GAGs 
de O. niloticus é importante para modificar o TTPA. 

Portanto, os GAGs de O. niloticus requerem 
estudos posteriores quanto seus mecanismos de ação 
anticoagulante e caracterização estrutural (WU et al., 
2010), assim como o uso de enzimas de degradação 
específicas (DELLIAS et al., 2004). Mansour et al. 
(2009) isolaram um DS da pele da raia marinha  
(R. radula) com elevado teor de sulfato (29%), 
dosado pelo mesmo método utilizado neste estudo, 
e efeito anticoagulante. O polissacarídeo exerce sua 
potente atividade mediada pela antitrombina e cofator 
II da heparina. Recentemente, um GAG isolado, com o 
uso da digestão proteolítica (papaína), da pele da carpa 
comum (C. carpio) também apresentou atividade 
anticoagulante (4,89 UI mg-1) (RODRIGUES et al., 
2009b). Porém, nesse último caso, a atividade foi 
inferior quando comparada a este trabalho (Figura 3). 

Em suma, o presente estudo demonstrou que a 
utilização de resíduos oriundos do processamento da 
espécie O. niloticus sugere como uma fonte 
alternativa de GAGs para serem posteriormente 
testados em modelos experimentais de trombose em 
ratos. A investigação dessa hipótese poderia ajudar na 
melhor compreensão dos requerimentos necessários 
para correlacionar não apenas uma possível ação 
antitrombótica, mas também a persistência do efeito, 
níveis de circulação no plasma, disponibilidade e 
absorção quando a droga é administrada em 
diferentes rotas. Cada polissacarídeo pode exercer 
ações particularidades com os componentes do 
sistema sanguíneo (FONSECA et al., 2008). 

Conclusão 

O protocolo que utiliza a papaína para a extração 
dos glicosaminoglicanos presentes na pele da tilápia 
do Nilo (Oreochromis niloticus) mostra-se eficaz. O 
procedimento de cromatografia de troca iônica 
(DEAE-celulose) resulta na separação de duas 
frações que revela, por eletroforese, moléculas 
distintas em densidade de carga e que possivelmente 
sejam dermatam sulfato. Os compostos apresentam-
se capazes de exercer atividade anticoagulante “in 
vitro”, mas com efeitos inferiores à da heparina. 
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