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RESUMO

Polissacarideos de diversas fontes tém demonstrado atividade anticoagulante.
Contudo, h& apenas um trabalho que mostra polissacarideos de plantas com atividade
anticoagulante. Usando prote6lise e precipitagdo com metanol, foram obtidos extratos
ricos em polissacarideos de quatro porcOes vegetativas (raiz, rizoma, folha e peciolo) da
macrofita aquatica Eichhornia crassipes. Ensaios demonstraram que todos 0s extratos
possuem atividade anticoagulante e que seus sitios de a¢do se encontram na via intrinseca
da coagulacéo, sendo os extratos de folha os mais potentes. Analises quimicas indicaram
a presenca de polissacarideos nos extratos, o que nos levou a propor que estes seriam 0s

responsaveis pela atividade dos extratos.
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ABSTRACT

Polysaccharides from several sources have been shown to exert anticoagulant
activity. However, there is only one report of anticoagulant polysaccharides from plants
displaying this activity. Using proteolytic digestion followed by methanol precipitation,
we obtained polysaccharide-rich extracts from four distinct parts (root, rhizome, petiole
and leaf) of the plant Eichhornia crassipes. All extracts showed anticoagulant activity by
acting on the intrinsic pathway of the coagulation cascade. Indeed, leaf extracts were the
most potent. These results led us to propose that the anticoagulant activity of Eichhornia

crassipes extracts is mainly dependent on polysaccharide content.
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INTRODUCAO

As doencas tromboemboliticas formam um grupo que tem como principal
caracteristica 0 comprometimento do sistema circulatorio, do qual fazem parte o coracéo
e vasos sanguineos. Um fator agravante € que, além de estar entre as principais causas de
morte no mundo, a quantidade de casos registrados vem aumentando ao longo dos anos
(HIRSH, et al 2002). Ndo ha uma causa Unica para as doencas tromboemboliticas, e sim,
existem fatores que alteram o fluxo normal do sangue e aumentam a probabilidade de sua
ocorréncia. Pelo menos oito fatores de risco podem ajudar a predizer uma doenca
tromboembolitica: género, hereditariedade, idade avancada, diabetes, obesidade,
hipertensao arterial sistémica, sedentarismo e tabagismo (MANSUR et al., 2001).

Nos ultimos anos o numero de casos envolvendo acidentes vasculares tem
aumentado a necessidade do uso de farmacos com atividade anticoagulante e
antitrombotica. Esses compostos impedem a formacgéo de coagulos sanguineos nos vasos.
Entretanto, atualmente, ha poucos compostos utilizados como anticoagulantes (HIRSH, et
al 2002). O principal farmaco anticoagulante é a mucilagem animal, conhecida como
heparina. Ela é um polissacarideo complexo e altamente ativo composto de unidades
dissacaridicas formadas por um acido hexaurénico (acido glucurdnico ou &c. idurdnico) e
uma glucosamina. Ambos podem exibir substituicbes em varias posi¢des por ions sulfato
e, no caso da glucosamina, ha ainda a possibilidade de N-acetilagdo (NADER et al.,
2004). O padrdo de substituicdo nas diferentes moléculas de heparina afeta e controla
suas propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas. A heparina foi utilizada como
anticoagulante no inicio dos anos 30, e hoje é o segundo farmaco de origem natural
(insulina é o primeiro) mais comercializado no mundo (NADER et al., 2004). Apesar
disso, a heparina possui varias limitagdes: mecanismo de acdo muito dependente da
antitrombina; necessidade de monitoragdo do paciente; risco potencial de
desenvolvimento de trombocitopenia induzida pela heparina; efeito osteoporoético apos
uso prolongado; curva de dose-reposta ndo é dose dependente; ndo é disponivel em
apresentacgoes orais (ALBUQUERQUE et al., 2004). Esses e outros fatores justificam os
esforcos de varios grupos de pesquisadores na busca e desenvolvimento de farmacos

anticoagulantes mais potentes e especificos.
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Polissacarideos de outras fontes que ndo animal vém sendo avaliados como
possiveis anticoagulantes, e aqueles provenientes de macroalgas marinhas vém se
destacando nesse sentido (ROCHA et al., 2006). Por outro lado, apesar da grande
guantidade de espécies de vegetais terrestres, ha apenas um trabalho que demonstra a
presenca de polissacarideos anticoagulantes em vegetais terrestres (YOON et al., 2002).

Eichhornia crassipes é uma planta aquatica, flutuante, anual ou perene, nativa da
Ameérica tropical. O caule flutuante é rastejante e forma estoldes. O peciolo pode ser
ocasionalmente inflado. As flores tém pétalas lilases com margem lisa e uma mancha
amarela na pétala superior. Sdo dispostas em espigas e flores ocorrem quase o ano todo.
Ela se reproduz vegetativamente por estoldes e por sementes que sdo dispersadas pela
agua e possui capacidade de regeneracdo muito rapida (GOPAL, 1987). No Brasil €
amplamente distribuida, ocorrendo tanto em ecossistemas aquaticos naturais como em
ambientes aquéticos impactados por atividades antropicas. (HENRY-SILVA &
CAMARGO, 2000). Este vegetal apresenta diversas aplicabilidades, entre elas 0 uso no
tratamento de efluentes urbanos e de aquicultura, e algumas vezes é vista como uma
praga (PETR, 2000; PIETERSE & MURPHY, 1990).

Devido a abundéncia e facilidade de cultivo de E. crassipes, este trabalho teve
como objetivo avaliar a acdo anticoagulante de polissacarideos desse vegetal. Para tal E.
crassipes foi dividida em quatro porcGes vegetativas, e destas foram obtidos macerados
ricos em polissacarideos hidrossollveis. Estes foram analisados quanto ao grau de
contaminacdo protéica, quantidade de polissacarideos, bem como sua atividade

anticoagulante.

MATERIAL E METODOS

Extracdo dos polissacarideos

A planta Eichhornia crassipes (Mart.) Solms (Liliopsida - Commelianales) foi
coletada em Parnamirim-RN e identificada pela Dr. Maria Iracema Bezerra de Loyola
(Depto. de Botanica, Ecologia e Zoologia da UFRN).

Apos a coleta, as plantas foram limpas com agua corrente, secas, pulverizadas e
tratadas quatro vezes, com dois volumes de acetona PA, sob agitacdo durante 12 horas,

para despigmentacdo e delipidacdo do material. A acetona foi descartada, e o residuo
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colocado para secar a 45°C sob aeracdo, aferindo-se novamente o peso seco do material
que se convencionou chamar de pé cetdnico. Esse pd foi submetido a uma extracdo dos
polissacarideos como descritos em SILVA et al., 2005. Posteriormente o material foi
centrifugado como descrito acima, seco, ressuspendido em agua destilada e utilizado em

anélises posteriores.

Anélises quimicas

A quantificacdo dos polissacarideos extraidos foi realizada como descrito por
Dubois et al. (1956) e a galactose foi utilizada como padrdo. As proteinas foram
quantificadas pelo método de Spector (1978) e a albumina bovina foi usada como padrao.

Atividade anticoagulante
O tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPA) e o teste de protrombina
(TP) foram realizados como descrito antetiormente (ALBUQUQERQUE et al., 2004).

Anélise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos em media aritmética £ desvio padréo.
As diferencas entre os grupos foram determinadas atraves da Analise de Variancia
(ANOVA), seguida, quando houve diferenca, pelo teste de maultiplas comparagfes de
Tukey- Kramer. As analises foram feitas com auxilio do programa GraphPad Prism. Os

resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para se promover a extracdo de constituintes solliveis do vegetal, Eichhornia
crassipes foi separada em quatro por¢Oes vegetativas (rizoma, caule, folha e raiz). Essa
escolha se deu devido ao fato de essas porc¢des serem facilmente distinguiveis a olho nu.
Cada porcdo foi entdo submetida ao processo de extracdo como descrito em métodos. O
material obtido foi seco e pesado, e o rendimento obtido para as por¢des do peciolo e
rizoma foram semelhantes, aproximadamente, a 22%. Por outro lado, a folha (~37%) foi
a porcdo que apresentou maior rendimento, quase o dobro da raiz (~19%), que foi a

por¢cdo com o menor rendimento.
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O grau de contaminacdo protéica variou entre 1,35% (rizoma) a 2,34% (peciolo).
O peciolo foi a porcdo que mais apresentou proteina em sua constituicdo. Contudo, de
uma forma geral, todas as fragdes apresentaram baixo grau de contaminacgédo protéica em
comparacdo a extratos obtidos de outros organismos. Hussein et al (1980) extraiu
polissacarideos anticoagulantes da alga marrom Padina pavonia e encontrou niveis de
contaminacgdo protéica em torno de 67%. Ja Silva et al. (2005), trabalhando com a mesma
metodologia utilizada neste trabalho, obteve polissacarideos anticoagulantes da alga
Padina gymnospora com contaminacao proteica em torno de 1,6 — 7,5%. Isso indica que
0 grau de contaminagdo proteica € muito dependente do método de extracdo. A grande
maioria dos métodos de extracdo de polissacarideos vegetais preconiza a utilizacdo de
solucgdes aquosas levemente acidas ou basicas. Os dados aqui descritos indicam que 0 uso
de uma enzima proteolitica, ou seja, enzima que degrada outras proteinas, em detrimento
desses metodos diminui em muito o risco de alta contaminagéo protéica.

A quantidade de polissacarideos extraida de cada porcdo foi quantificada e os
dados estdo resumidos na figura 1A. Ndo houve diferenca significativa entre a quantidade
de polissacarideo encontrada nas porgdes raiz, rizoma e peciolo; por outro lado, a folha
apresentou uma menor quantidade de polissacarideos. Contudo, quando se fez uma
relacdo entre a quantidade de material obtido com a quantidade de polissacarideo
presente em cada porcdo, observou-se que a folha foi a porcdo que apresentou maior
rendimento dentre todas as porg¢des (figura 1B). O que indica que polissacarideos, como
outras moléculas sintetizadas por plantas (GOTTLIEB & BORIN, 2000), apresentam

uma distribuicdo quantitativa dependente da porcao vegetal analisada.
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Figura 1. A - Percentual polissacaridico obtido das porgdes vegetativas. B-Relagdo entre a massa das
porcdes vegetativas e polissacarideos presentes nestas. * ™ ¢ Diferem significativamente com p < 0,001.
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As solugbes polissacaridicas de cada porcdo foram submetidas a testes de
atividade anticoagulante, utilizando-se “Kits” comerciais de TTPa (avalia a via intrinseca
da coagulacdo) e de TP (via extrinseca da coagulacdo). Cerca de 80mg de cada porc¢éo foi
utilizada nos testes (Tabela 1). As solucbes das porcdes da raiz e folha foram as que
apresentaram melhor atividade anticoagulante para este teste, enquanto que a solugédo
polissacaridica do rizoma foi a que apresentou atividade anticoagulante mais baixa. Ja
com relacdo ao teste de TP, nenhuma atividade anticoagulante foi detectada. Esses
resultados indicam que o sitio de acdo dos polissacarideos de E. crassipes se encontram
na via intrinseca da coagulagéo.

Tabela 1. Atividade anticoagulante das diferentes porgdes de E. crassipes

Porcao TTPa (s) TP ()
Raiz 63.9 + 2° 14.2+0,2
Rizoma 39.1+1° 13.9+0,3
Peciolo 46.8 +2 13.8+0,1
Folha 55.2+2°¢ 13.0+0,2

Os dados representam a média + desvio padréo de trés determinagdes (n=6).
Tempo de coagulagdo do controle para PTTa foi 29,3s e para TP foi 13s. "¢ Diferem
significativamente em relacé@o ao controle com p < 0,001, p < 0,05 e p < 0,01 respectivamente.

CONCLUSAO

Utilizando uma metodologia simples que combina solubilizagdo aquosa,
degradacdo de proteinas contaminantes e precipitacdo com solvente apolar, foi possivel
obter polissacarideos de diferentes por¢cdes vegetativas da planta E. crassipes. A presenca
de polissacarideos foi evidenciada por dosagens quimicas, sendo que a folha foi a por¢édo
gue apresentou a maior quantidade de polissacarideos sollveis. O baixo grau de
contaminacdo protéica indica que a metodologia é apropriada para a obtencdo de
polissacarideos de vegetais. Teste de atividade anticoagulante mostrou a presenca de
polissacarideos com essa atividade. Este € o segundo trabalho na literatura que
demonstra atividade anticoagulante de polissacarideos de vegetais superiores. Espera-se,

em trabalho futuros, promover a caracterizacdo desses polissacarideos.
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