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RESUMO

A ocorréncia de compostos bioativos em representantes da biodiversidade marinha
vem despertando o interesse da industria farmacéutica. Heparina, um polissacarideo
sulfatado cuja presenca ja foi identificada em vérios invertebrados marinhos,
destaca-se por sua extraordinaria versatilidade funcional. Além de interferir na
coagulacao sanguinea, essa molécula possui grande potencial antiinflamatério. No
entanto, sua forte atividade anticoagulante dificulta o aproveitamento clinico de sua
propriedade antiinflamatéria, o que estimula a pesquisa por analogos de heparina
com efeitos colaterais reduzidos. Diante disso, este trabalho teve por objetivos
avaliar o efeito de um composto semelhante a heparina (heparindide), isolado do
cefalotérax do camardo Litopenaeus vannamei, sobre a resposta inflamatoria,
hemostasia e sintese de heparam sulfato antitrombotico pelas células endoteliais,
além de estudar alguns aspectos relevantes a cerca de sua estrutura. O
heparindide purificado foi estruturalmente caracterizado seguindo uma
abordagem analitica, envolvendo eletroforeses e cromatografias. As analises
estruturais mostraram que esse composto possui um elevado conteldo de
residuos de acido glucurdénico e de dissacarideos dissulfatados. Ao contrario da
heparina de mamiferos, o heparindide foi incapaz de estimular a sintese de
heparam sulfato pelas células endoteliais nas concentracdes testadas, além de
apresentar atividade anticoagulante in vitro e efeito hemorragico reduzidos. Em
um modelo de inflamacédo aguda, o composto isolado do camaréo reduziu mais
de 50% da infiltrac&o celular. Além de reduzir a atividade de MMP-9 e proMMP-2
no lavado peritoneal dos animais submetidos ao modelo de inflamagao, o
heparindide também reduziu a atividade de MMP-9 secretada por leucocitos
humanos ativados. Esses resultados demonstram o potencial do heparindide de
L. vannamei em interferir em varios eventos da resposta inflamatoria. Por possuir
atividade anticoagulante e efeito hemorragico reduzidos, esse composto pode
servir como um modelo estrutural para direcionar o desenvolvimento de agentes

terapéuticos mais especificos para o tratamento de doencas inflamatorias.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei. Compostos bioativos. Heparina.

Heparinoide. Inflamacéo.



ABSTRACT

The occurrence of bioactive compounds in marine organisms comes awaking the
interest of the pharmaceutical industry. Heparin, a sulfated polysaccharide which
presence was already identified in several marine invertebrates, is very attractive due
its remarkable functional versatility. Besides to intervene in blood coagulation, this
molecule has a great anti-inflammatory potential. However, its strong anticoagulant
activity difficult the clinical exploitation of its anti-inflammatory properties. Thus, the
aims of this work were to evaluate the effect of a heparin-like compound (heparinoid),
isolated from the cephalotorax of the Litopenaeus vannamei shrimp, on the
inflammatory response, hemostasia and synthesis of antithrombotic heparan sulfate
by endothelial cells, besides studying some aspects concerning its structure. The
purified heparinoid was structurally characterized following an analytical boarding,
involving electrophoresis and chromatography. The structural analysis have shown
that this compound possess a high content of glucuronic acid residues and disulfated
disaccharide units. In contrast to mammalian heparin, the heparinoid was incapable
to stimulate the synthesis of heparan sulfate by endothelial cells in the tested
concentrations, beyond to show reduced anticoagulant activity and hemorrhagic
effect. In a model of acute inflammation, the compound isolated from the shrimp
reduced more than 50% of the cellular infiltration. Besides reduce the activity of
MMP-9 and proMMP-2 of the peritoneal lavage of inflamed animals, the heparinoid
also reduced the activity of MMP-9 secreted by activated human leukocytes. These
results demonstrate the potential of heparinoid from L. vannamei to intervene in the
inflammatory response. For possessing reduced anticoagulant activity and
hemorrhagic effect, this compound can serve as a structural model to direct the
development of more specific therapeutical agents to the treatment of inflammatory
diseases.

Key-words: Litopenaeus vannamei. Bioactive compounds. Heparin. Heparinoid.

Inflammation.
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I ntrodugéo

A possibilidade de extrair compostos naturais com potencial terapéutico a
partir de organismos marinhos ja vem sendo explorada pelo homem h& mais de 50
anos (MUNRO et al., 1999). Diferentes compostos bioativos capazes de agir sobre
processos biolégicos distintos ja foram descobertos em diversos representantes da
biodiversidade marinha (MAYER et al., 2007). Produtos naturais com atividade
antifingica, por exemplo, estdo presentes na cianobactéria Lynbya majuscula
(MILLIGAN et al., 2000). Recentemente, foi descrito em esponjas marinhas a
ocorréncia de compostos com efeito citotoxico sobre bactérias gram-negativas, como
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (MOURA et al.,, 2006) e sobre uma
variedade de células tumorais (TAKEMOTO et al., 2007).

Em outros processos biolégicos importantes, como coagulacdo, angiogénese
e proliferacéo celular, uma classe de compostos que se destaca pela sua importante
participacdo é a dos polissacarideos sulfatados (RAMAN; SASISEKHARAN, 2005),
0 que desperta o interesse da industria farmacéutica pela sua pesquisa em fontes
naturais. O estudo dessas moléculas isoladas de organismos marinhos revelou que
estes podem representar uma fonte promissora de novos agentes terapéuticos.
Farias et al. (2000) caracterizaram uma D-galactana sulfatada da alga vermelha
Botryocladia occidentalis e descobriram que essa molécula possui uma potente
atividade anticoagulante. Polissacarideos com propriedades farmacoldgicas também
foram encontrados nas algas Spatoglossum schroederi (ROCHA et al.,, 2005;
BARROSO et al., 2008) e Codium pungiformis (MATSUBARA et al., 2000).

Outro polissacarideo sulfatado que vem sendo alvo de diversas pesquisas
devido a sua grande versatilidade funcional é a heparina. Além de ser amplamente
usada no tratamento e prevencdo de eventos trombéticos, alguns aspectos
estruturais dessa molécula, como sua grande densidade de cargas negativas,
contribuem para sua interacdo com diversas proteinas, permitindo a interferéncia em
varios processos biolégicos importantes, além da coagulacdo. Apesar de sua
producdo comercial ser realizada a partir de 6rgdos de mamiferos, como o boi e o
porco, a presenca de compostos semelhantes a heparina (heparindides) ja foi
identificada em diversos invertebrados marinhos (CASSARO; DIETRICH, 1977;
DIETRICH et al., 1985; NADER et al., 1984; SANTOS et al., 2002).
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A heparina, juntamente com outras moléculas como &cido hialurénico,
condroitim 4- e 6-sulfatos, dermatam sulfato, heparam sulfato, faz parte de uma
familia de carboidratos complexos, denominada glicosaminoglicanos (GAGS). Essas
moléculas diferenciam-se pelos tipos de acucares constituintes, presenca e posi¢ao
de grupos sulfato e tipo de ligacdo glicosidica entre os residuos (Figura 1)
(FRANSON; HAVSMARK, 1970; FRANSON et al., 1974). Com excecado do &cido
hialurénico, as cadeias de GAGs encontram-se ligadas através de ligacbes N- ou O-
glicosidicas a esqueletos protéicos formando compostos conhecidos como
proteoglicanos (JACKSON; BUSCH; CARDIN, 1991; KJELLEN; LINDAHL, 1991).

CH,0H

H H NHCOCH,

Acido Hialurénico

CH,OR CH,0R

-0 OH H
H H  NHCOCHj H  NHCOCHj3
H OR
Condroitim Sulfato Dermatam Sulfato
CH,0S04”
i CH,0S05’
co0
WA O\H H 8
(o]
H o OH H o— H R Ve {
H o CO0
-0 LA -0 OH H o OR H Q=
H H NHCOCH3/S04
. NH :
H OR H  0SOy H 03
Heparam Sulfato Heparina
CH,0S04
H 0 O
fe) H
HO A o OH H !
H
=0=x H H  NHCOCH4
H OH
Queratam Sulfato R =Hou SOz

Figura 1: Unidades dissacaridicas constituintes dos glicosaminoglicanos sulfatados. Adaptada de Volpi e
Maccari, 2006.

A estrutura quimica da heparina é caracterizada pela presenca de unidades
dissacaridicas onde se alternam um acucar aminado (glucosamina) e um acucar nao

aminado (acido urdnico). A maior parte dos residuos de &cido urdnico corresponde



22

ao acido L-idurénico (IdoA), o qual se encontra ligado ao residuo de glucosamina
(Glc) por meio de uma ligacao do tipo a(1-4) (PERLIN; MACKIE; DIETRICH, 1971).
Em menor proporcdo na molécula estdo os residuos de acido glucurdnico (GIcA),
que se encontram ligados a Glc por uma ligacao B(1-4) (HELTING; LINDAHL, 1971).
Variacdes estruturais fazem da heparina uma molécula bastante heterogénea, como
por exemplo, a presenca de O-sulfatacdo no carbono 2 (C-2) dos residuos de &cido
urénico e em C-3 e/ou C-6 da glucosamina. Além do mais, o nitrogénio desse acucar
aminado pode encontrar-se sulfatado (GICNSOs3), acetilado (GIcNAc) ou, menos
frequentemente, permanecer sem substituicdo (NOTI, SEEBERGER, 2005; CAPILA,
LINHARDT, 2002).

A composicdo das cadeias de heparina geralmente é expressa com relacao
ao contetudo de suas unidades dissacaridicas, as quais podem ser identificadas
através da despolimerizacdo com heparinase e heparitinase Il, enzimas especificas,
provenientes de Flavobacterium heparinum (SILVA; DIETRICH, 1975). A heparinase
reconhece as ligacdes glicosidicas do tipo a(1-4) entre a GIcNSO3; ou GICNS,6S e
acido L-idurbnico 2-sulfato (IdoA2SOg), liberando como produtos dissacarideos
trissulfatados e tetrassacarideos. Por outro lado, a heparitinase Il age sobre as
ligacdes do tipo a(1-4) entre a GIcNSO; ou GIcNAc e &cido L-idurénico (IdoA),
podendo atuar também sobre ligacbes envolvendo a Glc e GIcA, desde que a
glucosamina esteja sulfatada em C-6 (NADER et al., 1990). Os principais produtos
gerados por acdo conjunta dessas enzimas sdo dissacarideos dissulfatados e
trissulfatados (Figura 2).

A principal unidade dissacaridica da heparina sdo os dissacarideos
trissulfatados (AU,2S-GIcNS,6S), os quais representam cerca de 60-75% das
heparinas obtidas de mucosa suina (GUERRINI; BISIO; TORRI, 2001; SUDO et al.,
2001). Essas unidades sao encontradas frequentemente em regides onde o0s
residuos de glucosamina sdo N-sulfatados, denominadas de dominios N-sulfatados
(NS). Essas regifes altamente sulfatadas também sdo conhecidas como ‘“regifes
regulares” e sdo as principais responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas da
heparina. Uma regido hibrida, menos sulfatada, caracterizada pela presenca de
dominios N-acetilados e N-sulfatados (NA/NS) contendo principalmente o
dissacarideo monossulfatado GIcA-GIcNSO3; também pode ser observada. A regido
NA/NS também pode conter residuos de IdoA2SO3; e glucosamina N-sulfatada e N-
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acetilada (GIcCNSO3/NAc). Préximo a regido de ligacdo (LR) com o esqueleto
protéico, existe um dominio NA marcado pela presenca predominante das unidades
dissacaridicas nao sulfatadas GIcA-GIcNAc, embora alguns residuos de
glucosamina N-sulfatada, 6-O-sulfatada também possam ser encontrados nessa
regido (Figura 3).

HEPARINASE

) .‘. TETRASSACARIDEO

o AU,2S- GIcNS,6S-U-GIcNS,6S

—_ HEPARITINASE [l

[ o \
DI- TRISSULFATADO

AU,2S-GIcNS,6S ‘.
[

DI- DISSULFATADO
AU, GIcNS,6S

Figura 2: Modo de agdo da heparinase e heparitinase Il (SILVA; DIETRICH, 1975). Em verde esta
representado o residuo de acido glucurénico; em amarelo o residuo de acido idurbénico, em azul a
glucosamina e em vermelho os grupos sulfato.
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Figura 3: Representacéo hipotética da cadeia de heparina, mostrando os dominios N-acetilado (NA), N-acetilado/N-sulfatado (NA/NS) e N-sulfatado (NS). (LR) —

Regio de ligacgao; Ser — Serina; Gal — galactose; Xyl

— xilose. Modificada de CASU, B., 2005.
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Acredita-se que a atividade anticoagulante da heparina esteja relacionada a
sua capacidade de interagir com a antitrombina (AT) e potencializar seu efeito
inibitério sobre as proteases da cascata de coagulacdo (ROSENBERG; DAMUS,
1973; TAKAHASHI; NADER; DIETRICH, 1981; BIANCHINI et al., 1982; CHOAY;
PETITOU, 1986). Uma vez ligada a heparina, a AT sofre uma mudanca
conformacional que aumenta cerca de 1000 vezes a sua capacidade de inibir as
serinoproteases envolvidas na coagulacdo (ROSENBERG; BAUER, 1992).

Apesar de interferir no processo de coagulacao, sua distribuicdo peculiar nos
tecidos de animais, bem como sua localizagao intracelular sugerem que o papel
biolégico da heparina esteja relacionado com outros mecanismos. Em tecidos de
mamiferos e outros vertebrados, bem como em invertebrados, a heparina esta
localizada, preferencialmente, em regifes que estdo em contato com 0 meio externo,
tais como pele, pulmdo e intestino, ou em Orgdos que atuam na defesa do
organismo, como timo e ganglios linfaticos (NADER et al., 1980, 1982, 1999, 2004).
Em diferentes tecidos do molusco Anomalocardia brasiliana também foi verificado a
presenca de altas concentracfes de heparindides nos tecidos que estdo em contato
com o meio (SANTOS et al.,, 2002). Esses dados levantam a hipétese da
participacdo de heparina em mecanismos de defesa. Essa hip6tese é reforcada pela
presenca de heparindides em invertebrados marinhos, uma vez que esses
organismos ndo apresentam sistema de coagulacdo dependente de AT (NADER et
al., 1980; DIETRICH et al., 1985, 1989; NADER; DIETRICH, 1989). Neles, o
mecanismo de coagulacao, além de prevenir a perda de hemolinfa, também atua
como mecanismo de defesa, imobilizando microorganismos que invadem o corpo
(CAVALCANTE et al.,, 2000) e as proteinas envolvidas nesse processo Ssao
totalmente diferentes daquelas que agem na coagulagéo sanguinea dos vertebrados
(IWANAGA, 1993).

As propriedades polianiénicas da heparina permitem que essa molécula seja
capaz de interagir com uma diversidade de proteinas, além da AT (CAPILA;
LINHARDT, 2002). Muitas dessas interacbes envolvem proteinas crucialmente
envolvidas na resposta inflamatéria, como moléculas de adesdo (KOENIG et al,
1998; DIAMOND et al., 1995; SKINNER et al., 1991), citocinas (LEVER; PAGE,
2002; CAPILA; LINHARDT, 2002), fatores de crescimento e quimiocinas (TYRREL et
al., 1999). Desse modo, a heparina pode ter um grande potencial como moduladora
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do processo de inflamacdo, o que é muito interessante do ponto de vista
biotecndlogico.

A resposta inflamatéria pode ser entendida como uma reacdo altamente
complexa de um organismo contra estimulos endégenos ou exdgenos que podem
causar algum tipo de injaria celular (GOTTE, 2003). Participa desse processo uma
ampla variedade de células circulantes e do tecido conjuntivo. As células circulantes
compreendem neutrdéfilos, mondcitos, eosindfilos, linfécitos, basofilos e plaquetas. Ja
as do tecido conjuntivo incluem mastocitos, que estdo intimamente ligados aos
vasos sanguineos, os fibroblastos e macréfagos residentes (KUMAR et al., 2005).
Além das células, uma série de proteinas inflamatérias como citocinas, quimiocinas,
fatores de crescimento, componentes do sistema complemento e moléculas de
adesdo, como selectinas e integrinas, estao envolvidas na resposta inflamatoria.

Uma das etapas centrais da resposta inflamatéria envolve as interacdes entre
leucécitos e células endoteliais, que levam a ativagao e recrutamento dessas células
aos tecidos inflamados. O recrutamento de leucécitos ocorre em varias etapas, que
incluem o rolamento seguido pela firme adesdo e transmigracdo para os tecidos
afetados (Figura 4). Esse processo é regulado por uma variedade de moléculas de
adesédo e fatores inflamatérios (SPRINGER, 1994), onde membros da familia das
selectinas (L-, P-, e E-selectina) sdo essenciais, mediando 0s eventos iniciais de
adeséo.

Todas as trés selectinas reconhecem em seus ligantes regibes contendo
carboidratos relacionados com o siall Lewis® (VARKI, 1994; ROSEN;
BERTOZZI,1994). A interacdo entre as selectinas e seus ligantes, que parece
envolver a participacdo de residuos de sulfato presentes nos carboidratos ou na
propria selectina (LEPPANEN et al., 2000), resulta na diminui¢do da velocidade do
fluxo de leucdcitos, proporcionando o rolamento destes ao longo do endotélio. A
interacdo com a superficie endotelial, bem como o rolamento dos leucdcitos ao
longo desta superficie, proporcionam um maior contato daquelas células com a
parede vascular, o que facilita sua ativacao por moléculas liberadas pelo endotélio
(LOWE, 2003). Uma vez ativados, os leucécitos passam a expressar niveis elevados
de integrinas, uma outra classe de moléculas de adesdo responsaveis pela firme
adesdo destes a parede vascular. Uma vez aderidos firmemente ao endotélio, os
leucécitos atravessam a membrana basal e se deslocam até o local da injuria
(Figura 4).
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Figura 4: Esquema do processo de rolamento e transmigragdo dos leucécitos.

A maneira pela qual os diferentes tipos de células de defesa conseguem
atravessar a membrana basal ainda ndo é completamente compreendido, mas
acredita-se que esse processo requer a degradacdo proteolitica dos componentes
da membrana basal. Nesse sentido, destaca-se um outro grupo de proteinas,
denominadas Metaloproteinases de Matriz (MMPs), uma familia de endopeptidases
zinco e célcio dependentes capazes de degradar proteoliicamente muitos
componentes da matriz extracelular (NAGASE, 1997). Sdo encontradas 25 MMPs
em vertebrados, as quais, de acordo com a especificidade do substrato e a
homologia de seus dominios, sdo subdivididas em colagenases, gelatinases,
estromelisinas e MMPs de membrana (Tabela 1) (BENAUD; DICKISON;
THOMPSON, 1998).

Além de serem produzidas por células estruturais como fibroblastos, células
endoteliais e células epiteliais (MURPHY; DOCHERTY, 1992; YAO et al., 1997), as
MMPs sdo produzidas também por células inflamatérias como macrofagos
(MATUTINO et al., 1997), linfécitos (LEPPERT et al., 1995), neutrofilos (DELCAUX
et al., 1996) e eosindfilos (STAHLE-BACKDAHL et al., 1994), podendo contribuir
para a migracdo dessas células através da membrana basal. MMP-2 e MMP-9, por
exemplo, que possuem seletividade proteolitica por colagenos da lamina basal,

foram identificadas como sendo cruciais para a transmigracdo de linfGcitos
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(LEPPERT et al., 1995) e para a transmigracao in vitro de eosindéfilos (OKADA et al.,
1997).

No entanto, os componentes da matriz ndo sao 0s Unicos alvos dessas
enzimas. Estudos tém mostrado que as MMPs podem modular a atividade de varias
proteinas envolvidas na resposta inflamatoria, como citocinas e quimiocinas. A
MMP-2, por exemplo, possui efeito pro-inflamatério ao contribuir para a formagéo de
gradiente da quimiocina CCL11 (eotaxina) (CORRY et al., 2002). Além disso, MMP-
2, MMP-3 e MMP-9 séo capazes de clivar e ativar o precursor de IL-13, uma potente
citocina pro-inflamatéria (SCHONBECK et al., 1998). Um outro mediador pro-
inflamatoério essencial, cuja atividade também é regulada por MMPs é o fator de
necrose tumoral (TNF), o qual é produzido como uma proteina de 26 kDa associada
a membrana (proTNF), sendo clivado por uma enzima especifica para transformar-
se na citocina soluvel (17,5 kDa). Varias MMPs, incluindo MMP-1, -2, -3, -9 e -17,
podem converter o proTNF em sua forma ativa (MOHAN et al., 2002; ENGLISH et
al., 2000), contribuindo assim para a resposta inflamatéria.

Tabela 1: Metaloproteinases de matriz encontradas em mamiferos (PARKS et al., 2004).

TIPOS DE MMPs EXEMPLOS
Colagenases MMP-1, MMP-8, MMP-13
Gelatinases MMP-2, MMP-9

Estromelisinas MMP-3, MMP-10, MMP-11
MMPs de membrana MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24

Apesar de ser um importante mecanismo de defesa do organismo, €&
necessario que o processo de inflamacéo seja regulado de forma eficiente, uma vez
gue uma resposta inflamatéria exagerada ou descontrolada pode ocasionar o
desenvolvimento de doencgas, trazendo transtornos severos, que podem culminar
com a perda de funcao do 6rgao ou tecido afetado. Por esse motivo, algumas vezes
€ necessaria intervencdo no processo inflamatério com a utilizacdo de farmacos.
Entretanto, o uso prolongado de alguns antiinflamatérios comuns provoca efeitos

indesejaveis, como perfuracdes gastricas, Ulceras, toxicidade hepética e renal e
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gastroenterite hemorragica. Algumas dessas drogas, como os antiinflamatérios nao
esteroidais (AINE’'S), também podem se acumular nas células gastricas, levando a
morte celular. Por esses motivos, muitos estudos vém se intensificando na busca e
desenvolvimento de compostos para a substituicdo destes medicamentos.

A habilidade de interferir em varias etapas da resposta inflamatéria faz da
heparina um importante alvo para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
De fato, diversas pesquisas tém acumulado evidéncias a respeito da acdo da
heparina sobre alguns eventos da inflamacao. Experimentalmente foi mostrado que
a heparina inibe a ativacdo de células inflamatérias (TYRRELL et al., 1999) e sua
adesdo as células endoteliais (LEVER; HOULT; PAGE, 2000; SMAILBEGOVIC;
LEVER; PAGE, 2001; SILVESTRO et al., 1994; XIE et al., 1997). Em modelos
animais a heparina foi capaz de reduzir o rolamento de leucocitos mediado pelas
selectinas (AHMED et al., 1994; 1997; PREUSS; PAGE, 2000). Heparina também
inibe a ativacdo do sistema complemento (WEILER et al., 1992; TEIXEIRA et al.,
1996), protege o endotélio contra a acdo de radicais livres e proteinas catidnicas
lisossomais (ENGELBERG, 1985; TANAKA et al., 1993; WEBB et al.,, 1993) e
também é capaz de inativar o NF-kB, um fator de transcricdo responsavel pela
regulacao de muitos genes envolvidos em respostas inflamatérias (THOURANI et al.,
2000). A Administracdo de heparina também inibe experimentalmente doencgas auto-
imunes mediada por linfécitos T (LIDER et al., 1989). Em modelos animais de
hepatite, heparina também foi capaz de reduzir a inflamagdo por aumentar as
concentracdes de IL-10 (HERSHKOVIZ et al., 1999), uma citocina antiinflamatoria,
que inibe a transcricdo e traducdo de uma variedade de citocinas inflamatérias
(ZHANG; EDWARDS; MOSSER, 2006). Outros trabalhos ja mostraram que a
heparina também é capaz diminuir os niveis de IL-6, IL-1 e IL-8, citocinas que
desempenham um papel importante na inflamacdo aguda (FEGHALI; WRIGHT,
1997). Heparina também é capaz de inibir a transcricdo génica da MMP-9 e de
outras metaloproteinases (KENAGY et al., 1994), o que é extremamente importante,
uma vez que niveis elevados de MMPs e a atividade proteolitica exagerada podem
ser prejudiciais para a integridade do sistema vascular e esti relacionada com
muitas doencas inflamatérias.

Todos esses exemplos citados demonstram o grande potencial terapéutico da
heparina como antiinflamatério, no entanto, a sua utilizacéo para esse fim é limitada.

Como a resposta antiinflamatoria sé € satisfatoria em elevadas concentragdes de
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heparina, sua utilizacdo leva a complicacdes hemorragicas devido a sua potente
atividade anticoagulante e sua capacidade de interferir no equilibrio hemostatico,
provavelmente por interagir com moléculas semelhantes & miosina na parede das
células musculares, inibindo a contracdo dos vasos sanguineos (CRUZ; DIETRICH,
1967; NADER; TERSARIOL; DIETRICH, 1989). Por essa razdo, analogos de
heparina, com efeitos colaterais reduzidos, obtidos a partir de sintese ou
modificagdo quimica, vém sendo amplamente estudados. Entretanto, a obtencgéo
desses derivados requer técnicas altamente especificas e tem a desvantagem de
ser onerosa para a producédo das quantidades requeridas para uso terapéutico. No
entanto, a ocorréncia de heparindides com reduzida atividade anticoagulante em
invertebrados marinhos pode fazer desses organismos uma fonte atrativa para o
desenvolvimento de compostos capazes de interferir na inflamacéo.

Trabalhos relacionados com a distribuicdo, isolamento e caracterizacéo
estrutural de heparindides no filo Crustacea sdo escassos na literatura cientifica. No
caranguejo Ucides cordatus foi encontrado um heparindide com caracteristicas
semelhantes as da heparina de mamiferos, porém com reduzida atividade
anticoagulante (52Ul/mg) (MEDEIROS et al., 2000). Heparindides com algumas
peculiaridades estruturais também foram encontrados nos camarfes Penaeus
brasiliensis e Litopenaeus schimitti (DIETRICH et al., 1999; SANTOS, 2006) e no
caranguejo Goniopsis cruentata (ANDRADE, 2006).

No cefalotérax do camarao cinza, Litopenaeus vannamei (Figura 5), também
foram encontrados compostos semelhantes a heparina (BRITO, 2005). O estudo de
compostos bioativos nessa espécie de crustaceo é de grande relevancia, uma vez
gue o L. vannamei representa a principal espécie da carcinicultura brasileira, uma
atividade bastante atrativa economicamente e que possui na regido Nordeste as
melhores condi¢des de cultivo (QUAGLIA, 1993).

Como a principal forma de exportacdo de camarfes € sob a forma de
camardes inteiros congelados e de camardes descabecados, durante a etapa de
processamento sdo geradas grandes quantidades de residuos soélidos organicos,
uma vez que o cefalotérax, conhecido popularmente como cabeca, e as cascas
correspondem a aproximadamente 40% de seu peso total (GILDBERG; STENBERG,
2001). Esses residuos do processamento sdo geralmente enterrados ou jogados em

rios, ocasionando problemas ambientais, principalmente em paises onde ndo ha
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rigor na fiscalizagdo ambiental. Portanto, a descoberta de um composto bioativo no
cefalotérax do camarao cinza, além de poder levar a descoberta de novos agentes
terapéuticos, pode contribuir também para a reducdo dos impactos ambientais
provocados pelo descarte desse residuo, agregando valor sécio-econémico a este

subproduto da carcinicultura.

Figura 5: Camarao da espécie Litopenaeus vannamei.
Disponivel em: <http://www.broodstock.com/close0.jpg>. Acesso em 25 mar /2008.

E de nosso interesse, entdo, investigar o potencial terapéutico do heparindide
isolado de L. vannamei em um estudo comparativo com a heparina de mamiferos.
Por se tratar de um analogo de heparina, sera necessario também avaliar suas

atividades anticoagulante, antitrombdética e anti-hemostatica.



32

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do heparindide isolado do camardo Litopenaeus vannamei

sobre a resposta inflamatoria e sobre alguns eventos da hemostasia.
2.20bjetivos Especificos
= Purificar o heparinoide a partir do cefalotérax do camarao L. vannamei;

» |dentificar as principais unidades dissacaridicas que compdem o heparinéide

de L. vannamei.
= Avaliar sua atividade anticoagulante in vitro;

= Avaliar seu efeito sobre a sintese de heparam sulfato antitrombético pelas

células endoteliais;
= Avaliar sua atividade anti-hemostatica;

= Avaliar sua capacidade de interferir na migracéo leucocitaria e na atividade

de metaloproteinases de matriz em um modelo de inflamacéao aguda;

= Avaliar seu efeito sobre a atividade de metaloproteinases de leucécitos

humanos ativados.



3. MATERIAL E METODOS
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Material ¢ Métodos

3.1. Animais

Os animais utilizados no modelo de inflamagéo aguda induzida por tioglicolato
de sddio foram ratos da linhagem Wistar (6-8 semanas de idade, 180-200g), obtidos
no biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte (UFRN). Para avaliacdo da atividade hemorragica também foram utilizados
ratos da linhagem Wistar (16-24 semanas de idade, 300-350g) provenientes do
mesmo biotério. Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais
submetidos a dieta e agua ad libitium em condi¢des controladas de iluminagéo (ciclo
de 12 hs claro/escuro) e temperatura (25°C).

3.2. Reagentes

3.2.1. Glicosaminoglicanos

Condroitim 4-sulfato e condroitim 6-sulfato, extraidos de cartilagem de baleia
e dermatam sulfato, extraido de pele de porco, foram adquiridos da SIGMA (EUA).
Heparam sulfato de pulméo bovino foi gentilmente cedido por HB Nader. Heparina
de mucosa intestinal bovina da LAOB Laboratorios (Barueri, SP).

3.2.2. Dissacarideos

Os dissacarideos dissulfatados (AU-GIcNS,6S), N-sulfatado (AU-GICNS) e N-
acetilado (AU- GIcNAc) foram obtidos apdés degradacdo enzimatica de heparam
sulfato de pancreas bovino com heparitinases | e Il. O dissacarideo trissulfatado
(AU,2S-GIcNS,6S) e o0 tetrassacarideo pentassulfatado (AU,2S-GIcNS,6S-U-
GIcNS,6S) foram obtidos por degradacao da heparina.

3.2.3. Enzimas

Heparitinases | e Il e heparinase foram purificadas do extrato bruto induzido
de Flavobacterium heparinum, como descrito por Nader et al. (1990). Superase foi
adquirida da Prozyn Industria e Comércio Ltda. (S&o Paulo, SP)

3.2.4. Outros Reagentes
» [*S]-sulfato de sédio, do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares,
IPEN (Séo Paulo, SP, Brasil).
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1,2 diaminoetano acetato (EDA), 1,3-diaminopropano acetato (PDA), acido
isobutirico, brometo de cetiltrimetilaménio (CETAVLON), e tolueno da Aldrich
Chemical Co. Inc. (Milwaukee, WI, EUA).

Acetona, metanol, etanol, e benzina da Cromato Produtos Quimicos Ltda.
(Diadema — SP)

Acido acético, cloreto de sédio, hidréxido de sodio e nitrato de prata, da Vetec
Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

Acrilamida e bisacrilamida da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
Agarose (Standard-Low-Mr) foi adquirida da BioRad Laboratories
(Richmond,CA, EUA).

Azul de toluidina, vermelho de cresol, Tris (hidroximetilamino metano),
Amberlit IRA 900 da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, EUA).
Carbazol, da JT-Baker Chemical Co. (Phillipsburg, NJ, EUA).

DEAE-Sephacel adquirida da Pharmacia.

Kit para ensaio de APTT da Wiener Laboratérios S.A.l.C. (Rpsario-Argentina).
Liquido de cintilacdo Ultima Gold, da Packard Instruments Company Inc.
(Downers Grove, IL, EUA).

Papel Whatman n° 1 da W.& R. Balston Ltda. (Maidstone, Inglaterra).
Persulfato de aménio, da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

TEMED - N,N,N",N"-Tetrametilenodiamino da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, EUA).

Uréia ultra pura, da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

Os demais reagentes e materiais utilizados foram da melhor qualidade disponivel.

3.3. Aparelhos

Agitador de tubos Phoenix da Marte Balancas e Equipamentos (Sao Paulo,
SP).

Além dos aparelhos usuais de laboratério, foram utilizados:

Banho maria metabdlico Dubnoff, modelo TE-053, mesa agitadora modelo
TE-140 e balanca modelo B-TEC-2200 da TECNAL — Equipamentos para
Laboratorios Ltda. (Piracicaba, SP).

Céamara para eletroforese em gel de agarose (Técnica Permatron Ltda., Sdo
Paulo, SP, Brasil).
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» Centrifuga refrigerada, modelo CR 2l1da Hitachi Koki Co. Ltda. (Toéquio,
Japao).

= Coagulédmetro Quick Timer da Drake Eletrénica Comércio Ltda. (Séo José do
Rio Preto, SP).

= Contador de cintilacdo em meio liquido, modelo 2100TR/2300TR, da Packard
Instrument Company (Meriden, CT, EUA).

» Fontes de corrente continua regulavel, desenvolvidas pelo Dr. H. Rzeppa,
Técnica Permatron Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil).

» Leitor de radioatividade Cyclone — Sistema de estoque de fésforo, da Packard
Instrument Company (Meriden, CT, EUA).

= Medidor de pH modelo FTP 125 da IMPRINT do Brasil Ltda. (Campinas, SP)

»= Microscoépio de luz Olympus, modelo BX — 41 (Tokyo, Japao).

» Microscopio invertido AFM invertido de campo claro e contraste de fase, da
Nikon, Nippon Kogakuk (Téquio, Japéo).

3.4. Extracao dos glicosaminoglicanos sulfatados de Litopenaeus vannamei

Inicialmente, o material biolégico (10 Kg de cabecas) foi triturado e submetido
a delipidacdo com acetona durante uma semana, com trocas diarias de solvente.
Apés trituracdo e secagem, foi obtido um pd cetdnico (955,86 g), o qual foi
homogeneizado com NaCl 1,0 M e submetido a degradacao proteolitica pela adicdo
de Superase (38,2 mg). Apds 24 horas a 60°C, a mistura foi filtrada e, ao filtrado
obtido, foi adicionada resina de troca ionica para complexagcdo dos GAGs. A
suspensao foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas. A seguir,
a resina foi filtrada e lavada com agua a 50°C. Para descomplexar os GAGs, a
resina foi submetida a eluicdo com NaCl 3,0 M. Ao filtrado obtido foi adicionado
metanol para a precipitacdo dos GAGs e o material foi mantido a 4°C por 18 horas.
Apés esse periodo, os precipitados formados foram coletados por centrifugacéo
(5000 x g, 30 min) e solubilizados, obtendo-se a fracdo F-3,0 M (Figura 6), a qual foi

submetida as andlises subseqtientes.
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PO CETONICO '

NaCl 1,0 M pH 8,0

Superase

60°C 24h sob agitacao e tolueno
Filtrar

PROTEOLISADO '

Resina
24h sob agitacéo
Filtrar

RESINA + GAGs

2v NaCl 3,0 M

Agitacdo por 6 h

Filtrar

Adicéo de metanol
FRACAO 3,0 M '

Figura 6: Esquema de extragédo e fracionamento dos GAGs do cefalotérax de L. vannamei.

3.5. Fracionamento com acetona

A fragéo F-3,0 M foi submetida a fracionamento usando volumes crescentes
de acetona, de acordo com Dietrich et al., (1999). Inicialmente foi adicionada
acetona na proporcao 0,5:1 (v/v). O material foi mantido a 4°C por 18hs, sendo
posteriormente coletado por centrifugacdo e seco a vacuo. O precipitado obtido foi
identificado como F-0,5 e ao sobrenadante foi adicionado acetona para um volume
final de 0,7 (com relacao ao volume inicial). Apds 18hs sob 4°C o precipitado obtido
por centrifugacdo foi denominado F-0,7. O mesmo procedimento foi repetido com

acetona na proporcéo 1:1 (v/v) para obter a fragdo denominada F-1,0 (Figura 7).
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. FRACAO 3,0M I

0,5v de ACETONA
4°C,18 h, 1000 RPM; 10
min

F (0,5) [BRENADANTi

0,7v de ACETONA
4°C,18 h, 1000 RPM; 10

min
[BRENADANTi

1,0v de ACETONA
4°C,18 h, 1000 RPM; 10

min
[BRENADANTi

F (1,0)

Figura 7: Fracionamento, com acetona, dos GAGs isolado do cefalotérax de L. vannamei.

3.6. Comportamento eletroforético

Apés fracionamento com acetona as fracbes obtidas foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose em dois sistemas de tampdes:
a) Sistema 1,3- diaminopropano acetato (PDA)

As amostras foram aplicadas em laminas de gel de agarose (0,6%) no tampao
PDA 0,05 M, pH 9,0. O sistema PDA, de acordo com o grau de interacdo da diamina
com os glicosaminoglicanos, permite discriminar por ordem decrescente de
migracao: Condroitim sulfato 4- e 6-sulfatos (CS), Dermatam sulfato (DS), Heparam
sulfato (HS) juntamente com Heparina, ou seja, 0S compostos que mais interagem
com a diamina apresentam menor mobilidade eletroforética. O gel foi submetido a
100V em cuba refrigerada a 4°C utilizando-se como indicador de corrida o vermelho
de cresol.

Apbs a corrida o gel foi fixado com CETAVLON (0,1%) por no minimo 2 horas,

seco sob corrente de ar quente e corado com azul de toluidina 0,1% em acido
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acético 1% e etanol 50%. Depois de retirado o excesso com solucdo descorante, 0
gel foi seco a temperatura ambiente.
b) Sistema descontinuo Acetato de Bario/PDA

As amostras foram aplicadas em lamina de gel de agarose em tampao
acetato de bario 0,04 M, pH 5,8, submetido a 75V, durante 10 minutos em cuba
refrigerada a 4°C e em seguida transferida para outra cuba (com tampao PDA), onde
€ mantida em repouso durante 15 minutos a 4°C e depois submetido a 100V.

Nesse sistema a heparina é fracionada em seus componentes de migracao
rapida e lenta, ocorrendo diferenciacdo dos outros GAGs, que apresentam
comportamento eletroforético como no sistema PDA.

Os procedimentos de fixacdo e coloracdo empregados no sistema Ba/PDA

sdo 0s mesmos utilizados anteriormente.

3.7. Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)
As amostras provenientes do fracionamento com acetona foram dissolvidas
em agua deuterada (D,0) e os espectros de **C foram obtidos a 125 MHz com o

espectrometro Bruker AMX , a 40°C.

3.8. Purificac&o por cromatografia de troca-idnica

A fim de purificar o heparinéide de camarao, as fracdes que apresentaram
compostos com migracao eletroforética semelhantes a heparina de mamiferos foram
aplicadas em uma coluna DEAE-Sephacel e eluidas com NaCl nas molaridades de
0,5 0,8 e 1,0 M. As fracdes obtidas foram monitoradas por dosagem de acido
urbnico, de acordo com DISCHE (1947), para detectar a presenca de
glicosaminoglicanos. As fragdes nas quais foi detectada a presenca de GAGs foram
reunidas, liofilizadas e submetidas posteriormente a cromatografia de gel filtracdo
em Sephadex G-25 para a retirada do excesso de sal, como resumido na figura 8.
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Figura 8: Purificacdo do heparindide de camarao por cromatografia de troca-ibnica em DEAE-Sephacel.

3.9. Degradacéo enzimatica

Cerca de 100ug de heparina ou heparindide de camardo foram incubados

com 0,1 unidade de heparinase e heparitinases preparadas de Flavobacterium

heparinum em tampéo etilenodiamino acetato (EDA) 0,06 M e pH 7,0. Para a

incubacdo com heparinase foi ainda adicionado acetato de calcio para uma

molaridade final de 10 mM. As misturas foram incubadas por 18 horas a 30°C. Para

identificar os produtos obtidos apdés degradacdo enzimatica, as amostras foram

submetidas a cromatografia descendente em papel.

3.10. Cromatografia em papel

As amostras sé@o aplicadas em papel Whatman n© 1 sob corrente de ar

quente e colocado em solvente acido isobutirico: amdnia 1,25 M, nas proporc¢des 5:3

ou 5:3,6 (v/v). Os produtos insaturados foram visualizados por absorc¢do de U.V (232
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nm) (DIETRICH, 1968) e pelo poder redutor apos rea¢do com nitrato de prata em

meio alcalino.

3.11. Atividade anticoagulante

A atividade anticoagulante foi verificada através do ensaio de aPTT (Tempo
de Tromboplastina Parcial Ativada). Para isso, 100ul de plasma humano citratado
contendo vérias concentracées de heparina padrdo ou heparindide de camaréo
foram incubados a 37°C durante um minuto. Em seguida, 100ul de cefalina foram
adicionados e a mistura foi incubada a 37°C por trés minutos. Apds a incubacao,
100ul de CaCl, 0,025 mol/l pré-aquecido foram adicionados e o tempo de
coagulacao foi medido no coagulémetro Quick Timer (Drake Eletrébnica Comércio
Ltda, Séo Paulo, Brasil).

3.12. Atividade antihemostética

Para verificar o possivel efeito hemorragico do heparinéide do camarao, foi
utilizado o modelo da cauda escarificada desenvolvido por Cruz e Dietrich (1967).
Nesse modelo, uma ruptura do sistema hemostatico € provocada por uma leve
escarificagdo na cauda de ratos. A cauda escarificada foi mergulhada verticalmente
em um tubo contendo 2mL de solucdo salina e o processo de sangramento foi
acompanhado durante cinco minutos. Em seguida, a cauda foi retirada e submetida
a um estimulo mecénico (esfregando uma gaze sobre a escarificacdo) para obter um
novo sangramento. A cauda é, entdo, mergulhada em uma nova solucdo salina.
Depois de cinco minutos, o processo € realizado mais uma vez e a quantidade de
proteina liberada (BRADFORD, 1976) serve como controle para 0s ensaios
posteriores.

Apébs os trés estimulos mecanicos a cauda foi mergulhada em uma solucéo
salina contendo heparina de mamiferos ou o heparindide do camardo, nas
concentracbes de 100 e 400ug/mL. Para cada concentracdo foram usados grupos
de 3 animais. Ap6s dois minutos a cauda foi retirada e lavada intensamente com
solucdo salina, e o efeito hemorragico residual foi observado mergulhando-se a
cauda em solugdes salina sem os compostos em intervalos de tempo determinados.

Os resultados foram expressos pela razdo entre a soma cumulativa da
guantidade de proteina liberada da lesédo antes e apds o contato com 0S compostos

estudados. A figura 9 ilustra o procedimento realizado.
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Figura 9: Esquema do ensaio de atividade anti-hemostética.
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3.13. Efeito do heparinodide sobre a sintese de HS antitromboético pelas células
endoteliais.

Células endoteliais da aorta de coelho foram cultivadas em placas multipocos
(24 pocos, 10000 células/poco). ApGs atingir a confluéncia as células foram lavadas
trés vezes com meio F-12 na auséncia de soro fetal bovino (SFB) e adicionado novo
meio contendo 150 uCi/mL de [**S] — sulfato de sédio na presenca ou auséncia de
heparina (100 yg/mL) ou do heparindide de L. vannamei (12,5; 25; 50 e 100 ug/mL).
As células foram mantidas por cerca de 20 horas na estufa a 37°C e em atmosfera
de 2,5% de CO..

Ap6s o tempo de incubacdo, o meio foi coletado em banho de gelo e
armazenado em tubos de microcentrifuga de 2 mL a -20°C. As células foram lavadas
3 trés vezes com PBS em banho de gelo e removidas com 150 yL de uma solugao
de uréia 7,0 M em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,8 com o auxilio de um “scrapper”.
Uma aliquota de 20 uL foi separada para a dosagem de proteinas, utilizando-se o
reagente Coomassie Brilliant Blue G (SPECTOR, 1978). Condroitim sulfato e
heparam sulfato sintetizados e liberados para o meio foram extraidos por protedlise
durante 24 horas, a 60°C, com uma solucédo de maxatase 4mg/mL em Tris-HCI 0,05
M, pH 8,0, contendo NaCl 1,0M. Apo6s o periodo de incubagcdo os produtos foram
analisados quanto ao contetdo de glicosaminoglicanos sulfatados por eletroforese
em gel de agarose em tampao PDA 0,05M, pH 9,0. Apés a corrida eletroforética os
compostos foram precipitados por CETAVLON por duas horas.

O gel foi seco em presenca de corrente de ar quente e corado com azul de
toluidina 0,1 % por, aproximadamente, 15 minutos. Em seguida o gel foi exposto a
um filme radiossensivel que excita ions de fosforo. O filme sensibilizado foi
submetido & varredura a laser no aparelho Cyclone™ , o qual faz a leitura do fésforo
excitado e o quantifica como unidade de luminescéncia. Amostra de radioatividade
conhecida é impressionada no mesmo filme (1uL de tinta radioativa) e a
quantificacéo da radioatividade de cada banda de glicosaminoglicano € determinada
utilizando o software OptiQuant™.

3.14. Peritonite induzida por tiogliolato de sédio

As propriedades antiinflamatorias do heparindide obtido foram avaliadas
através do modelo de peritonite induzida por tioglicolato de sédio (Figura 10) onde
grupos de 5 ratos da linhagem Wistar com dois meses de idade foram submetidos a
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uma injecdo subcutanea de 1 mL de solucao salina estéril contendo heparindide de
camardo ou heparina padrdo nas doses de 5, 10 e 15 ug/Kg de animal. O grupo
controle recebeu uma injecdo de 1 mL de solucao salina estéril 0.9%.

Apés 30 minutos foi administrada nos animais uma injecao intraperitoneal
contendo 2 mL de tioglicolato de s6dio 3%, que induz uma inflamacdo aguda na
cavidade peritoneal com a infiltracdo de neutréfilos. Os ratos foram mantidos com
agua e dieta ad libitum, sendo sacrificados apés trés horas e submetidos a lavagem
da cavidade peritoneal com solucao salina 0,9%. Em um outro experimento os ratos
tratados com heparinéide na dose de 15 pug/Kg do animal foram sacrificados apés
oitos horas da inducéo da inflamacao. O liquido peritoneal foi colhido e centrifugado
a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C para separar as células do sobrenadante, o
qual foi submetido a zimografia para avaliar a atividade de metaloproteinases de

matriz.

O precipitado celular foi ressuspenso em 500ul de solucéo salina e aliquotas
de 20 pl foram coradas pela solucdo de Turck e entdo contadas em camara de
Neubauer. O numero total de células recrutadas a cavidade peritoneal foi utilizado
como uma indicagdo do grau de inflamagdo. A viabilidade celular foi analisada
utilizando-se a técnica exclusdo com Azul de Tripan (WALLUM, STRENBERG,
JENSEN, 1990), onde apenas as células ndo viaveis adquirem coloracdo azul.
Foram retirados 20uL da suspenséao celular, os quais foram misturados a 20uL de
uma solucao de azul de Tripan. A porcentagem das células viaveis foi determinada a
partir de contagem diferencial em camara de Neubauer, com auxilio de microscépio

de luz.
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Figura 10: Peritonite induzida por tioglicolato de sédio. LP — Liquido peritoneal.

3.15. Zimografia

O efeito do heparindide sobre a atividade gelatinolitica das MMP-2 e MMP-9
foi analisado por zimografia de gelatina. Para as amostras do liquido peritoneal
foram retiradas aliquotas para dosagem de proteina pelo método de Lowry (LOWRY,
ROSBROUGH, 1951). Apés a dosagem foi realizada a normalizacdo do contetdo
protéico e quantidades iguais de proteina foram submetidas a eletroforese, em
condi¢cbes nao redutoras, em gel de poliacrilamida 10% contendo 1,5 mg/mL de
gelatina. O experimento foi realizado em duplicata. Apés a corrida eletroforética, os
géis foram lavados durante 40 minutos com uma solucdo renaturante de Triton X-
100 a 2% para remover o SDS. ApOs esse periodo, um gel foi entdo incubado
“overnight” a 37°C em tampao Tris-HCI 50mM contendo CaCl, a 10 mM, pH 7,4 e 0
outro gel foi incubado com o mesmo tampdo contendo EDTA (15mM). Apés o
periodo de incubacdo os géis foram corados com Coomassie Blue G-250 e a

hidrélise da gelatina pode ser visualizada pelo aparecimento de bandas claras no
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“background” azul. A intensidade das bandas digeridas foi estimada por

densitometria através do software Scion Image Beta 4.03 (Scion Corporation, EUA).

3.16. Cultura de leucoécitos humanos

Leucdcitos humanos foram obtidos do sangue de voluntarios saudaveis que
ndo estavam fazendo uso de medicamentos, fumo ou alcool. O sangue total
coletado foi homogeneizado por inversdo e diluido com meio de cultura RPMI néo
suplementado na proporcao 1:1 (v/v). O sangue diluido foi colocado lentamente em
tubos de centrifuga estéreis contendo 3 mL de Ficoll-Paque™ plus e centrifugado
por 30 minutos a 1500 rpm. Em seguida a nuvem leucocitaria foi retirada com pipeta
Pasteur estéril e lavada 2 vezes com meio RPMI ndo suplementado. Cada lavagem
foi acompanhada por uma centrifugacdo a 1500 rpm durante 10 minutos. ApGs as
lavagens os leucécitos foram plaqueados numa densidade de 1 x 10° células/mL em
placas de seis pocos e mantidos em meio de cultura RPMI suplementado (10% SFB,

fungizone, B-mercaptoetanol e antibiotico).

3.17. Efeito do heparindide de camarédo sobre a atividade de metaloproteinases
de matriz (MMPs) de leuc6citos humanos

Os leucocitos plagueados como descrito no item anterior foram incubados na
auséncia ou presenga de heparina ou heparindide (10 e 100 pg/mL) por 2 horas em
estufa a 37 °C com 5% de CO,. Apds esse periodo foi adicionado meio RMPI
contendo fitohemaglutinina (5 ug/mL). Apds 48 horas na estufa as amostras foram
centrifugadas durante 5 minutos a 3000 rpm 4°C. O sobrenadante foi coletado e foi
analisado com relacéo a atividade de MMPs por zimografia, como descrito no item
3.14.

3.18. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + SD e analisados por 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
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Resultados

4.1. Identificagdo dos GAGs isolados do cefalotérax de Litopenaeus vannamei

Os glicosaminoglicanos isolados apés protedlise e fracionamento com resina
de troca-i6nica foram eluidos com NaCl 3,0 M para a obtencéo da fracao F-3,0 M. A
analise dessa fracdo por eletroforese em gel de agarose no sistema PDA revela a
predominancia de compostos com migracao intermediaria entre o HS e o DS (Figura
11). A fim de separar os GAGs presentes na fragdo F-3,0 M, esta foi submetida ao
fracionamento com acetona em diferentes proporc¢des, para obtencao das fracdes F-
0,5; F-0,7 e F-1,0. A fracao precipitada com acetona na proporc¢ao 0,5:1 (v/v) (F-0,5)
apresentou uma banda metacromatica com migracao ligeiramente superior a
migracdo da heparina/HS no sistema PDA (Figura 12A). Quando analisada no
sistema descontinuo de Ba/PDA, observa-se que essa fragcdo apresenta o0s
componentes de migracdo rapida e lenta, caracteristicos da heparina de mamiferos,
embora o componente de migracdo rapida seja predominante (Figura 12B).

— OR

P F-3,0M

Figura 11: Comportamento eletroforético em sistema PDA dos GAGs do cefalotérax do L. vannamei
ap6s complexacdo com resina de troca ibnica.Cerca de 10ug de cada fragdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose, tampdo PDA 0,05M, pH 9,0. Os compostos foram fixados com
CETAVLON 0,1% e corados com solucdo de azul de toluidina. OR- origem, P- padrdo contendo 5ug
de condroitim 4/6 sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS).

Esse resultado indica que a fracdo F-0,5 apresenta compostos semelhantes a
heparina, heparinéides, o que é confirmado por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN). A andlise do espectro de *C-RMN mostra que essa



49

fracdo apresenta os sinais anoméricos correspondentes a glucosamina N-sulfatada
(100.5 ppm), &cido idurdnico 2-sulfatado (102.8 ppm) e acido glucurdnico (105 ppm),
gue séo tipicos da heparina de mamiferos (Dados ndo mostrados).

(A) (B)

cs—|um CS—

DS— DS -
HS_— :“ HS— . . L rapida

| lenta

I I
P H F05 P H FO05

Figura 12: Comportamento eletroforético nos sistemas PDA (A) e Ba/PDA (B) da fracéo F-0,5, obtida

apo6s tratamento com acetona. P - padrdo contendo 5ug de condroitim 4/6 sulfato (CS), dermatam
sulfato (DS) e heparam sulfato (HS); H — heparina de mamiferos.

Sinais de baixa intensidade, correspondentes ao C-2 (~54 ppm) e C-6 (~63
ppm) dos residuos de galactosamina N-acetilada foram observados no espectro das
fracbes F-0,5, F-0,7 e F-1,0 (Dados ndo mostrados), indicando a presenca de
pequenas quantidades de galactosaminoglicanos, como CS ou DS. No entanto, na
fracdo F-0,5 esses sinais sdo menos intensos, demonstrando uma menor
contaminacao por aqueles tipos de GAGs. Desse modo, esta fracdo foi submetida a
etapas subsequentes de purificagcao.
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4.2. Purificacdo do heparindide de Litopenaeus vannamei

Para isolar o heparindéide dos galactosaminoglicanos contaminantes, a fracao
F-0,5 foi purificada por cromatografia de troca-ibnica em DEAE-sephacel e eluida
com NaCl nas molaridades de 0,5, 0,8 e 1,0 M (Figura 13A). Através da dosagem de
acido urénico, foi observado que as fragdes eluidas com NaCl 0,8 M representam
91,5% do conteudo total de urdnico. Essas fragcbes foram reunidas e, apos
liofilizacdo, submetidas a cromatografia de gel filtracdo em Sephadex G-25 para
remocao do sal. A eletroforese no sistema Ba/PDA do heparindide obtido mostrou
gue o mesmo é constituido principalmente pelo componente de migracdo rapida
(Figura 13B).
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(A)
CS—
2,00+ 2.0 b -
1.75 S— - oid
1.50- L15 HS—| W — rapiaa
e 125 o
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Figura 13: (A) Purificacdo do heparindide de camardo por cromatografia de troca-ibnica em DEAE-
sephacel. A linha pontilhada indica o gradiente de NaCl utilizado. Todas as fracdes foram monitoradas
a 525 nm pela dosagem de urbnico. (B) Eletroforese em gel de agarose no sistema Ba/PDA do
heparinéide do camaréo apds cromatografia de troca-ibnica. P - padrao contendo 5ug de condroitim
4/6 sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS); H — heparina de mamiferos; HC —
heparindide de camaréo.

4.3. Degradacao enziméatica do heparindide de L. vannamei

As principais unidades dissacaridicas constituintes do heparinoide isolado do
camarao cinza foram identificadas por fragmentacéo com heparinase e heparitinases
| e Il provenientes de Flavobacterium heparinum. Os produtos gerados por agao

dessas enzimas foram evidenciados por cromatografia em papel.
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Os produtos de degradacédo do heparindide sdo mostrados nas Figuras 14 e
15. Observa-se que a heparinase agiu sobre o composto liberando tetrassacarideos
(AU,2S-GIcNS,6S-U-GIcNS,6S), dissacarideos trissulfatados (AU,2S-GICNS,6S) e
dissacarideos dissulfatados (AU,2S-GIcNS). Esses produtos também foram
observados quando a heparina foi submetida a acdo da mesma enzima, indicando
gue a heparina de mamiferos e o heparindide apresentam o mesmo perfil de
degradacdo, embora apresentem proporcdes distintas dos dissacarideos formados.
Sob acdo da heparitinase 1l 0 composto isolado do camaréo liberou como principal
produto o dissacarideo dissulfatado (AU,2S-GIcNS/ AU-GIcNS,6S) e pequenas
guantidades do dissacarideo trissulfatado (AU,2S-GIcNS,6S). A acdo conjunta de
heparinase e heparitinase Il também liberou produtos que migram como

dissacarideos dissulfatados e trissulfatados (Figura 14).

. | — AU-GICNS 6S/AU, 2S-GIcNS

.~ |—au2scienses

- |—AU,2S- GIcNS,65-U-GIcNS,6S
| OR

H_J
Hep Hep
Camarao Porco

Figura 14: Cromatografia em papel dos produtos obtidos apds acdo da heparinase e da heparitinase
II. Cerca de 100 yg do heparindide de camardo ou da heparina suina foram incubados com
heparinase ou heparitinase 1l por 18hs a 30° C. Os produtos formados foram submetidos a
cromatografia em papel Whatman n°l, no solvente isobutirico:amdnia 1,25N (5:3 v/v) por 24hs
(heparitinase 1) ou no mesmo solvente (5:3,6 v/v) por 48hs (heparinase). Em seguida, os produtos
foram revelados com nitrato de prata em meio alcalino. OR-Origem; (1) produtos gerados por acdo da
heparinase; (2) produtos gerados por agcdo da heparitinase IlI; (3) produtos gerados por acéo
combinada das duas enzimas; (4) dissacarideo trissulfatado (AU,2S-GIcNS,6S); (5) dissacarideo
dissulfatado (AU-GICcNS,6S/AU, 2S-GIcNS); AU,2S- GIcNS,6S-U-GIcNS,6S: tetrassacarideo pentassulfatado.
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Como pode ser observado na figura 16, ndo foi identificada a formacao de
produtos apos acdo da heparitinase | sobre o heparindide. Quando submetido a
acdo das heparitinases | e Il, o heparindide de camardo libera principalmente
dissacarideo dissulfatado (AU-GICNS,6S) e monossulfatado (AU-GIcNs), além de

pequenas proporcdes de dissacarideo N-acetilado (AU-GIcNAc) (Figura 15).

| — AU, GIcNAc
— AU, GIcNAc,6S
— Glc,Ns
— AU-GIcNS
B
- o . — AU-GICNS,6S
= {3 — OR
L we e 5
(E"ﬁr; Lg'i_’:l
O e
1 21 2 a4 2
Hep Hep HS
Camardo Porco

Figura 15. Cromatografia em papel dos produtos obtidos apds acdo da heparitinase | e da
heparitinase Il. Cerca de 100 pg do heparindide de camardo, de heparam sulfato ou da heparina
suina foram incubados com heparitinase | e Il por 18hs a 30° C. Os produtos formados foram
submetidos a cromatografia em papel Whatman n°1 no solvente isobutirico:aménia 1,25N (5:3 viv) e
apos 24 horas foram revelados com nitrato de prata em meio alcalino. OR-Origem; (1) produtos
gerados por acao da heparitinase I; (2) produtos gerados por acdo combinada das heparitinases | e Il.
AU-GIcNS,6S, dissacarideo N,6-dissulfatado; AU-GICNS, dissacarideo N-sulfatado; Glc,Ns, glucosamina N-
sulfatada; AU, GIcNAc,6S, dissacarideo N-acetilado, 6-sulfatado; AU, GIcNAc, dissacarideo N-acetilado.

4.4, Atividade anticoagulante in vitro do heparinodide isolado do camarao

A atividade anticoagulante do heparindide foi avaliada pelo ensaio de tempo
de tromboplastina parcial ativada (aPTT), que reflete a via intrinseca da cascata de
coagulacdo. Na figura 16 podemos observar que o efeito do heparindide sobre o
tempo de coagulacao difere daquele observado para a heparina e que o0 mesmo foi

dependente da concentracdo. A atividade anticoagulante desse composto, expressa
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em Unidades Internacionais (Ul), corresponde a ~40 Ul/mg, evidenciando sua

reduzida atividade, quando comparado a heparina padréo (190 Ul/mg).

‘ —e— Heparina —=— Heparindide ‘
240,0 » * < & <o
210,0 / e
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0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
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Figura 16: Atividade anticoagulante in vitro do heparindide de camardo pelo ensaio de Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT).

4.5. Avaliacéo do efeito hemorragico residual do heparinéide de L. vannamei

A utilizacdo clinica de heparina é acompanhada por alguns efeitos
indesejaveis, como complicacbes hemorragicas decorrentes de sua capacidade de
interferir no equilibrio hemostatico. Dessa forma, é de grande importancia a
avaliacdo do efeito do heparindide sobre a hemostasia. Para isso foi utilizado o
modelo de escarificacdo em cauda de ratos, onde a aplicacéo tdpica de heparina na
lesdo provoca um intenso sangramento, mesmo ap0s a cauda ser intensamente
lavada com solucdo salina. Esse efeito apresentado pela heparina, que é
independente de sua atividade anticoagulante (NADER et al., 2001), € chamado de
efeito hemorragico residual.

Como pode ser observado na figura 17, 100 pg/mL de heparina sao
suficientes para desencadear um potente efeito hemorragico, enquanto o
heparindide, na mesma concentracdo, possui um efeito negligenciavel sobre a
hemostasia. E interessante observar que, mesmo em uma concentracio quatro
vezes maior (400 ug/mL) que a heparina, o heparindide apresenta um potencial de

sangramento cerca de trés vezes menor.
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Figura 17: Ensaio da atividade hemorragica da heparina e heparinéide do camardo. Apos contato
com heparina de mamiferos Liquemine® (100 pg/mL) ou heparindide (100 ou 400 pg/mL), a cauda
escarificada foi intensamente lavada com solugéo salina e introduzida em meio contendo apenas
solucdo salina por 40 minutos. A proteina total liberada da lesdo foi expressa em poténcia de
sangramento conforme descrito em métodos.

4.6. Efeito do heparinéide de camardo sobre a sintese de HS pelas células
endoteliais.

Quando as células endoteliais da aorta de coelho e células da veia umbilical
sdo expostas a heparina e outros agentes antitromboéticos, pode-se observar um
aumento da sintese de cadeias de HS antitromboético (NADER et al., 1989; 1991).

Para verificar se o heparinéide possui efeito semelhante a heparina sobre a
sintese desse HS peculiar, células endoteliais da aorta de coelho foram expostas, ou
ndo, a diversas concentracbes do heparinéide (12,5; 25; 50 e 100 ug/mL) ou 100
ug/mL de heparina e 150 pCi/mL de [**S] — sulfato de sédio. Apds 20 horas de
incubacdo os glicosaminoglicanos foram analisados por eletroforese em gel de
agarose.

Como observado na figura 18, o composto isolado do camardo nao estimula a

sintese de HS antitrombdtico em nenhuma das concentragdes testadas.
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Figura 18: Quantificacdo dos GAGs secretados para o meio de cultura. Células endoteliais da aorta de
coelho foram incubadas em meio F-12 contendo [358]-sulfato de sodio (150uCi/mL), por 24hs, na
presenca ou auséncia de heparina ou heparindide (HC). Os GAGs sintetizados e secretados para o
meio foram quantificados como descrito em métodos.

4.7. Efeito do heparindide sobre o influxo de células a cavidade peritoneal

Com o objetivo de comparar as atividades antiinflamatérias entre heparina e
heparindide, foi utilizado um modelo de inflamac¢éo aguda induzida por tioglicolato de
sédio, que provoca o influxo de neutrdéfilos a cavidade peritoneal (FRENETTE et al.,
1996; MULLIGAN et al.,1993; NELSON et al., 1993). Os animais do grupo controle
positivo (+) receberam uma injecéo intraperitoneal de tioglicolato, enquanto o grupo
controle negativo (-) foi tratado apenas com solugéo salina. Quando os animais s&o
tratados com heparina ou heparindide, antes da inducao da inflamacao, observa-se
uma reducdo significativa do recrutamento de neutrofilos ao sitio de injuria em todas
as concentracoes testadas (Figura 19).

Pode-se observar também que a menor dose de heparina testada (5 ug/Kg do
animal) foi capaz de reduzir mais de 80% da infiltragdo celular, enquanto a maior
dose do heparindide (15 pg/Kg do animal) promoveu uma reducéo de cerca de 60%.
Apesar de ser necessaria uma maior dose do heparindide para obter uma resposta
mais acentuada sobre a migracdo dos leucécitos, vale ressaltar que a heparina
possui um elevado potencial hemorragico. Enquanto isso, o composto isolado do

camardo consegue reduzir mais da metade da infiltracdo celular e ainda possui a
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vantagem de apresentar pequeno efeito hemorragico residual, mesmo em uma
concentracéo 4 vezes maior que a concentracdo de heparina (Figura 17).

Uma vez que a migracdo de neutrdfilos aos sitios de injiria € maxima por
volta de 8 horas ap6s o estimulo inflamatério (HARTT et al.,, 1999; LAGASSE;
WEISSMAN, 1996), foi realizado um experimento para verificar se o heparinéide na
dose de 15 pg/Kg do animal também era capaz de reduzir a migracéo celular em um
periodo maior de inflamacao. Apés 8 horas da aplicacdo de tioglicolato, a contagem
do numero de células que migraram para a cavidade peritoneal revelou que o
composto isolado do camardo ainda foi capaz de reduzir 52,5% do influxo celular
(dados ndo mostrados). Para descartar a possibilidade de que o mesmo pudesse
exercer algum efeito citotdxico sobre as células, a viabilidade celular apos
tratamento com heparindide foi avaliada por exclusdo por Tripan Blue, sendo
observado 96% de células viaveis.
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Figura 19: Efeito do heparindide de camardo sobre a migragdo leucocitéria. Foi utilizado o modelo de
peritonite aguda, como descrito em “Material e Métodos”. (-) — Controle negativo; (+) — controle positivo.
Cada coluna representa os valores médios + DP; n=5 (*** p < 0.001).
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4.8. Efeito do Heparindide sobre a Atividade das MMPs no Liquido Peritoneal

Para avaliar o efeito do heparindide sobre a atividade das MMPs na resposta
inflamatdria aguda, amostras do liquido peritoneal foram submetidas a zimografia
em géis contendo gelatina para avaliacdo das atividades das gelatinases MMP-9 e
MMP-2 que degradam colageno tipo IV e V.

Foi possivel visualizar a presenca de bandas com atividade apenas na
auséncia de EDTA, o qual é importante para a atividade dessas enzimas por ser
guelante de célcio. No liquido peritoneal dos animais tratados apenas com
tioglicolato, observa-se a atividade aumentada de MMP-9 e proMMP-2, quando
comparado com aqueles animais que receberam apenas solucdo salina (Figura
20A). O tratamento com heparindide reduziu significativamente (p<0.001) mais de
50% da atividade dessa enzima em todas as doses testadas. Com uma dose menor
(5 pg/Kg), a heparina promoveu apenas uma modesta reducdo (~20%) na atividade
da MMP-9, apresentando maior efeito sobre a atividade dessa enzima com as doses
de 10 e 15 pg/Kg do animal (Figura 20C). Por outro lado, o efeito da heparina foi
muito maior sobre a proMMP-2, chegando a reduzir 68% de sua atividade com a
dose de15 pg/Kg, enquanto o heparindide reduziu significativamente a atividade
dessa enzima apenas com a dose de 5 ug/Kg (Figura 20D). Para as doses maiores
o tratamento com heparindide ndo teve efeito significativo sobre a atividade de
proMMP-2.
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Figura 20: Zimografia para determinagdo da atividade gelatinolitica das MMP-9 e proMMP-2 presente no
liquido peritoneal dos animais tratados com heparina (HEP) ou heparinéide (HC). (A) Atividade gelatinalitica
de proMMP-2 e MMP-9 foi detectada por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo gelatina. (B)
Zimografia das mesmas amostras incubadas com tampdo contendo EDTA. A é&rea e a intensidade das
bandas digeridas pela MMP-9 (C) e proMMP-2 (D) foi quantificada por densitometria e expressa como
porcentagem do controle positivo. 1 e 2: atividade gelatinolitica das MMPs no fluido peritoneal dos animais
tratados apenas com salina ou tioglicolato, respectivamente; 3, 4 e 5: atividade gelatinolitica das MMPs no
fluido dos animais tratados com HEP nas doses 5, 10 e 15ug/Kg do rato, respectivamente; 6, 7 e 8: atividade
gelatinolitica das MMPs no fluido dos animais tratados com HC nas doses 5, 10 e 15ug/Kg do rato,
respectivamente. **p<0.01; ***p<0.001 vs controle com tioglicolato.
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4.9. Efeito do heparin6ide de camardo sobre a atividade da MMP-9 de
leucocitos humanos

Uma vez que algumas doencas inflamatérias estdo relacionadas com niveis
elevados de MMPs, é importante avaliar a capacidade do heparinéide de camarao
de interferir nessas enzimas produzidas por células humanas. Portanto, foi avaliado
o efeito do heparindide sobre a atividade da MMP-9 produzida por leucocitos
humanos ativados. Como mostrado na figura 21A e C, heparina e heparinéide foram
capazes de reduzir a atividade da MMP-9 tanto em uma baixa como em uma alta
concentracdo, onde o heparindide apresentou um efeito inibitério mais pronunciado
sobre a atividade dessa enzima, chegando a promover uma reducao de quase 90% .
A capacidade de reduzir a atividade de MMPs é extremamente importante, uma vez
qgue a atividade gelatinolitica exagerada pode ser prejudicial para a integridade do

sistema vascular e esta relacionada com muitas doencas inflamatorias.
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Figura 21: Zimografia para determinacéo das atividades de MMP-9 liberada por leucdcitos humanos
ativados com fitohemaglutinina (PHA). (A) Atividade gelatinolitica MMP-9 foi detectada por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 10% de gelatina. (B) As mesmas amostras foram
incubadas com tampé&o contendo EDTA. (C) A area e a intensidade das bandas digeridas pela MMP9
foi quantificada por densitometria e expressa como porcentagem do controle positivo. 1: leucécitos
ndo ativados; 2: Controle positivo (atividade de MMP-9 de leucécitos ativados com PHA); 3 e 4:
atividade de MMP-9 de leucdcitos ativados pré-tratados com HEP nas concentracées de 10 e
100pg/mL, respectivamente; 5 e 6: atividade de MMP-9 de leucdcitos ativados tratados com HC nas
concentracdes 10 e 100ug/mL, respectivamente. ***p<0.001 vs controle positivo.
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5. DISCUSSAQ
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Discussao

A resposta inflamatéria exagerada e descontrolada pode contribuir para o
desenvolvimento de doencas inflamatérias crénicas e agudas, onde se faz
necessaria a intervencdo na resposta imune com a utilizacdo de moléculas que
possam modular o processo inflamatério. E inegavel o grande potencial da heparina
em interferir na resposta imune, no entanto sua forte atividade anticoagulante tem se
mostrado como um grande obstaculo ao aproveitamento de suas outras
propriedades. Por essa razdo, varias pesquisas tém sido desenvolvidas com o
objetivo de encontrar ou desenvolver moléculas de heparina com reduzida atividade
anticoagulante, mas que preservem suas propriedades antiinflamatorias.

A pesquisa por compostos semelhantes a heparina, heparinéides, obtidos a
partir de fontes naturais tem crescido bastante, e os organismos marinhos vém se
destacando cada vez mais como fontes promissoras. A presenca de heparinéides ja
foi verificada, por exemplo, em diversos grupos de invertebrados marinhos
(MEDEIROS et al., 2000; ANDRADE, 2006; CASSARO; DIETRICH,1977; DIETRICH
et al.,, 1999; DIETRICH et al., 1985; NADER et al., 1984.; SANTOS et al., 2002;
PEJLER et al., 1987; CHAVANTE et al., 2000), no entanto a maior parte da pesquisa
com esses compostos tem almejado a descoberta de um agente antitrombético
ideal, que possa substituir a heparina no tratamento e prevencdo de eventos
trombdticos. A possivel propriedade antiinflamatéria desses compostos ainda €
pouco explorada. Recentemente foi demonstrado que um heparindide do camaréo
Penaeus schimitt foi capaz de reduzir a migracdo de leucécitos em um modelo de
inflamagé@o aguda (SANTOS, 2006). No presente trabalho, foram investigadas as
propriedades antiinflamatérias de um heparindide isolado do cefalotérax da principal
espécie de camardo da carcinicultura brasileira, o Litopenaeus vannamei. Para isso,
foi necessario estudar alguns aspectos relevantes de sua estrutura e seu efeito
sobre a hemostasia e sobre a sintese de HS antitrombatico.

Inicialmente, a presenca do heparindide foi identificada por analises
eletroforéticas no sistema PDA, que discrimina os GAGs pela capacidade de
interagcdo com a diamina. A diferenca de migracdo observada entre o composto do
camardo e a heparina/HS sugere diferencas de sulfatacdo entre esses compostos,
levando a uma interacdo com a diamina distinta daquela observada para

heparina/HS de vertebrados. Perfil semelhante ao do heparindide de L.vannamei
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também foi observado para os heparinéides do caranguejo Goniopsis cruentata
(ANDRADE, 2006). No sistema Ba/PDA, no qual a heparina de mamiferos é
fracionada em seus componentes de migracdo rapida e lenta, observa-se a
predominancia de uma banda metacromatica com perfil de migracdo semelhante ao
componente de migracao rapida da heparina, revelando que o composto isolado do
camardo pode ser constituido principalmente por dissacarideos dissulfatados
(VOLPI, 1993). Esse perfil de migracdo eletroforética também foi observado em
heparindides de outras espécies de crustaceos, como no camardes Litopenaeus
brasiliensis (DIETRICH et al., 1999) e Penaeus Schimit (SANTOS, 2006), na lagosta
Panulirus laevicauda (SILVA, 2003) e no microcrustaceo Artemia franciscana
(CHAVANTE et al., 2000).

A predominancia dos dissacarideos dissulfatados no heparinéide do camarao
cinza foi confirmada pela despolimerizacdo enzimatica com heparinase e
heparitinases | e Il. Semelhante ao heparindéide do camardo Penaeus brasiliensis
(DIETRICH et al., 1999) e aos heparindides de outras espécies de invertebrados
(DIETRICH et al.,, 1985,1989; MEDEIROS et al., 2000), o heparindide de L.
vannamei foi mais suscetivel a heparitinase |Il, liberando principalmente
dissacarideos dissulfatados. Baseado ainda na especificidade dessa enzima, 0s
resultados indicam que o heparinéide do crustaceo possui um maior contetdo de
residuos de &cido glucurénico. Essas diferencas também tém sido observadas em
heparindides de moluscos e de outros crustaceos, que também possuem maior
guantidade de residuos de &cido glucurdnico em sua estrutura (MEDEIROS et al.,
2000; DIETRICH et al., 1985; DIETRICH et al., 1999). A liberacédo de dissacarideos
dissulfatados (AU, 2S-GIcNS) apds acdo da heparinase sugere que os residuos de
glucosamina N-sulfatada também podem estar ligados a residuos de idurbnico 2-
sulfato.

Uma vez que o heparindide ndo foi suscetivel a heparitinase |, a qual age
sobre a ligacdo entre a D-glucosamina (N-acetilada ou N-sulfatada) e acido D-
glucurdnico, pode-se concluir que 0o composto isolado do camardo apresenta uma
menor proporgdo desse tipo de unidade dissacaridica. Além disso, é provavel que os
residuos de acido glucurdnico estejam ligados a glucosamina N-sulfatada, 6-O-
sulfatada, ja que a sulfatagcdo em C-6 da glucosamina impede a acdo dessa enzima.

Alguns aspectos estruturais observados para o heparindide de camaréo,
como a predominancia de residuos de &cido glucurbnico e de dissacarideos
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dissulfatados, podem estar relacionados com a sua reduzida atividade
anticoagulante (40 Ul/mg) observada pelo ensaio de aPTT. Por outro lado, o
heparindide isolado do molusco Anomalocardia brasiliana também é rico em
residuos de &cido glucurdnico, no entanto possui elevada atividade anticoagulante
(320 Ul/mg) (PEJLER, 1987; ENERBACK et al., 1985; DIETRICH et al., 1989). Na
verdade, as propriedades farmacolégicas de cada heparindide variam de acordo
com sua origem, e isso deve estar relacionado com algumas peculiaridades
estruturais, como o padrao de sulfatacdo dos residuos de glucosamina, que
influenciam a conformacao assumida pelos residuos de acido urénico, refletindo, por
exemplo, na sua capacidade de se ligar a AT.

Uma vez que a AT ndo € o Unico alvo de compostos antitrombdticos
(BOUCAS, 2006), a reduzida atividade anticoagulante in vitro do heparindide néo
exclui a possibilidade de que o mesmo possua algum efeito antitrombaético in vivo.
Uma fucana sulfatada da alga marrom Spatoglossum schroederi, por exemplo,
possui atividade antitrombdtica in vivo, porém, com nenhuma atividade
anticoagulante in vitro (ROCHA et al., 2005). O mesmo é verificado para o acaran
sulfato, um glicosaminoglicano isolado dos tecidos do molusco Achatina fulica e cuja
estrutura é caracterizada pela presenca de residuos de a-D-N-acetilglucosamina e
acido a-L-idurdnico 2-O-sulfato (KIM et al., 1996).

Na verdade, acredita-se que a atividade antitrombdtica in vivo da heparina e
de outros agentes antitromboticos seja devida, pelo menos em parte, a capacidade
desses compostos de estimular a sintese de cadeias de heparam sulfato
antitrombético pelas células endoteliais (NADER et al., 2001). Compostos sulfatados
gue apresentam atividade antitrombética in vivo, como dextram sulfato, condroitim
sulfato e outros agentes antitrombéticos (PINHAL et al., 1994, 1995; NADER et al.,
2001) estimulam a sintese desse GAG peculiar.

Estudos anteriores mostraram que a heparina possui sitios de ligacdo na
matriz extracelular, através dos quais ela se liga e estimula a sintese do HS
antitrombético. Heparindides do crustaceo G. cruentata (ANDRADE, 2006) e fucanas
A e B da alga Spatoglossum schroederi (ROCHA, 2005), que tém efeito estimulatério
sobre as células endoteliais, sdo capazes de reconhecer os mesmos sitios de
ligacdo na matriz reconhecidos pela heparina. Logo, € possivel que as
peculiaridades estruturais do heparindide em estudo dificultem sua ligacao a esses
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sitios na matriz extracelular. Contudo, estudos posteriores devem ser realizados
para que se possa testar essa hipoétese.

Um outro aspecto interessante a respeito das propriedades farmacolédgicas do
heparindide de camardo foi a observacdo de que este composto apresenta um
reduzido potencial de sangramento, quando comparado a heparina de mamiferos, o
gue possibilitou sua utilizacdo como um modelo para estudar seus possiveis efeitos
sobre a resposta inflamatéria. Um parametro utilizado para investigar as
propriedades antiinflamatorias do heparindide de camaréo foi a avaliagdo de sua
capacidade de interferir na migracao leucocitaria aos sitios de injdria em um modelo
de peritonite aguda induzida por tioglicolato de sodio. O trafico excessivo de
leucécitos para regides extravasculares pode contribuir para a ocorréncia de
doencas inflamatorias agudas e cronicas. Por essa razdo, muitos trabalhos tém sido
realizados na tentativa de encontrar moléculas que funcionem como inibidores desse
fluxo anormal de células.

Nesse estudo, foi demonstrado que a administracdo do heparinéide de
camardo reduziu significativamente a migracdo de leucécitos a cavidade peritoneal
em todas as doses testadas. Uma vez que a resposta inflamatéria € um processo
complexo, envolvendo a participacdo de uma grande variedade de proteinas, tanto
heparina quanto heparindide podem estar interferindo em diversos pontos da
inflamacéo. Sabe-se, por exemplo, que heparina é capaz de ligar-se a quimiocinas e
inibir a interacdo dessas moléculas com os GAGs da superficie das células
endoteliais. A inibicdo dessa interacdo acaba prejudicando a formacgéao do gradiente
de quimiocinas, promovendo, consequentemente, a diminui¢do do recrutamento de
leucécitos aos sitios de injuria (CRIPPS et al., 2005).

Utilizando um modelo de inflamacdo aguda, outros pesquisadores mostraram
gue os efeitos antimigratérios da heparina e seus derivados também podem estar
relacionados com a inibicdo das interacbes mediadas por P- e L-selectinas, e que
esse efeito é dependente de sulfatacao (WANG et al., 2002; GAO et al., 2005).

Considerando esses mecanismos de acdo da heparina sobre infiltracdo de
leucécitos, é possivel que o heparinéide do camaréo possa atuar inibindo os eventos
inicias de adesdo mediados pelas selectinas ou competindo com os GAGs da
superficie das células pela interacdo com as quimiocinas. Seu menor grau de
sulfatacao justificaria a necessidade de uma dose maior do heparinéide para a

obtencdo de um efeito inibitério mais pronunciado sobre o influxo das células
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inflamatérias. No entanto, outros experimentos S80 necessarios para comprovar
essas hipoteses.

O efeito inibitério sobre a atividade de metaloproteinases de matriz amplia
mais ainda a possibilidade de alvos moleculares envolvidos no efeito do heparinoide
sobre a resposta inflamatéria. Os neutréfilos apresentam diversas proteinases em
seus granulos, entre as quais se destaca a MMP-9. Sua capacidade de degradar
componentes da matriz extracelular sugere sua participacdo na migracdo dessas
células aos sitios de injuria. Embora existam evidéncias de que a MMP-9 é
secretada por neutréfilos durante a migracdo celular (DELCLAUX et al., 1996),
Betsuyaku et al. (1999) demonstraram que a migracdo dessas células a alguns
sitios, inclusive a cavidade peritoneal, parece ndo ser dependente da atividade
dessa enzima, uma vez que camundongos com peritonite induzida por tioglicolato de
sédio, deficientes em MMP-9, apresentam infiltracdo de neutrofilos semelhante a
camundongos normais. MMP-2 também parece n&o estar relacionada com a
infiltracdo dos neutrofilos. Por isso ndo podemos relacionar a reducéo da infiltracéo
celular nos ratos pré-tratados com heparina ou heparindide com a reducdo da
atividade dessas MMPs.

Apesar disso, a secrecdo dessas enzimas durante a resposta inflamatéria
sugere a sua acao sobre outros substratos, além das proteinas da matriz. MMP-2 e
MMP-9, por exemplo, sdo importantes efetores em outros pontos da resposta
inflamatéria, ativando proteinas como IL-1 e TNF (SCHONBECK; MACH; LIBBY,
1998; MOHAN et al., 2002). Logo, a capacidade do heparin6ide de reduzir a
atividade dessas gelatinases, incluindo a MMP-9 secretada por leucécitos humanos
ativados, é extremamente interessante, uma vez que o acumulo dessas células em
tecidos contribui para a imunopatogénese de muitas doencas inflamatorias crénicas.

O mecanismo pelo qual a heparina reduz a atividade das MMPs ndo é
completamente esclarecido. Sabe-se que ela é capaz de inibir a expressédo génica
de algumas dessas enzimas, incluindo a MMP-9, e que esse mecanismo parece
envolver a via da proteina quinase C e o fator de transcricdo AP-1(Activator Protein-
1), um importante fator de transcricdo de MMPs (KENAGY et al.,, 1994). Em um
estudo envolvendo fibroblastos gengivais humanos também foi demonstrado que a
heparina é capaz de reduzir a expressdo génica de algumas MMPs nessas células
(GOGLY et al.,, 1998). Se a heparina age fora ou dentro da célula ainda é uma
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incégnita, embora ja tenha sido demonstrado que algumas células sao capazes de
se ligar e internalizar a heparina (CASTELLOT et al., 1985).

Muitas desordens inflamatérias estdo relacionadas com o0 excesso de
atividade gelatinolitica e muitos inibidores de metaloproteinases de matriz sdo
usados como drogas antiinflamatérias (LEE et al.,, 2004). Por essa razdo, a
capacidade de interferir na atividade de MMPs representa um importante mecanismo
de intervencgédo na resposta imune mediada pelo heparindide de L. vannamei.

Embora heparina e outros polissacarideos sulfatados ja4 tenham sido
identificados como inibidores do processo de inflamacdo, nenhum estudo
envolvendo a participacdo de heparindides sobre a atividade de metaloproteinases
de matriz em modelos de inflamacgéo foi realizado. Por isso, esse trabalho pode
ampliar os conhecimentos a respeito dos possiveis alvos da heparina envolvidos em
sua acao antiinflamatéria. Por possuir um efeito hemorragico reduzido, o heparinéide
pode ainda servir como um modelo para estudar os requerimentos estruturais

necessarios para interferir na resposta inflamatoria.
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Conclusdes

Com base na analise dos dados obtidos, podemos concluir que:

O heparindide isolado do cefalotérax do camardo cinza compartilha algumas
caracteristicas estruturais observadas nos heparindides de outros
invertebrados marinhos, como a maior proporcdo de residuos de acido
glucurénico e de dissacarideos dissulfatados, indicando que essas
caracteristicas devem ser importantes para o papel biolégico dos
heparindides nesses organismos.

Sua reduzida atividade anticoagulante, bem como auséncia de efeito sobre a
sintese de HS antitrombdtico pelas células endoteliais nas concentracbes
testadas, podem ser resultado de peculiaridades estruturais desse composto,
que possivelmente interferem em sua interagdo com alvos moleculares
especificos.

A capacidade de inibir a migracao dos leucécitos a cavidade peritoneal, bem
como a inibicdo da atividade de MMPs envolvidas tanto na resposta
inflamatdria como aquelas secretadas por leucdcitos humanos, demonstram o
potencial terapéutico do heparinéide de camaréo.

Por ser um composto com efeito hemorragico reduzido, o heparinéide de
camardo pode servir como um modelo estrutural interessante para o estudo
dos requerimentos estruturais necessarios para desencadear certas
atividades relacionadas com a resposta inflamatéria, tais como inibicdo do
rolamento de leucécitos e da atividade de MMPs, podendo contribuir para o

desenvolvimento de agentes antiinflamatérios mais especificos.
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