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RESUMO

Polissacarideos sulfatados com caracteristicas estruturais distintas e importantes
atividades biologicas tém sido encontrados em uma diversidade de invertebrados
marinhos. Por isso existe um grande interesse no campo da biotecnologia na
pesquisa destes compostos sulfatados isolados de organismos aquaticos. No
entanto, apesar da posigao privilegiada do Brasil para a obtengédo destes compostos,
ainda sado poucas as informagdes cientificas sobre as substancias isoladas e suas
atividades biologicas. Diante do exposto, este presente trabalho teve por objetivos
avaliar os potenciais farmacologicos dos glicosaminoglicanos (GAGs) isolados do
camarao marinho Litopenaeus schimitti, sobre a hemostasia, coagulagcéo sangtinea,
migragao leucocitaria e adeséo celular. Para isso os GAGs foram extraidos dos
tecidos do crustaceo mediante protedlise, fracionamento com acetona e
posteriormente submetidos aos ensaios farmacologicos. Os tecidos do crustaceo,
abdémen e cefalotérax, apresentaram compostos semelhantes a heparina
(heparindides) com atividade anticoagulante de 45 Ul/mg e 90 Ul/mg,
respectivamente. Estas moléculas apresentaram baixo efeito hemorragico residual
na concentracdo de 100 ug/mL, quando comparada com a heparina comercial néo
fracionada (HNF). Um outro composto semelhante ao dermatam sulfato (DS),
constituido predominantemente por dissacarideos dissulfatados foi isolado do
abddémen do crustaceo. Este composto apresentou, na concentragéo de 15 pg/uL,
uma inibi¢do significativa (P<0.01) da migracao leucocitaria, reduzindo a infiltracéo
celular em 65% quando comparado com os animais controle. Nessa mesma
concentracdo o DS reduziu em 60% a concentracédo de proteinas do lavado
peritonial. As analises qualitativas da composicao celular do exudato peritonial foram

similares ao encontrado para os animais controles em todas as concentracdes



testadas. Na concentracéo de 0,5 mg/mL foi capaz de reduzir em 40% a adesao
das plaquetas aos leucécitos. Os dados obtidos demonstram que estes
polissacarideos sulfatados isolados do camarao L.schimitti podem vir a ser utilizados
como compostos bioativos, podendo surgir como principios ativos para o
desenvolvimento de farmacos, anticoagulantes e moduladores da resposta

inflamatoria.

Palavras-chaves: Heparindides; Dermatam Sulfato; Glicosaminoglicanos; Atividade
anticogulante; Atividade anti migratéria; Adesado plaquetas/leucocitos; Camarao;

Crustaceos.



ABSTRACT

Sulfated Polysaccharides with unique chemical structures and important biological
activities has been found in a diversity of sea invertebrates. For that, to exist a huger
interest on the biotechnology field in the research theses sulfated compounds
isolated from sea organisms. Despite the privileged brazilian position for these
compounds attainment, there are still a few scientific informations about the isolated
substances and their biological activities. A head the displayed, the present work has
for objectives, to evaluate the pharmacological properties of the glycosaminoglycans
isolated from the sea shrimp Litopenaeus schimitti on homeostasis, blood
coagulation, leukocytes migration and platelet/leukocyte adhesion. For this, yhe
glycosaminoglycans were extracted from crustacean tissues by proteolysis,
fractionation with acetone and later submitted to pharmacological assays. The
crustacean tissues showed compounds heparin-like, with anticoagulant activity of 45
IlU/mg and 90 IU/mg, respectively. These molecules showed low residual
hemorrhagic effects in the tested concentration (100 ug/mL), when compared to
unfractionated commercial heparin (UFH). Another dermatan sulfate-like compound,
predominately constituted for disulfated disaccharides, was isolated from crustacean
abdomen. This compound showed an efficient effect on leukocytes migration
inhibition, in the concentration of 15 pg/mL, reducing the cellular infiltration in 65%
when compared to the controlled animals. In this same concentration, the DS
reduced in 60% the protein concentration of the peritoneal exudates. In the
concentration, this compound of 0.5 mg/mL, it was capable to reduce in 40%
platelet/leukocytes adhesion. Our data demonstrate that these sulfated

polysaccharides isolated from the shrimp L. schimitti will can be used as bioactive



compounds, appearing as active principles for pharmacological development,

anticoagulants and inflammatory response regulators.

Work-keys: Heparinoids; Dermatan Sulfate; Glycosaminoglycans; Anticoagulant

Activity; Antimigratory Activity; Platelets/Leukocytes Adhesion; Shrimp, Crustacean.
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1. INTRODUGAO

Os polissacarideos sulfatados constituem um grupo complexo de
macromoléculas que estdo amplamente distribuidos na natureza, ocorrendo em
muitas espécies de plantas e animais (SANTOS et al., 1992; DIETRICH et al., 1995;
MOURAO et al., 1996; MOURAO et al.,1998; PEREIRA et al., 1999; SANTOS et al.,
2002; VOLPI, 2005). Estes polimeros aniénicos participam de inumeros processos
fisiologicos e patolégicos importantes, como: proliferacdo celular, morfogénese,
angiogénese e cancer, além de patologias microbianas (RAMAN et al., 2005). Por
isso existe um grande interesse no campo da biotecnologia na pesquisa destes
compostos obtidos a partir de fontes naturais.

Polissacarideos sulfatados com caracteristicas estruturais distintas e
importantes atividades biolégicas tém sido encontrados em uma diversidade de
organismos marinhos (DIETRICH et al., 1985; ALBANO; MOURAO, 1986; JORDAN
et al., 1986; MOURAO; PERLIN, 1987; VIEIRA; MOURAO et al., 1988; BOISSON-
VIDAL et al., 1995; DURING et al., 1997; PAVAO et al., 1998; CHAVANTE et al.,
2000; MEDEIROS et al.,2000, VILELA-SILVA et al., 2001; CESSARETTI et al.,2004;
LUPPI et al., 2005).Como exemplos temos as fucanas, que apresentam como
caracteristica estrutural mais marcante a presenca de L-fucose sulfatada. Estas
moléculas sdo encontradas em algas marrons (Phaephyceae) e ouricos do mar
(equinodermos). As fucanas, isoladas de algas, apresentam importantes atividades
farmacologicas, como atividade angiogénica (SOEDA et al., 2000), anti migratoria
(SOEDA et al., 1997, 2000; GIRAUX et al., 1998), anticoagulante (HAROUN-
BOUHEDJA et al., 2000; NISHINO et al., 1991; USUI et al., 1980), antitrombdética

(ROCHA, 2002; Riou et al., 1996; ZHUANG et al., 1995), antiproliferativa (ROCHA,



2002, RIOU et al., 1996; ELLOUALI et al., 1994; DESLANDES et al., 2000),
antimetastatica (COOMBE et al.,1987). No entanto, apesar da biodisponibilidade
para a obtenc&o destes compostos a partir das algas, sao os invertebrados marinhos
os principais reservatérios de polissacarideos sulfatados (PAVAO et al.,1996).
Fucanas isoladas de alguns invertebrados marinhos apresentam estruturas quimicas
mais simples, sendo constituidas de unidades repetitivas com diferentes padrbes de
sulfatacdo. (MULLOY et al., 1994; ALVES et al., 1997, 1998, VILELA-SILVA et al.,
1999). Nos ouricos do mar, estdo relacionadas com a ativacdo da reacao
acrossOmica durante o processo de fecundacdo (ALVES et al., 1997). Outro
importante grupo de polissacarideos sulfatados isolados de organismos marinhos
sdo os glicosaminoglicanos (GAGs), que sdo compostos heterogéneos constituidos
por unidades dissacaridicas repetitivas, contendo uma hexosamina (glucosamina ou
galactosamina) e um agucar nao nitrogenado: acido urdnico (acido-D-glucurdnico-
GIcA ou acido L-idurdnico-ldoA) ou ainda galactose, unidos por ligagéo glicosidica.
Além disso, pode apresentar grupos ésteres de sulfato, que juntamente com as
carboxilas, concedem a estes compostos uma elevada densidade de cargas
negativas, favorecendo interagbes com uma diversidade de proteinas, envolvidas
em processos biolégicos importantes, como: adesao celular (ESKO, 1991; 10ZZ0;
MURDUCH, 1996; 10ZZ0O, 1999), fibrilogénese (KRUSIUS; RUOSLAHTI, 1986),
proliferacéo e diferenciacéo celular (I0ZZ0O, 1998; TSEN et al., 1995), coagulacéo
sanguinea (BERFIELD et al.,1992; BERNFIELD et al., 1999; NADER et al., 1991;
NADER et al., 1989;1991; PINHAL et al., 1994a, 1995), angiogénese (FOLMAN;
INGBER, 1989), metastase (NAKAMORI et al., 1997) e inflamacgédo (KOENING et al.,

1998; XIE et al., 2000; BORSING, 2004; WANG et al., 2005; CRIPPS et al., 2005).



Por isso é crescente o interesse da industria farmacéutica na pesquisa destes
compostos sulfatados isolados de organismos aquaticos.

Seis tipos principais de GAG s&o encontrados nos tecidos animais: acido
hialurénico (AH), queratam sulfato (QS), condroitim sulfato (CS), heparam sulfato
(HS), heparina e dermatam sulfato (DS). Estes compostos sao diferenciados quanto
ao tipo de hexosamina, o tipo de acgucar urbnico, quantidade e posicdo de grupos

sulfatos e ainda quanto ao tipo de ligagao glicosidica (a ou ) ( Figura 1).
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Figura 1: Unidades dissacaridicas constituintes dos glicosaminoglicanos (VOLPI; MACARI,

2006)



A ocorréncia destes compostos em todo o reino animal indica que eles séo
conservados ao longo do processo evolutivo (MEDEIROS et al., 2000) (Figura 2) e
que participam de processos bioldégicos importantes relacionados ao

desenvolvimento animal (PAVAO et al., 1996).

Figura 2 : Distribuicdo dos Glicosaminoglicanos Sulfatados no reino animal (MEDEIROS, 2000)

Além da heparina que apresenta importantes atividades farmacolégicas, uma
énfase especial vem sendo dado ao dermatam sulfato (DS), por ser um importante
candidato a agente antitromboético ( TROWBRIDGE; GALLO, 2002). Além disso, o
DS tem sido utilizado como agente terapéutico experimental para modulagdo de
diversos eventos bioldgicos, relacionados principalmente a interagédo célula-celula e
célula-matriz (SAKAI et al, 2002). O dermatam sulfato ¢é constituido
predominantemente por unidades dissacaridicas contendo, N-acetil-galactosamina-
4S(GalNAc4S) e acido idurénico (IdoA). No entanto, dissacarideos dissufatados
podem ser encontrados na cadeia polissacaridica, tais como: 1do2SO3; unido a
GalNAc4S, 1do2S03-GalNAc6S ou IdoA- GalNAc4S,6S. Podem ainda apresentar

dissacarideos constituidos por residuos de acido glucurénico (GlcA) (TOWBRIDGE;

GALLO, 2002).



A elucidagao da estrutura do dermatan sulfato foi possivel a partir de analises
quimicas, fisico-quimicas e degradacdes enzimaticas por acéo das condroitinases
AC e ABC isoladas de Flavobacterium heparinum e Proteus vulgaris (YAMATA et al.,
1968). A condroitinase ABC cliva as ligacdes glicosidicas entre os residuos de N-
acetil galactosamina (GalNAc) e acido glucurdnico (GIcA) ou acido idurdnico (IdoA).
Logo, age especificamente sobre o DS, CS e o AH. Contrariamente, a condroitinase
AC degrada exclusivamente condroitim 4S e 6S, visto que cliva cadeias
polissacaridicas contendo ligacbes 1-4 entre a GalNAc e residuos de acido
glucurénico.

A habilidade demonstrada pelo dermatam sulfato em interagir com proteinas
envolvidas nos processos inflamatérios e na coagulagéo sanguinea tem ampliado as
perspectivas para sua utilizagdo como farmaco para o tratamento de diversas
patologias, como desordens inflamatorias e doengas tromboticas. Bartoluccic et
al.,1993 demonstraram que o DS, constituido, principalmente por IdoA e GalNAc4S,
inibe eficientemente a atividade da elastase de leucécitos humanos (HLE), uma
potente serino protease, encontrada na forma de granulos nos neutrofilos. A
elastase participa da etiologia de inumeros disturbios inflamatorios, como: enfisema,
arteriosclerose e artrite reumatoéide. Por isso, sugere-se que a agao do DS sobre a
atividade elastasica, farmacologicamente poderia minimizar estes efeitos
indesejaveis. Tollefsen et al., 1992, demonstraram que o DS é capaz de inibir a
acao da trombina, mediada pela interagcdo com o cofator Il da heparina (HC-Il), um
importante inibidor natural da coagulagdo sanguinea. Esta interacdo resulta na
formacdo de um complexo estavel com a trombina. Acredita-se que o DS acelere a
formacgédo desse complexo, por fornecer uma superficie sobre a qual o inibidor e a

protease interagem.



A ocorréncia de compostos semelhantes ao dermatam sulfato isolados de
fontes marinhas, que apresentam potente atividade anticoagulante, mediada pela
acdo do cofator Il da heparina (PAVAO et al., 1998), sugere que estes compostos
poderiam ser utilizados promissoramente como drogas anticoagulantes. Os mais
conhecidos foram isolados das ascidias Styela plicata, Halochyntia pyriformis e
Ascidian nigra (PAVAO et al., 1996) que revelaram a presenca predominante de
residuos de idurdnico 2-sulfato, porém as N-acetilgalactosaminas apresentaram
padrées de sulfatacdo distintos, na posicdo 4-O-sulfato ou 6-O-sulfato. Os
dermatam sulfatos isolados dos ovos dos ourigos-do-mar, Pseudocentrotus
depressus, Stronglylocentrotus purpuratus (YAMAGATA; OKAZAKI, 1974; VILELA-
SILVA et al., 2001) revelaram que sao constituidos principalmente por residuos de
galactosamina 4 e 6-sulfato, diferente dos encontrados nos tecidos de vertebrados.
Estudando a fase de blastula na embriogenia do S. purpuratus, (SOLURSH;
KATOW, 1982), encontraram o dermatam sulfato e o condroitim sulfato como sendo
0s mais abundantes componentes polissacaridicos. Além disso, experimentos de
inibicdo do metabolismo dos glicosaminoglicanos, na fase embrionaria destes
organismos, resultaram no bloqueio do desenvolvimento celular ainda na fase de
blastula, confirmando a importancia destes compostos para o desenvolvimento
biolégico (LANE; SOLURSH, 1991).

O principal exemplo do potencial farmacolégico dos glicosaminoglicanos é
atribuido a heparina. Visto que, tem sido amplamente utilizada como agente
anticoagulante e antitrombético, por apresentar caracteristicas estruturais
especificas que favorecem sua interacdo com proteinas inibidoras da coagulagao
sangiinea, como a antitrombina (AT) (SHOENMAKERS et al., 2005). Apesar disso,

0 uso da heparina tem sofrido algumas restricées, quanto a possivel contaminagao



por patdégenos, pois em virtude de ser extraida de visceras bovinas, as chances de
contaminag&o com o prion causador da doenga da vaca louca estariam aumentadas.
Outra importante fonte de obtengdo deste polissacarideo sdo os suinos, que
também, apresentam restricbes, principalmente religiosas para a sua utilizagao
(CESSARETTI et al., 2004). Por isso tém sido investigadas fontes alternativas para a
obtencéo de compostos anticoagulantes.

Polissacarideos semelhantes a heparina tem sido relatadas em muitas
especies de invertebrados marinhos, como nos bivalves, Anomalocardia brasiliana,
Mercenaria mercenaria e Tivela mactroides (DIETRICH et al., 1985; JORDAN et al.,
1986; PEJLER et al., 1987), nos crustaceos Penaeus brasiliensis, Ucides cordatus
(DIETRICH et al., 1999; MEDEIROS et al., 2000) e no equinoderma Mellita
quinquisperforata (MEDEIROS et al., 2000). Estes compostos apresentaram
importantes acbes farmacologicas, principalmente na inibicdo da coagulacéo,
podendo futuramente ser utilizados como fontes alternativas de obtencdo de
analogos da heparina para a industria farmacéutica. A analise estrutural e a
avaliacdo farmacolégica desses compostos constituem uma etapa inicial e
fundamental para a viabilidade comercial destes polissacarideos.

A caracterizagdo estrutural detalhada desses carboidratos complexos tem
sido possivel pelo emprego de técnicas de espectroscopia, como a ressonancia
magnética nuclear (RMN) (YAMADA et al., 1992; MULLOY et al., 1996; MULLQOY et
al., 2000;) monodimensional ('H e ™C) e bidimensional, como a HSQC
(Heteronuclear single quantum coherence) (GUERRINI et al., 2005). A partir da
definicdo precisa da estrutura destes polissacarideos € possivel compreender os

requisitos minimos necessarios para uma determinada atividade bioldgica.



Apesar, das importantes acdes farmacoldgicas atribuidas a heparina, sua
utilizacao clinica, resulta em efeitos colaterais indesejaveis, como as complica¢des
hemorragicas. Acredita-se, que este efeito esteja relacionado a uma interferéncia da
heparina no “equilibrio hemostatico”, ocasionado, provavelmente, pela indugcéo da
trombocitopenia, ou seja, diminuigdo na concentracéo plaquetaria (DAY et al., 2004),
como conseqléncia da interacdo com o fator plaquetario (PF4). A formagado do
complexo: PF4-heparina é reconhecido pelas imunoglobulinas (IG) na superficie
celular das plaquetas resultando na destruicdo plaquetaria. No entanto, outros
pesquisadores, sugerem que a atividade antihemostatica da heparina seja
independente das plaquetas (CRUZ et al.,1967). Trabalhos posteriores sugerem que
essa atividade estaria relacionada a interagdo com moléculas semelhantes a
miosina na parede das células musculares, inibindo a contratilidade dos vasos e
assim causando a hemorragia (NADER et al., 1989: TERSARIOL et al.,1997). Nader
et al, 1989, demonstraram que a estrutura minima dos glicosaminoglicanos
sulfatados necessaria para a ruptura da hemostasia era um dissacarideo que
contém um residuo de acido urdnico insaturado, unido através de ligagéo glicosidica
a 1-4 a uma glucosamina N-sulfatada na posicdo C-6 (GIUN6S). Em outro
experimento foi avaliada a agdo da massa molecular sobre a hemostasia. Os
resultados obtidos demonstraram que uma determinada heparina com 3,8 Kda,
destituida de atividade anticoagulante, apresentou efeito hemorragico. O mesmo nao
ocorreu para a heparina de 7 Kda, que apresentava uma eficiente atividade. A
analise dos dados obtidos sugere que a acdo hemorragica, do composto testado,
depende de uma estrutura molecular especifica e da sua carga global e ndo do seu

efeito anticoagulante.



Os mecanismos da coagulagdo sanglinea estdo baseados no modelo de
cascata introduzido desde 1960. Tradicionalmente, a coagulagao foi dividida em “via
extrinseca”, “via intrinseca” e “via comum”. A “via intrinseca” é iniciada pela ativagao
dos fatores de contato e envolve a ativagdo subseqiente da kalicreina e dos fatores
XIlI, Xl e IX, resultando na ativacao do fator X. A “via extrinseca” € iniciada pelo fator
tecidual (FT), expresso sobre o tecido injuriado, este interage com o VII, formando
um complexo que resulta na ativacdo do fator X. Na “via comum” o fator X ativo
interage sobre a protrombina ativando-a e conseqientemente resultando na
formacéao da fibrina (Figura 3).

Apesar do conceito distinto das vias “intrinseca” e “extrinseca” da coagulagao
ter servido durante muitos anos como um modelo de sucesso para a coagulagédo, as
vias nao existem em separados, pelo contrario estdo interconectadas
(SHOENMAKERS et al., 2005). Isto foi evidenciado em pacientes com deficiéncias
severas no fator VII. Estes apresentam hemorragias, mesmo estando intacta a “via
instrinseca” (PEYVANI et al., 2002). A hipétese atual acerca do inicio da coagulagéo
sangiinea, afirma que ap6s a injuria vascular o fator tecidual (FT) é exposto e forma
um complexo com o fator VI, este ativa o X diretamente (“via extrinseca”) ou
indiretamente através da ativagédo do IX (“via intrinseca”), resultando na clivagem da
protrombina em trombina, esta cliva o fibrinogénio em fibrina. Inicialmente, os
mondmeros de fibrina formam uma rede instavel, logo em seguida a rede de fibrina
estavel é constituida. Além disso, a trombina ativa o XI,VIl e V, resultando no
aumento da producao dos fatores ativos IX e X e conseqientemente amplificando a

formacgao de trombina (SHOENMAKERS et al., 2005).
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A ativacdo da cascata de coagulacdo apresenta importantes efeitos sobre a
resposta pro-inflamatéria. A trombina e o complexo: fator tecidual/VIl pode induzir a
producdo de citocinas nas células endoteliais, como o fator de necrose tumoral
(TNFa), através da interacdo com receptores ativos de proteases na superficie
destas células (SHERWOOD et al, 2005). Logo, a ativacdo da cascata de
coagulacédo induz a ativacdo da resposta inflamatoria. Por isso existem diversos
mecanismos regulatérios que envolvem proteinas anticoagulantes, como a
antitrombina (AT) e o cofator Il da heparina (HCII), que auxiliam na prevencao de
complicagbes trombéticas e inflamatérias.

A resposta inflamatéria tem inicio com a adesao dos leucocitos ao endotélio
vascular. Este processo € intensamente regulado por interagdes especificas
receptor/ligante e ocorre numa sequéncia ordenada de eventos. A interacao inicial
dos leucocitos com o endotélio € mediada pelas selectinas, em uma interacdo de
baixa afinidade. Em seguida, deslocam-se linearmente sobre o endotélio ativado
(fenébmeno conhecido como rolamento), este evento constitui uma etapa importante
porque facilita a ativacado dos leucocitos por quimiocinas, produzidas pelo endotélio,
resultando no aumento dos niveis de expressdo das integrinas, que se ligam
fortemente as moléculas de adesédo intercelular da familia das imunoglobulinas
(IgCAMs) resultando na firme adesao dos leucdcitos ao endotélio, favorecendo desta
forma, sua migracdo para o espaco extravascular (EVANGELISTA et al.,1999;
SIMON et al., 2000) (Figura 4 ).

As selectinas séo glicoproteinas transmembranas expressas na superficie
celular de leucocitos, endotélio e plaquetas (LEY, 2003). A P-selectina, foi
primeiramente identificada nos granulos secretérios de plaquetas. No endotélio

vascular estes granulos sao conhecidos como corpos de Weibel-Palade. Quando as



células endoteliais ou as plaquetas sdo estimuladas a P-selectina € translocadas
para a superficie celular como parte do processo secretério exocitico (WHELAN,
1996). A L-selectina esta constitutivamente, presente em neutréfilos, mondcitos,
eosindfilos e nos linfocitos. A E-selectina é encontrada exclusivamente nas células
endoteliais sendo sintetizada algumas horas apo6s estimulos de mediadores
inflamatérios sobre o endotélio (WHELAN, 1996).

As interagbes mediadas pelas selectinas envolvem o reconhecimento, calcio-
dependente, de carboidratos especificos presentes na superficie celular. Algumas
evidéncias sugerem que as selectinas também participariam dos eventos primarios
de adesao nos processos de metastases de certos canceres epiteliais (NAKAMORI
et al., 1997). Por isso muitos trabalhos estdo sendo realizados com o intuito de
encontrar moléculas de carboidratos que sirvam como inibidores competitivos para o
bloqueio destas interacdes. Compostos analogos ao Sle* sdo estudados e
desenvolvidos por apresentarem os ligantes necessarios para as interagdes com as
selectinas. Assim, a pesquisa por outras classes de carboidratos que interajam com
as selectinas tem despertado o interesse de muitos pesquisadores. Alguns trabalhos
tém evidenciado a capacidade de compostos semelhantes a heparina e ao heparam
sulfato em interagir com as selectinas (KOENING et al., 1998; XIE et al., 2000;
BORSING, 2004; WANG et al, 2005; CRIPPS et al., 2005). Em modelos de
inflamacéo experimentais com ratos deficientes em E-selectina foi demonstrado que
os derivados de heparina (tetrassacarideos hexasulfatados) inibiam a adesao inicial
dos leucécitos ao endotélio. Por outro lado, em ratos deficientes de P-selectina e L-
selectina n&o foi observado a mesma inibigéo, indicativo que a heparina apresenta
afinidade por estas selectinas, provavelmente por estar mimetizando as cargas

negativas dos seus ligantes naturais (NELSON et al., 1993). Outras pesquisas sobre



0s aspectos estruturais das interagbes da heparina com as selectinas, evidenciaram
a importancia da 6-O-sulfatacdo nos residuos de glucosamina para a ligacdo com as

selectinas ( WANG et al., 2002).
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Figura 4: Esquema da resposta inflamatoéria. Davidson. Chemokin2.jpg.Disponivel em: <http:/ /
www.bio.davidson.edu/>. Acesso em: 18 Jan /2006.

As plaquetas aderidas a superficie de um vaso lesado substituem as células
endoteliais permitindo o recrutamento e migracao dos leucécitos através da parede
do vaso. Esses eventos podem contribuir tanto para a manutencédo da integridade
vascular quanto para o surgimento das doencas tromboéticas e inflamatorias, em
decorréncia do acumulo de leucécitos o que contribui para o crescimento do trombo
(SHOENMAKERS et al., 2005). Estas plaquetas permanecem ativas e expressam
consequentemente, ndo apenas a P-selectina, mas também ligantes para as

integrinas, incluindo o fibrinogénio e as moléculas de adeséo intercelular (ICAM).



Aléem disso, as plaquetas ativas liberam o fator de ativacdo plaquetaria (PAF),
aminas vasoativas e quimiocinas. Todos estes produtos sédo potentes ativadores de
leucécitos e alguns deles podem estar envolvidos na interacdo das integrinas dos
leucédcitos com ligantes especificos presentes na superficie das plaquetas
(SHOENMAKERS et al., 2005).

Estudos anteriores evidenciam que a P-selectina, sozinha ou em combinagao
com quimiocinas, estimula diferentes respostas nos leucécitos, sugerindo que
algumas destas respostas agiriam diretamente na expressdo das moléculas de
adeséo, principalmente as integrinas CD11b/CD18 (EVANGELISTA et al., 1999). O
ligante especifico para a P-selectina (PSGL-1), expresso na superficie dos
leucécitos apos interagir com o seu receptor, ativa mecanismos de transdugéo de
sinal, resultando na liberagdo de interleucina 8 (IL-8) e consequentemente
estimulando a migracéo leucocitaria, visto que esta interleucina €& um importante
agente quimiotatico para os neutréfilos (SHERWOOD et al., 2004).

Compostos isolados de invertebrados marinhos demonstraram propriedades
antiinflamatérias bastante significativas (HERENCIA et al.,, 1998). Alguns destes
metabdlitos inibem a atividade das enzimas envolvidas na liberacdo do acido
araquiddnico e na formacao de mediadores lipidicos (FERRANIZ et al., 1994; GIL et
al., 1995). Estes resultados ampliam as perspectivas para a obtencao de novos
produtos naturais, com importantes atividades farmacologicas, a partir de fontes
marinhas.

O Brasil com a grandeza do seu litoral, cerca de 8 mil quildmetros de costa
continua, associado a grande biodiversidade existente, ndo pode abdicar da
vocagdo para produtos naturais. E uma posicdo privilegiada para a obtengdo de

compostos bioativos a partir de recursos marinhos. No entanto, ainda sao poucas as



informagdes cientificas sobre as substéncias isoladas e a atividade biolégica dos
produtos naturais de organismos marinhos obtidos ao longo da costa brasileira.

O nosso laboratorio tem isolado compostos hibridos de heparina e heparam
sulfato, com eficiente atividade anticoagulante, em diversas espécies de crustaceos
incluindo lagostas (Panulirus laevicauda e Panulirus argus), artemia (Artemia
franciscana), caranguejo (Ucides cordatus) e camardes (Litopenaeus brasiliensis,
Litopenaeus subtilis, Litopenaeus vanammei). Muitos destes polissacarideos
sulfatados apresentam caracteristicas estruturais distintas dos encontrado em
tecidos de mamiferos e peculiares até mesmo entre os invertebrados marinhos.
Como vem sendo sugerido um papel diferenciado para cada tipo de polissacarideo
descoberto, estas peculiaridades podem conduzir a descoberta de novos agentes
farmacologicos.

No intuito de fornecer subsidios para ampliar o conhecimento sobre a
distribuicdo dos glicosaminoglicanos nos crustaceos, propusemos investigar a
ocorréncia destes compostos no camardo marinho da espécie Litopenaeus schimitti,

(Figura 5) amplamente encontrado no litoral do Rio Grande do Norte.
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Figura 5: Camaré&o da espécie Litopeneaus schimitti



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito dos glicosaminoglicanos isolados do camarao Litopenaeus schmitti

sobre a hemostasia, coagulagao sangiinea, migragao leucocitaria e adesao celular.

2.2 Objetivos Especificos

® |dentificar dos principais glicosaminoglicanos isolados do abdbémen e

cefalotérax do camarao marinho L.schmitti;

® Avaliar a Atividade Anticoagulante e o efeito hemorragico destes

polissacarideos sulfatados;

® (Caracterizar estruturalmente os principais glicosaminoglicanos isolados do

crustaceo;

® Avaliar o efeito destes glicosaminoglicanos sobre a migracao leucocitaria e
a concentragédo protéica durante a resposta inflamatéria aguda induzida

por tioglicolato;

® Avaliar o efeito destes glicosaminoglicanos sobre a agregacao plaquetas-

leucocitos.



3. MATERIAL& METODOS

3.1. Animais

Os experimentos utilizando o modelo de inflamagéo (peritonite) induzida por
tioglicolato de sodio foram realizados em ratos da linhagem Wistar (6-8 semanas de
idade, 180-200g), obtidos no biotério do departamento de Bioquimica-UFRN,
Natal/RN. Para a avaliacdo da atividade hemorragica foram utilizados ratos machos
da linhagem Wistar (16-24 semanas de idade, 300-350g) do biotério do
departamento de Bioquimica. Todos os animais utilizados durante os experimentos
foram mantidos em gaiolas individuais submetidos a dieta e agua ad libitium em

condigdes controladas de iluminagéo (ciclo 12h claro/ escuro) e temperatura (25°C).

3. 2. Reagentes

O condroitim 4-sulfato (CS-4), condroitim 6-sulfato (CS-6) e o dermatam
sulfato (DS) foram obtidos do Miles Laboratories. O Heparam sulfato (HS) e a
heparina (179 Ul/mg), utilizadas nos experimentos da avaliacdo da atividade
anticoagulante, foram adquiridos do laborat6ério LAOB (Barueri, SP). A Heparina
clinica, utilizada nos experimentos da atividade hemorragica residual, foi a
Liguemine® (Roche, Brasil). As condroitinases AC (EC 4.2.2.5) Artrobacter
aurecences e a condroitinase ABC (E.C 4.2.2.4) Proteus vulgaris adquiridos da
Sigma-Aldrich. Agarose (Bio-Rad). O kit APTTest elagico do laboratério Wiener foi
utilizado para avaliar a atividade anticoagulante.O tioglicato de sodio foi proveniente
da Sigma-Aldrich. Para a cromatografia de troca ibnica foi utilizada a DEAE-

Sephacel adquirida da Pharmacia.



3.3. Extragao e purificagao dos glicosaminoglicanos

Realizado segundo descrito por Dietrich, 1999. Inicialmente, os tecidos do
cefalotérax (2kg) e abdémen (5kg), do crustaceo foram separadas e em seguida
delipidadas com acetona durante 7 dias, com trocas diarias do solvente. Apés
trituracdo e secagem, o po resultante foi solubilizado com NaCl 1,0 M, o pH ajustado
para 8,0 e adicionado 20mg da enzima proteolitica (superase) para cada 1g de pdé
cetbnico. Apos incubacao a 60°C, durante 24h, com agitagcéo periddica, a suspensao
foi filtrada. Ao filtrado foi adicionado 50 ml de resina Lewatit para cada Kg de tecido
e a suspensao foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente, por 24 h. Em
seguida, a resina foi ressuspensa em NaCl 1,0 M, agitada durante 4 h a temperatura
ambiente e filtrada. Este procedimento foi repetido com molaridades crescentes de
NaCl (2,0 M e 3,0 M). Aos filtrados obtidos, fragbes R2 e R3, respectivamente, foram
adicionados dois volumes de metanol e mantidos a 4°C por 18 h. Os precipitados
formados foram coletados por centrifugacdo (5000 x g, 30 min), dializados e
liofilizados. Em seguida, ressuspensos com agua destilada, na concentragcdo de 50

Mg/pL e submetido a analises eletroforéticas (Figura 6).
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Figura 6: Esquema de extragdo dos GAGS do crustaceo.

As fragdes R2 e R3 foram posteriormente submetidas ao tratamento utilizando
volumes crescentes de acetona, de acordo com Dietrich, 1999. Para isso, 500 mg do
material seco foi dissolvido em 10 ml de NaCl 0.2 M e adicionado acetona na
proporcgao de 0,5:1 (v/v). A solucao foi mantida a 4°C por 24 h. Os precipitados foram
coletados como F(0,5). Ao sobrenadante foi adicionada acetona na proporgéo de
0,721 (v/iv) e o mesmo procedimento anteriormente descrito foi realizado.O
precipitado obtido foi identificado como F(0,7). Esta operagcdo foi repetida
sucessivamente para a obtencéo das fragdes F(0,9), F(1,0) e F(2,0). Os precipitados
resultantes foram secos e submetidos a andlises eletroforéticas e ensaios

farmacologicos posteriores (Figura 7).
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Figura 7: Esquema de purificagdo dos GAGS com proporgdées crescentes de acetona3

3.4. Eletroforeses em gel de agarose

Os glicosaminoglicanos (5-15 pg) foram aplicados em gel de agarose (0,6%)
em diferentes sistemas de tampdes, 1,3 diaminopropano/acetato (PDA) 0,05M
pH9,0, acetato de bario/ PDA 0,04M, pH 5,8 e tris/acetato 0,05M por 1h a 100V e
75V respectivamente. Os glicosaminoglicanos no gel foram fixados com Cetavion®
0,1% secos sob corrente de ar, corados com azul de toluidina 0,1% (acido
acético/etanol/agua) e em seguida o gel foi lavado com solugdo de acido

acético/etanol/agua ( Dietrich, 1977).



3.5. Purificagao da fragao R3 do abdémen do camarao

A fracdo R3 apos tratamento com acetona na proporgédo 1:1 (v/v) (R3F1) foi
submetida a cromatografia de troca-ibnica na coluna de DEAE-Sephacel e eluida
com 2 volumes de NaCl 0,5M, 0,8M e 1M. As fracdes eluidas foram precipitadas
com 85% de etanol e entdo centrifugadas a 1,500 x g por 20 minutos. Os

precipitados foram quantificados por dosagem de urdnico, segundo Dische, 1974.

3.6. Despolimerizagao enzimatica com condroitinases AC e ABC

A fracdo eluida da coluna de DEAE-Sephacel com NaCl 0,8 M, foi submetida
a digestdo enzimatica com as condroitinases AC e ABC, como descrito
anteriormente por Yamagata,1968. Para isso, 100 ug da fragdo foi incubada com
0,05 unidades das liases AC ou ABC em 25ul do tampé&o acetato de sédio 20 mM,
pH 6,0 ou tampéo tris/THCI 50 mM, pH 8,0. Apds incubagdo a 37°C por 18 h,
aliquotas foram retiradas, analisadas por eletroforese no sitema PDA e em
cromatografia de papel, no solvente isobutirico amdnia 1,25 M, por 18h, para

avaliagado dos produtos insaturados formados apés digestao.

3.7. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

100 mg da fracdo R3F1 purificada, como descrito anteriormente, foram
dissolvidas em D,O e os espectros de C foram obtidos a 125 MHz com o
espectrometro Bruker AMX a 40°C. Os espectros de 'H das amostras (15-30 mg)
foram obtidos a 500 MHz com o espectrometro Bruker AMX a 40°C. Os espectros

bidimensionais HSQC foram realizados segundo Guerrini et al.,2005



3.8. Analises farmacolégicas

3.8.1. Atividade Anticoagulante dos heparindides, obtidos do cefalotérax e

abdomeén, avaliados pelo TTPA.

O plasma humano citratado (90ul) foi incubado com 10ul da solugdo de
heparindides (compostos tipo heparina isolados do camarao) (0-50ug) e 100ul de
cefalina + acido elagico. Apos 3 minutos de incubacao a 37°C, 100ul de CaCl; 0,025
M foi adicionado e o tempo de coagulagéo foi marcado. A atividade foi expressa por
unidades internacionais/mg, utilizando a curva padrao internacional da heparina (179

Ul/mg).

3.8.2. Avaliagao do efeito hemorragico residual dos heparindides

A observacgao do efeito hemorragico dos heparindides em aplicagbes topicas
na escarificagao (lesdo), mesmo apds extensivas lavagens da cauda com solugéo
salina (efeito hemorragico residual) foi realizado com algumas modificagées, como
descrito por Cruz e Dietrich, (1967). Inicialmente, foi realizada uma tricotomia da
parte terminal da cauda de rato, seguida de uma escarificagéo utilizando uma lamina
de tricotomia especifica. Em seguida, a cauda escarificada foi introduzida em tubos
de ensaio contendo 2 mL de soro fisiolégico a 37°C e durante 4 minutos o
sangramento foi acompanhado. A seguir, por estimulo mecéanico (esfregando uma
gaze sobre a escarificagdo) obteve-se novo sangramento e a cauda foi, entdo,
mergulhada numa nova solu¢cdo de soro fisiolégico. A quantidade de proteina

liberada da lesao, neste processo, serve como controle para os ensaios posteriores.



Apds os 3 estimulos mecanicos, a cauda foi mergulhada numa solugao contendo as
fracbes a serem analisadas, durante 2 minutos. Decorrido o tempo determinado, a
cauda foi removida da solug&o e lavada intensamente com solugado salina, e o efeito
hemorragico residual observado, mergulhando-se a cauda numa solug¢éo salina nova
sem a droga. Em seguida foi realizada a dosagem de proteinas liberadas da lesao,
apo6s o contato com a fragao testada, pelo método de Bradford (1976). Os resultados
foram expressos pela razdo cumulativa da taxa de proteinas liberadas da leséo

antes e apos o contato com droga em estudo (Figura 8).
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3.8.3. Avaliagao do DS isolado do camaréao sobre a migragao leucocitaria

no modelo de inflamagao peritonial induzida por tioglicolato

Este experimento foi realizado de acordo com o modelo de peritonite
desenvolvido por Xie, 2000. Inicialmente, os animais foram tratados profilaticamente
através de inje¢cdes subcutaneas de 0,5 ml de soro fisiolégico contendo ou ndo o DS
em diferentes concentragbes (D5 pg, D10ug e D15 ug/kg). Apos 30 minutos, estes
animais receberam intraperitonialmente (i.p), 2 ml de 3% tioglicolato (controle
positivo) ou soro fisioldgico (controle negativo). Decorridas 3 horas, os animais foram
sacrificados e as cavidades peritoniais lavadas com 10 ml de soro fisiologico. Em
seguida, ap6s uma suave massagem realizada neste local, o liquido peritonial foi
coletado em tubos contendo EDTA 3mM. O material foi entdo centrifugado a 300 x g
por 5 minutos a 4°C para a separagao das células e o sobrenadante, armazenado a

-20°C até a analise posterior (Figura 9).
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Figura 9: Modelo de peritonite induzida por tioglicolato de sédio

3.8.3.1. Contagem total e diferencial de leucécitos
A contagem total de leucdcitos foi realizada a partir do fluido peritonial, obtido
como descrito anteriormente. Aliquotas de 20ul do exudato foram diluidos em 400yl

da solugao de Turck e em seguida examinados por microscopia optica.

Para a contagem diferencial da subpopulacdo de leucécitos, nos animais
submetidos a peritonite, 1ml de sangue foram coletados e acondicionados em tubos
de ensaio contendo EDTA 3mM, para prevenir a formagédo do coagulo. Em seguida,

foram utilizados aliquotas (10ul) do material para a realizagdo do esfregaco em

ldminas histolégicas especificas, posteriormente fixadas, coradas e examinadas por

microscopia.



3.8.3.2. Dosagem protéica do liquido peritonial

Os sobrenadantes obtidos apods centrifugacédo do fluido peritonial, como
descrito anteriormente, foram descongelados e aliquotas de 100ul foram utilizados
para determinar a concentragao de proteina no exudato peritonial, de acordo com o

método de Bradford, 1976.

3.8.4. Teste de agregagao plaquetas-leucoécitos
3.8.4.1. Preparagao do plasma RPR

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado apo6s centrifugagao, do
sangue citratado, a 200x g por 15 minutos a 4°C. O plama retirado e o
remanescente sanglineo submetido a sedimentagdo por dextran, seguido pelo
gradiente Ficoll-Hypaque, para isolar os leucécitos. Para os experimentos de
adeséo, os leucocitos foram marcados com o fluorescente vermelho hidroetidine
(HE). As plaquetas foram estimuladas com trombina, para expressar P-selectina e
em seguida marcadas com o fluorcromo BCECF-AM, como descritos por Evangelista

etal., 1996 .

3.8.4.2. Condig6es experimentais

Todos os experimentos foram desenvolvidos observando as seguintes
condi¢cbes padrdes: leucocitos sozinhos ou misturados com plaquetas (1/5 ou 1/10)
foram incubados, para um volume final de 500ul, no agregbmetro a 37°C sob
agitagéo, durante 15 minutos. Os leucocitos e plaquetas marcados foram incubados
seguindo as condigdes padrbes acima descritas, no entanto, a estas interagdes foi

adicionada o DS isolado do camaréo em diferentes concentragdes (0,02 mg, 0,1 mg



e 0,5 mg), com o intuito de avaliar a capacidade deste polissacarideo em inibir a
interacdo natural dos leucécitos com as plaquetas. Posteriormente as amostras
foram mantidas a 4°C no escuro e analisadas por citometria de fluxo apdés 1h. Os

resultados foram expressos em porcentagem.

3.9 Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos como média £ DP e analisados pelo método
estatistico ANOVA. A diferenca entre os grupos foi realizada pelo teste de Tukey-

Kramer. O valor de p<0.001 é considerado extremamente significante.



4, RESULTADOS

4.1 Identificagdao dos GAGs isolados do camarao.

Os glicosamonoglicanos isolados ap6s protedlise e complexagdo com resina
de troca i6nica foram analisados por eletroforeses nos sistemas diaminopropano-
acetato (PDA) e descontinuo acetato de bario/PDA (Figura 10). As fracdes R2 e R3,
tanto do abdomén quanto proveniente do cefalotérax do camaréo, apresentaram, no
sistema PDA, uma predomindncia de compostos com mobilidade eletroforética
semelhante ao heparam sulfato (HS). No sistema Ba/PDA, que fraciona a heparina
em seus componentes de migragao rapida e lenta, observou-se que as fragdes R2 e
R3 oriundas do cefalotérax apresentaram comportamento semelhante a heparina de
mamiferos e por isso foram reunidas, denominadas heparinéide C (cefalotérax) e
posteriormente submetidas a ensaios farmacolégicos. Por outro lado, apenas a
fracdo R2 isolada do abdomén fracionou como a heparina padrdo. Esta fracao
apresentou ainda, compostos tipo condroitim sulfato (CS) e por isso foi submetida ao
tratamento com acetona, no intuito de purificar os compostos tipo heparina
(heparindides). A figura 11 mostra o perfil eletroforético dos glicosaminoglicanos
isolados do abdomén, apds purificacdo parcial com proporgdes crescentes de

acetona.
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Figura 10: Eletroforeses das fragées R2 e R3 isoladas do camardo L. schimitti, P= padrdo de
glicosaminoglicanos (CS, DS, HS) Hep= Heparina de mucosa bovina

Um composto semelhante a heparina de mamiferos foi isolado da fragdo R2 do
abdomén, utilizando 0,7 (v/v) de acetona, este apresentou os componentes de
migracdo rapida e lenta, tipicos da heparina padrdo e por isso foi denominado
heparindide A (Abdémen). A fracdo F(0,9) apresentou, predominantemente,
compostos tipo HS e DS. Uma mistura de compostos tipo CS, DS e HS foi observada
na fragéo F(1,0). A fragdo R3 proveniente do abdémen foi submetida diretamente ao
tratamento com acetona na proporcéo 1:1 (v/v) e 2:1 (v/v), no entanto, a maioria dos
GAG precipitou na fragdo F(1,0) e apresentou um perfil eletroforético peculiar,
migrando entre DS e HS no sistema descontinuo acetato de bario/PDA (Figura 11).
Porém, quando analisado no sistema tris-acetato, que separa os glicosaminoglicanos
por teor de cargas negativas, esta fracdo apresentou uma mobilidade semelhante aos
padrées de CS e DS (Figura 11). Diante destas peculiaridades a fracdo R3 foi

escolhida para estudos adicionais sobre a estrutura quimica e a¢des farmacologicas.
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Figura 11: Eletroforeses das fragées R2 e R3 do abdomén, apés purificagdo com acetona.

padréo de glicosaminoglicanos (CS, DS, HS). Hep= heparina de mucosa bovina.

4.2. Avaliagao da atividade anticoagulante dos heparindides.

Como parametro para avaliar o efeito anticoagulante destes compostos,

CS/DS

HS

foi

utilizado o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e o resultado expresso

em Unidades Internacionais (Ul/mg) (Tabela 1). O heparinéide C apresentou uma

atividade anticoagulante de 90 Ul/mg menor, quando comparada com a heparina

padrdo ndo fracionada (179 Ul/mg), no entanto, sua atividade anticoagulante

superior quando comparada com o heparinoide A (45 Ul/mg).

foi



Tabela 1

Atividade Anticogulante dos heparinodides isoladas do camarao L .schimitti

Compostos Atividade Anticoagulante
Ul*/mg
Heparina néo fracionada (HNF) 179
Heparindide A 45
Heparinoide C 90

* Unidade Internacional (Ul) é definida como a quantidade de heparina que mantém 1 mL de
plasma fluido por 1 hora ap6s adi¢cao de CaCl,.

4.3 Avaliacao do efeito hemorragico residual dos heparinéides

Um dos efeitos indesejaveis da agcédo da heparina in vivo é a sua atividade
hemorragica, por isso foi avaliado o potencial de sangramento dos heparinéides do
camarao, através do modelo de cauda escarificada em ratos, desenvolvido por Cruz
e Dietrich, (1967). Com a finalidade de comparar as atividades hemorragicas
residuais dos heparindides com a heparina de vertebrados, os experimento foram
realizados com a concentragdo de 100ug/mL. Esta concentracdo foi escolhida
baseada em experimentos anteriores de curva dose resposta utilizando a heparina
nao fracionada Liquemine®. Os resultados demonstraram que esta concentragao de
heparina é suficiente para desencadear um potente efeito hemorragico. Como
demonstrado na figura 12, o heparinéide C, apresentou uma intensa atividade
hemorragica, nos primeiros 15 minutos, mas que depois diminuiu, igualando-se ao
potencial de sangramento final encontrado para o heparinbide A. Entretanto, estes
compostos apresentaram efeito hemorragico residual aproximadamente, trés vezes

menor ao encontrado para a heparina padréo, isolada de vertebrados.
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Figura 12: Efeito Hemorragico residual dos heparindides A e C. Apos contato com a heparina
nao fracionada Liquemine®, ou com cada um dos heparindides A e C,a cauda escarificada foi
intensamente lavada com soro fisiologico e reintroduzida em meio sem heparina por 50 minutos. A
proteina total liberada da lesédo foi expressa em poténcia de sangramento conforme descrito em
métodos. Cada curva corresponde a uma média +DP de experimentos realizados com 5 ratos.

4.4. Caracterizagao estrutural da fragdo R3 do abdomén

Com o intuito de elucidar a estrutura quimica, a fracdo de glicosaminoglicano
hibrido isolada do abddémen foi submetida a espectroscopias de ressonancia
magnética nuclear '"H e '™C. Os resultados revelaram a presenga de sinais
caracteristicos para a galactosamina, glucosamina, acido idurénico 2-O-sulfato e
acido glucurdnico, indicando ser uma mistura de GAG. Por isso a fragdo R3 foi
submetida a uma cromatografia de troca-ibnica em DEAE-sephacel, eluida com
molaridades crescentes de NaCl 0,5M, 0,8M e 1M e monitorado pela dosagem de
urénico. Como demonstrado na Figura 12, a maior concentracédo de GAG foi obtido
apos eluicdo com 0,8M NaCl. Os glicosaminoglicanos presentes nesta fragdo foram
identificados por eletroforese e apresentaram uma unica banda com comportamento

intermediario entre DS ou HS. Os principais dissacarideos constituintes desse GAG



foram identificados ap6s incubacdo com as condroitinases ABC e AC, especificas
para o DS e CS, respectivamamente. Os resultados foram analisados por
eletroforese no sistema PDA e por cromatografia em papel, para avaliar os produtos
liberados pela agéo das enzimas. Como demonstrado na Figura 13 esta fracao foi
susceptivel a digestdo com a liase ABC, liberando principalmente dissacarideos
dissulfatados (ADidi). No entanto, ndo foi sensivel a condroitinase AC. Estes
resultados caracterizam esta fragdo como um dermatam sulfato (DS), porém
apresentando caracteristicas estruturais distintas quando comparado aos dermatam
sulfatos de mamiferos, que é constituido principalmente de dissacarideos 4-sulfato
(ADi4S). Para elucidar a estrutura desse novo DS isolado do camaré&o a fragao foi
submetida ao estudo de espectroscopia de RMN monodimensional ('*C) e
bidimensional HSQC (Heteronuclear Single Quantum coherence). Além disso, foi

submetida a ensaios farmacoldgicos sobre a migracéo leucocitaria e adeséao celular.
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Figura 13: Purificagcao e Identificagcdo do DS do camardao apés cromatografia de troca i6nica
DEAE-Sephacel. A linha pontilhada inidica o gradiente de NaCl utilizado. Todas as fragdes foram
monitoradas a 530 nm pela dosagem de urdnico. R3=Extrato bruto; R3F1= apds purificagéo parcial
com acetona; DSC= Dermatam sulfato do camarao ap6s eluigdo da coluna de troca-ibnica.
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Figura 14: Degradagdo enzimatica da fragdo R3 do abdémen do crustaceo. A- eletroforese no
sistema PDA; B- Cromatograma em papel descendente Whatman n°1, solvente isobutirico 1,25 N
amobnia (5:3). 1- DS padrdao +AC; 2-DS padrdo+ABC; 3-CS padrao+AC; 4-CS padrdo+ABC; 5-
R3F1+ABC; 6-R3F1+ AC.ADIOS = dissacarideo nédo sulfatado; ADi4S= dissacarideo sulfatado em C-
4; ADi6S= dissacarideo sulfatado em C-6; ADidi= dissacarideo dissulfatado.

O espectro do DS isolado do camarao foram assinalados de acordo com os
sinais descritos na literatura para o dermatam sulfato de mamiferos (Bossennec et
al., 1990) (Tabelas 2 e 3). Os principais sinais anoméricos identificados para o DS
do crustaceo sao acido glucurénico (GIcA) (106,0 ppm), galactosamina N-acetilada,
(Galnac, x), (103,0 ppm), que pode estar ou néo, sulfatada em C-4 e/ou C-6 e acido
idurénico 2-O-sulfato (l2s) (102.0 ppm) (Figuras 15 e 16). Além disso, é claramente
evidente na regiao do C-2, o sinal mais intenso, atribuido a Galyac sulfatada em C-4
(Galnac s) (54,2 ppm) em comparagao com aquela sulfatada em C6 (Galyaces) (53,3
ppm). Adicionalmente, na regido C-6, também é evidente a maior intensidade do

sinal correspondente a Galnac livre de substituicdo em C6 (Galnac, son) (63,2 ppm)



comparado ao sinal do Galnac, 6s. E bem evidente, também a 75,0 ppm, o sinal
caracteristico correspondente ao C-2 dos residuos de GIcA (G2). A analise mais
detalhada da estrutura desse DS isolado do camarao foi obtida por espectroscopia
bidimensional HSQC, que mostra os sinais de correlagdo entre os picos do espectro
'"H-RMN com os picos do espectro "*C-RMN ( Figura 16). Na regido anomérica é
evidente a predominéancia dos residuos de GIcA (4,58 ppm/ 106,0 ppm) em relagao
aqueles de Ixs (15,22 ppm/102,0 ppm). Além disso, ndo sao identificados os sinais de
correlagdo dos residuos de acido idurdnico (). Na regidao H-2/C-2 do espectro, fica
evidente a predominéancia de residuos de GalNAc4S (4,0 ppm/54,0 ppm) em relagao
aqueles do GalNAc6S (4,02 ppm/53,8 ppm).

Embora a presenga de alguns sinais menores, possa ser indicativo da
ocorréncia de outros glicosaminoglicanos, o sinal intenso visualizados em torno de
25 ppm, atribuido ao grupo acetil (CH3CO"), comprova que o dermatam sulfato, é de

fato o GAG predominante nesta fragéo.



Tabela 2

Sinais Quimicos do proton 'H para os residuos de IdoA e GalNAc dos DS de mamiferos e do
camarao Litopenaus schimitti

Sinais Quimicos

Unid. Proton
Valores da literatura
Mamiferos ? Ascidian® Camaréo
a-L-D- 1doA-(2S0,) HA1 5.22 5.2 5.22
H2 4.4 4.33 Ni
H3 4.2 4.20 Ni
H4 41 4.06 Ni
H5 4.8 4.80 4.79
HI 5.0 4.96 Ni
a-L- IdoA H2 3.53 3.52 Ni
H3 3.90 4.06 Ni
H4 410 4.06 Ni
H5 4.72 4.80 Ni
HA1 4.70 4.88° 4.6
H2 4.05 4.02° 4.0
B-D-GalNAc-(4S0,) H3 4.03 4.01° Ni
H4 4.69 4.64° 4.71
H5 3.80 3.80° Ni
H6 3.79 3.79° Ni
B-D-GalNAc-(6S0,) H1 4.64 4.65
H2 4.02 4.02
H3 3.86 Ni
H4 4.15 4.15
H5 3.86 Ni
H6 4.25 4.2
GlcA®
H1 4.506 4.5
H2 3.371 3.4
H3 3.521 Ni
H4 3.521 Ni
H5 3.766 Ni

@ Valores para o DS de mamiferos a 37°C- Bossennec et al., 1990.
®Valores para o DS Ascidian.nigra a 60°C Pavéo et al., 1995

¢ Valores para o DS H.pyriformis a 60°C., 1996. Pavao et al., 1996
¢ lacomi et al., 1999

* Valores para o DS L.schimitti a 40°C.

Ni — Nao identificado



Tabela 3

Sinais Quimicos *C para os residuos de IdoA e GalNAc dos DS de mamiferos e do camarao
Litopenaeus schimitti

Sinais Quimicos

Unid. Carbono
Valores da literatura
Mamiferos ? Ascidian® Camarao
C1 101.4 101.3 102.0
a-L-D- IdoA-(2S0,) Cc2 78.3 7.7 Ni
C3 69.0 71.0 Ni
C4 79.2 80.3 Ni
C5 1.7 711 72.0
a-L- IdoA Cl 105.7 Ni
Cc2 72.0 Ni
C3 73.7 Ni
C4 82.7 Ni
C5 72.0 Ni
B-D-GalNAc-(4S0, ) C1 104.7 105.3° 104.0
Cc2 54.8 54.2° 54.0
C3 78.1 77.8° Ni
C4 78.9 78.5° 79.0
C5 77.3 77.0° Ni
C6 63.7 63.5° 63.5
B-D-GalNAc-(6S0, ) C1 104.0 103.0
Cc2 54.2 53.8
C3 82.5 Ni
C4 70.4 Ni
C5 76.5 Ni
C6 69.7 70.0
GlcA ®
C1 104.9 106.3
Cc2 75.6 75.0
C3 78.0 Ni
C4 74.3 Ni
C5 78.6 Ni
C6 177 Ni

@ Valores para o DS de mamifero. Bossennec et al., 1990
®Valores para o DS A. nigra a 60°C. Pavéo et al.,.1995.

¢ Valores para o DS H.pyriformis a 60°C Pavao et al., 1996
¢ lacomi et al., 1999

* Valores para o DS L.schimitti a 40°C.

Ni — N&o identificado
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Figura 15: Espectroscopia de RNM * C a 125 MHz do DS isolado do camardo. G= Acido
glucurénico, I= Acido idurdnico.
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GalNAc= N-acetil galactosamina, I= acido idurdnico.



4.5. Efeito do DS sobre a migragao leucocitaria na cavidade peritonial

O dermatam sulfato isolado do corpo do camaréo L.schimitti foi submetido a
ensaios farmacol6gicos para avaliar seu efeito na migracao leucocitaria durante uma
resposta inflamatéria aguda. A inflamacao peritoneal foi induzida por injecédo de
tioglicolato e o numero de células recrutadas para a cavidade peritonial foi medida
como um indicativo do grau da inflamagéo (Figura 16). O numero basal das células
residentes na cavidade peritonial foi determinado pela administracdo de soro
fisiologico. Apds induzir a inflamagao com o tioglicolato, o qual promove uma reacao
inflamatéria aguda, caracterizada pela infiltragdo de granul6citos e macrofago,
ocorreu um aumento significativo do niumero de células inflamatérias no local da
injuria. Apds tratamento com o dermatam sulfato, em concentragdes crescentes, D5,
D10 e D15 pg/kg animal, foi observada uma redug¢ado no recrutamento de leucocitos
na cavidade peritonial. No entanto, essa reducao foi mais significativa (P<0,001) na
concentracéo de 15 pg/kg, quando comparado com os animais controle (apenas
com o tioglicolato), chegando a reduzir a infiltragdo celular em 65%. Nas demais
concentracdes avaliadas a reducdo néao foi significativa apresentando uma redugéao

na infiltracéo celular de 19% e 28% , respectivamente (Figura 17).
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Figura 17: Curva dose-resposta do DS do camarao L. schimitti sobre a migragao leucocitaria.
Foi utilizado o modelo inflamatério de peritonite induzida por injegdo de tioglicolato em ratos da
linhagem Wistar. Cada coluna representa os valores médio + DP; n=5 (***P< 0.001).

4.6. Efeito do tratamento do DS do camarao sobre os niveis de proteina total
no lavado peritonial

Os niveis de proteina no lavado peritonial nos animais tratados com o DS
foram significantemente menores (P< 0,001) quando comparados com 0s animais
controle, no modelo induzido por tioglicolato, como demonstrado, na figura 18. Entre
os animais tratados ndo houve diferenca significativa na concentracao de proteinas,
sugerindo que o DS independente das concentragdes testadas (D5, D10 e D15ug/kg
animal), atenuaria o acumulo de proteinas no local da injuria durante a resposta
inflamatoéria, chegando a reduzir os niveis de proteina no exudato peritonial, nas
concentragdes testadas, em aproximadamente 50%. A diminui¢gdo na concentragcéo
de proteinas no lavado peritonial foi observada para todas as concentracbes
testadas do dermatam sulfato, porém na concentragdo de 15ug/kg apresentou uma
inibicdo superior quando comparada as demais doses, reduzindo aproximadamente

60% a passagem de proteinas plasmaticas para o exudato peritonial.
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Figura 18: Efeito do DS do camardao sobre a concentragdao total de proteinas do lavado
peritonial. D5 (5ug/kg), D10 (10ug/kg) e D15( 15ug/kg) Os sobrenadantes foram preparado apos
centrifugacado do lavado peritonial. A quantificacdo protéica foi realizada utilizando o método de
Bradford. Cada coluna representa os valores médio + DP; n=5 e (***P< 0,001).

4.7. Efeito do dermatam sulfato sobre a composigao celular sangiiinea apos

inducao da inflamagao com tioglicolato

A reducdo observada no numero total de células no exudato peritonial
proporcionou a avaliacdo do efeito preferencial do dermatam sulfato isolado do
camarao sobre uma especifica subpopulagdo de leucocitos. Para analisar este
efeito, a contagem diferencial de leucécitos no lavado peritonial foi realizada. Como
apresentado na Figura 19, a analise qualitativa da composi¢ao celular sangiinea
dos animais tratados foi basicamente similar ao encontrado para os animais
controles, sugerindo que o influxo de toda a subpopulagéo leucocitaria foi igualmente

afetada pelo tratamento com o dermatam sulfato.
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Figura 19: Efeito do DS isolado do camardao sobre a composigcdo celular sangiiinea apds
indugdo da peritonite em ratos Wistar. Amostras de sangue (1 ml) foram coletados da veia porta
dos ratos tratados com o DS do camaréo L.schmitii em diferentes propor¢ées D5 ( 5ug), D10 (10ug) e
D15 (15ug) e dos animais controle (tioglicolato). Apds preparacdo do esfregaco sangiineo, a

composigao celular foi examinada por microscopia optica. N=3.

4.8. Inibicao da agregacgao plaquetas-leucocitos pelo DS isolado do camarao.

Para avaliar a habilidade do dermatam sulfato, isolado do camarido, em inibir
a interacdo celular foi realizado o ensaio de adesédo plaquetas-leucécitos. Os
resultados demonstraram que este polissacarideo € capaz de inibir a adesido destas
células em torno de 40%, utilizando uma concentracéo de 0,5 mg/mL. Além disso,
podemos sugerir que esta interacdo é dose dependente, visto que em
concentragbes menores, (0,02 mg/mL ) ja ocorre redugédo, de aproximadamente

20%, na adeséo celular (Figura 20).
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Figura 20: Efeito inibitério do dermatam sulfato isolado do camardo sobre a adesao
plaquetas/leucoécitos. O controle corresponde a adesdo dos leucécitos as plaquetas na proporgdo
de 1/10 sem o DS. DS 0,02 ( 0,02mg/ml ), DS 0,1( 0,1mg/ml)
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5. DISCUSSAD

Meste ftrabalho relatamos a presenga predominante de composios
semelhantes a heparina de mamiferos (heparindides) no abdémen e principalmente,
no cefalotérax do camar3o marinho Liopenaeus schmiti Esles compostos foram
identificados por analises eletroforéticas no sistema descontinuo acetato de
bario/PDA, que distingue a heparina dos demais GAG por fraciona-la em seus
composios de migraglo rapida e lenta. Os hepaninbides isolados do camardo
apresentam predominantemente os componentes de migragho rapida, indicando que
sho conslituidos por dissacarideos pouco sulfatados. Visio gue, nesse sistema,
heparinas de migragho rapida apresentam uma menolf massa molecular e s&o
constituidas predominantemante por dissacarideos ndo sulfatados ou dissulfatados
{Volpi, 1993). Entretanto, as hepannas de migragio lenta, sio predominantemente
constituidas por dissacaridecs trissulfatados (56%), e apresentam uma maior massa
molecular (VOLPI, 1993). Além disso, o comportamento eletroforético apresentado
pelos hepanndides isolados do camardo & semelhante ao encontrado em outras
espécies de crustdceos como o camardo Litopenaues vanammal (BRITO, 2005), a
lagosta Panulirus lsevicavds (SILVA, 2003) e o caranguejo Goenopis cruetala
(Andrade, 2006},

A atividade anbcoagulante do hepanndide proveniente do cefalotdrax do
camarao (heparindide C) (90Ul/mg) foi maior quando comparado com heparindides
isolados de outras espécies de crustaceos, como o Ucides cordatus (60 Ulimg).
Dendrocephalus brastensis (52 Ulimg) & praticaments equivalenie & heparina de
baixo peso molecular isolada do cefalotdrax do camar&o Pensews brasilensis (85



Ulimg) (DIETRICH of al, 1999). No entanto, apresenta menores valores quando
comparada & atividade anticoagulante da heparina nao fracionada de mamiferos
{178UlImg). A predominancia de compostos de migragao rapida encontrada para o
heparindide C, sugere que esie composto seja conslituido, principalmente, por
dissacaridecs dissulfatados, sendo um indicativo da escassez da seqiéncia
pentassacaridica especifica para a interagao com a AT (CAVALCANTE et al., 2000).
O heparindide isolado do abddmen do camarao (heparindide A) apresentou uma
atividade anticoagulante ainda menor (45 Ulimg) guando comparada com o
heparindide C, sugerindo que seja constituido principalmente por dissacarideos nac
sulfatados. Heparindides com caracteristicas estruturals distintas e eficiente
atividade anticoagulante, via cofator Il da heparina (HCIl) foram identificados na
Arlemia franciscana (CHAVANTE eof al, 2000). Este composto apresentava
caracteristicas estruturais distintas para o HS isolado de mamiferos, apresentando-
se predominantemente constituido por dissacarideos contento dcido glucurdnico
unido a glucosamina N-suffato e 6-sulfato (GluA-GlcNS,65) e dcido idurdnico unido a
glucosamina N-sulfato,

A presenga de compostos em invarebrados marnnhos que agem sobre
proteinas do sistemna de coagulagao de mamiferos, & extraordiniria, visto que esses
animais nio possuem um sistema de coagulagho tho complexo @ envolve proleinas
totalmente diferentes. A funcio bioldgica da heparina nesses animais ainda é
enigmatica. Alguns pesquisadores tém sugerido que o papel desses compostos
anficoagulantes, em animais marinhos, esta relacionado a mecanismos de defesa,
principalimenta na imobilizagio de microorganismos ou patbgenos que invadem o
corpo destes animais (CAVALCANTE af al, 2000). A fungao biolégica da heparina,

mesmoe em mamiferos, ainda ndo estd completamente elucidada, visto que,
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diferentemente dos demais glicosaminoglicanos, foi encontrada exclusivamente no
interior dos mastécitos (KITAMURA; GO, 1978, MARSHALL ef al, 1994) sendo
iberada destas células em resposta a agentes inflamatorios especificos. Além disso,
tecidos que estio em contato com o meio externo, como pele, pulmio e intestino, e
orgios de defesa, como o timo, noédulos linfaticos apresentam elevadas
concentracbes de heparina (MADER et al., 1999) sugerindo que este GAG estaria
associada a mecanismos de defesa e seus efeilos exdgenos sio conseqléncias
desta agao principal.

Ltilizando o modelo da cauda escarificada em ratos, desenvolvido por Cruz e
Dietrich, (1967) foi avaliado o efeito hemorragico residual dos heparindides A & C
isolados dos tecidos do camardo, Neste experimento, a aplicagio tdpica da heparina
na lesfo causa um intenso sangramento, mesmo apbs a cauda ser intensamente
lavada com soro fisiclogico, por isso esse efeilo fol denominado de efeito
hemorragico residual. Os resultados obtidos confirmam a hipotese de que a acéo
hemorragica & independe da atividade anticoagulante, visto que o heparindide C
apresentou uma atividade anticoagulante maior quando que o heparindide A, no
entanto ambas apresentaram potenciais de sangramento equivalentes. Além disso,
ratifica a hipdlese de que estes heparindides sao constituldos predominantemente
por dissacarideos pouwco sulfatados, visio que estudos anteriores relatam a
importincia de dissacarideos trissulfatados para desencadear um efeito hemaorragico
significativo (DIETRICH ef al., 1999).

MNenhum ftrabalho anterior relala a presenca de compostos tipo DS em
crustaceos, embora tenha sido descrito em outros invertebrados marinhos, como
nas ascidias e ourigos do mar (PAVAD ef al, 1995 PAVAO ef al, 1996; VILELA-
SILVA ef al, 2000). O dermatam sulfato isclado dos tecidos do camardo L.schmitti
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apresenta-se constituido predominantemente por dissacarideos dissulfatados
diferindo do DS de mamiferos, constituido principalmente por IdoA-GalNAC 45
(LINHARDT; HILEMAN, 1995) . As andlises de especiroscopias de RMN revelaram
a presenca de sinais atribuldos ao acido glucurdnico, idurdnico 2-O-sulfato, N-acetil-
galactosamina 4-O-sulfato e 6-O-sulfato. Estes dados sugerem que o DS do
camardo & consbituido por: GleA-GalNAc4 65; ldoA 25- GalNAC4s e GalNAcES A
elevada proporgio de residuos de acido glucurdnico e a auséncia de sinais quimicos
atribuides ao dcido idurnico ndo sulfatados, revela que a cadeia do DS do camardo
apresenta caracteristicas estruturais distintas quando comparado com os de
mamiferos e de outros invertebrados marinhos. Alguns autores tém demonstrado
que a proporgio de Acido glucurdnico nas cadeias do dermatam sulfato é
dependente do tecido de origem (THEOCHARIS ef al., 2001). Por exemplo, o DS
isolado da pele bovina é constituido, em 84% por unidades dissacaridicas contendo
ldoA-GalNAc4S, entretanto, o DS isolado da cartilage & constituido, em 75% por
dissacaridecs contendo GicA-GalNAc4S (CHOI ef al, 1988). Além disso, o DS
isolado de oulras espécies marinhas, também apresenta caracteristicas estruturais
peculiares. Os DS isclados das ascidias que apresentam exclusivamante, residuos
de ldoA25, porém diferenies padroes de sulfatacio para as unidades de GalNAc. As
ascidias Stela plycata e Holocyntia pyriformis tem unidades de galactosamina 4-0-
sulfatadas, entretanto Ascidian nigra apresenta-se 6-O-sulfatadas. além disso,
embnbes do ourgo do mar Stronglylocentrotus purpuratus sintetizam um DS com
unidades GalNAc4S6S (PAVAD ef al, 1995:1996; 1998),

A investigacio do efeilo do DS do camario sobre a migracio leucocitaria fol
avaliada através do modelo de inflamagao aguda induzida por tioglicolato. Os

resultados obtidos demonstram a capacidade deste composto em reduzir a migracio
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dos leucdcitos. Provavelmente, pela inleracdo com as citocinas e quimiocinas,
encontradas na supericie das células endoleliais ou na malfriz extracelular, onde
promovem a migragao e ativagao leucocitaria (CRIPPS et al, 2005). O DS, como o
principal GAG encontrado na matriz, estaria envolvido diretamente na interagao com
estas proteinas, no entanto o efeilo adicional do DS do camario neste modelo
experimenta proporcionaria uma inibicao da inleraco das citocinas e quimiocinas
com seus receplores especificos diminuindo assim o recrutamento de leucdcilos
para o local da injoria. Outra hipitese sugerida seja a inleracio deste
glicosaminoglicano com as proteinas de adesfo, especialmente a P-e a L-selectina.
Estas moléculas madeiam os eventos iniciais do rolamento dos leucocitos (WANG ef
al, 2005). Logo, compostos que bloquelem esta interago impedem os eventos
subseqlentes culminando na reducio da passagem destas células do espago
vascular para o sitio inflamatdrio. (NELSON ef al, 1993, WANG, 2005, XIE, 2000,
WANG 2002) relatam a heparina 6-O-sulfatada como um potente inibidor da
infiltracio leucocitdria, mediado pela interacdo com as selectinas. Acredita-se que
esta interacdo seja mediada pelo teor de sulfatacdo apresentado por este
glicosaminoglicano, que pode estar mimetizando as cargas negalivas dos ligantes
especificos para estas moléculas de adesao (LEY, 2000). Apesar da notavel
habilidade da heparina em interagir com estas moléculas de adesdo, nenhum outro
GAG havia sido avaliado neste processo. Por isso os resultados obtidos para o DS
isolado do camardo s30 promissores, alem de ampliar as perspectivas para a
procura de novos agentes farmacoldgicos

Outro pardmetro ulilizado para avaliar a influéncia do DS do camardo sobre a
resposta inflamatoria foi a determinagao da concentragao de protelnas no exudato
peritonial. Os resultados obtidos demonstraram a eficiéncia deste polissacarideo na
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reducio dos niveis protéicos durante o processo inflamatério no modelo bioldgico
escolhido. Dados na literatura afirmam que as citocinas elou quimiocinas promovem
a rapida expressdo de P-selectinas sobre as células endoteliais alterando a
permeabilidade vascular e permitinde a passagem de proteinas do plasma para o
local da injuna. (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). Diante do exposto, acredita-
se que o efeito do DS do camaréo sobre os niveis de protéicos do exudato peritonial
poderia ser reflexo da interacio deste composto com as citocinas/quimiocinas. Por
iss0 drogas que diminuam a permeabilidade vascular e a migragio celular, poderiam
auxiliar no controle da resposta inflamatéria (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY 2004).

O efeito inibitrio do DS do camarao sobre a ades#o de plaquetasfleucocitos,
corrobora com a hipotese de que este polissacarideo também possa esta
interagindo com as selectinas, especialmente neste caso com a P-selectina, visto
que estudos tém evidenciado que a P-selectina e as integrinas B; (CD11b/CD18)
estao envolvidas diretamente na adesdo destas células (EVANGELISTA ef al,
1989). Por isso, e sugerido que o DS isolado do crustaceo interagiria com esta
maolécula de adesao resultando no blogueio do sitio de ligagio para os seus ligantes
especificos e consequentemente favorecendo a modulacio da resposta inflamatoria.

Quanto mais se conhece a biodiversidade marinha, maior a probabilidade da
descoberta de novas substancias com potenciais farmacolégicos (MUNRO et al,
1999), pois a diversidade quimica estd diretamente ligada & bicldgica, e neste
aspecto merecem ser destacados os invertebrados marinhos, pois estes organismos

sao fontes promissoras de compostos biologicamente ativos.



6. CONCLUSOES

Com base na analise dos dados obtidos podemos concluir que:

o Os heparindides sao os glicosaminoglicanos predominantes no cefalotérax e
no abdémen do crustaceo.

o O heparindide C apresentou uma atividade anticoagulante superior ao
heparindide A, entretanto, ambos apresentaram um baixo efeito hemorragico
residual.

° As analises de espectroscopia de RNM do DS isolado do camarao revelaram
a predominancia de sinais quimicos caracteristicos para os residuos de GIcA,
IdoA2S, e GalNAC,4S.

o O DS do camardo reduziu significativamente a infiltragcdo celular e a
concentragao protéica no exsudato peritonial durante a resposta inflamatoéria aguda
e a adesao plaquetas/leucécitos in vitro.

o Os glicosaminoglicanos sulfatados isolados do camaréo L. schmitti podem
servir como fonte alternativa para a obtencdo de compostos bioativos, com
importantes acbdes farmacoldgicas sobre a coagulagdo sangiliinea e a migracao
leucocitaria, podendo surgir como principios ativos para o desenvolvimento de novos

agentes terapéuticos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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