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RESUMO

Fucana € um termo usado para denominar uma familia de polissacarideos
sulfatados ricos em L-fucose. Sao extraidos principalmente da matriz extracelular
de algas marrons e equinodermas. A alga marrom Spatoglossum schréederi
(Dictyotaceae) possui trés heterofucanas nomeadas de fucanas A, B e C. Tem
sido proposto o uso de fucanas como alternativas para anticoagulantes. Nosso
grupo de pesquisa extraiu uma heterofucana ndo anticoagulante da alga S.
schréederi que tem uma elevada atividade antitrombética in vivo. No entanto, a
sua toxicidade in vitro e in vivo ainda nao foi determinada. Para os resultados
obtidos na toxicidade in vitro, observou-se que a fucana A nas concentragdes de
20, 500 e 1000 pg/placa ndo mostram atividade mutagénica em teste Kado
(Microsuspenséo) utilizando a cepas bacterianas TA97a, TA98, TA100 e TA102,
com e sem S9. No ensaio do cometa a presenca da fucana A nao provocou
nenhum efeito genotdxico nas concentracdes testadas de 20, 500 e 1000 ug/mL.
Nao houve dano no DNA dessas células, como evidenciado pelo tail lenght e tail
moment, sendo semelhantes ao encontrado para o controle negativo. A fucana A
da alga Spatoglossum schréederi quando administrada nos animais durante o
periodo de dois meses, ndo provocou alteracdo dos parametros hematolégicos,
bioquimicos, morfologia e tamanho dos 6érgaos analisados. Esse teste nao
demonstrou que a fucana, na dose que apresenta atividade antitrombotica,
apresenta toxicidade. Os dados do trabalho indicam que esta fucana é um
composto com potencial farmacoldgico que nao apresenta toxidade, esse fato da
seguranca para que testes futuros com esse polimero sejam realizados, inclusive

testes em humanos.



ABSTRACT

Fucan is a term used to denominate a family of sulfated polysaccharides
rich in L-fucose. They are extracted mainly from the extracellular matrix of brown
algae and echinoderms. The brown alga Spatoglossum schréederi (Dictyotaceae)
has three heterofucans named A, B and C. Our research group have been
extracted non anticoagulant heterofucan from S. schréederi which possess
antithrombotic activity in vivo. However, their toxicity in vitro and in vivo has not yet
been determined. For the results in toxicity in vitro, we observed that the fucan A
at 20, 500 and 1000 ug/plate showed no mutagenic activity in Kado test
(Microsuspension), when the bacterial strains TA97a, TA98, TA100 and TA102,
with and without S9 were used. The comet assay showed that fucan A (from 20 to
1000 pg/mL) did not cause any genotoxic effect on CHO cells. There was no
damage to the DNA of these cells, as evidenced by the tail length and tail moment,
which were similar to that found for the negative control. The fucan A from S.
schréederi was administered at 20 pg/g of rat (dose which it showed high
antithrombotic activity) during two months. After that, the animals were killed and
examined. The data showed that fucan A did not cause any change in
biochemistry and hematological parameters, as well as, in the morphology and
size of the rat’s organs analyzed. In conclusion, this study indicates that fucan is a
compound with potential pharmacological that has no toxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Fucanas

As algas marinhas (Chlorophycea, Rodhophyceae e Phaeophyceae) sao
encontradas em abundancia no litoral brasileiro, especialmente no litoral
Nordestino. Os polissacarideos de algas marinhas sao substancias naturalmente
ativas, possuindo importantes aplicacées na industria alimenticia, farmacéutica e
biotecnoldgica (PENGZHAN et al., 2003). Neste contexto tém-se as Phaeophycea
ou algas marrons, que sao excelentes fontes de polissacarideos sulfatados

denominados de fucanas.

Fucana é um termo utilizado para denominar uma familia de
polissacarideos sulfatados cujo aglcar mais representativo é a L-fucose sulfatada.
Sao encontradas em algas marrons, localizadas nos tecidos intracelulares ou
matriz mucilagenosa (LEITE et al., 1998; ROCHA et al., 2006; BARROSO et al.,
2008;), e em equinodermas (MOURAO, 2007). O seu carater altamente
higroscopico tem como finalidade proteger a alga da desidratacdo quando
submetida a longos periodos de exposi¢cao ao sol durante as marés baixas. A
natureza mucilagenosa destes compostos também parece contribuir para tornar a
alga suficientemente flexivel, para crescer em ambiente liquido e, rigida, para
permanecer estendida, de forma a melhor captar a luz e os nutrientes existentes
(PERCIVAL & MCDOWELL, 1967).

Levando em consideragcdo sua heterogeneidade, as fucanas foram
classificadas com base nos seus acucares constituintes em homofucanas e
heterofucanas (BERTEAU & MULLQY, 2003). As homofucanas sdo polimeros
contendo mais de 90% de L-fucose, enquanto que as heterofucanas, além de L-
fucose sulfatada, apresentam outros acucares neutros e acidos urdnicos. Uma
caracteristica interessante é que todas as fucoses precisam ser necessariamente
sulfatadas. O termo fucoidan também pode ser usado para definir heterofucanas,
embora algumas vezes, os termos fucana e fucoidan sejam empregados como
sinénimos (ROCHA et al., 2006).

Os estudos iniciais sobre fucanas foram realizados por Kylim (1913; 1915)
com as algas Laminaria digitata, Fucus vesiculosus e Ascophyllum nodosum,

porém, s6 em 1931 é que foi demonstrada a presenca de grupos sulfato nos
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mon6meros de fucose (BIRD & HAAS, 1931). Ja o entendimento das
caracteristicas quimico-estruturais desses compostos s6 veio se intensificar a
partir dos anos 50 do século passado (KLOAREG & QUATRANO, 1988).

Um conhecimento estrutural inicial relevante sobre a estrutura das fucanas
foi obtido através de trabalhos realizados por Conchie e Percival (1950) com
Fucus vesiculosus. Suas analises quimicas mostraram que os teores de fucose e
sulfato eram, respectivamente, 38% e 32,8%. Exaustivas metilagbes produziram
3-O-metil-fucose (60%), 3,4-di-O-metil-fucose (20%) e fucose livre (20%). A
estabilidade do grupamento sulfato ao tratamento com alcalis foi um indicativo de
sua ligacao em C-4, pois apenas 10% dos sulfatos foram labeis a esse
tratamento.

Esses dados indicam a existéncia de um polimero com ligacédo do tipo o-
(1—2) entre as fucoses sulfatadas no C-4. A forte rotacdo negativa, [a]D -115°, do
polissacarideo seria um grande indicativo da presenca de ligacbes do tipo «
devendo ser considerada também a possibilidade de ligacées o-(1—3) fucose-4
sulfato, nos pontos de ramificacdo. Os autores ndo possuiam evidéncias com
relacdo as posicoes da xilose, acido glucurénico e galactose no polissacarideo.
Na verdade, varios trabalhos desse periodo consideraram esses
monossacarideos como impurezas dificeis de serem eliminadas durante o
processo de obtencdo dos homopolimeros de fucoses sulfatadas (CONCHIE &
PERCIVAL, 1950; PERCIVAL & ROSS, 1950; BLACK et al., 1952; SPRINGER et
al. 1957; COTE, 1959).

Devido a dificuldade de se extrair homofucanas de algas, cresceu a idéia
de que as mucilagens sulfatadas das Phaeophyceae eram formadas por varias
fucanas heterogéneas e que, portanto, esses compostos constituiam uma familia
de polissacarideos complexos cuja principal caracteristica era a presenca da L-
fucose (QUILLET, 1961). A partir de entdo, varios foram os relatos da presenca
de heterofucanas em algas marinhas. Na tabela 1 esta sumarizado os principais
resultados obtidos durante o periodo compreendido entre os anos de 1960 e
1980.
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Tabela 1. Fucanas encontradas em Phaeophyceae entre os anos de 1960 e 1980.

Ordem Género Fucoidans*  Xilofucoglucu-  Glucuronogalactofucanas
ronanas e/ou
glucuronofucogalactanas

Ectocarpales Ectocarpus +

Sorocarpos

Chordariales Chorda

Heterochordaria

Leathesia

Nemacystus

Sphaerotrichia

Tinocladia

+ [+ [+ [+ [+ [+ ]+ ]+

Desmerestiales Desmarestia

Dictyosiphonales Asperococcus

+

Seytosiphonales Colpomenia +

Scytosiphon + +

Sphacelariales Stypocaulon +

Dictyotales Dictyopeteris + +

Dictyota +

Padina + +

Taonia +

Laminariales Alaria +

Ecklonia

Eisenia

Kjellmaniella

Laminaria

Lessonia

Macrocystis

+ [+ [+ [+ [+ |+ |+

Nereocystis

Undaria

Ascophyllum

Fucales Bifurcaria

+ [+ [+ [+

Fucus

Halidrys

+ [+ [+ [+ [+

Himanthalia

Hizikia

Pelvetia +

Sargassum +

+ [+ [+ [+ [+

Turbinaria +

Adaptado de Kloareg & Quatrano (1988). *Esses trabalhos ndo foram especificos quanto a composicao ou a
purificagdo dos compostos, por isso neste trabalho resolveu-se utilizar o termo fucoidan.

Esses trabalhos indicaram que muitas xilofucoglucuronanas tém como
caracteristica comum uma estrutura central de acidos glucurénicos, ao qual se
ligam principalmente a ramificagdes formadas por 4-O-fucose-xilose e 3-O-xilose-
fucose-4-sulfato (KLOAREG & QUATRANO, 1988). Entretanto, devido a
heterogeneidade desses compostos, variagcbes em torno dessa estrutura sao
bastante comuns. Como exemplo, pode-se citar Abdel-Fattah et al. (1974) que
mostraram uma fucana de Sargassum linifolium constituida por uma estrutura

central formada por &cido [-D-glucurbnico e p-D-manose e ramificacbes
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compostas de galactose-6-sulfato e 3,6-dissulfato, além das fucoses. Hussein et
al. (1980) extrairam uma fucana da alga Padina pavonia, que além dos residuos
de B-D-glucurdnico e B-D-manose em sua estrutura central, apresentava também,
residuos de B-D-glicose.

As glucuronogalactofucanas e as glucuronofucogalactanas apresentaram
como caracteristicas mais marcantes a presenca de galactose terminal ou ligada
de forma 1,3 aos outros monossacarideos, ndo sendo observada a presenca de
sequéncias de homogalactanas (PERCIVAL & YOUNG, 1974; HUSSEIN, 1975;
MORY et al., 1982). Contudo, uma fucana da alga A. nodosum mostrou-se
constituida de uma estrutura central de D-galactose (1—4) com ramificacbes em
C2 de fucose-3- e 2-sulfato e ocasionalmente acido glucurdénico (MEDCALF et al.,
1977).

Nos ultimos anos, a maioria dos trabalhos publicados sobre fucanas se
deteve nas atividades farmacolégicas daquelas que apresentavam caracteristicas
estruturais mais conhecidas, como, os fucoidans de A. nodosum e F. vesiculosus,
ou que apresentassem atividade anticoagulante. Os trabalhos demonstrando
estrutura de novas fucanas se tornaram mais raros (BILAN et al., 2008).

Uma analise dos trabalhos realizados nesses ultimos anos revela que a
falta de uma regularidade estrutural mais rigorosa e as altas massas moleculares
apresentadas pelas fucanas foram as principais dificuldades encontradas para as
determinacdes de todas as caracteristicas estruturais desses polissacarideos.

Mesmo técnicas modernas de estudos estruturais, como ressonancia
magnética nuclear de alto campo, nao foram possiveis de elucidar estdo no limite
de suas capacidades (MULLQY et al., 2000; CHEVOLOT et al., 2001; BILAN et al.
2008). Portanto, uma completa descricdo das estruturas primarias da maioria das
fucanas ainda nao esta disponivel. A utilizacdo de fucanas de baixa massa
molecular poderia ser uma saida para a obtencédo de fucanas menos complexas
estruturalmente e com atividades farmacolégicas semelhantes as fucanas de alta
massa molecular (BERTEAU & MULLQY, 2003).

Estudos com fucanas de algas demonstraram que suas estruturas sao
muito complexas e que variam de espécie para espécie e as vezes em diferentes
partes da mesma alga (DIETRICH et al.,, 1995; ALVES, 2000). A grande
complexidade na estrutura das fucanas esta relacionada as muitas possibilidades
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de ligacdes entre os diferentes monossacarideos e as possiveis distribuicoes dos
grupos sulfato. Isso faz com que os mesmos homopolimeros apresentem
estruturas complexas, ou seja, cada fucana pode apresentar uma conformacéao
estrutural Unica, e, portanto, possuir atividades farmacolégicas distintas ou mais
potentes do que outras fucanas ou outros compostos ja descritos (ROCHA, 2002).

As fucanas tém sido avaliadas com relagdo a diversas atividades
farmacoldgicas através de diferentes modelos experimentais (Tabela 2). O grande
interesse pelas fucanas pode estar relacionado com o fato de que alguns desses
compostos guardam semelhancas farmacolégicas com a heparina.

Tabela 2. Algumas das atividades farmacoldgicas atribuidas as fucanas de

algas.

Atividade

Alga

Referéncias

Angiogénica

Fucus vesiculosus

MATSUBARA et al., 2005;
SOEDA et al., 2000

Anti complemento

Laminaria cichorioide,
Laminaria japonica, Fucus
evanescens Ascophyllum
nodosum

BLONDIN et al., 1994;
BOISSON-VIDAL et al., 2007;
ZVYAGINTSEVA et al., 2000

Anti migratéria

F. vesiculosus, A. nodosum

GIRAUX et al., 1998; SOEDA, et
al., 2000

Antiadesiva

A. nodosum, Laminaria
brasiliensis, Spatoglossum
schréederi, Sargassum
stenophyllum

LIU; HAROUN-BOUHEDJA;
BOISSON-VIDAL, 2000;
ROCHA et al., 2001

Anticoagulante

A. nodosum, Ecklonia
kurome, Eisenia bicyclis,
Dictyota menstrualis, Padina
gmynospora

ALBUQUERQUE et al., 2004;
HAROUN-BOUHEDJA et al.,
2000; NISHINO et al., 1991a;
SILVA et al,, 2005

Antioxidante

F. vesiculosus' L. japonica

RUPEREZ; AHRAZEM; LEAL,
2002; WANG et al., 2008

Antiproliferativa

A. nodosum

ELLOUALI et al., 1993;
ELLOUALI; BOISSON-VIDAL;
JOZEFONVISCZ, 1994

BARROSO et al., 2008;

Antitrombaético A. nodosum, S. schroederi MAURAY et al., 1998; ROCHA
et al., 2005b
QUEIROZ et al., 2006; RIOU et
Antitumoral A. nodosupv, Sa(gasgum al., 1996; USUI; ASARI;
thumbergii, E. bicyclis MIZUNO, 1980; ZHUANG et al.,
1995
NAGAOKA et al., 2000;
Anti-Ulcera Cladosiphon okamuranus SHIBATA et al., 2000; SHIBATA
et al., 2001
Antiviral Sargassum horneri, Cystoseira HAYASHI, 2008; HOSHINO et

indica

al., 1998; MANDAL et al., 2007

Antimetastatico

F. vesiculosus

COOMBE et al., 1987
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Bloqueio de ligacao célula- TEIXEIRA; ROSSI;

F. vesiculosus

célula via selectina HELLEWELL, 1996
Bloqueio de ligagao

espermatozoide-epitélio do  F. vesiculosus SUAREZ et al., 1998
oviducto

Estimulo delsmtesg Qe S. schréeder BARROSO, et al., 2008; ROCHA
heparan antitrombético et al., 2005a

DOCTOR; HILL; JACKSON,
1995; NISHINO et al., 2000

F. vesiculosus SHIMAOKA et al., 1996

Fibrinolitica E. kurome, F. vesiculosus

Impedir a rolagem de

leucécitos

Modificagdo da sintese de

FN e trombospodina
Extraido de Costa, 2008.

F. vesiculosus VISCHER; BUDDECKE, 1991

1.1.1. Fucana A

Dietrich e colaboradores (DIETRICH et al., 1995) trabalhando com Padina
gymnospora, Dictyota mertensis e Sargassum vulgare demonstraram que cada
alga possuia pelo menos trés fucanas sulfatadas com padroes de migracao
eletroforética caracteristicos. Essas fucanas foram denominadas, por ordem
crescente de mobilidade eletroforética, em bandas A, B e C. Cada fucana
apresentou caracteristicas estruturais singulares, tanto em relagcéo as trés fucanas
da mesma alga quanto em relacdo as fucanas das diferentes espécies de algas
marrons.

Nosso grupo demonstrou que a alga Spatoglossum schréederi também
possui trés fucanas na sua composi¢cdo que foram denominadas de fucanas A, B
e C. Essas fucanas foram capazes de estimular a sintese de heparam sulfato
(HS) por células endoteliais (LEITE et al., 1998). Essa propriedade ainda nao
tinha sido descrita para fucanas. Também, foi observado que as fucanas de S.
schréederi ndo possuiam atividade anticoagulante in vitro. Esse dado levou a
seguinte hipbtese, se essas fucanas nao possuem atividade anticoagulante, mas
sao capazes de estimular a sintese de heparam sulfato antitrombético (HS) por
células endoteliais, elas podem apresentar uma atividade antitrombética indireta
in vivo. E, portanto, ser um potencial farmaco antitrombético por apresentar,
dentre algumas caracteristicas préprias, um mecanismo de acao diferente

daquele apresentado pela heparina.
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Posteriormente, demonstrou-se que a fucana B de S. schréederi
apresentou atividade antitromboética in  vivo sem apresentar atividade
anticoagulante in vitro. (ROCHA et al., 2005b). Contudo, a fucana A dessa mesma
alga, que corresponde a 80% das fucanas sintetizadas pela alga, ndo foi avaliada.
Assim, a fucana A de S. schréederi foi avaliada com relacdo a sua atividade
antitrombética in vivo.

Essa fucana foi caracterizada por Leite et al. (1998) através de técnicas de
metilagdo, ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de infravermelho e
hidrélises acida e enzimatica. Foi proposto que essa fucana (21 KDa) é composta
por uma cadeia central formada por acido glucurénico com ligacées do tipo B
(1>3) substituidos em C4 por trissacarideos de a-L-fucoses (1->3) ligados.
Algumas sao substituidas no carbono C4 por grupos sulfatos e no C2 por
dissacarideos constituidos de B (1>4) de xilose, sendo assim denominada de

xilofucoglucuronana (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura da fucana A da alga marrom S. schréederi
(Leite et al., 1998).

Barroso et al. (2008) ao trabalhar com a fucana A da alga S. schréederi,
observaram que esta nao apresentava atividade anticoagulante em varios ensaios
in vitro. Este foi um resultado surpreendente considerando o conteudo de sulfato
dos polissacarideos. Possivelmente, a presenca de unidades de xilose nao
sulfatada, nas regides terminais ndo reduzidas encontradas nas ramificagbes
deste polissacarideo poderia impedir a interacdo da fucana com cofatores da

coagulacao e suas proteases alvo.
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Quando a fucana A foi testada em um modelo experimental de trombose
em ratos, apds administragéo intravenosa, nao foi observado nenhuma atividade
antitrombética. Porém, 8 horas apds a injecao intravenosa e até mesmo 24 horas
apds essa administracdo, a fucana A mostrou significante atividade
antitrombética, sendo observado um efeito dose-dependente alcancando a
saturacédo ao redor de 20 ug/g de peso de rato. A fucana A também apresentou
um efeito tempo-dependente, alcancando a saturacao por volta de 16 horas apés
a sua administracao.

Esses autores também demonstraram que a fucana A também possuia
atividade antitrombdtica quando administrada por outras vias (subcutéanea,
intramuscular e intraperitonial). A massa necessaria para se ter o efeito
antirombético foi semelhante em todas as vias utilizadas (20 pg/g de peso de
rato). A Unica excecéao foi observada pela via oral, a qual ndo mostrou nenhuma
atividade antitrombética (Tabela 3) (BARROSO et al., 2008).

Tabela 3. Atividade antitrombética da fucana A da alga S. schréederi.

Via de

administragio Fucana A Peso do trombo
1 ug/g 12,0 mg £ 0,5
Oral 10 pg/g 10,5 mg £0,7
20 ug/g 11,9 mg£0,3
1 ug/g 12,0 mg £ 0,3
Subcutaneo 10 pg/g 6,5mg+0,6"*
20 ug/g 0,0mg*
1 ug/g 11,5mg+£0,4
Intramuscular 10 pg/g 85mg+0,6"
20 ug/g 0,0 mg
1 ug/g 11,2mg £ 0,7
Intraperitonial 10 ug/g 58mg+0,9*
20 ug/g 0,0mg*
1 ug/g 11,8 mg £0,5
Intravenoso 10 pg/g 6,3mg+0,3*
20 pg/g 0,0 mg

* p< 0,001 vs o controle. Extraido de Barroso et al. (2008)
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A fucana A também ndo mostrou qualquer efeito sobre a agregacao
plaquetaria quando comparados com outros componentes, como ADP, colageno
e fucoidan de F. vesiculosus (BARROSO et al., 2008).

Para se verificar o estimulo da sintese de heparam sulfato, células
endoteliais foram colocadas na presenca e na auséncia de fucana A e de outros
polissacarideos sulfatados (heparam sulfato, heparina, condroitim 4-sulfato,
condroitim 6-sulfato, dermatam sulfato e o fucoidan da alga F. vesiculosus). Foi
observado que apenas a heparina e a fucana A estimulavam a sintese de
heparam sulfato, sendo 2 vezes maior do que a quantidade de heparam sulfato
liberado no meio pelas células controle. O condroitin 4-sulfato e 6-sulfato,
dermatam sulfato, fucoidan e o heparam sulfato ndo causaram aumento na
quantidade de heparam sulfato presente no meio (BARROSO et al., 2008).

Varias fucanas possuem atividade antitrombotica in vivo. Uma fucana da
alga Ascophyllum nodosum exibe atividade antitrombética apdés 10 minutos de
sua administracdo, com 1,8 ug/g, dose que faz com ela iniba em 80% formacgéao
de trombo induzida por Xa (MAURAY et al., 1995). Millet et al. (1999) mostraram
que fucanas (20 pg/g) de baixo peso molecular dessa mesma alga inibem a
formacao de trombo apds 2 horas da administragdo subcutédnea. Essa atividade
se manteve estavel durante 4 horas, mas desapareceu apés 8 horas. Contudo,
todas essas fucanas apresentam atividade anticoagulante in vitro, o que justifica
apresentarem atividade antitrombética in vivo como também o fato dessa
desaparecer depois de poucas horas.

A fucana A por outro lado nao apresentou atividade antitrombotica poucos
minutos ap6s a sua administracdo. SO veio apresentar atividade mensuravel por
volta de 4 horas apds a sua administracdo. Porém essa atividade se manteve
constante por varias horas da sua administracdo. Acredita-se que essa atividade
antitrombdética da fucana A se mostra diferente das outras fucanas porque ela
precisa estimular a sintese de um composto antitrombético, no caso um heparam
antitrombético (BARROSO et al., 2008). Esta propriedade é rara e s6 foi
observada para poucos compostos (NADER et al., 2004; ROCHA et al., 2005) o

que da a fucana A um grande potencial como composto antitrombético.

Jailma Almeida de Cima Programa de Pis-Graduagio em Bioguimica /| U FRN




INTRODUCAO 25

1.2. Toxicidade

A avaliacao de seguranca de inUmeras moléculas depende principalmente
dos resultados obtidos através de testes de toxicidade in vivo e in vitro. Séao
testes que identificam os possiveis efeitos adversos da exposicdo a agentes
quimicos ou ambientais, desenvolvendo as relagcbes de dose-resposta que
possam elucidar a gravidade dos efeitos associados com a conhecida exposicéao,
para poder prever os efeitos a exposicdo humana (CTTAEA, 2006; BENFORD,
2008).

Esses ensaios normalmente sdo realizados de acordo com protocolos
padrao de agéncias reguladoras que definem os diversos tipos de testes a serem
realizados. Uma dessas agéncias, a OECD (Organisation for Economic Co-
operation and Development), sugere alguns tipos de testes toxicoldgicos que
devem ser utilizados (dependendo do objetivo do experimento); os quais podemos
citar: toxicidade aguda, subcrénica e crbnica, e testes de genotoxicidade (OECD,
1998).

Nos estudos de toxicidade aguda, subcrénica e crénica o tempo de
exposicao a substancia a ser testada € um dos parametros de analise mais
relevantes. Para a toxicidade aguda, a dosagem da substancia pode ser Unica ou
multipla e administrada por qualquer via em um curto periodo de tempo,
normalmente durante 24 horas. Na toxicidade subcrénica, as exposicoes sao
diarias e repetidas, também por qualquer via, durante aproximadamente 10% do
tempo de vida do animal ou por alguns meses. Enquanto que, para a toxicidade
cronica as exposi¢coes sao por um periodo longo de tempo, geralmente durante
toda a vida do animal ou cerca de 80% do tempo de vida (PIMENTEL et al.,
2006).

Os testes de genotoxicidade, por sua vez, fornecem informagdes quanto ao
risco de dano ao DNA provocados pelos agentes téxicos. De posse deste
conhecimento, podem-se propor medidas de controle, prevencdo ou até mesmo
proibicdo do uso de substancias quimicas avaliadas, resultando em melhor
qualidade de vida representando um novo aspecto de estudo na ciéncia genética,
contribuindo para o manejo adequado de diversos produtos que representam
risco a saude humana e animal em geral (EPA, 1986; ROLL, 2005; BAJPAYEE et
al., 2005).

Jailma Almeida de Cima Programa de Pis-Graduagio em Bioguimica /| U FRN




INTRODUCAO 26

Dentre os inumeros testes de triagem feitos para se detectar efeitos
genotoxicos, podemos citar o teste do cometa (SINGH et al., 1988) e o teste de
Kado (KADO et al., 1983). O teste do cometa, na sua versao alcalina, detecta
quebras de fita simples e sitios alcali-labeis no DNA de células individuais. Tal
deteccdo é possivel porque ocorre uma migragdo do DNA do nucleo, que é
proporcional aos danos sofridos por ele, e a imagem obtida com esta migracao se
assemelha a um cometa, por isso a denominacgao do teste (SPEIT & HARTMANN,
1999). Ja o teste de Kado, que € uma modificacdo do teste de Ames classico,
avalia se determinado composto quimico ou misturas complexas induzem
mutacdes no genoma dessa bactéria pela reversdo do fenétipo histidina negativo
(his -) para histidina (his+), na presenca ou auséncia de sistemas metabdlicos de
ativacdo (fracdo microssomal S9) utilizando diferentes linhagens da bactéria
Salmonella typhimurium (KADO et al., 1983; MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

1.2.1. Toxicidade de polissacarideos e seus monémeros

Estudos de toxicidade de polissacarideos ndo sao tdo abundantes, mas a
maioria mostra que esses compostos sao atoéxicos.

Trabalhos com a gentiobiose, por exemplo, carboidrato extraido da fruta
gardenia (Gardenia jasminoides Ellis) ndo demonstraram mutagenicidade através
do teste de Ames com as cepas TA98 e TA100 com e sem S9 (OZAKI et al.,
2002). O mesmo foi observado para a oligofrutose (familia de oligossacarideos
derivados da hidrélise da inulina) utilizando as cepas TA98, TA100, TA1535 e
TA1537, inclusive na dose maxima testada de 5000 pg/placa (BOYLE et al.,
2008).

Segundo LINA et al. (2002) a isomaltulose, um dissacarideo de
ocorréncia natural (mel, cana-de-acgucar, etc) também ndo apresentou
mutagenicidade com o teste de Ames com as cepas TA1535, TA98, TA100,
TA1537 e TA1538 em quatro diferentes doses utilizadas (100 a 4000 ug/placa) na
presenca e auséncia de ativacdo metabdlica.

Xantanas, heteropolissacarideo produzido por bactérias do género
Xanthomonas, sao bastante utilizadas na industria alimenticia. Ensaios de cometa
demonstraram que elas ndo produziram danos em DNA em células sanguineas

de camundongos que receberam esses compostos oralmente por 24 e 48 horas.
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Os grupos receberam as xantanas 1, 2 e 3 (cepa 06, 24 e comercial,
respectivamente) em uma solugcdo aquosa a 1% (m/v) na dose de 0,1ug/g de
massa corporea de cada animal (ROLL, 2005).

Trabalhos com monossacarideos como a D-xilose (IMAZAWA et al., 1999),
D-ribose (GRIFFITHS et al.,, 2007) e mananas de Saccharomyces cerevisae
(KRIZKOVA et al., 2006) também n&o mostraram atividade mutagénica e
genotoxica desses compostos.

Por sua vez, os polissacarideos encontrados em fungos também tém sido
testados para verificacdo de acdes toxicas, pois esses polissacarideos
apresentam inumeras atividades bioldgicas importantes. Como por exemplo, o
extrato aquoso rico em polissacarideo do fungo Agaricus blazei (cogumelo do sol)
que através dos ensaios de micronucleo e aberracdo cromossomal em células
CHO e HCT nao demonstraram acao genotéxica, pelo contrario, mostraram que
esses extratos possuem capacidade protetora contra danos no material genético
(BELLINI et al., 2006).

Esses resultados passam uma visdo de que polissacarideos apresentam
baixa toxicidade. Entretanto, alguns trabalhos mostram que polissacarideos e
monossacarideos nado sao tdo atdxicos como se pensava anteriormente.
Pesquisas com a sacarose (na concentracdo de 13,45%), por exemplo,
mostraram que este aumenta o nivel de background de mutagcées somaticas no
epitélio do célon de ratos (HANSEN et al., 2008; MOLLER et al., 20083;
DRAGSTED et al., 2002; GIOVANNUCCI, 2001), indicando que mesmo alguns

acucares comuns apresentam potencial genotoxico.

1.2.2. Toxicidade de polissacarideos de algas

Apesar de serem atribuidas diversas atividades biolégicas de
polissacarideos de algas desde meados da década de 30 do século passado
(KLOAREG e QUATRANO, 1988) estudos de toxicidade desses compostos foram
escassos e indicavam que esses polimeros ndo apresentavam toxicidade mesmo
em concentragdes elevadas. Contudo, estudos mais recentes apontaram para a

toxicidade desses polimeros algais, como por exemplo, o trabalho de Barga et al.

(2006). Neste trabalho demonstrou-se aumento dos niveis de quebra de fitas
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simples de DNA em leucdcitos de trutas arco-iris que foram expostas a 0,5% de
extratos aquosos da alga vermelha Polysiphonia fucoides. Extratos aquosos de
algas sao ricos em polissacarideos sulfatados. Contudo, os autores do trabalho
nao realizam estudos quimicos que confirmassem ou nao a presenca desses
polimeros no extrato utilizado.

Apenas no ano de 2008 é que foram publicados dois trabalhos que
demonstraram a toxicidade de polissacarideos algais: polissacarideos sulfatados
da alga vermelha Champia feldmannii quando administradas baixas doses (20
ug/g de animal) em camundongos Swiss pela via oral durante sete dias
consecutivos, provocaram mudancas morfolégicas e histolégicas no figado e nos
rins dos animais tratados (LINS et al., 2009); e acidos alginicos da alga marrom
Sargassum vulgare induziram necrose no epitélio de tubulos renais de ratos
tratados pela administracao oral nas concentracées de 50 e 100 ug/g de alginato.
Entretanto esses efeitos foram reversiveis (SOUSA et al., 2007; 2008).

Por outro lado, estudos recentes também mostram que extratos ricos em
polissacarideos e polissacarideos de outras algas nao possuem toxicidade. Alias,
alguns dados mostram até um efeito contrario, como por exemplo, uma atividade
antimutagénica foi detectada no extrato polissacaridico da alga vermelha
Porphyra tenera quando se expbs Salmonella typhimurium (TA1535/pSK 1002) a
um mutageno concomitantemente com o extrato (OKAI et al., 1996).

Estudos com fucanas tém demonstrado até agora que estes
polissacarideos ndo sao téxicos. Segundo Gamal-Eldeen et al. (2009) extratos
ricos em polissacarideo (10 pg/mL) da alga marrom Sargassum latifolium inibiram
a inducdo de danos no DNA, medido através do ensaio cometa com linfécitos
humanos.

Trabalhos com fucanas de Fucus vesiculosus (ZARAGOZA et al., 2008),
Cladosiphon okamuranus (GIDEON & RENGASAMY, 2008) e Laminaria japonica
(LI et al., 2005) demonstraram que esses polimeros, mesmo em concentragdes
muito altas (2.000 pug/g de animal) ndo apresentavam toxicidade in vivo quando
administrados em ratos em ensaios de toxicidade aguda para as duas primeiras
algas, e aguda e subcrbnica para a L. japonica.

Os dados publicados até o momento referente a polissacarideos de algas
demonstram que esses polimeros podem ser toxicos ou nao. Esses polimeros

sdao descritos com potencial farmacologico e/ou biotecnolégico. Para esse

Jailma Almeida de Cima Programa de Pis-Graduagio em Bioguimica /| U FRN




INTRODUCAO 29

potencial se concretizar varios estudos precisam ser realizados, dentre eles
estudos de toxicidade desses polimeros.

Dentre os polissacarideos de algas com esse potencial farmacolégico/
biotecnoldgico, tem-se a fucana A, objeto de estudo desta dissertacao, que possui
um alto potencial como composto antitromboético (BARROSO et al., 2008).
Contudo, nenhuma avaliagédo toxicoldgica deste polimero foi relatada para prover
dados necessarios para avaliagdo de risco a saude e possiveis efeitos de sua
exposicao. Essa avaliacao se faz necessaria para que se caminhe em direcao a

uma possivel utilizacdo da fucana A como farmaco.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

= Avaliar a toxicidade da fucana A da alga marrom Spatoglossum

schréederi através de testes in vitro e in vivo.

2.2. Objetivos especificos

» |solar e purificar a fucana A da S. schrdederi utilizando uma
metodologia ja desenvolvida pelo nosso grupo;

= Avaliar o potencial genotéxico da fucana A através dos testes de
cometa com células de ovario de hamster (CHO);

= Avaliar o potencial mutagénico da fucana A através do teste de Kado
com linhagens de Salmonella typhimurium;

= Avaliar parametros bioquimicos, hematolégicos e histolégicos que

indiquem a presencga de toxicidade in vivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Biologico

3.1.1. Alga marinha marrom Spatoglossum schréederi

Classe Phaeophyceae
Ordem Dictyotales
Familia Dictyotaceae
Género Spatoglossum
Spatoglossum schroederi (C. Agardh) Kitzing, 1859

Figura 2. Alga marrom Spatoglossum
schréederi (Foto: Nednaldo Dantas dos Santos).

A alga marrom da espécie S. schréederi (Figura 2) foi coletada em marés
baixas entre 0,0-0,2 m a uma temperatura entre 28-30°C na praia de Buzios no
municipio de Parnamirim (litoral sul do Rio Grande do Norte) situada a 20 Km de
Natal. A alga foi acondicionada em sacos de polietileno, levada ao laboratério
(BIOPOL — Laboratério de Biotecnologia de Polimeros Naturais) no mesmo dia da
coleta, lavada em agua corrente, examinada cuidadosamente para que ficasse
livre de epifitas, inclusbes calcarias e sais. Esta alga foi posta para secar em
estufa aerada a 45°C e em seguida, triturada, pesada e guardada em frascos
hermeticamente fechados.
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3.1.2. Animais experimentais e condicoes do biotério

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus). Os
animais pesavam entre 250 a 300 g e separados em grupos controle e tratado
(n=6). Os ratos foram fornecidos pelo Biotério do Departamento de Bioquimica da
UFRN (Natal, RN). Estes animais foram mantidos em ciclo de 12 horas de
claro/escuro, temperatura entre 22 + 3°C com racdo e agua a vontade durante o
periodo dos experimentos. A utilizacdo destes animais obedeceu a principios
éticos e metodolégicos aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Onofre Lopes (HUOL, UFRN) sob o protocolo — 082/07 (ver anexo).

3.2. Outros materiais
3.2.1. Reagentes

» 1,3 diamino propano acetato, da Aldrich Chemical Co. Inc. (Milwake,
WI, EUA);

= 2-aminoantraceno, 4-nitroquinolina-1-6xido, azida sodica, azul de tripan,
azul de toluidina, vermelho de cresol, coomasie blue R 250, brometo de
etidio, cloreto de magnésio, cloreto de potassio, D-biotina, D-glucose-6-
fosfato de sdédio, dimetilsulféxido (DMSO), etilenodiamino tetracetato
(EDTA), Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato de sédio, L-
histidina  monohidratada, tetraciclina, [p-nicotinamida  adenina
dinucleotideo (B-NADP), tris(hidroximetillaminometano,  xilose, L-
fucose, D-xilose, D-galactose, D-manose, D-glucose, D-arabinose, D-
ramnose, acido D-glucurdnico, acido D-galacturbnico, heparam sulfato,
condroitim sulfato, dermatam sulfato oriundos da Sigma Chemical
Company (St. Louis, MO, EUA);

= Acetona, metanol, etanol, da Qeel (Sao Paulo — SP);

= Acido acético, cloreto de sédio, eosina azul de metileno, hematoxilina e
paraformaldeido PA foram obtidos da VETEC (Rio de Janeiro — RJ);

= Acido citrico, &cido sulfarico, &cido cloridrico, cloreto de sédio, sulfato
de magnésio, fosfato de potassio dibasico anidro, fosfato de sddio
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dibasico, fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio e amdnia,
glicose da Merck (Darmstadt, Alemanha);

= Agarose Low-Melting (Nucleic Acid Recovery/Molecular Biology Grade)
da Fisher BioReagents ( Reino Unido);

= Agarose, adquirida da Bio Agency (Sao Paulo — SP);

= Alcool 969, da Sertanejo (Dix Sept Rosado — RN);

= Bacto Agar Difco. (Difco, USA);

= Meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Médium) da Cutilab,
(Campinas-SP, Brasil);

= Fosfato de potassio bibasico anidro P.A. (K:HPO4) da Synth (Diadema-
SP, Brasil);

= Kensol (Cloridrato de xilazina - 10ml) e Vetanarcol (Cloridrato de
ketamina - 50ml) da Kénig S.A. (Buenos Aires, Argentina);

= Nutrient Broth No. 2- Oxoid da Oxoid Ltd (Hampshire - England);

» Parafina pura. Biotec (Sao Paulo, SP)

= Resina de troca ibnica Lewatite adquirida da Bayer. (Olimpia, Sao
Paulo,Brasil);

= Triton X-100. (USB-Corporation. Cleveland, USA).

Todos os demais materiais e reagentes utilizados foram da melhor qualidade
disponivel.

3.2.2. Equipamentos

= Agitador de tubos mod. AP 56, Autoclave vertical, Contador de colbnias
CP 600-Plus da Phoenix Ltda (Araraquara, SP, Brasil);

» Balancas, Bomba de Véacuo, Estufa com circulagdo e renovacao de
ar/TE 394/2, Incubadora (Shaker)/TE 420 da TECNAL (Piracicaba, SP,
Brasil);

» Banho-Maria de temperatura constante da FANEM Ltda. (Sao Paulo,
SP, Brasil);

= Banho-seco. Thermolyne. Dryi-Bath. Barnstead. Thermolyne — 2555.
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= BIOPLUS 2000. Analisador bioquimico semi-automatico modelo BIO-
2000 (Sao Paulo, SP).

= Bombas peristalticas Microperpex S modelo 2232 da LKB (Bromma,
Suécia);

» Camara para eletroforese em gel de agarose, modelo desenvolvido por
Jaques e col. (1968) (Técnica Permatron Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil);

» Centrifuga refrigerada CR 21 da Hitachi Koki Co. Ltd. (Téquio, Japao);

» Destilador de agua MA-270 da Marconi Ltda (Piracicaba, SP, Brasil);

= Espectrofotdmetro da FEMTO Ltda (S&o Paulo, SP, Brasil);

= Estufa da Odontobras Ltda. (Ribeirdo Preto, SP, Brasil);

» Fluxo laminar vertical. VECO (Campinas, SP-Brasil);

» Fontes de corrente continua da BioAgency Biotecnologia Ltda. (Sao
Paulo, SP, Brasil);

= Horiba ABX Micros 60. Analisador hematologico. GMI, Inc. (Ramsey,
Minnesota, USA);

* Incubadora de CO, Thermoforma (Sao Paulo, SP-Brasil);

» Medidor de pH da PHS-3B da PHTEK (Japao);

= Microscépio Invertido NIKON Eclipse TE300;

= Microondas Panasonic

= Micrétomo, modelo 820, da América Optical Company (New York,
EUA);

= Purificador de agua Milli-Q® Water System da Millipore Corp. (Bedford,
MA, USA);

= Camara de Neubauer. Improved.

3.3. Extracao e purificacao da fucana A

3.3.1. Obtencao do p6 cetonico

A alga utilizada neste trabalho foi submetida a despigmentacdo e
delipidacao, com a adicdo de quatro volumes de acetona PA. Esta solugao ficou a
temperatura ambiente durante o periodo de 24 horas. Posteriormente, a mistura
foi decantada e o residuo colocado para secar. Esse residuo, denominado de “p6
cetbnico”, foi utilizado em seguida na protedlise.
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3.3.2. Protedlise

Para a realizacdo desta etapa, foram adicionados dois volumes de NaCl
0.25M ao pd cetbnico (aprox.100 g) e seu pH ajustado para 8,0 com NaOH. A
este material foi adicionada a enzima proteolitica prozima (15 mg por grama de p6
cetbnico). Esta suspensdo permaneceu em banho-maria a 60°C durante um
periodo de 16 horas. Depois, este foi filtrado e o sobrenadante submetido a uma
centrifugacéo (10.000 x g, durante 15 minutos a 4°C). Apds a centrifugacao, o
sobrenadante, que contém todos os polissacarideos soluveis foi denominado de

extrato bruto de polissacarideos.

3.3.3. Fracionamento com acetona

O extrato bruto de polissacarideos foi fracionado com volumes crescentes
de acetona, obtendo-se as fracdes polissacaridicas. Os valores de acetona
adicionados foram determinados pela turvacdo da solug¢do, que caracteriza a
precipitacdo de polissacarideos devido a adicdo desse solvente apolar.
Adicionou-se 0,5 volumes de acetona, sob agitacao leve, necessario para que se
visualizasse uma turvacdo da solucado, essa solucao foi mantida em repouso a
4°C durante 18 horas, o precipitado foi coletado por centrifugacéo a 10000 x g por
15 minutos a 4°C e seco a pressao reduzida.

Esse procedimento foi repetido até que nao se visualizasse mais a
formacdo de precipitado, obtendo-se deste modo as seguintes fracdes
denominadas de: F0.5, F0.6, F0.7, F0.9, F1.1, F1.3 e F2.0, que correspondem, as
fracGes precipitadas com 0.5, 0.6, 0.7, 0.9, 1.1, 1.3, 2.0 volumes de acetona,

respectivamente.

3.3.4. Cromatografia em coluna de troca i6nica

A fracdo cetbnica F0.6 (que contém fucana A) foi submetida a
complexacao com a resina de troca i6nica Lewatite (10 mg de material para cada
1,0 mL de resina) e a eluicdo foi realizada passo a passo utilizando-se
molaridades crescentes de NaCl, como descrito por Dietrich et al. (1995).
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Foram coletadas fragcdes, com volume total de trés vezes o volume da
resina, para cada molaridade de sal (0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5, 2.0 e 3.0 M), as quais
foram separadas pela auséncia de positividade para o método de fenol-acido
sulfurico (DUBOIS et al., 1956). O fluxo de coleta foi de 1 mL/min, sendo o volume
de eluicdo igual para todas as molaridades coletadas.

As fragdes coletadas foram precipitadas com 2 volumes de metanol PA a
4°C e deixadas por 18 horas, sendo posteriormente, coletados por centrifugacao
a 10.000 x g, por 15 minutos e secos a pressao reduzida. As fragdes precipitadas
com metanol e secas foram submetidas a eletroforese, com gel de agarose para
visualizagcdo de sua mobilidade eletroforética segundo Leite et al. (1998) e
Barroso et al. (2008).

3.3.5. Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose (0,6%) foi diluido em tampao 1,3 diamino propano
acetato (PDA), e colocado sobre laminas de vidro medindo 7,5 x 5,0 x 0,2 ou 7,5 x
10 x 0,2. Aliquotas de 5 ul das fracoes (50 ug) foram aplicadas em canaletas no
gel e submetidas a uma corrente continua de 5 V/cm durante uma hora, em uma
cuba resfriada a 4°C (DIETRICH & DIETRICH, 1976).

Decorrido o tempo previsto de migracdao eletroforética, os compostos
presentes nas fracoes foram precipitados no gel de agarose com Cetavion 0,1%
por um tempo minimo de 2 horas, a temperatura ambiente.

Em seguida, o gel foi desidratado sob uma corrente de ar quente continua,
e corado com azul de toluidina 0,1%, numa solugcéo de acido acético 1% e etanol
50%, sendo o excesso de corante removido por uma solugédo de acido acético 1%
em etanol 50%.

A revelacao das bandas polissacaridicas foi feita pela capacidade do azul
de toluidina interagir com o sulfato presente nos polissacarideos. Os compostos

ricos em sulfato desenvolvem coloracao roxa caracteristica.
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3.4. Anadlises quimicas

Em cada andlise quimica as fracdes e o padrao foram submetidos as
mesmas condigdes experimentais, sendo realizada uma curva em cada andlise

(com os seus respectivos padrdes) para efeito quantitativo.

3.4.1. Acidos urdnicos

O conteudo de acido urbnico foi determinado pela reacdo do carbazol,
segundo Dische (1974), utilizando-se como padrao acido D-glucurénico sendo as

leituras realizadas a 525 nm.

3.4.2. Fucose

Os teores de fucose foram determinados de acordo com o método de
Dische (1962) para 6-desoxi-oses, usando-se como padrdo L-fucose. O periodo
de aquecimento foi de 10 minutos e as leituras foram realizadas apds 30 minutos
a temperatura ambiente.

Para eliminar a interferéncia de &cidos urbnicos e pentoses, foram
realizadas leituras dicromaticas a 400 e 430 nm, sendo a concentracao de fucose

uma funcgao linear.

3.4.3. Xilose

Os teores de xilose foram determinados por reagéo colorimétrica especifica
para aldo-pentoses propostas por Dische (1962), usando-se como padrdo D-
xilose. Foi utilizado o método do floroglucinol/ acido acético/ HCl. Somente aldo-
pentoses desenvolvem a cor purpura, porém acidos urénicos e hexoses podem
contribuir para a absor¢do a 552 nm. Esta interferéncia foi eliminada por leituras

dicromaticas a 552 e 510 nm.
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3.4.4. Acucares totais

Acucares totais foram determinados pelo método do fenol/acido sulfdrico
de acordo com Dubois et al. (1956), empregando-se como padrao L-fucose, sendo

as leituras realizadas a 490 nm.

3.4.5. Sulfato

O sulfato total foi medido apds hidrolise acida (HCI, 6 horas, 100°C) e foi
quantificado por turbidimetria pelo método da gelatina-bario (DODGSON; PRICE,
1962). Sulfato de s6dio (1,0 mg/mL) foi empregado como padréo.

3.4.6. Proteinas
Foi determinada com o reagente Comassie Blue R segundo o método de
Spector (1978), sendo a leitura realizada a 595 nm.

3.4.7. Espectroscopia de infravermelho

A espectroscopia de infravermelho foi realizada com um espectrémetro
Perkin-Elmer de 4400 a 400 cm™. A fucana A (5 mg) foi analisada apds secagem
em aparelho de Abdenhalden sob a forma de pastilha de KBr contendo P>Os a
60°C.

3.5. Toxicidade in vitro
3.5.1. Ensaio de cometa

3.5.1.1. Cultura de células

Células de ovario de hamster Chinés (CHO-K1) foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementado com 10% de soro
fetal bovino. As células foram mantidas em ambiente estéril a 5% de CO,. Apds o

estabelecimento da cultura celular, as células foram tratadas com a fucana A nas
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concentragdes de 20, 500 e 1000 ug/mL. Utilizou-se o perdxido de hidrogénio
(H202) como controle positivo na concentragdo de 100 uM e agua ultra pura (Mili-
Q) como controle negativo, no mesmo volume das outras solucdes teste. Apos 24
horas de tratamento, as células foram colhidas, centrifugadas e ressuspendidas
em meio de cultura. Cada tratamento foi feito em triplicata em placas de 24 pocos.

3.5.1.2. Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado com as células CHO, para
todos os tratamentos, utilizando método de coloragéo de azul de tripan. O numero
de células vivas e de células mortas (coradas em azul) foi quantificado em

Camara de Neubauer.

3.5.1.3. Ensaio

O ensaio de cometa foi realizado em concordancia com as premissas
estabelecidas por Singh et al. (1988) e de acordo com o protocolo descrito por
Tice et al. (2000) com algumas modificagdes.

Apés o tratamento e colheita das células (descrito no item 3.5.1.1), 10 yL
da suspenséo celular, de cada tratamento, foram homogeneizados com 75 uL de
agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) a 0,5% e mantida a 37°C. A mistura foi
distribuida sobre laminas de microscopia, pré-gelatinizadas com agarose de ponto
de fusdo normal a 1,5%. As laminas foram cobertas com laminula e mantidas sob
resfriamento a 4°C para solidificacdo do gel. Depois de 15 minutos, as laminulas
foram retiradas e as laminas imersas em solugéo de lise gelada (2,5 M NaCl; 10
mM Tris; 100 mM EDTA; 1% de Triton X-100; 10% de DMSQO) em recipiente
protegido da luz por 24 horas e sob refrigeracdo (4°C), para lise das membranas
celulares.

Posteriormente, as laminas foram lavadas em PBS gelado (4°C), dispostas
na cuba de eletroforese e cobertas com tampao de eletroforese (300 mM NaOH e
1 mM EDTA, a pH>13), sendo mantidas no escuro em banho de gelo por
aproximadamente 20 minutos a 4°C para desnaturacédo alcalina do DNA. Em
seguida, as laminas foram submetidas a eletroforese a 300 mA, 25 V por 30
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minutos, neutralizadas com tampéao Tris-HCI 0,4 M (pH 7,5) e fixadas em etanol
absoluto sendo posteriormente armazenadas em refrigerador.

As laminas foram coradas no momento da analise com 50 yL de brometo
de etidio (20 ug/mL) e cobertas com laminulas. A leitura foi feita em microscépio
de fluorescéncia (Nikon, modelo E600) com grau de excitacao de fluorescéncia de
590 nm e aumento de 400 vezes.

Através de software especifico para o ensaio cometa (Comet Assay V)
foram analisados 100 nucledides por lamina (trés laminas para cada tratamento)
proveniente da parte central do gel; as bordas da lamina, ao redor de bolhas de ar
ou células apoptéticas ndao foram contabilizadas. O potencial genotdxico foi dado
pela quantificacdo do tail lenght (extensdo da cauda do cometa) e pelo tail
moment (momento da cauda= Tail lenght x %Tail DNA). Quanto maior a cauda,
maior o numero de danos no genoma e maior o potencial genotoxico da

substancia teste (Figura 3).

Tail lenght

Figura 3. Microscopia de fluorescéncia dos nucledides de
células de ovario de hamster (CHO) submetidas ao ensaio

cometa. Células com diferentes niveis de danos no DNA corados com 50 pL
de brometo de etidio (20 pg/mL). O nivel 0 representa nucle6ides sem danos;
nivel 1, com danos minimos; nivel 2 com danos médios; nivel 3, com danos
intensos e o nivel 4, os nucledides com o0 maximo de dano. (Aumento de 40x).

3.5.2. Teste de Kado (Ensaio de microssuspensao com Salmonella)

3.5.2.1. Linhagens bacterianas utilizadas

Foram utilizadas as linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de Salmonella

typhimurium, cedidas pela CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento
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Ambiental de Sao Paulo, SP, Brasil). Os gendétipos de todas as cepas bacterianas
empregadas estdo resumidos na Tabela 4. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Andlise Mutagénica de Agua (LAMA), UFRN, com a colaboracio
da Dra. Silvia Regina Batistuzzo de Medeiros.

As linhagens de S. typhimurium foram mantidas em microtubos a
temperatura de -80°C para que se mantivessem inalteradas todas as suas
caracteristicas genéticas. As caracteristicas de dependéncia da histidina,
presenca de mutagao rfa, presenca de delecao uvrB, presenca de plasmidios de
resisténcia e taxa de reversdo espontanea foram checadas rotineiramente antes
do preparo dos estoques para congelamento de acordo com Maron e Ames
(1983) e Mortelmans e Zeiger (2000).

Tabela 4. Caracteristicas genéticas das linhagens de S. typhimurium utilizadas teste de
Kado.

Linhagens Genotipo Tipo de mutagéo Referéncias
hisD6610", rfa®, AuvrB®, bio™*, deslocamento do quadro
TA97a s . (Maron e Ames, 1983)
pKM101 (Ap) de leitura
his D3052, rfa, AuvrB, bio’, deslocamento do quadro
TA98 " . (Maron e Ames, 1983)
pKM101 (Ap) de leitura
his G46, rfa, AuvrB, bio’, Substituicao de pares
TA100 " (Maron e Ames, 1983)
pKM101( Ap) de base
his G428, rfa, pKM101 (Ap', Substituicoes de pares
TA102 e (Maron e Ames, 1983)
pAQ1, Tt) de base

' his: mutagdo responsavel pela sintese da histidina

2 . . . . ,
rfa: permeabilidade da membrana de lipopolissacarideo

® AuvrB: delegéo do gene uvrB

* pio” : dependéncia a biotina

® plasmideo de resisténcia a ampicilina

® plasmideos de resisténcia a ampicilina e a tetraciclina

3.5.2.2. Controles positivo e negativo do teste de Kado

O ensaio é feito sempre com controles negativos e positivos, de forma a
assegurar a capacidade de resposta da linhagem e a eficiéncia do sistema de
ativacdo metabolica (MARON & AMES, 1983). O controle negativo foi o solvente
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utilizado para dissolver as amostras (UMBUZEIRO & VARGAS, 2003). Neste
experimento, o solvente utilizado foi agua ultra pura autoclavada (Mili-Q). O
volume do controle negativo foi 0 mesmo utilizado para as amostras teste. O
controle negativo é necessario para estabelecer o numero de colénias revertentes
espontaneas (MARON & AMES, 1983).

Utilizam-se como controles positivos, compostos mutagénicos especificos
para cada linhagem em concentragdes definidas (MARON & AMES, 1983;
UMBUZEIRO & VARGAS, 2003). A tabela 5 lista os controles positivos e suas
respectivas concentracoes, utilizadas para as linhagens de Salmonella
typhimurium neste estudo.

Tabela 5. Controles positivos utilizados neste ensaio para as linhagens S.
typhimurium com e sem ativacao metabdlica.

Ensaio Mutageno Solvente Concentragao Linhagens
(Hg/placa)
4-nitroquinolina 1 — agua ultra pura
o 0,1 TA97a e TA98
6xido (4-NQO) autoclavada
(Mili-Q)
Sem ativagao agua ultra pura
(+S9) azida sodica autoclavada 1,0 TA100
(Mili-Q)
agua ultra pura
Mitomicina C autoclavada 0,5 TA102
(Mili-Q)
Com ativacao 2-aminoantraceno agua ultra pura 01 TA97a,TA98,
(+S9) (2-AA) (Mili-Q) ’ TA100 e TA102

3.5.2.3. Curva de toxicidade

A curva de toxicidade deve ser realizada anteriormente aos ensaios de
Ames ou Kado para determinacado de concentragdes citotéxicas (DLso), e partir
delas selecionar concentragdes inferiores. Este resultado possibilita identificar
quais as concentragdes serdo mais viaveis (taxa de sobrevivéncia bacteriana),

visto que se for tdéxico o resultado de mutagénese pode ser interpretado de forma
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incorreta. A curva deste trabalho foi feita utilizando a cepa TA98 (apresenta maior
sensibilidade aos agentes dentre as linhagens utilizadas no teste de Kado) em
quatro diluicées (2 x 10>, 2 x 10°, 2 x 107 e 2 x 10® bactérias/mL) e quatro
concentracdes da fucana A (20, 50, 100 e 200 ug/placa).

3.5.2.4. Ensaio

O ensaio de Kado foi realizado utilizando o protocolo de microssuspensao
desenvolvido por Kado et al. (1983), com algumas modificacoes.

Com auxilio de alca de inoculagéo, pequena quantidade da cultura estoque
congelada foram semeadas em 20 mL de caldo nutriente (Oxoid n. 2) e incubadas
por 16-18 horas a 37°C com agitacdo constante (180 RPM) para que elas
atingissem aproximadamente uma densidade de 2 x 10° bactérias/mL. Apés esse
periodo de crescimento, a cultura bacteriana foi concentrada por centrifugacéo a
4000 x g a 4°C durante 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e
o precipitado foi ressuspendido em 4 mL de tampao fosfato de sédio 0,015 M (pH
7,4).

Apébs este procedimento, foram adicionados em tubos de ensaio 50 pL
dessa suspensao bacteriana, acrescidos novamente de 50 uL de tampao fosfato
de so6dio 0,015M ou mistura S9 (fracdo microssomal S9) e 5 uL de cada
concentracédo de fucana A (utiliza-se também o mesmo volume para os controles
positivo e negativo). A mistura foi incubada a 37°C por 90 minutos, sem agitacao.

Apbs esse periodo de incubacao, 2,5 mL top-agar (0,6% agar, 0,6% de
NaCl, 0,5% histidina, biotina 0,05 mM, pH 7,4 e a 45°C) foi adicionado aos tubos
e, a nova mistura, foi vertida em placas de Petri contendo agar minimo (1,5%
agar, 50 mL de Vogel-Bonner 50x e 2% de glicose). As placas de Petri foram
incubadas a 37°C por 66 horas, e as colbnias revertentes para his® foram
contadas.

Pela andlise da curva de toxicidade, as concentragdes utilizadas nao
provocaram morte das bactérias. Com base nisso, para o teste de kado foram
utilizadas concentracées maiores de fucana A (500 e 1000 pg/placa), exceto para
a concentragao de 20ug/placa. Os ensaios com fucana foram feitos em triplicata e
os controles positivo e negativo em quintuplicata. Os resultados foram expressos
através da média de revertentes por placa e pela razdo de mutagenicidade (RM).
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RM = E/C
Onde,
E = nimero de colbnias revertentes da placa teste

C = numero de col6nias revertentes na placa do controle negativo.

Se o RM for maior ou igual a 2 tem-se que a amostra testada é mutagénica.

RM =2

3.6. Toxicidade in vivo

Além da avaliagdo toxicoldgica in vitro da fucana A, também foram
realizados ensaios toxicoldgicos in vivo. Escolheu-se realizar ensaios de toxidade

subcrdnica (dois meses) administrando apenas 20 pg/g por animal.

3.6.1. Estudo da toxicidade em ratos

Foram utilizados 12 ratos Wistar randomicamente divididos em: grupo
controle e grupo tratado, ambos com 6 animais (machos) em cada grupo. Ao
grupo tratado foi administrado fucana A para a dose de 20ug/g de peso do animal,
pela via subcutanea, sendo ministrada uma Unica dose diaria, por um periodo de
2 meses (62 dias). Essa dose foi escolhida por ser aquela em que essa fucana
apresenta atividade antitrombotica in vivo segundo Barroso et al. (2008). Os ratos
do grupo controle foram tratados com solucdo salina (0,09%) nas mesmas
condicoes que as utilizadas para o grupo tratado. Ap6s cada administracao das
solucdes, os ratos, em ambos 0s grupos, foram observados para detecgdo de
sinais clinicos ou sinais anormais de comportamento e pesados uma vez por

semana.

3.6.2. Observacoes comportamentais

Todos os animais foram observados durante os 62 dias de experimento
(duas vezes diariamente) para verificacdo de mortalidade. As observagdes foram
feitas com os ratos dentro das gaiolas e todos os resultados anormais foram
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registrados. Os parametros que serviram como observagdes foram: mudancas na
pele, olhos e mucosas, ocorréncia de secrecoes e excreches; atividades
autdbnomas, como por exemplo, lacrimacdo, erecao dos pélos, respiracao

anormal, comportamento agressivo, automutilagao e disfungdo motora.

3.6.3. Analises hematoldégicas e bioquimicas

Apbs o periodo de experimentacao relatado em 3.6.1, os animais foram
anestesiados e amostras de sangue foram obtidas por puncédo cardiaca para
posteriores analises. A andlise hematoldgica foi realizada utilizando um analisador
automatico hematologia (Horiba ABX Micros 60) e foram mensurados o0s
seguintes parametros: hematocrito, hemoglobina, hemacias, volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragcdo hemoglobina
corpuscular média (CHCM), leucécitos e plaquetas. Os parametros bioquimicos,
medidos com um analisador bioquimico automatizado (BIOPLUS 2000), foram:
proteina total (TP), albumina (Alb), bilirrubina total (T. Bil), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), y-glutamil transferase
(GGT), colesterol total (TC), uréia, creatinina (Cr) e glicose.

3.6.4. Necropsia e analise histologica

Apos a coleta do sangue descrita no item 3.6.3 foi realizada a eutanasia
dos animais através da administracdo de doses elevadas de anestésicos
(Ketamina e xilazina - 87mg/Kg e 13mg/Kg, respectivamente). Os tecidos e
orgaos foram examinados macroscopicamente em busca de anomalias visiveis.
Posteriormente, cérebro, timo, pulmdes, coragédo, baco, figado, rins, testiculos e
préstata de todos os animais do grupo controle e tratado foram retirados, pesados
e fixados em paraformaldeido tamponado. Apds 24 horas, os aparatos foram
embebidos em parafina, seccionadas (5 ym de diametro), colocados em laminas
de vidro, e corados com hematoxilina e eosina. As laminas foram examinadas

através de microscopia Optica (objetivas de 20, 40 e 100x).
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3.7. Analise estatistica

Os resultados numéricos foram expressos em meédia aritmética (+ erro-
padrao). A andlise estatistica foi feita comparando o grupo teste (fucana A) com o
grupo controle para cada tratamento usando o teste de Mann-Whitney. Diferenca
de P <0,05 foi considerada significativa. Para os dados que apresentaram
distribuicao normal ou (Gaussiana), como o teste de Kado e o ensaio cometa, foi
utilizado o teste ANOVA com post-hoc de Tukey - Kramer para comparacdes

multiplas. Diferengas significativas foram aceitas com P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Cromatografia em coluna de troca i6nica da F0.6

A fracdo cetbnica F0.6 apos submetida a cromatografia de troca ibnica
(como descrita no item 3.3 de Materiais e Métodos) foi quantificado para
verificacdo do rendimento (Figura 4). A fracdo 1.0M foi a que apresentou o0 maior
rendimento, seguida das fracdes 3.0M e 1.5M.

15 -

12 '/

sV
| '
N | | . | | .. 74

0.3M 0.5M 0.7M 1.0M 1.5M 2.0M 3.0M

Rendimento {%)

Fracdes

Figura 4. Rendimento das fracoes da cromatografia de troca idnica. As fragées

foram eluidas pelo sistema passo a passo com molaridades crescentes de NaCl (0.3 a 3.0M). O
valor de 100% corresponde a soma das massas de todas as fragoes.

4.2. Eletroforese em gel de agarose das fracoes da troca i6nica

As fracdes obtidas da cromatografia de troca i6nica foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose em tampdo PDA (Figura 5). A fracdao 0.3M
apresentou uma banda com mobilidade eletroforética semelhante a fucana A.
Provavelmente a presenca dessa banda se deu devido o excesso de material que
foi aplicado a coluna, jA& que essa fracdo corresponde ao material néo
complexado. A fragdo 0.5M apresentou a fucana A, mas também apresentou

uma banda de maior mobilidade que se coloriu em rosa. Essa banda surgiu
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devido a grande quantidade de &cido alginico presente nessa fracao. As fracoes
2.0M e 3.0M apresentaram-se contaminadas pelas fucana B e C.

Na figura 5 abaixo, verifica-se que as fracdées 0.7M, 1.0M e 1.5M possuem
a presenca da fucana A em todas elas. Contudo, a fracdo 0.7M mostrou-se
contaminada por alginatos. Apesar das fracées 1.0M e 1.5M apresentarem
compostos com migracao eletroforética semelhante, apenas a fracdo 1.0M foi
utilizada nos experimentos posteriores, pois essa foi eluida com a mesma

concentragdo de sal que a fucana A da alga S. schroederi por Leite et al. (1998).

Alginatos

e o

0.3M 0.5M 0.7M 1.0M 1.5M 2.0M 3.0M

Fracoes

Figura 5. Comportamento eletroforético das fracoes eluidas na
cromatografia em coluna de troca i6nica (obtida da fracao

F0.6) da alga S. schréederi. Aliquotas de 5 pl (50ug) das fragbes
provenientes da cromatografia foram aplicados em I&minas de agarose em
tampéo PDA 0,05 M, pH 9,0. Apos precipitagdo com CETAVLON as laminas
foram coradas com azul de toluidina. Or. Origem

4.3. Anadlises quimicas

Para se confirmar a identidade da fucana A obtida nesse trabalho em
relacdo com aquela publicada por Leite et al. (1998), ela foi analisada com relacéo
aos seus constituintes monossacarideos e sulfato. Na tabela 6 resumem-se os
dados das analises quimicas realizadas. Em uma comparacao feita com os dados

mostrados nesta tabela, verifica-se que a relacdo molar dos constituintes da
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fucana A obtida neste trabalho apresenta grande semelhanca com aquela descrita
por Leite et al. (1998). Nao foi observada contaminacéo protéica.

Tabela 6. Composicao quimica dos polissacarideos acidos da alga
Spatoglossum schréederi

Relagcao molar

Compostos

Fucose Xilose Acido urénico Sulfato
0.6 vol 1,00 0,64 4,00 1,28
1,0 M (fucana A) 1,00 0,32 0,60 1,40
Fucana A * 1,00 0,35 0,55 1,50

0.6 vol — Fracao polissacaridica precipitada com 0,6 volumes de acetona

1.0 M — Fucana A eluida da cromatografia de troca iénica com 1,0 M NaCl
*Composigao quimica da fucana A determinada por Leite et al. (1998)

Nao foi possivel detectar a presenca de proteina na fucana A em até 100 mg/mL

Um outro teste para confirmar que a fucana A obtida neste trabalho era
composto descrito por Leite et al. (1998) foi a analise de espectroscopia de
infravermelho. Na tabela 7 observam-se os sinais identificados para a fucana A.
Estes foram semelhantes aqueles descritos por Leite et al. (1998) para a fucana
A.

Tabela 7. Sinais encontrados nos espectros de infravermelho da Fucana A
da alga Spatoglossum schréederi e os grupos funcionais a eles
atribuidos.

Dados desse Dados de Leite et
trabalho (cm™) al., 1998 (cm™) Grupos funcionais
3410 3406 Hidroxila (O-H)
2913 2922 Grupo metil (C-H)
1641 1640 Grupo carboxila (H-C= O)
852 852 Presenca de sulfato na posicao C-4 da L-fucose
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4.4. Toxicidade in vitro

4.4.1. Viabilidade celular

Os resultados obtidos para a viabilidade celular das células foram acima de
87% para os controles positivo e negativo, como também para as trés
concentracdes de fucana A utilizadas (Figura 6). Este ensaio ndo apresentou
diferenca significativa (P < 0,05) entre os grupos teste. Este experimento nos
prediz que as células CHO utilizadas no ensaio cometa estavam viaveis e em

quantidade adequada.

120

100 -

80

60 -

Viabilidade celular (%)

Controle Controle 20 yg/mL 500 pyg/mL 1000 pg/mL
Positivo Negativo

Fucana A

Figura 6. Viabilidade celular de células CHO (ovario de hamster
chinés). A viabilidade foi verificada apds tratamento com as trés concentragbes de
fucana A, o controle positivo (H,O,, 100mM) e o controle negativo (agua ultra pura). Todos
os resultados sdo uma média de trés amostras + erro-padrdo. Nao houve diferenga
estatistica em relagdo ao controle negativo (P < 0,05).

4.4.2. Ensaio de cometa

As figuras 7 e 8 mostram os efeitos de tratamento com fucana em relagao
perfil de migracdo de DNA no ensaio de cometa em células CHO. Os parametros
analisados foram o tail lenght (comprimento da cauda) e tail moment (momento da
cauda). O tail lenght foi tido como o principal parametro de

genotoxicidade/mutagenicidade, ou seja, quanto maior a cauda, maior o nimero
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de danos no genoma e maior o potencial genotéxico do composto avaliado. A
analise dos resultados obtidos mostrou que nao houve diferencas significativas (P
<0,05) para o tail lenght e o tail moment entre as trés concentrac¢des de fucana A

utilizadas e o controle negativo.

120,00 .
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Positivo Negativo
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Figura 7. Avaliacao do ensaio cometa em células CHO através da

analise dos parametros tail lenght e tail moment. As células foram
expostas a 100 mM de H,O, para controle positivo e dgua ultra pura para o controle
negativo. Todos os resultados sdo uma média de trés amostras + erro-padréo.
*Diferenca estatistica em relagao ao controle negativo (P < 0,05).
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Figura 8. Microscopia de fluorescéncia dos nucledides de
células de ovario de hamster (CHO) submetidas ao ensaio

cometa. A) Células tratadas a fucana A na concentragéo de 20 pg/mL; B) com
500 pg/mL de fucana A; C) com 1000 pg/mL de fucana A; D) Controle negativo
(células tratadas com agua ultra pura) e E) Controle positivo (células tratadas a
100 mM de H,0,) . Os nucledides foram corados com 50 pL de brometo de etidio
(20 pg/mL). Aumento de 40x.

4.4.3. Curva de toxicidade

O resultado obtido com a curva de toxicidade mostra que as quatro
concentracdes de fucana A ndo apresentaram sinais de toxicidade (Figura 9), e
com base nisto, foram escolhidas duas concentracdes mais elevadas da fucana A
(500 e 1000 pg/placa) para o teste de Kado. A concentracao de 20ug/placa de
fucana A foi mantida, pois € a concentracdo de interesse para determinacédo de

mutagenicidade.
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Figura 9. Curva de toxicidade com a Salmonella TA98 utilizando

diferentes concentracoes de fucana A. Foi utilizado agua ultra pura para o
controle negativo (CN). Todos os resultados sdo uma média de trés amostras + erro-padréo.

4.4.4. Teste de Kado

Para verificar a possivel acdo mutagénica da fucana A extraida da alga S.
schréederi foram utilizadas quatro cepas da linhagem bacteriana Salmonella
typhimurium (TA97a, TA98, TA100 e TA102). O ensaio foi realizado na auséncia e
na presenca de um sistema de ativacao metabdlica (fracdo S9) para verificar se a
fucana A necessitava ser metabolizada para se tornar mutagénica (ac¢ao indireta).

Os dados obtidos para as quatro linhagens testadas com e sem fracdo S9
estdo dispostos na tabela 8. Os resultados obtidos ndao mostraram
mutagenicidade para a fucana A desta alga, pois ndo houve diferengas
significativas entre as concentracbes testadas e seus respectivos controles
negativos. A razdo de mutagenicidade (RM) entre os testes e o controle negativo
também corroboram este fato, jA que foram inferiores a dois com as trés

concentragdes de fucana A testadas.
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Tabela 8. Avaliacao mutagénica da fucana A extraida da alga marrom S. schéederi com o
teste de Kado com diferentes cepas de Salmonella typhimurium na auséncia e presenca
de ativacao metabdlica (S9).

- S9
TA97a TA98 TA100 TA102

Concentracoes Rev./placa RM Rev./placa RM Rev./placa RM Rev./placa RM
Controle positivo  639,75+6,14 4,03 258,40 +2,66 7,18 2427,60+96,77 11,98 1173,50+9591 7,45

Controle negativo 158,75 +25,51 1,00 36,00 +7,02 1,00 202,60 + 13,39 1,00 157,50 £11,96 1,00

20 pg/placa 60,67 +3,76 * 0,38 29,00 £5,29 0,81 54,00 £1,16 0,27 69,00 + 10,02 0,44
500 ug/placa 60,50 +6,50 * 0,38 32,00 £ 3,22 0,89 86,00 £ 2,00 0,42 118,67 £ 9,14 0,75
1000 pg/placa 59,00 £3,22* 0,37 37,00 £1,73 1,03 74,00 £ 2,31 0,37 97,67 +7,22 0,62
+ S9
TA97a TA98 TA100 TA102
Concentracoes Rev./placa RM Rev./placa RM Rev./placa RM Rev./placa RM

Controle positivo  1451,00 +90,74 9,38 466,20 +2513 6,81 254350 +82,92 557 483,40%1584 5,07
Controle negativo 154,67 +21,07 1,00 6850+13,57 1,00 456,40+16,30 1,00 9540+1288 1,00

20 ug/placa 94,67 +260 0,61 64,00 + 2,31 0,93 465,67 +31,50 1,02 71,67 + 8,21 0,75
500 pg/placa 95,67 +6,84 0,62 66,67 14,97 0,97 458,33 + 4,67 1,00 99,00 + 0,58 1,04
1000 pg/placa 98,00+2,00 0,63 76,67 + 6,44 1,12 452,67 + 15,30 0,99 100,67 +9,94 1,06

Os dados sao expressos em numeros de coldnias revertentes a his+/ placa. Média dos
ensaios * erro-padrao. Controles positivos sem S9 foram utilizados 4NQO (0,1pg/placa) para as cepas
TA97a e TA98, azida sodica (1,0 pg/placa) para a TA100 e mitomicina C (0,5 ug/placa) para a TA102. Para os
controles positivos com S9 foi usado 2-AA (0,1 pg/placa) para todas as cepas — TA97a, 98, 100 e 102.
RM: Razéo de mutagenicidade.( n°de col6nias revertentes do teste / n° colénias do controle negativo).

P< 0.05 diferente significativamente em relagdo ao controle negativo de cada linhagem bacteriana. As diferencas
significativas foram realizadas pelo teste de ANOVA com post-hoc de Tukey-Kramer.

4.5. Estudo de toxicidade in vivo

4.5.1. Peso corporal

Na figura 10 mostra-se 0 ganho de peso (em porcentagem) dos animais
controle e tratados com a fucana A durante 62 dias. HA um ganho de peso de
forma continua e crescente durante esse periodo. Outro fato interessante é que
nao ha diferenga significativa entre o ganho de peso dos animais tratados em

comparagao com os ratos do grupo controle.
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Figura 10. Ganho de peso percentual dos ratos Wistar tratados com

fucana A e dos ratos do grupo controle. Foram administradas fucana (20ug/g de
animal) ou solugéo salina (grupo controle) diariamente por 62 dias. Os animais foram pesados
a cada sete dias(n=6, por grupo). Os dados sdo expressos como média * erro-padrdo. Nao
houve diferencga significativa em relagdo ao controle com P < 0,05 pelo teste de Mann-Whitney.

4.5.2. Observacoes comportamentais

A analise comportamental dos ratos durante os 62 dias de experimento,
nao demonstrou alteracdes relevantes em nenhum dos padrées comportamentais
(descrito no tépico 3.6.2 em Matérias e métodos). Ambos os grupos, tratado e
controle, tiveram comportamentos semelhantes com relagcéo a todas as atividades
autdbnomas ou nao. Da mesma forma, durante todo o periodo do experimento os

animais apresentaram-se saudaveis visualmente.

4.5.3. Analise macroscopica e histologica dos 6rgaos internos dos animais

Apés eutanasiados e necropsiados, todos os 6rgdos foram em seguida
pesados. A figura 11 mostra o peso dos érgaos dos ratos, do grupo tratado e
controle (solugéo salina). Nota-se que ndo houve diferengas significativas entre o
peso dos diferentes érgaos e nem foram observadas alteragcdes na morfologia dos

mesmaos.
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Figura 11. Peso dos 6rgaos dos animais tratados e do grupo controle.
n=6, por grupo. Os dados sdo expressos como média + erro-padrao. Nao houve diferenga
significativa em rela¢do ao controle com p< 0,05 pelo teste de Mann-Whitney.

Apoés inspecdao macroscoépica, os tecidos foram fixados, cortados e corados
com hematoxilina-eosina (HE) para observacdo de possiveis lesdes em
microscopia optica.

As analises histologicas dos 6rgaos foram realizadas a fim de verificar, a
presencga ou ndo, de alguma anormalidade na morfologia das células e tecidos. O
observado foi que nenhuma alteracdo morfolégica em escala microscopica foi
identificada nos 6rgaos analisados.

Na figura 12 observam-se laminas histolégicas do figado e rins de ratos
dos grupos controle e tratado. Quando se compara as laminas oriundas desses
dois grupos ndo se verifica nenhuma diferenca morfolégica entre eles. Dados
semelhantes foram observados quando se compararam laminas dos demais

6rgaos do grupo controle com seus correspondentes oriundas do grupo tratado.
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Figura 12. Fotomicroscopia 6ptica de tecido hepatico (aumento de 10x) e
renal (aumento de 40x) de rato submetido a administracao de fucana A e

solucao salina. Figado: A) tratado com solugéo salina (soro fisiolégico 0,09%) e B) tratado
com fucana A (20ug/g de animal). Rins: C) tratado com solug&o salina (soro fisiolégico 0,09%)
e D) tratado com fucana A (20ug/g de animal).

4.5.4. Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Os resultados do estudo da toxicidade da fucana A foram observados
através das analises bioquimica e hematologica do sangue de ratos, os quais séo
apresentados nas tabelas 9 e 10, respectivamente.

Na andlise bioquimica foram observados que os valores para uréia
(30,51%), glicose (25,80%), aspartato aminotransferase (AST) (22,46%) e o
colesterol total com (21,27%) apresentaram uma tendéncia de aumento em
comparagéo ao grupo controle. Contudo, quando esses dados foram analisados
estatisticamente n&o se identificou diferenga significativa (P<0,05) para nenhum
dos valores analisados.
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Tabela 9. Parametros bioquimicos do sangue dos ratos Wistar.
Parametros (Sg?nnatr& Ig% ) Tratac(jgoﬁcél;;)Fuc A Limites
Glicose (mg/dL) 193,83 £ 17,41 243,83 £ 11,54 150 — 260
Uréia (mg/dL) 39,33 £ 3,77 51,33 £ 3,53 26 —52
Creatinina (mg/dL) 0,75+0,10 0,81 +£0,12 05-11
AST (U/L) 123,17 £ 6,88 150,83 + 12,81 97 — 147
ALT (U/L) 82,33 + 6,92 86,67 = 8,07 56 — 100
GGT (U/L) 2,50 £ 0,76 2,00 £ 0,37 1-6
Prot. Totais (g/L) 6,10 £ 0,39 5,27 £ 0,20 5-73
Albumina (g/L) 2,22 £ 0,21 2,12 £ 0,05 1,3-27
Globulina (g/L) 3,88 £ 0,36 3,02 0,16 2,7-49
Colest. Total (mg/dL) 57,17 £ 6,05 69,33 £ 1,26 40-77
Bilirr. Total (mg/dL) 1,73+ 0,17 1,87 +0,17 1,3-2.2
(n=6, por grupo), dados expressos como média + erro-padrao.
Nao houve diferenca significativa em relacdo ao controle pelo teste de Mann-Whitney.
Abreviagdes: AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; GGT, y-
glutamil transferase; Prot. Totais, proteinas totais; Bilirr. Total, bilirrubina total.
Limites: Correspondem ao menor e maior valores individuais obtidos em cada dosagem.
Em relacdo aos parédmetros hematolégicos (Tabela 10) ndo foram

detectadas alteracbes estatisticamente significativas entre os parametros

analisados.

Tabela 10. Parametros hematoldgicos dos ratos Wistar.

Parametros antrole Tratado com Fuc A o
(Salina 0,9%) (20pg/9) Limites
Hematocrito (%) 42,08 + 1,45 36,90 + 1,77 37,2—-46,6
Hemoglobina (g/dL) 13,95+ 0,43 12,60 + 0,61 12,2-15
Hemacias (milh6es/mm?) 5,92 + 0,06 6,07 £ 0,21 5,7-6,1
VCM (fl) 50,17 £ 1,47 50,83 + 0,31 44 — 54
HCM (PG) 16,57 + 0,66 16,32 + 1,67 14,2 -19
CHCM (g/dL) 33,13+ 0,40 35,42 £ 0,44 32,3-35
Leucocitos (mil/mms3) 7,38 £0,72 492 +1,10 58-10
Plaquetas (mil/mms3) 418,67 + 24,74 456,33 + 65,37 340 — 520

(n=6, por grupo), dados expressos como média + erro-padrao.
Nao houve diferenca significativa em relacdo ao controle pelo teste de Mann-Whitney.
Abreviagdes: VCM, volume corpuscular médio; HCM, hemoglobina corpuscular média; CHCM,
concentracdo hemoglobina corpuscular média.
Limites: Correspondem ao menor e maior valores individuais obtidos em cada dosagem.
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5. DISCUSSAO

As fucanas de algas vém sendo estudadas desde o inicio do século 20
(KYLIM 1913; 1915) e sao hoje, os polissacarideos sulfatados de origem nao
animal mais estudados. Contudo, esse grupo de polissacarideos tem se mostrado
de dificil anélise e muitos detalhes de suas caracteristicas estruturais ainda nao
foram reveladas (BILAN et al., 2008). Todavia, os estudos com as fucanas
continuam a prosseguir devido a grande quantidade de atividades farmacolégicas
atribuidas a elas (Tabela 2) e, também, devido a possibilidade de se encontrar

NOVOS USOS para esses compostos.

Existe uma grande variedade de metodologias descritas na literatura que
sdo utilizadas nos processos de extracdo e purificacdo de fucanas de algas
marrons (KLOAREG & QUATRANO, 1988; BOISSON-VIDAL et al. 1995;
PEREIRA et al. 1999; BERTEAU & MULLOY, 2003; MOURAO, 2007). Contudo,
uma analise critica dessas metodologias demonstra que elas nao se diferenciam
muito nas técnicas que sao utilizadas, mas se diferenciam principalmente na
ordem em que essas técnicas sao utilizadas. Por outro lado, ndo ha relatos que
demonstrem uma maior efichcia de uma metodologia em detrimento de outra.
Esse fato ocorre devido principalmente as caracteristicas estruturais das fucanas
que estdo sendo purificadas. Como as fucanas sdo polissacarideos
estruturalmente complexos, elas ndao apresentam um padrao estrutural definido e
que, portanto exigem das metodologias adaptagdes que se adequem as suas
caracteristicas, para que essas metodologias se tornem mais eficazes.

O nosso grupo vem estudando fucanas de alga desde o inicio da década
passada e durante esse periodo, utilizando uma metodologia aplicada a
caracterizacao de GAGs (DIETRICH et al., 1985), demonstrou-se que as algas
Dyctiota mertensis, Padina gymnospora, Sargassum vulgare (FARIAS, 1993;
DIETRICH et al., 1995) e Spatoglossum schréederi (LEITE et al., 1998)
apresentavam, cada uma, trés populacdes distintas de fucanas, denominadas
atualmente de fucanas A, B e C. Com o uso dessa metodologia purificou-se a
fucana A da S. schroederi, e propOs-se a sua estrutura (LEITE et al.,, 1998).

Todavia, ndo se obteve sucesso em purificar outras fucanas.
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No ano de 1998 foi introduzida a precipitacdo diferencial com volumes
crescentes de acetona como passo inicial a metodologia descrita por Dietrich et
al. (1985) para a purificagdo das fucanas de algas marrons. Com a introdugao
desse passo conseguiu-se a purificacao das fucanas B (ROCHA et al., 2005a) e C
(ROCHA et al., 2005b) da S. schroederi, a fucana A de P. gymnospora (SILVA et
al., 2005), as fucanas A (ALVES, 2006) e C (ALBUQUERQUE et al., 2004) de
Dyctiota menstrualis, e a fucana B de Lobophora variegata (QUEIROZ et al.,
2006; MEDEIROS et al.,, 2008). A precipitacdo com acetona promove a
concentracdo da fucana que se pretende estudar em uma fracdo, separando-a
das demais fucanas, assim quando essa fragdo passa por outro passo de
purificacdo, como cromatografia de troca ibnica, tem-se a purificacdo da fucana
mais facilmente. Fato que ndo acontece quando se usa a troca idnica primeiro
(ROCHA et al., 2005).

A fucana A da S. schroederi nao tinha sido ainda purificada dessa forma,
quando Barroso et al. (2008) utilizando a precipitacdo com acetona como passo
inicial, obtiveram a fucana A dessa alga. Testes quimicos e fisico-quimicos
mostraram que a fucana A obtida por Barroso et al. (2008) era similar aquela
obtida por Leite et al. (1998).

Neste trabalho, aplicou-se a mesma metodologia utilizada por Barroso et al.
(2008). Na figura 5 observa-se que a fucana A estad presente em vaérias fracoes
oriundas da cromatografia de troca idnica. Este fato ndo foi uma surpresa, pois
Leite et al. (1998) tinham observado o mesmo comportamento da fucana A apos
cromatografia de troca idnica.

O material oriundo da cromatografia de troca ibnica foi visualizado por
eletroforese em gel de agarose (Figura 5) e foi constatado que a fracao obtida
com 0.7M de NaCl apresenta-se contaminada por acido alginico. Este polimero é
um outro tipo de polissacarideo acido sintetizado pelas algas marrons. Varios
trabalhos relatam a contaminagédo de fucanas por acidos alginicos e muitas séao
as metodologias proposta para se eliminar esse contaminante (HAUG & LARSEN,
1963; SMIDSR@D, 1970). Contudo, at¢ o momento ndo foi proposto nenhuma
metodologia eficaz para tal.

Por outro lado, as fracbes 1.0M e 1.5M apresentaram a fucana A livre de
contaminantes visiveis na sua composi¢ao, todavia, apenas a fragdo 1.0M foi
utilizada neste trabalho. Escolheu-se a fucana A eluida com 1.0M de NaCl, pois
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foi com a fucana A eluida com essa mesma concentracdo que Leite et al. (1998)
trabalharam. Os dados da composicdo quimica assim como os das analises de
espectroscopia de infravermelho demonstraram que a fucana A obtida neste
trabalho é essencialmente a mesma fucana A obtida por Leite et al. (1998) e, por
conseguinte, Barroso et al. (2008).

Geralmente, as fucanas extraidas de algas encontram-se contaminadas
com proteinas. Contudo, nenhum trabalho até o presente demonstrou se essas
proteinas estdo ou nao ligadas covalentemente as fucanas. O que se verifica é
que a variabilidade do teor protéico nas fucanas esta relacionada com o método
de extracdo e com a espécie de alga analisada. Hussein et al. (1980) encontraram
em fucanas de Padina povonia um elevado teor de proteinas (67%) enquanto que
Detrich et al. (1995) obtiveram para Padina gymnospora valores compreendidos
entre 1,6-7,5%. Ja as fucanas A, B e C de Fucus vesiculosus apresentaram,
respectivamente, 0,24%, 0,16% e 87,4% (CARVALHO, 2001). Enquanto que
Queiroz et al. (2006) obtiveram fucanas de L. variegata com no maximo 0,86% de
contaminacao protéica. Nao foi possivel detectar a presenca de proteina na
fucana A em até 100 mg/mL, o que leva a crer que esse composto ndo se
encontra na alga como um glicoconjugado. Ha trabalhos (HUSSEIN et al., 1980;
ATHUKORALA et al., 2006) que apresentam protocolos de extracao das fucanas
de algas que se iniciam com o uso de apenas agua a temperaturas elevadas (80
— 100°C). Contudo os valores de contaminagdo protéica sempre sédo elevados,
fato que nao ocorreu neste estudo, 0 que mostra a importancia de se utilizar a
protedlise para se eliminar a contaminagao protéica.

Tendo em maos a fucana A purificada e caracterizada, os ensaios in vitro
foram realizados para verificagao da toxicidade com os testes de Cometa e Kado.
A utilizacdo de ambos os testes foi devido a cada um deles proporcionar
avaliagbes de danos diferentes no material genético. O ensaio cometa € um teste
que indica genotoxicidade e mutagenicidade cromossémica; enquanto o teste de
kado detecta mutacbes génicas.

O ensaio de cometa mostrou que a fucana A nao possui genotoxicidade
mesmo quando testada nas concentra¢cdes mais elevadas (1000 pg/mL). S6 ha
mais um trabalho na literatura que fez avaliacdo genotéxica e mutagénica de
fucanas. No caso, avaliou-se o efeito de uma fucana da alga Sargassum latifolium

(10ug/mL) frente a linfécitos humanos. Os resultados mostraram que essa fucana
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nao provocou danos no DNA das células (GAMAL-ELDEEN et al., 2009). Nao ha
trabalhos que avaliaram a atividade genotoxica e mutagénica de polissacarideos
de outras algas. Ha apenas um relato da avaliacido de um extrato aquoso rico em
polissacarideos extraido da alga vermelha Polysiphonia fucoides. Neste trabalho
avaliaram-se danos no DNA de leucécitos da truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), que foram expostas a 0,5% de extrato da alga P. fucoides. Observou-se
que o extrato aumentava os niveis de quebra de fitas simples do DNA,
comparaveis ao induzido pela exposicao in vivo a 20 mg/Kg de benzo(a)pireno
(BAP). Contudo, os autores ndo demonstraram se esse efeito provinha dos
polissacarideos e/ou de outros componentes encontrados no extrato aquoso da
alga (BARGA et al., 2006).

Em relacdo ao teste de Kado, nao se identificou atividade mutagénica da
fucana A, visto que, este polimero nao foi capaz de ocasionar mutacdes do tipo
deslocamento do quadro de leitura (TA97a e TA98) ou substituicado de pares de
base (TA100 e TA102).

Trabalhos que usaram o teste de cometa para avaliar polissacarideos de
outras fontes tém demonstrado que algumas dessas moléculas provocam dano
no DNA de células (BARGA et al., 2006), enquanto outros ndo possuem
nenhum efeito (ROLL, 2005; LEITE-SILVA et al., 2007; ANGELI et al., 2009), e ha
ainda polissacarideos que agem protegendo células de danos no DNA
provocados por agentes conhecidamente genotdxicos/mutagénicos (HEO et al.,
2005). Ja com relacao a teste de Kado, nado foi identificado na literatura outro
trabalho que tenha feito tal analise com fucanas. Dados com gentiobiose (OZAKI
et al., 2002) e oligofrutose (BOYLE et al. 2008) levam a crer que essas moléculas
nao sao mutagénicas. Sera que todos os polissacarideos ndo sdo mutagénicos?
Sera que as fucanas devido a sua grande variabilidade estrutural ndo sao
mutagénicas? E ainda dificil responder essa pergunta por falta de dados.

Devido aos poucos estudos existentes sobre genotoxidade e
mutagenicidade de fucanas de algas fica impossivel afirmar se esses compostos
formam um grupo de moléculas com baixissima toxidade ou nao. Vale a pena
lembrar que algas marrons produzem fucanas que lhe sao proprias, nao
sintetizadas por mais nenhum outro organismo. Estas fucanas apresentam

caracteristicas estruturais Unicas e assim como podem possuir atividades
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farmacolégicas diferentes e/ou mais potentes do que outras fucanas, elas podem
também apresentar atividades gendtoxica/mutagénica dependente de suas
caracteristicas estruturais. Portanto, estudos com mais fucanas diferentes se
fazem necessarios para que se mostre que as fucanas sdo um grupo de
moléculas com baixissima toxicidade. Ou caso contrario, se possam criar bancos
de dados que norteiem os pesquisadores sobre quais caracteristicas estruturais
sdo indicadoras de fucanas com capacidade de provocar danos de DNA.

Como os ensaios in vitro ndo indicaram nenhuma atividade téxica
(genotoxicidade/ mutagénica) provocada pela fucana A, ensaios para avaliagao
da toxicidade in vivo foram realizados em ratos.

Todos os parametros bioquimicos analisados possuem dois ou trés
biomarcadores representativos de cada fungao principal do organismo. Como por
exemplo, uréia e creatinina sdo os marcadores da fungao renal, enquanto que as
enzimas séricas alanina-aminotransferase (ALT), aspartato-aminotransferase
(AST) e GGT (y -glutamiltransferase) sdo os marcadores da funcao hepatica.

Os valores de AST dos ratos tratados com fucana foram um pouco maiores
daqueles observados para o controle. Nao se encontrou uma justificativa plausivel
que explicasse o fato desse valor estd mais aumentado nos ratos tratados.
Contudo, esses valores ndao foram estatisticamente diferentes (P< 0,05) em
relacdo a aqueles obtidos para o grupo controle. Valores um pouco mais
elevados, mais ndo significantemente diferentes entre grupo controle e grupo
tratado, foi encontrado por Li et al. (2005). Neste trabalho ratos foram tratados
com uma fucana da alga Laminaria japonica e os valores para AST variaram de
136 U/L (controle) a 145 U/L (animais tratados). Por outro lado, os valores obtidos
para atividade de ALT, outro marcador da funcdo hepatica, estdo bastante
aproximados entre os dois grupos.

Neste ensaio, embora os valores da quantificagdo da uréia tenham tido
uma pequena elevagao no grupo tratado em relagdo ao grupo controle, este nao
foi diferente estatisticamente (P <0,05). Quando se tem quantidade elevada de
uréia no sangue, este fato € correlacionado com o aumento do catabolismo
protéico nos mamiferos e/ou com a conversao da amdnia em uréia como
resultado da sintese aumentada da enzima arginase envolvida na producao de
uréia, o que faz com que o aumento da concentracdo de uréia sanguinea tenha

correlacdo positiva com o0 aumento da concentracdo de proteinas totais
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(HAGIWARA, 1982). Quando se observa os valores de proteinas totais
apresentados na tabela 9, se verifica que esses valores, apesar de
estatisticamente nédo diferentes, sdo menores nos ratos do grupo tratado com
fucana do que do grupo controle. Contudo, os valores obtidos para o grupo
tratado estdo dentro da faixa dos valores de referéncia normais para ratos (4,7 —
8,15 g/dL) segundo Mitruka e Rawnsley (1977). Gideon e Rengasamy (2008)
também nao observaram elevagdes nos valores de uréia nem dos de proteinas
totais para ratos tratados com uma heterofucana da alga Cladosiphon
okamuranus. Portanto, conclui-se que a fucana A nao influencia o catabolismo
protéico.

As anadlises hematolégicas ndo mostraram nenhuma alteragdao entre os
ratos controle e os ratos tratados. Esse fato também foi observado quando ratos
foram tratados com fucanas de L. japonica (LI et al., 2005) e C. okamuranus
(GIDEON & RENGASAMY, 2008).

As andlises histologicas representam uma ferramenta importante para
identificacdo de provaveis efeitos toxicos em nivel celular de forma mais
especifica e objetiva. Todos os 6rgdos citados em métodos foram analisados,
contudo, os tecidos hepatico e renal foram os que obtiveram maior atencao; pois
o figado tem papel essencial no metabolismo dos nutrientes, na desintoxicagao e
excrecao de metabdlitos (TENNANT, 1997), e os rins funcionam como o maior
orgao de excrecao para eliminacao de residuos metabdlicos do corpo (FINCO,
1997).

Realizados os estudos morfolégicos com observacao de laminas para uma
conclusdo mais direcionada de uma possivel hepatotoxicidade ou renotoxicidade
induzida pela fucana A, o aspecto histolégico dos dois tecidos, nos grupos
controle e tratado (Figura 12), ndo se diferenciou, ou seja, ndo se observou
alteracdo na morfologia ou estrutura das células ou do tecido, tais como:
granulomas com presenca de células gigantes, infiliracbes por eosinéfilos e
alteragbes nos tecidos como o espessamento da membrana das células. Os
demais érgaos também ndo demonstraram nenhuma anormalidade. Esse fato
também foi observado quando ratos foram tratados com fucanas de L. japonica
(LI et al., 2005) e C. okamuranus (GIDEON & RENGASAMY 2008).

Esses dados histolégicos corroboram com aqueles obtidos nas analises

bioquimicas e hematolégicas do sangue, jA& que, na existéncia de alguma
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alteracao, esses seriam comprovados pela verificacdo de danos nos tecidos, o
que neste trabalho, nao foi verificado.

O aumento do crescimento relacionado ao ganho de peso dos ratos,
conforme observado ao longo das semanas, e ganho de peso dos 6rgaos apés a
necropsia também nao apresentaram diferencas significativas (P < 0,05) em
relacao aos ratos controle. Foram obtidos dados semelhantes em outros trabalhos
com polissacarideos sulfatados de algas (LI et al.; 2005; ZARAGOZA et al., 2008;
GIDEON & RENGASAMY, 2008).

Em suma, os dados in vitro e in vivo levam a afirmacéao de que a fucana A
apresenta um efeito téxico muito baixo, a ponto deste nao poder ser identificado
pelos ensaios realizados neste trabalho. Como também, levam a afirmacdo de
que a fucana A é um composto seguro e que o seu estudo como composto

antitrombético pode ser levado adiante.
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6. CONCLUSOES

= Através do ensaio cometa, concluiu-se que a fucana A nao induziu
danos no DNA nas células CHO pela analise dos parametros: tail lenght

(comprimento da cauda) e tail moment (momento da cauda) do cometa;

» Na&o foi detectada atividade mutagénica na fucana A através do teste de
Kado, com ou sem ativacdo metabdlica, nas trés concentracdes
utilizadas: 20, 500 e 1000 ug/placa;

= A fucana A da alga marrom Spatoglossum schréederi, quando
administrada em ratos durante um periodo de dois meses (62 dias), nao
induziu alteragdes significantes nos parametros bioquimicos e

hematoldgicos do sangue, e morfolégicos dos érgaos;

= (Os dados obtidos indicam que a fucana A na dose que apresenta
atividade antitrombética (20 pg/g) ndo apresenta toxicidade in vivo.
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