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RESUMO

Enzimas fibrinoliticas provenientes de fontes naturais vém despertando o interesse de pesquisadores nos ultimos anos por seu
baixo custo e possibilidade de produgdo em larga escala. Nesse sentido, as microalgas se mostraram promissoras devido a suas
inimeras vantagens frente a outros microrganismos de interesse industrial. O propdsito desta pesquisa foi verificar o estado da
arte da pesquisa acerca da obtencdo de agentes tromboliticos a partir de microalgas e cianobactérias, incluindo parametros como
os solventes e tipos de extragdo utilizados e as atividades observadas. Os estudos publicados entre 2015 e 2022 usando os bancos
de dados Google Scholar e Peridédico Capes foram revisados com base nos critérios de revisdo sistematica. A partir de 25 artigos
obtidos na pesquisa inicial nos bancos de dados, foram incluidas 8 publicacdes, que estudaram os géneros Chlorella, Arthrospira,
Tetraselmis e Chlorococcum. A maioria dos estudos utilizou cloroférmio-metanol como solvente para a extragdo de compostos com
propriedades fibrinoliticas através do método de homogeneizacdo. Os resultados desta revisdo sugerem que a biomassa de
Arthrospira e Chlorella, sobretudo seus extratos organicos, possuem compostos bioativos potenciais para o desenvolvimento de
drogas alternativas no tratamento de trombose. Contudo, até o momento, apenas estudos in vitro foram realizados tornando os
resultados ainda incipientes. Para tornar viavel o avanco desses testes para ensaios pré-clinicos, sdo necessarios estudos adicionais
que elucidem caracteristicas como mecanismos de agdo, principios ativos, alvos terapéuticos e citotoxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: microalga; enzima fibrinolitica; agente trombolitico; anticoagulante; agente
antitrombatico

INTRODUCAO

A trombose é uma doenga cardiovascular caracterizada pelo surgimento de coagulos sanguineos que causam obstrugdo
parcial ou total dos vasos sanguineos, em alguns casos podendo ser fatal (RASKOB et al., 2014). A trombose, se ndo tratada
corretamente, pode evoluir para algumas complicagBes, dentre elas estdo a embolia pulmonar, a cardiopatia isquémica e o acidente
vascular cerebral, sendo essas duas Ultimas as principais causas de morte no mundo (Organizacdo Mundial da Saude, 2020).

Atualmente, o tratamento da trombose consiste na utilizacdo de agentes tromboliticos como os anticoagulantes e
antiplaquetarios (KILLER et al., 2010) que sdo medicamentos que necessitam de alta dosagem para serem eficazes, podendo
causar hemorragias, reagGes alérgicas e recorréncia de oclusdo, além de possuirem alto custo de produgdo, curta duracdo de agdo
e alta toxicidade (MEDCALF, 2011; GARCIA-PASTOR et al., 2015; MURRAY et al., 2010). Em virtude dessas limitagdes, surgiu o
interesse por novos agentes tromboliticos, antiplaquetarios e anticoagulantes mais eficazes e especificos e que possuam menos
efeitos colaterais (CHAN et al., 2003; ADEBOYEJE et al., 2017).

Por outro lado, algumas enzimas fibrinoliticas como Streptokinase, Urokinase, Ativador do plasminogénio tecidual
recombinante (rtPA), Reteplase e Tenecteplase ganharam visibilidade devido a sua especificidade e consequente diminuicdo de
efeitos colaterais (ALTAF et al., 2021). Essas enzimas fibrinoliticas sdo vantajosas pois atuam diretamente no trombo causando a
lise da fibrina que é a principal proteina dos coagulos sanguineos (ALTAF et al., 2021), porém, mesmo que reduzidos, essas
enzimas ainda apresentam efeitos colaterais, como hemorragia e reagdes de hipersensibilidade, desse modo, estudos adicionais
acerca do desempenho desses agentes tromboliticos se fazem necessarios.

As microalgas possuem iniUmeras vantagens na sintese de novos compostos a nivel industrial devido as suas exigéncias
nutricionais minimas, baixo custo, taxa de crescimento rapido, alta produtividade e resisténcia a condicdes adversas (BRASIL et
al. 2017; JEON et al., 2005). Como fonte de anticoagulantes e enzimas fibrinoliticas, esses microrganismos se mostram
promissores porque além da sua alta atividade fibrinolitica, as microalgas também possuem varias outras atividades bioldgicas
como propriedades antioxidantes, citotoxicas, antibidticas, antiangiogénicas, antitumorais, antivirais, antifingicas e
imunossupressoras (SAEED et al., 2021; CHU, 2012). Diante disto, o presente estudo se faz necessario para analisar os trabalhos
mais recentes sobre atividade trombolitica obtidas de microalgas quanto a novas descobertas, desempenho e efeitos colaterais.
Para isso, foi escolhida a modalidade de revisdo sistematica de literatura, visando expor lacunas e perspectivas dessa area de
estudo.
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MATERIAIS E METODOS
ESTRATEGIA DE BUSCA

O presente estudo trata-se de uma revisdo sistematica de literatura realizada através das bases de dados eletronicas
Periddicos Capes e Google Scholar. Na pesquisa feita em outubro de 2022 foram utilizados os descritores “Microalgae”, “Fibrinolytic
Agent”, “Thrombolytic Agent”, “Anticoagulant” e "Antithrombotic Agent" previamente verificados na plataforma Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS). Esses descritores foram aplicados da seguinte forma: Microalgae AND Fibrinolytic Enzyme, Microalgae
AND Thrombolytic Agent, Microalgae AND Anticoagulant, Microalgae AND Antithrombotic Agent. Em ambos os bancos de dados
foram aplicados os filtros artigos originais e artigos publicados nos ultimos 7 anos (2015-2022).

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO
No processo de selecdo dos artigos, os critérios de inclusdo estabelecidos foram: artigos originais publicados em inglés e
portugués; publicacGes datadas no periodo de 2015 a 2022; que abordam o estudo, uso ou as propriedades tromboliticas de

enzimas fibrinoliticas obtidas de microalgas. Os critérios de exclusdo foram: teses, monografias, dissertacGes, artigos de revisdo,
artigos repetidos, relatdrios técnicos, cartas, comentarios, editoriais, capitulos de livros e artigos sem relagdo com o tema.

SELECAO DE ESTUDOS

No processo de busca, inicialmente, foram excluidas as duplicatas, o que permitiu a identificagdo de 25 artigos, em
seguida, os trabalhos foram selecionados a partir da leitura e avaliagdo dos titulos e resumos obedecendo os critérios de inclusdo
e exclusdo previamente citados.

DESENVOLVIMENTO

Para essa revisdo sistematica, foram selecionados 8 artigos para compor os resultados da presente pesquisa apos leitura
dos resumos e uma andlise critica dos trabalhos.
A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas e apontamentos de cada artigo selecionado.

Tabela 1. Caracteristicas dos artigos incluidos na revisdo. Fonte: Dados da pesquisa.

Autor e ano Espécie Solvente de Extracdo | Tipo de extragao Atividade
WU et al. 2021 Tetraselmis Tampao de extragdo (10 Homogeneizagao Atividade fibrinolitica
subcordiformis mM Tris pH 8.0, 0.02%
NaN3, e 0.001% PMSF)
SILVA et al. 2017 Chlorella Vulgaris Tampao fosfato 0.1 M pH Homogeneizagao Atividade fibrinolitica
7,0
SILVA et al. 2018 Chlorella Vulgaris Tampao Tris-HCI 20 mM Homogeneizagao Atividade fibrinolitica
pH 7.0
KOUKOURAKI et al. 2020 | Arthrospira maxima Agua destilada; Congelamento e Atividade plaquetaria
Cloroférmio-metanol descongelamento;
Filtragdo a vacuo
BARROS et al. 2020 Arthrospira platensis Tampaéo fosfato de sodio Sonicagao e Atividade fibrinolitica
20mM pH 7,0 Homogeneizagao
SHIELS et al. 2021 Chlorococcum sp. Cloroférmio-metanol Moagem Atividade antiplaquetaria
SHIELS et al. 2022 Arthrospira subsalsa Cloroférmio-metanol Moagem Atividade antiplaquetaria

MOUSAVIAN et al. 2022 | Chlorella sorokiniana, Acido cloridrico 0,07% Homogeneizagao | Atividade anticoagulante
Chlorella sp. (L2),
Chlorella sp. (D1) e
Chlorella sp. (N4)

A Tabela 1 mostra que 37,5% (n = 3) dos artigos analisados utilizaram o género Chlorella nos seus estudos, assim como
o género Arthrospira (37,5%, n = 3), portanto, estes sdo os géneros mais utilizados para estudos acerca da obtencdo de agentes
tromboliticos a partir de microrganismos fotossintetizantes. Ja os géneros Chlorococcum e Tetraselmis foram utilizados em apenas
um artigo dentre os oito incluidos nesta revisdo (12,5%, n = 1).

A predominancia do uso do género Chlorella provavelmente esta associado ao fato de que essas microalgas ja possuem
varias outras atividades bioldgicas descritas, como as antioxidantes, antitumorais, antiasmaticas, anti-inflamatorias,

2



III CONGRESSO NEURO-FISIOLOGIA FERREIRA et al., 2023
UFPE - 18 a 20 DE JANEIRO BIOTECNOLOGIA

antimicrobianas e antifungicas (YUAN et al., 2020; PERVEEN et al., 2022). Adicionalmente, Chlorella sp. apresenta um teor de
proteina total de 47,0+8,0% (MUYS et al., 2019), que se caracteriza como um alto teor protéico se comparado ao contelido
protéico de outros géneros de microalgas como Spirogyra (6-20%), Dunaliella (9,7-49%), Hormidium (41%) e Scenedesmus (29-
48%) (BECKER, 2013; LOPEZ et al., 2010). Além disso, esse género de microalgas também possui varios outros compostos
bioativos como os lipidios, carboidratos, pigmentos, minerais e vitaminas que sdo utilizados nas industrias de biocombustiveis,
farmacos, cosméticos, alimentos e até mesmo na agricultura e aquicultura (RU et al., 2020).

Da mesma forma, o género Arthrospira também possui muitas outras atividades bioldgicas ja descritas como as antioxidantes,
anti-inflamatdrias, anticancerigenas, antimicrobianas, antidiabéticas, antiobesidade e antitdxicas (SHAO et al., 2019), razdo pela
qual esse género é tdo comumente utilizado comercialmente (MUYS et al., 2019). Assim como Chlorella sp., Arthrospira sp.
possui um alto teor de proteinas totais que corresponde a 55-71% (BECKER, 2007), além de apresentar biocompostos como
sulfolipidios, carotendides, ficocianobilinas e polissacarideos atrativos para as indUstrias de biocombustiveis, farmacos,
cosméticos e de alimentos (LAFARGA et al., 2020; DAGNINO-LEONE et al., 2022; LAFARGA et al., 2021).

Dentre os diferentes tipos de solventes que foram usados para a extracdo dos agentes tromboliticos, o solvente
cloroférmio-metanol foi o mais utilizado, equivalente a 37,5% (n=3) dos trabalhos. O artigo de SHIELS (2022), utilizou dois tipos
de solventes para finalidades diferentes: cloroférmio-metanol e agua destilada, por isso, o resultado final, em ndmeros relativos,
referente aos tipos de solventes utilizados para extracdo resultam em mais de 100%. Além de agua destilada (12,5%, n = 1),
outros solventes aquosos também foram utilizados para extracdo dos agentes tromboliticos, a saber: um tampéo de ligacdo
composto por tampao fosfato de sddio, NaCl e imidazol (12,5%, n = 1), tampao fosfato (12,5%, n = 1) e tampao Tris-HCl (12,5%,
n=1). Por fim, o acido cloridrico também foi utilizado em apenas um artigo (12,5%).

0 uso do solvente cloroférmio-metanol em 3 trabalhos desta revisdo se deve ao fato de que em todos eles foram realizadas
extragdo de lipidios. Solventes organicos como cloroférmio-metanol sdo os mais utilizados na obtencdo de lipidios, ja que esses
solventes tém propriedades apolares e polares, portanto, podem extrair lipidios apolares (triglicerideos) e polares (fosfolipidios)
(ROSE et al, 2021). Além disso, a polaridade dos solventes organicos influencia a difusdo de lipidios através da parede celular,
aumentando assim a eficiéncia da extragdo de lipidios (SAINI et al., 2021).

Quanto ao tipo de extracdo, a homogeneizagao foi a mais utilizada, correspondendo a 62,5% (n = 5), seguida da moagem
com 25,0% (n = 2). Ja congelamento e descongelamento, filtracdo a vacuo e sonicacdo equivalem, individualmente, a 12,5% (n
= 1). Devido ao fato de que dois artigos utilizaram 2 tipos de extracao diferentes em sua metodologia, o resultado total das
porcentagens apresentadas sera maior do que 100,0%.

A homogeneizagdo € o método mais simples e efetivo dentre os métodos de ruptura celular mecanicos, com a capacidade
de reduzir o uso de agua no processo e os custos de recuperacgao e purificagdo dos produtos biossintéticos gracas ao seu tempo
de contato curto e do potencial de processar suspensdes com concentragdo de peso de células secas relativamente altas (2-6%
p/p) (GUNERKEN et al., 2015). Além disso, maiores rendimentos de extracdo de diferentes bioquimicos foram observados com a
utilizagdo deste tipo de extracdo (BALASUBRAMANIAN et al., 2013; GONZALEZ-DELGADO; KAFAROV, 2012; KHOO et al., 2011;
WANG; WANG, 2011).

Das atividades abordadas nos trabalhos, a atividade fibrinolitica foi a mais presente, correspondendo a 50,0% (n=4) dos
artigos, seguida da atividade antiplaquetaria com 37,5% (n = 3) e da atividade anticoagulante, equivalente a 12,5% (n = 1) do
total.

O predominio da abordagem da atividade fibrinolitica nos estudos provavelmente esta ligado ao fato de que agentes
fibrinoliticos como Streptokinase, Nattokinase, Urokinase, Staphylokinase, Ativador do plasminogénio tecidual recombinante
(rtPA), Reteplase e Tenecteplase sao atualmente as melhores alternativas para o tratamento de doencgas cardiovasculares (ALTAF
et al., 2021). A principal vantagem do tratamento com enzimas fibrinoliticas em detrimento de anticoagulantes e antiplaquetarios
é que elas tém a capacidade de agir sobre um coagulo existente, podendo eliminar trombos com alta taxa de eficacia e ndo
apresentam desvantagens significativas por degradar diretamente a fibrina. Além disso, enzimas fibrinoliticas ao contrario de
outros agentes tromboliticos poderiam ser produzidas com alto rendimento e de maneira econémica a partir de microorganismos
como as microalgas e cianobactérias (KUMAR; SABU, 2019).

CONCLUSOES

De modo geral, poucos estudos acerca de agentes tromboliticos obtidos de microalgas foram realizados nos ultimos 8
anos. A maioria dos estudos utilizaram os géneros Chlorella e Arthrospira como fonte de agentes tromboliticos, mas o genéro
Chlorococcum e a espécie Tetraselmis subcordiformis também estdo presentes nos trabalhos. O solvente de extragdo predominante
foi o de cloroférmio-metanol que foi usado para extracdo de lipidios através, principalmente, do método de homogeneizagdo.
Quanto as atividades relacionadas aos agentes tromboliticos, a atividade fibrinolitica foi a mais abordada devido as diversas
vantagens que possui comparado a outras terapias tromboliticas como antiplaquetarios e anticoagulantes. Apesar dos dados
obtidos serem promissores, a pesquisa nesse campo de estudo ainda é inicial e possui resultados inconclusivos. Para que esses
estudos possam avangar para testes pré-clinicos e clinicos, sdo necessarios estudos adicionais que avaliem possiveis mecanismos
de agdo e principios ativos principalmente para os estudos que realizaram seus testes utilizando extrato bruto. Além disso, aspectos
como a atividade citotoxica desses compostos também precisam ser investigados para tornar esse avancgo viavel e permitir a
utilizagdo de compostos bioativos oriundos de microrganismos fotossintetizantes na terapia trombolitica.
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