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RESUMO

A heparina é um importante agente terapéutico para tratamento e profilaxia da
trombose. No entanto, sua fonte é limitada e alguns problemas sao associados ao
seu uso, tais como hemorragias e trombocitopenia induzida por heparina.
Modificagdes quimicas de polissacarideos, como a sulfatagdo, tém atraido interesse,
pois aumentam a semelhanga estrutural com a heparina. Na busca de alternativas a
heparina, trés polissacarideos isolados de basidiomicetos e previamente
caracterizados, foram quimicamente sulfatados: uma [B-D-glucana linear (1—6)-
ligada de Agaricus blazei (GAb-S1), uma -D-glucana com cadeia principal (1—3)-
ligada substituida em O-6 por unidades de B-D-glucopiranose de Pleurotus florida
(GPf-S1 e GPf-S2, primeiro e segundo ciclo de sulfatagdo, respectivamente), uma
fucomanogalactana com uma cadeia principal de a-D-galactopiranose (1—6) ligadas
e substituidas em O-2 por terminais nao redutores de a-L-fucopiranose e B-D-
manopiranose de Lentinus edodes (FmglLe-S1) e um manogalactana com cadeia
principal de a-D-galactopiranose (1—6) ligada, substituidas em O-2 por B-D-
manopiranose e parcialmente 3-O-metiladas de Pleurotus ostreatoroseus (MgPr-S1).
Os graus de substituicao (DS) foram determinados, sendo: 1,38 (GAb-S1), 0,57
(GPf-S1), 0,60 (GPf-S2), 2,04 (FmgLe-S1) e 1,31 (MgPr-S1). Os espectros de RMN-
C' de todos os polissacarideos sulfatados apresentaram um maior niimero de sinais
do que os dos polissacarideos nativos e as andlises de metilacdo sugerem
substituicdo nos grupos OH-6 (terminais nao-redutores), OH-4 e OH-3. A acéao
anticoagulante dos polissacarideos nativos e sulfatados foi avaliada in vitro pelos
testes de aPTT e TT, com concentracbes crescentes (5 a 100 pg/ml). Os
polissacarideos nativos ndo apresentaram acdo anticoagulante e todos os
polissacarideos sulfatados apresentaram uma atividade dose-dependente. GAb-S1
apresentou uma maior atividade anticoagulante, comparada aos outros
polissacarideos testados, enquanto que GPf-S1 e GPf-S2 ndo foram capazes de
inibir completamente a coagulacdo do plasma pelo teste de aPTT. Todos os
polissacarideos sulfatados foram capazes de suprimir a coagulagao do plasma pelo
teste de TT na maior concentracdo (100 pg/ml). No modelo in vivo de trombose
venosa, GAb-S1 apresentou um efeito pré-coagulante em altas doses e inibiu em
72% a trombose na dose de 0,250 mg/kg. MgPr-S1 inibiu a formacao de trombo em
uma maneira dose-dependente e com uma dose de 6 mg/kg a inibicdo foi completa.
GPf-S2 também teve uma forte atividade antitrombédtica e na dose de 1,5 mg/kg
suprimiu em 87% a geracao de trombo. MgPr-S1 apresentou uma menor tendéncia
em causar hemorragia na concentracdo de 6 mg/kg, comparado com a heparina e
GPf-S2 na concentracdo de 1,5 mg/kg nao alterou o volume de sangue perdido
(valores iguais ao grupo salina). Os polissacarideos também foram avaliados quanto
a sua influéncia sobre a agregacao plaquetaria estimulada por ADP e trombina. GPf-
S2 e MgPr-S1 inibiram, respectivamente, em 54% e 100% a agregacao plaquetaria
estimulada por ADP. Todos os polissacarideos suprimiram a agregacao de
plaguetas estimuladas por trombina, na dose de 0,200 pg/ml. FmgLe-S1 estimulou a
agregacao plaquetaria, sem outro agonista. Todos os polissacarideos inibiram a
trombina na presenca de AT e HCII. No entanto, GAb-S1 e MgPr-S1 apresentaram
uma maior atividade mediada pelo HCII, inibindo a atividade da trombina, em uma
menor concentragdo que a heparina. A maioria dos polissacarideos sulfatados nao
apresentou uma forte atividade inibitéria mediada pela AT contra o fator Xa, porém
em doses mais elevadas GPf-S1 e GPf-S2 foram capazes de inibir esta serino-



protease. Estes resultados ilustram a variedade de respostas sobre a coagulagcao
sanguinea geradas pelos polissacarideos sulfatados.

Palavras-chave: sulfatacdo quimica, polissacarideos, atividade antitromboética e
anticoagulante, agregacao plaquetaria, trombina, antitrombina, cofator Il da heparina
e fator Xa



ABSTRACT

Heparin is an important therapeutic agent for prophylaxis and treatment of
thrombosis. However, sources of heparin are limited, while some problems are
associated with its use, such as bleeding and heparin-induced thrombocytopenia.
Chemical modification of polysaccharides, such as sulfation, has attracted interest,
because it enhances a structure with some similarities to those of heparin. In an
attempt to study an alternative, three polysaccharides, previously isolated and
characterized from basidiomycete, were chemically sulfated, namely: 1) a linear
(1—6)-linked B-D-glucan from Agaricus blazei (GAb-S1), 2) a branched B-D-glucan
with a (1—3)-linked main-chain substituted at O-6 by single-unit glucopyranose from
Pleurotus florida (sulfated twice: GPf-S1 and GPf-S2), 3) a fucomannogalactan with a
(1—6)-linked a-D-galactopyranose main-chain, substituted at O-2 by B-D-
mannopyranosyl or o-L-fucopyranosyl units from Lentinus edodes (FmgLe-S1), and
3) a mannogalactan with a (1—6)-linked a-D-galactopyranose main-chain, some of
the units being 3-O-methylated, substituted at O-2 by B-D-mannopyranose residues
from Pleurotus ostreatoroseus (MgPr-S1). Degrees of sulfate substitution (DS) were
determined as: GAb-S1 = 1.38, GPf-S1 = 0.57, GPf-S2 = 0.60, FmgLeS1 = 2.04, and
MgPr-S1=1.31. "®*C-NMR spectra of all sulfated polysaccharides had a higher number
of signals than those of the native ones and methylation analysis showed substitution
at HO-6 (non-reducing ends), HO-4, and HO-3 groups. The anticoagulant action of
native and sulfated polysaccharides was evaluated in vitro by aPTT and TT assays,
with increasing concentrations (5 to 100 pug/ml). The native polysaccharides did not
have activity and all sulfated polysaccharides had a dose-dependent activity, but with
some differences. GAb-S1, on aPTT, had a stronger anticoagulant activity than the
others sulfated polysaccharides, while GPf-S1 and GPf-S2 did not completely inhibit
plasma coagulation. All sulfated polysaccharides, on TT, suppressed plasma
coagulation at the highest concentration (100 pg/ml). An In vivo model of venous
thrombosis, GAb-S1 was pro-coagulant at higher doses and inhibiting at 72%
thrombosis with a dose of 0.250 mg/kg. MgPr-S1 inhibited thrombus formation in a
dose-dependent manner and at a dose of 6 mg/kg, inhibition was complete. GPf-S2
also had a strong antithrombotic activity and at a dose of 1.5 mg/kg suppressed at
87% thrombus generation. MgPr-S1 had a lower tendency to cause bleeding in the
concentration of 6 mg/kg, compared with heparin and GPf-S2 at a concentration of
1.5 mg/kg did not affect the volume of blood lost (values equal to the saline group).
Polysaccharides were also evaluated for their influence on platelet aggregation,
stimulated by ADP and thrombin. GPf-S2 and MgPr-S1 inhibited at 54% and 100%
platelet aggregation stimulated by ADP respectively. All polysaccharides suppressed
platelet aggregation, stimulated by thrombin, at a dose of 0.200 pg/ml. FmgLe-S1
stimulated platelet aggregation in the absence of another agonist. All
polysaccharides were thrombin inhibitors, on AT and HCII mediation. However, GAb-
S1 and MgPr-S1 had a stronger activity, suppressing thrombin activity mediated by
HCIl, at a lower concentration than with heparin. Most of the sulfated
polysaccharides did not have a strong AT-mediated activity against factor Xa, but at
higher doses GPf-S1 and GPf-S2 suppressed this protease. These results illustrate a
great variety of coagulation responses generated by the sulfated polysaccharide.
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INTRODUCAO

A hemostasia € um equilibrio que envolve a coagulagcdo sanguinea e sua
interrupcdo, sendo que o desequilibrio neste processo fisiolégico € a origem de
muitas doencas isquémicas. Varios agentes antitromboéticos sado utilizados na
prevencao e tratamento de desordens tromboemboliticas, sendo a heparina, uma
glicosaminoglicana altamente sulfatada, o agente mais comumente utilizado. Porém,
diversos efeitos adversos da heparina tém sido descritos, como por exemplo,
hemorragia, trombocitopenia, necrose e osteoporose (DE KORT; BUISMAN; VAN
BOECKEL, 2005; GREINACHER e WARKENTIN, 2006). Além desses efeitos
adversos, a heparina apresenta uma grande diversidade estrutural, problemas com
contaminacgao por patégenos animais e poucas fontes de extracao (PERRINAUD et
al.; 2006). Sendo assim, é importante a busca de novos compostos com atividades
semelhantes, menos efeitos adversos e que sejam provenientes de fontes néo-
animais.

Dentre o0s compostos que podem ser utilizados como agentes
anticoagulantes, destacam-se o0s polissacarideos sulfatados. Estes polimeros
compreendem um complexo grupo de macromoléculas, naturalmente ou
quimicamente sulfatadas, com uma ampla faixa de propriedades biolégicas
(CHAIDEDGUMJORN et al., 2002). Polissacarideos naturalmente sulfatados que
apresentam atividade anticoagulante e antitrombética sdo, em geral, isolados de
algas e invertebrados, os quais também podem apresentar uma grande diversidade
estrutural (MULLOY; MOURAO; GRAY, 2000). Dentre os polissacarideos
quimicamente sulfatados que podem atuar como anticoagulantes pode-se citar a
quitina e quitosana, glucanas, galactomananas, galactanas, que podem ser obtidos
de diversas fontes, como por exemplo, de liquens e plantas. Estas moléculas
também podem apresentar atividades antivirais e antiinflamatérias (SIE et al., 1989;
BODE e FRANZ, 1991; STUELP, 1997, HUANG et al, 2003; MARTINICHEN-
HERRERO et al., 2005a; MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005b).

Polissacarideos de fungos, principalmente de basidiomicetos, tém sido
amplamente estudados devido as suas atividades antitumorais, antivirais, entre
outras (SMITH; ROWAN; SULLIVAN, 2002). Estas estruturas podem ser isoladas do

corpo de frutificacdo, do esclerdcio, do micélio ou de exopolissacarideos
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provenientes das culturas em laboratério destes organismos. Devido aos altos teores
de polissacarideos encontrados nos basidiomicetos, as atividades bioldgicas
atribuidas a estes polissacarideos e por estes organismos serem de facil cultivo, o
estudo de polissacarideos extraidos destes fungos ira contribuir na busca de novos
compostos que possam ser usados como agentes anticoagulantes e antitrombéticos.
Como estas moléculas ndo apresentam grupos sulfatos naturais em sua estrutura, a
modificagdo quimica dos polissacarideos nativos € importante, uma vez que a
atividade anticoagulante é relacionada a presenca de grupos sulfatos.

Este trabalho busca polissacarideos obtidos de basidiomicetos e
quimicamente sulfatados que possam atuar como uma alternativa ao uso da

heparina como droga anticoagulante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HEMOSTASIA

A hemostasia € um processo fisiolégico de equilibrio da formacao do
coagulo (pré-coagulacao), dos processos de parada de formagdo de codagulo
(anticoagulacao) e de dissolugcao do coagulo (fibrindlise).

Quando ocorre a lesdo de um vaso, uma série de reacdes ocorre para tentar
reparar a injuaria. Primeiro ha uma constrigdo do vaso para diminuir o fluxo sanguineo
no local. A fase seguinte, pro-coagulacao, leva a producado de fibrina a partir de
fiborinogénio e agregagao de fibrina em uma rede insoluvel. Durante o mesmo
periodo ha agregacao plaquetaria. As alteragbes morfolégicas nas plaquetas
causam a liberacdao de compostos quimicos que aumentam a agregacao plaquetaria,
entre eles, vasoconstritores e enzimas que atuam diretamente na formagédo do
coagulo. A préxima fase € a anticoagulacao, a qual impede a formacgao excessiva do
coagulo. A fibrindlise ocorre quando o vaso lesionado esta reparado para impedir
novos sangramentos (COLMAN, 2006).

2.1.1 Modelo Classico da Cascata de Coagulagcdo Sanguinea

O modelo classico da cascata de coagulacdo foi introduzido em 1964 por
dois grupos independentes (VINE, 2009). Neste modelo, a ativacdo de cada fator de
coagulacdo promove a ativacdo de outros fatores de coagulacdo, como
consequéncia, ocorre a producao de trombina e formacao do coagulo. Neste modelo
a coagulacao envolve duas vias: intrinseca (via do fator do contato) e extrinseca (via
do fator tissular), sendo que ambas levam a ativacdo do fator X (via final comum -
FIGURA 1). Essa divisdo da cascata de coagulacdo auxilia a interpretacdo de
exames laboratoriais, porém as vias ndo ocorrem de maneira independente.
(DEVLIN, 2007; MURRAY et al., 2007).
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2.1.1.1 Via extrinseca

Esta via recebeu este nome ap6s observarem que o fator desencadeante
que facilitava a coagulagcdo nao se encontrava no sangue circulante, sendo este
fator a tromboplastina tecidual (fator Ill) ou fator tissular (TF) (MURRAY et al., 2007).

Quando o fator tissular é exposto apdés uma lesao do vaso, liga-se ao fator
VIl, o qual é dependente de calcio, formando um complexo que inicia o processo de
coagulacao do sangue ativando o fator X. Os fatores Ill e VIl sdo exclusivos da via
extrinseca (FRANCO, 2001; DEVLIN, 2007; MURRAY et al., 2007).

O fator Xa e o fator Va formam um complexo que catalisa a formacao de
trombina por protedlise da protrombina. A pequena quantidade de trombina formada
catalisa a ativagdo dos fatores V, VI, VIl e Xlll, além da formagao de fibrina
(FRANCO, 2001; DEVLIN, 2007; MURRAY et al., 2007).

2.1.1.2 Via intrinseca

A via intrinseca recebeu esta denominacdo, pois se observou que a
coagulagao do sangue ocorre espontaneamente quando este entra em contato com
superficies anibnicas, como por exemplo, vidro. Quando ha uma lesdo no endotélio
superficies de membrana anidnica sao expostas. Essas superficies anibnicas ligam-
se a pré-calicreina, um cininogénio de alto peso molecular, ao fator Xll e ao fator XI.
Esse episodio é denominado de “fase de contato”. Essa fase ativa o fator Xll, o qual
ativa a pre-calicreina, gerando calicreina, desencadeando uma ativagao reciproca. O
fator Xlla ativa o fator XI. Na presenca de Ca** o fator Xla ativa o fator IX e o fator
IXa ativa o fator X. Para esta reacdo é necessario a montagem de um complexo na
superficie das plaquetas, o qual é formado por Ca®** e fator Vllla. O fator VIII é
ativado por pequenas quantidades de trombina (FRANCO, 2001; DEVLIN, 2007;
MURRAY et al., 2007).
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2.1.1.3 Via final comum

Na via final comum da coagulacéo, o fator Xa ativa a protrombina (fator Il)
em trombina, a qual converte o fibrinogénio em fibrina formando um coagulo frouxo.
Para estas reacbes ocorrerem é necessaria a formacado de um complexo de
fosfolipidios plaquetarios anidnicos, Ca?*, fator Va, fator Xa e protrombina. A

estabilizacdo do coagulo é feita pelo fator Xllla (JAY; LIU, 2006).

Via Extrinseca

Via Intrinseca (dano tecidual)
(superficie de contato) !

Xlla Fator tissular

X| =———Xla

{

IX———>IXa Vila «<—— VI

VIll—>VIllla

x——=—>Xa
V—>Va l
I » Trombina (lla)
Fibrinogénio ’l' » Fibrina

FIGURA 1 - MODELO CLASSICO DA CASCATA DE COAGULAGAO

2.1.2 Modelo de Hemostasia Baseado na Célula

Atualmente outro modelo de coagulacao tem sido sugerido: o modelo de
hemostasia baseado na célula, como explicacao do porqué que a ativagao do fator X
pela via extrinseca ndao compensa a falta do fator VIII (hemofilia A) ou do fator IX

(hemofilia B). Neste modelo o processo de hemostasia € descrito como a
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sobreposigdo de trés fases: iniciagdao, amplificacao e propagagdo (HOFFMAN e
MONROE III, 2001).

2.1.2.1 Fase de iniciacao

O processo de coagulacao do sangue inicia-se quando ocorre a lesdo do
vaso e ha exposicao de colageno e das células que expressam fator tissular. O fator
VIl circulante, liga-se rapidamente ao TF celular exposto formando um complexo
TF/Vlla. Este complexo ativa o fator IX e o fator X. O fator IXa migra e liga-se a
superficie das plaquetas. O fator Xa liga-se as células endoteliais e, caso o fator Xa
se dissocie das células, ele é rapidamente inativado por antitrombina e pelo inibidor
da via do TF. O fator Xa que continua ligado a célula ativa o fator V e o complexo
formado, Xa/Va, converte uma pequena quantidade de protrombina em trombina
(FIGURA 2A), que é a chave para a fase de amplificacao (ROMMEY; GLICK, 2009;
VINE, 2009).

2.1.2.2 Fase de amplificacao

A adesdo das plaguetas ao colageno subendotelial é mediada por um
receptor especifico (glicoproteina la/lla) e pelo fator de von Willebrand, os quais
formam uma ligacao entre as fibras de colageno e as plaquetas, ativando-as.

A pequena quantidade de plaquetas ativadas gerada amplifica o processo de
ativacao das plaquetas, aumenta a adesao plaquetaria e ativa os fatores V, VIl e XI.
Na superficie dessas plaquetas ativadas estdo os fatores Va, Vllla, e 1Xa (FIGURA
2B) (ROMMEY; GLICK, 2009; VINE, 2009).
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2.2.2.3 Fase de propagacao

A fase de propagacdo é caracterizada pela producdo de complexos de
tenase (Vllla/IXa) que ativam o fator X, o qual se complexa com o fator Va
(protrombinase), o qual converte uma grande quantidade de protrombina em
trombina que ira converter o fibrinogénio soluvel em fibrina e também ativar o fator
Xl (estabilizador da rede de fibrina), formando um coagulo de fibrina estavel
(FIGURA 2C) (ROMMEY; GLICK, 2009; VINE, 2009).
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FIGURA 2 - MODELO DE HEMOSTASIA BASEADO NA CELULA. A) FASE DE
INICIACAOQ, B) FASE DE AMPLIFICACAO E C) FASE DE PROPAGACAO
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2.1.3 Sistema Anticoagulante

O sistema de coagulacao deve ser controlado, sendo que a concentragdo de
trombina formada deve ser adequada e proporcional a injuria existente. Este sistema

também deve prevenir a formacao subsequente de fibrina ou ativacao plaquetaria.

2.1.3.1 Inibidor da via do fator tissular

A inibicao do inicio da coagulacédo ocorre através do inibidor da via do fator
tissular (TFPI), o qual bloqueia a atividade do complexo Vlla/TF (DEVLIN, 2003). O
TFPI é uma glicoproteina com trés dominios inibitérios, denominados de K-1, K-2 e
K-3. O dominio K-1 forma um complexo com Vlla/TF inibindo-o, o0 dominio K-2 inibe
a atividade do fator Xa e o dominio K-3 tem afinidade com a heparina e outros
glicosaminoglicanos (MINE et al., 2002). O TFPI é produzido, principalmente, nas

células endoteliais.

2.1.3.2 Antitrombina

A antitrombina (AT) € uma serpina de 58 KDa, produzida pelo figado e
circula pelo pela corrente sanguinea em uma concentracado de 2,4 uM. Esta serpina
€ um inibidor primario da trombina, além de exercer efeito inibitério sobre outras
enzimas da coagulagao, incluindo os fatores 1Xa, Xa e Xla. A antitrombina também
acelera a dissociagcdo do complexo Vlla/TF (FRANCO, 2001; PATEL; BERRY;
CHAN, 2007).

A atividade enddgena da AT é aumentada pela presenca de heparina. Esta
se liga a sitios especificos da AT, induzindo uma alteracdo conformacional
promovendo sua ligacao a trombina e outros substratos (WINDSTETTER; HUBER,;
GULBA, 1997).
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2.1.3.3 Proteina C

A proteina C é uma proteina plasmatica vitamina K-dependente. Esta
proteina para tornar-se ativa deve se ligar ao seu receptor no endotélio (EPCR) e ao
complexo formado entre a trombina e a trombomodulina (outra proteina endotelial).
Para a proteina C clivar os fatores Va e Vllla, ela deve dissociar-se do EPCR e ligar-
se a proteina S (um cofator ndo enzimatico) (FRANCO, 2001).

A proteina C ativada também exerce uma atividade citoprotetora,

antiinflamatoéria e de modulacao da expressao génica (VINE, 2009).

2.1.3.4 Cofator Il da heparina

O cofator Il da heparina (HCIl) é outro inibidor de trombina dependente de
heparina. E uma glicoproteina, homéloga & antitrombina e a outros membros da
familia das serpinas. O cofator Il ndo tem atividade contra outras proteases
envolvidas na coagulacdo ou fibrindlise e, sozinho, inibe a trombina em uma baixa
taxa, mas esta inibicdo aumenta drasticamente na presenca de heparina, heparan
sulfato ou dermatan sulfato. Em comparacao com a AT, maiores concentracdes de
heparina sdo necessarias para ativar o HCIl e, em concentragdes terapéuticas no

plasma, a heparina preferencialmente estimula a AT (TOLLEFSEN, 2007).

2.1.3.5 Fibrindlise

A lise do coagulo de fibrina € mediada pela plasmina, a qual é formada a
partir do plasminogénio pelo ativador do plasminogénio tecidual (t-PA) e pelo
ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-PA).

A regulacédo da formacao de plasmina é realizada, principalmente, pela o,-

antiplasmina, a qual se liga a plasmina formando um complexo irreversivel. Além
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disso, a regulagdo € também realizada por inibidores dos ativadores de
plasminogénio (PAIl), sendo o PAI-1 o mais importante.

Outro inibidor da fibrindlise é o inibidor ativado pela trombina (TAFI). Este
inibidor é ativado pela trombina, tripsina e plasmina, sendo capaz de inibir a
fibrindlise pela remocao de unidades de lisina da molécula de fibrina (DEVLIN, 2007;
MURRAY et al., 2007).

2.2 TROMBOSE

A trombose € um disturbio da hemostasia, caracterizada como um coagulo
sanguineo localizado, o qual pode ocorrer tanto nas artérias, quanto nas veias e tem
um grande impacto médico. A patofisiologia da trombose arterial e da trombose
venosa € diferente, resultando em diferentes tratamentos (MACKMAN, 2008).
Porém, ambas as doencas estdo relacionadas com os mecanismos da coagulagao
sanguinea e sao problemas mundiais de saude.

A trombose arterial (FIGURA 3) é caracterizada por uma ruptura da placa
arterioscleroética, envolvendo a ruptura do endotélio e a liberacdo dos constituintes
da placa no lumen do vaso sanguineo, sendo o trombo formado rico em plaquetas
(MAKCMAN, 2008).

/
f

Placa
Arteriosclerética

Célula muscular
lisa

. | rol
Célula Colestero

Fator Tissular
espumosa o

Ndcleo necrético

FIGURA 3 - TROMBOSE ARTERIAL. Adaptado de Mackman (2008)
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Trombose profunda das veias e embolismo pulmonar sdo chamados,
conjuntamente, de tromboembolismo venoso. Esta € uma doenga de alta incidéncia,
que atinge em média 108 pessoas a cada 100.000/ano e esta taxa aumenta
progressivamente com o aumento da idade, sendo estimados 900.000 casos
anualmente de tromboembolismo incidente ou recorrente nos EUA (HEIT, 2008). O
trombo formado nestes casos é rico em fibrina e células sanguineas vermelhas
(FIGURA 4), onde o endotélio vascular continua intacto, porém pode ser convertido
de uma superficie com propriedades anticoagulantes, para uma superficie com
propriedades pré-coagulantes (MACKMAN, 2008). Geralmente, este problema,
ocorre por mudancas na composicao do sangue, reducdo ou parada do fluxo
sanguineo e/ou mudancas na parede do vaso promovendo a trombose (MACKMAN,
2008; VINE, 2009).

Parede do vaso
alterada

FIGURA 4 - TROMBOSE VENOSA. Adaptado de Mackman (2008)

Antigamente, os fatores de riscos para trombose arterial e trombose venosa
eram considerados distintos, porém, recentemente tem-se aceitado que varios
fatores sdo comuns entre as duas doencas, como: idade, obesidade, infec¢des,
diabetes e sindromes metabdlicas (FRANCHINI e MANNUCCI, 2008; MARTINELLI;
BUCCIARELLI; MANNUCCI, 2010).

Alguns fatores de risco sdo relacionados com a trombose arterial, como
hiperlipidemia e hipertensdao (FRANCHINI e MANNUCCI, 2008).

Os fatores de risco de trombose venosa estdo bem determinados, sendo
relacionados a gravidez, terapia com estrogeno, paralisia, insuficiéncia cardiaca
cronica, insuficiéncia pulmonar crénica, doenca inflamatéria crénica, tabagismo,

histérico familiar, idade, obesidade, insuficiéncia venosa, trombofilias (resisténcia a
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proteina C ativada), deficiéncia de proteina C, deficiéncia de proteina S, mutagao do
gene de protrombina (SHERMAN, 2006; MARTINELLI; BUCCIARELLI; MANNUCCI,
2010).

2.3 AGENTES ANTICOAGULANTES E ANTITROMBOTICOS

Doencas trombéticas sdo uma das principais causas de mortes mundiais, e
o risco de desenvolvé-las aumenta com a idade. Nas Ultimas décadas, novos
anticoagulantes tém sido desenvolvidos para a prevencao e tratamento da trombose.
Estes compostos evitam a coagulacdo sanguinea por interferirem nas vias
deste processo. Os anticoagulantes sao representados, principalmente, pela

heparina, heparinas de baixa massa molar e anticoagulantes orais.

2.3.1 Heparina

A heparina foi descoberta por Jay McLean em 1916, o qual demonstrou que
este composto apresentava uma potente atividade anticoagulante. Porém, somente
na década de 40 estudos demonstraram que a atividade anticoagulante da heparina
era dependente de um componente plasmatico, inicialmente chamado de cofator da
heparina. Em 1968, Abildgaard confirmou estes dados apos isolar, pela primeira vez,
a antitrombina. A estrutura do local de ligacdo da heparina na antitrombina foi
descrita em 1979 por Lindahl e colaboradores (PETITOU; CASU; LINDAHL, 2003).

A heparina € uma glicosaminoglicana, altamente sulfatada, de massa molar
variavel, entre 3 a 30 kDa, sintetizada por mastécitos. E um polissacarideo linear,
com unidades alternadas de a-D-glucosamina e acido urénico (o-L-idurénico ou B-D-
glucurénico) com ligacées do tipo 1—4. As moléculas de &cido o-L-idurbnico
apresentam-se sulfatadas em OH-2 e as moléculas de o-D-glucosamina

apresentam-se N-sulfatadas ou N-acetiladas.
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As funcdes da heparina no organismo ainda ndo estdao bem esclarecidas.
Acredita-se que ela ndo seja responsavel pela fluidez sanguinea, pois esta funcao é
desempenhada pelo heparan sulfato, uma molécula similar a heparina, mas com
menor quantidade de grupos sulfato, o qual se localiza no endotélio vascular
(STRINGER e GALLAGHER, 1997).

2.3.1.1 Atividade anticoagulante da heparina

O efeito anticoagulante da heparina é indireto, pois requer a antitrombina
como cofator. A heparina aumenta a inibigdo da trombina pela antitrombina, por
servir como um molde para que ambas liguem-se para formar um complexo ternario.
Esta sequéncia especifica também favorece a ligacdo da AT ao fator Xa.

O sitio de ligacdo da heparina a antitrombina é uma sequéncia
pentassacaridica especifica (FIGURA 5), a qual contém uma unidade de
glucosamina 3-O-sulfatada, a qual se liga a um sitio rico em lisina da AT (LINDAHL
etal.,, 1979).

os.o3 os.o3 os.o3
SO;
HO

NHAG NHSOs NHSO

FIGURA 5 - SEQUENCIA PENTASSACARIDICA ESPECIFICA DE LIGACAO DA
HEPARINA A ANTITROMBINA

Em concentracbes mais altas, a heparina também catalisa a inibicao da
trombina pelo HCII. Esta reacdo ocorre com a ligacao da heparina ao cofator e a
trombina, criando uma conformacado favoravel para a interacdo. Este efeito,
aparentemente, ndo requer uma sequéncia oligossacaridica especifica (SIE et al,
1989)
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Clinicamente a heparina é utilizada no tratamento de trombose venosa
profunda, sindromes coronarianas, coagulagao intravascular disseminada e
hemodidlise. Sua administracdo deve ser realizada por via intravenosa ou
subcutanea, pois ndo é absorvida pelo trato gastrointestinal. Quando administrada
pela via intravenosa, apresenta um efeito imediato. A via subcutanea apresenta uma

absorcao mais lenta e a duracao do efeito depende da dose utilizada (MERLI, 2005).

2.3.1.2 LimitagOes do uso da heparina

Aproximadamente 10 a 20% dos pacientes que usam heparina desenvolvem
trombocitopenia ndo imunogénica, a qual ndo é progressiva e nao esta associada a
sangramento ou trombose. Uma forma menos frequente, mas mais severa de
trombocitopenia, chamada de trombocitopenia induzida por heparina (TIH), ocorre
em 1 a 5% de todos os pacientes expostos a heparina ndo fracionada
(MENAJOVSKY, 2005). Esta doenca é caracterizada pela presenca de anticorpos
contra o complexo formado, heparina-fator plaquetario 4, induzindo a ativacédo das
plaguetas, que promovem geracdao de trombina e agregacado plaquetaria, sendo
considerado um estado protrombético (ALVING, 2003; SAVI et al., 2003). Estes
pacientes podem apresentar como consequéncia trombose venosa, embolia
pulmonar, oclusao trombolitica de artérias, infarto agudo do miocéardio e derrame
cerebral (GREINACHER e WARKENTIN, 2006). Além disso, a aplicacao da heparina
também pode causar hematomas, dermatites de contato, urticaria e necrose da pele
(PERRINAUD et al; 2006; SANCHEZ-POLITTA; ANGELILLO-SCHERRER,;
BORRADORI, 2006).

Como a heparina é extraida da mucosa intestinal de porco e pulmao bovino,
ha um potencial risco de contaminagao por patdégenos animais. Apds os problemas
enfrentados com a encefalopatia espongiforme bovina, ou doenca da vaca louca,
somente a heparina derivada de porco pode ser utilizada nos Estados Unidos da
América e Europa (DE KORT; BUIJSMAN; VAN BOECKEL, 2005).

A heparina também apresenta um alto risco de causar hemorragia, por isso
0 paciente que a utiliza deve ser submetido a um monitoramento laboratorial

continuo. A dose deve ser individualizada, pois ndo ha uma padronizacao, sendo
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indicado para o tratamento de trombose uma dose de 5.000 unidades intravenosa,
seguido pela administracdo de 15-25 unidades/kg/h (MERLI, 2005; SHANNON,
2007).

2.3.2 Heparina de Baixa Massa Molar

Na tentativa de um melhor perfil farmacolégico e farmacocinético da
heparina, foram desenvolvidas heparinas de baixa massa molar (HBMM) (COHEN,
2000). Estas moléculas sédo produzidas a partir de heparinas nao fracionadas por
despolimerizacao controlada, seguida de cromatografia e a massa molar varia entre
2 a 10 kDa (CAUGHEY, 2003). Estas moléculas apresentam a sequéncia
pentassacaridica especifica para a ligagdo com a AT e por consequéncia inibem o
fator Xa, porém devido ao seu menor tamanho, as HBMM nao conseguem se ligar a
trombina e inibi-la (KAKKAR, 2004).

Apesar das HBMM apresentarem menos efeitos adversos que a heparina nao
fracionada, estes polimeros ainda apresentam algumas limitagdes. Também séao
polimeros heterogéneos, pois ndo tém uma massa molar definida e, apesar de
apresentarem a sequéncia sacaridica necessdaria para acao anticoagulante, sua
cadeia polissacaridica é variavel (CAUGHEY, 2003). As HBMM nao respondem bem
as protoaminas sulfatadas, antagonistas da heparina, no caso de uma
superdosagem (SHANNON, 2007).

2.3.3 Outros Agentes Anticoagulantes

Existem outros agentes anticoagulantes utilizados clinicamente. O
mecanismo de acao é diferente daquele da heparina, assim como seu uso clinico.

A warfarina € um composto cumarinico e sua acao anticoagulante é por
inibicdo da sintese das formas ativas de quatro proteinas pro-coagulantes
dependentes de vitamina K: fatores Il, VII, IX e X. A ativacdo destas proteinas é

dependente da y-carboxilagdo por uma enzima carboxilase dependente de vitamina
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K, ou seja, a warfarina atua bloqueando a regeneracao da vitamina K reduzida (JAY
e LIU, 2006; WU, 2001).

Além destes, ha alguns inibidores diretos e indiretos do fator Xa, como por
exemplo, o Fondaparinux e Denaparoide (JAY e LIU, 2006).

Inibidores da trombina também estdo sendo amplamente estudados. Estes
anticoagulantes sdo os medicamentos de escolha para o tratamento de pacientes
com trombocitopenia induzida por heparina (MACKMAN, 2008). O Hirudin € um
polipeptidio isolado da saliva da sanguessuga Hirudo medicinalis. A partir desta
molécula outras substancias foram desenvolvidas, entre elas, Hirulog, Hirugen e
Argotroban (WINDSTETTER; HUBER; GULBA, 1997; JAY e LIU, 2006).

A proteina C ativada, in vivo, destr6i os fatores V e VIl ativados
interrompendo assim a cascata de coagulacado. A administracdo de trombomodulina
soluvel também inibe diretamente os fatores V e VIII ativados (WINDSTETTER,;
HUBER; GULBA, 1997; HIRSH, 2003; YAVIN; WOLOZINSKY; COHEN, 2005).

Outras drogas utilizadas sédo os inibidores da agregacao plaquetaria, por
exemplo, o acido acetil salicilico e antiflamatérios nao-esterdides, os quais inibem o
sistema da ciclo-oxigenase plaquetaria envolvida com a formacao do tromboxano A,
(JAY e LIU, 2006). O Triclopidine e Clopidogrel bloqueiam irreversivelmente a
ligacdo do ADP ao receptor plaquetario P2Y, inibindo a agregacao plaquetaria (JAY
e LIU, 2006).

Estes anticoagulantes sdo usados na prevencao de tromboembolia, porém
nao sao tao eficazes quanto a heparina no tratamento de tromboembolia aguda,

especialmente nas tromboembolias pulmonares (CAHGHEY, 2003).

2.4 POLISSACARIDEOS SULFATADOS

Atualmente, ha um grande interesse na busca de compostos que possam
atuar como alternativas para a heparina. Como dito anteriormente, os grupos
sulfatos presentes na molécula de heparina sdo grandes contribuintes para sua
atividade anticoagulante. Como resultado, uma das estratégias na busca de
alternativas tem sido a avaliacdo do potencial anticoagulante de outros

polissacarideos sulfatados, os quais podem ser naturais ou quimicamente
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modificados. A acdo anticoagulante dos polissacarideos sulfatados &,
principalmente, por potencializar a acdo de inibidores das proteases plasmaticas,
tais como AT e HCII, ou inibi-las diretamente (POMIN, 2009).

Polissacarideos sulfatados sdo amplamente distribuidos na natureza, sendo
encontrados como componentes de matriz extracelular, na superficie de células de
vertebrados ou sao sintetizados por organismos marinhos (ALBAN; SCHAUERTE;
FRANZ, 2001).

Dentre os polissacarideos naturalmente sulfatados, destacam-se os
polimeros isolados de algas marinhas, como carragenanas e fucoidanas. A atividade
anticoagulante destes compostos depende da massa molar e da composicao
quimica, especialmente dos conteudos de fucose e sulfato (NISHINO; AlZU;
NAGUMO, 1991).

Galactanas sulfatadas isoladas de algas marinhas, carragenanas ou
agaranas, sao compostas por unidades alternadas de B-galactopiranose 3-O-ligadas
e o-galactopiranose 4-O-ligadas. Uma galactana sulfatada da alga Gelidium crinale,
composta por estas unidades repetitivas e quantidades variaveis de sulfato
apresentou uma menor atividade anticoagulante quando comparada com um
polissacarideo similar obtido da alga Botryocladia occidentalis e heparina padrao
(PEREIRA et al., 2005). Em outro estudo com polissacarideos destas duas algas, o
polissacarideo isolado de G. crinale exibiu uma atividade pré-coagulante em baixas
doses, e em altas doses inibiu a trombose arterial e venosa em ratos. Em contraste,
a galactana de B. occidentalis apresentou um potente efeito anticoagulante e
antitrombotico em baixas doses (FONSECA et al.,, 2008). Outro polissacarideo,
composto principalmente por galactose e pequenas quantidades de glucose e 13,1%
de sulfato, apresentou uma atividade anticoagulante, in vitro, na concentracao de 15
pug/ml. Para a obtencdo deste material, partiu-se de 4 g e obteve-se 4 mg de
polissacarideo puro, sendo este um rendimento muito baixo. Portanto, a aplicagao
desta molécula como uma real alternativa ao uso da heparina nao é aplicavel, uma
vez que seriam necessarias grandes quantidades de alga para a obtencdo deste
polissacarideo com acdo. Além disso, a posicdo dos grupos sulfatos nao foi
determinada e a fracao apresentava 7,8% de proteina (MATSUBARA et al., 2001).

Em um estudo publicado por Athukorala e colaboradores (2007), os extratos
aquosos de 22 espécies de algas foram avaliados em relagdo a atividades

anticoagulantes. Os extratos de duas espécies, Colodium fragile e Sargassum
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horneri, apresentaram maior tempo de coagulacdo quando avaliados pelo teste de
tromboplastina parcial ativada (aPTT). Os extratos foram analisados quanto as suas
composicoes e apresentaram 80% de carboidrato e 19% de proteina para a alga C.
fragile e 97% de carboidrato e ~2% de proteina para a alga S. horneri. Nenhum outro
estudo foi realizado, como por exemplo, composicdo monossacaridica, quantidade
de sulfato e homogeinidade. Outro estudo com a alga Ecklonia cava, apresentou um
polissacarideo composto, principalmente, por fucose e pequenas quantidades de
glucose, porém a estrutura do polissacarideo também ndo foi detalhada
(ATHUKORALA; LEE; JEON, 2006).

Os estudos citados ilustram a grande variacao estrutural dos polissacarideos
obtidos devido diferenca entre espécies, coletas em diferentes ambientes ou em
diferentes épocas do ano. Esta grande variacao estrutural contribui para a grande
heterogeneidade e complexidade de polissacarideos sulfatados obtidos de algas,
indicando a necessidade de uma cuidadosa (da padronizacdo da) analise estrutural
e determinagéo das atividades anticoagulantes.

Na tentativa de se conseguir polissacarideos com uma menor variacao na
estrutura e na quantidade de sulfato presente, outras fontes destes polimeros tém
sido estudadas. Estes polissacarideos sao, normalmente, moléculas neutras que
sdo sulfatados quimicamente.

Alguns polissacarideos de liquens foram isolados e quimicamente
sulfatados. Stuelp (1997) avaliou a atividade anticoagulante de uma o- e uma B-
glucana isolada de Ramalina celastri A a-glucana apresentou uma atividade
maxima para os testes de aPTT e TT nas doses de 13 e 18 pg/ml de plasma,
respectivamente. Em outro estudo com polissacarideos de liquens, uma
galactoglucomanana isolada de Cladonia ibitipocae, apés sulfatacdo quimica,
apresentou 42,2 % de sulfato e inibiu totalmente a formacao de trombo in vivo, ap6s
administragao intravenosa de uma solugdo a 2 mg/kg do animal (MARTINICHEN-
HERRERO et al., 2005b). No mesmo modelo animal de trombose, uma B-glucana
com ligagbes (1—6) isolada de Parmotrema mantiqueirense, contendo 76,8% de
sulfato apdés modificacdo quimica, também inibiu a formacdo do trombo
(MARTINICHEN-HERRERQO et al., 2005a).
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Apesar de polissacarideos de liquens apresentarem uma boa atividade
anticoagulante, seu uso é limitante, uma vez que estes organismos nao sao
encontrados abundantemente na natureza e sao de dificil cultivo em laboratério.

Também ha relatos na literatura de polissacarideos de outras fontes que
apresentam atividade anticoagulante, como por exemplo, quitina e quitosana
isolados de fungos (VIKHOREVA et al., 2005) e exopolissacarideos produzidos por
bactérias (COLLIEC-JOUAULT et al., 2001; HAN et al., 2005). Porém estes estudos
também n&o detalham as estruturas necessarias para a agao.

Na continua busca por alternativas a heparina, uma pectina citrica foi
parcialmente hidrolisada, os polissacarideos resultantes de alta e baixa massa foram
separados por dialise e foram sulfatados. Os dois polissacarideos apresentam a
mesma cadeia de a-D-acido galactourdnico (1—4)-ligado, sulfatado em OH-2 e OH-
3. Os dois polissacarideos apresentaram atividade in vitro, porém a pectina de alta
massa foi mais potente in vivo, inibindo em 100% a formagao de trombo em uma
dose de 3,5 mg/kg. Estes polissacarideos também inibiram diretamente a trombina e
o fator Xa por um mecanismo independente de AT ou HCII (CIPRIANI et al., 2009).

Além das atividades anticoagulantes, polissacarideos sulfatados também
podem apresentar atividades anti-arterioesclerotica, antiproliferativa, anti-
angiogénica, antiviral, anti-inflamatéria e antimetéstatica (YOSHIDA et al., 1995;
ALBAN; SCHAUERTE; FRANZ, 2002).

2.5 POLISSACARIDEOS DE BASIDIOMICETOS

Os basidiomicetos representam uma fonte alternativa para isolamento de
polissacarideos, pois possuem altos teores de polissacarideos, apresentam
polimeros com uma ampla diversidade estrutural, e sdo organismos de facil cultivo
(GRACHER, 2005).

Entre os polimeros encontrados pode-se destacar as glucanas, as
heterogalactanas e as xilomananas. Estes polissacarideos podem apresentar as
mais variadas estruturas, por exemplo, estruturas lineares ou ramificadas, grupos
metil, entre outras caracteristicas (BJORNDAL; LINDEBERG, 1969; USUI; INASAKI;
MIZUNO, 1981; ROSADO et al., 2003; CARBONERO et al., 2006).
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As glucanas que apresentam uma cadeia principal de B-glucose com
ligagdes (1—3), substituidas em O-6 por terminais nao redutores de B-Glcp sdo os
polissacarideos que tém despertado maior interesse devido as suas variadas
atividades biologicas. Estas moléculas foram isoladas de Pleurotus eryngii
(CARBONERO et al., 2006), Auricularia auricula (MISAKI et al., 1981), Boletus
erythroporus (CHAUVEAU et al., 1996), Ganoderma applanatum (USUI et al., 1981),
entre outros basidiomicetos (GRACHER, 2005). Um exemplo da diversidade de acao
biol6gica que estes polissacarideos podem apresentar foi mostrado em um estudo
com uma glucana isolada de P. pulmonarius, a qual apresentou uma resposta anti-
inflamatéria dose dependente, reduzindo a migracao de leucécitos para os tecidos
em 82%, com uma ICso de 1,19 mg/kg (SMIDERLE et al., 2008a).

Diversas glucanas também foram avaliadas como agentes antitumorais. A
atividade de glucanas isoladas de Ganoderma lucidum (USUI et al., 1981), Grifora
umbellata (UENO et al., 1982), Lentinus edodes (SASAKI; TAKASURA, 1976) foi
avaliada contra Sarcoma 180 implantados em camundongos e apresentaram bons
resultados: 100%, 90% e 73% de regressao tumoral respectivamente. Esta acao
biol6égica esta amplamente revisada na literatura (SMITH; ROWAN; SULLIVAN,
2002; WASSER, 2002; BORCHERS; KEEN; GERSHWIN, 2004).

A maioria das heterogalactanas de basidiomicetos é formada por uma
cadeia principal de unidades de a-D-Galp (1—6) ligadas contendo diferentes
substituintes, principalmente fucose ou manose. Estas estruturas ja foram isoladas
de varios basidiomicetos, como exemplo, pode-se citar os estudos de caracterizacao
estrutural realizados com Laetiporus sulphureus (ALQUINI et al., 2004), Flammulina
velutipes (MUKUMOTO; YAMAGUCHI, 1977), Pleurotus sajor-caju (ZHUANG et al.,
1993), entre outros (GRACHER, 2005).

Heterogalactanas com a mesma cadeia principal, mas apresentando grupos
metil como substituintes, foram isolados de Pleurotus ostratoroseus (ROSADO et al.,
2003). Este tipo de estrutura ndo € comumente encontrada em cogumelos e pode
exercer uma atividade biolégica devido a este grupamento. Uma heterogalactana
com a mesma cadeia principal isolada de P. pulmonaris apresentou uma atividade
antinonciceptiva dose-dependente e inibiu em 93% a resposta a dor com uma dose
de 30 mg/kg (SMIDERLE, 2008b). Fucogalactanas com a mesma cadeia principal de
a-D-galacotopiranose isolada de A. blazei e A. bisporus var hortensis foram testadas
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quanto as suas acgdes anti-inflmatérias e antinonciceptivas. A fucogalactana de A.
bisporus var hortensis apresenta a cadeia principal parcialmente O-metilada e
apresentou atividade anti-inflamatéria, inibindo em 60% a migracao de leucdcitos na
concentracdo de 5 mg/kg, enquanto que a fucogalactana ndo metilada nao
apresentou atividade (KOMURA et al., in press).

Outro grupo de heteropolimeos descritos sdo as xilomananas. Estas
estruturas foram descritas para Flammulina velutipes (SMIDERLE et al.,, 2006),
Tremella fuciformis (DE BEATS; VANDAMME, 2001), Armillaria mellea (BOUVENG;
FRASER; LINDBERG, 1967), entre outros basidiomicetos (GRACHER, 2005).

Além das diferentes estruturas de polissacarideos que podem ser obtidos de
basidiomicetos, estes organismos tém potencial de ser uma fonte econémica viavel
destes polimeros, pois apresentam altos teores de carboidratos em suas variadas
estruturas macroscopicas: corpo de frutificacdao, micélio, esclerécio, além de
produzirem exopolissacarideos em condi¢des de cultura adequada.

Entretanto, no momento, ndo se sabe realmente o potencial destes
polissacarideos como agentes anticoagulantes e atntitrombéticos. Ha4 apenas um
estudo sobre a atividade anticoagulante de polissacarideo isolado de cogumelo.
Neste trabalho, foi isolado do cogumelo Auricularia auricula um polissacarideo acido
composto por manose, glucose e xilose, o qual apresentou atividade anticoagulante
in vitro. Porém nao ha um detalhamento da extracao deste polissacarideo, nem um
estudo da quimica fina da sua estrutura (YOON et al., 2003). Isto mostra que muitos
estudos sobre a acao bioldgica dos polissacarideos isolados de cogumelos precisam
ser realizados.

Com o objetivo de avaliar outras atividades biolégicas de polissacarideos
quimicamente sulfatados de basidiomicetos alguns estudos foram desenvolvidos.
Uma glucana quimicamente sulfatada derivada do extrato aquoso de Grifola
frondosa apresentou acao antitumoral e imunomodulatéria in vitro e in vivo (NIE et
al., 2006). B-Glucanas quimicamente sulfatadas obtidas do esclerocio de Pleurotus
tuber-regium foram avaliadas como um potencial agente antiviral e antitumoral
(ZHANG et al., 2004; TAO et al., 2006).

Devido ao grande potencial de aplicacdo bioldgica dos polissacarideos de
basidiomicetos, a modificacdo quimica destes polissacarideos pode ser uma
alternativa no tratamento de doencas isquémicas. Além disso, o estudo quimico

destas cadeias polissacaridicas é importante para uma avaliagdo mais criteriosa de
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quais estruturas sdo necessarias para uma atividade anticoagulante e

antitrombaética.
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3 JUSTIFICATIVAS

Doencas isquémicas estdao diretamente envolvidas com a coagulagcao
sanguinea. Para controle destas patologias, inimeros anticoagulantes podem ser
utilizados, entre eles a heparina tem grande destaque. Porém, este
glicosaminoglicano apresenta inumeros efeitos adversos, entre eles, hemorragia,
trombocitopenia, osteoporose e necrose da pele. Outro problema é que a heparina é
obtida da mucosa intestinal de porco ou pulmao bovino, podendo apresentar
contaminacgao por patdgenos.

A busca de moléculas que possam ser uma alternativa ao uso da heparina
tem gerado um grande interesse na é&rea cientifica. Os basidiomicetos podem ser
uma valiosa fonte destes compostos, uma vez que apresentam altos teores de

polissacarideos de fontes ndo-animais e tém uma grande aplicagao bioldgica.
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4 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral estudar a atividade
anticoagulante e/ou antitrombdética de polissacarideos, avaliando o potencial de acéao
de polissacarideos nativos e quimicamente sulfatos de basidiomicetos, bem como

sua influéncia nos componentes envolvidos na hemostasia.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sulfatar quimicamente polissacarideos de basidiomicetos que foram previamente

caracterizados estruturalmente;

- Caracterizar estruturalmente os polissacarideos quimicamente sulfatados por
técnicas de RMN-C'®, HPSEC-MALLS e metilagao;

- Realizar testes anticoagulantes, in vitro, de aPTT e TT com os polissacarideos

nativos e os polissacarideos sulfatados;

- Avaliar a atividade antitrombética in vivo dos polissacarideos sulfatados;

- Avaliar in vivo a tendéncia dos polissacarideos sulfatados em causar hemorragia;
- Avaliar a acao dos polissacarideos sulfatados sobre a agregacao plaquetaria;

- Determinar o mecanismo de acao dos polissacarideos sulfatados.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 POLISSACARIDEOS SULFATADADOS E AVALIADOS QUANTO AS
ATIVIDADES ANTICOAGULANTES E ANTITROMBOTICAS

Foram estudados quatro polissacarideos previamente isolados e

caracterizados do corpo de frutificacao de trés basidiomicetos diferentes.

5.1.1 B-D-(1—6)-Glucana

Uma glucana linear com ligacdes do tipo B-D-(1—6) isolada do corpo de
frutificacdo do basidiomiceto Agaricus blazei pela Dra. Elaine R. Carbonero (dados

nao publicados), denominada de GAb.

5.1.2 B-D-(1—3)-(1—6)-Glucana

Uma glucana com cadeia principal contendo ligacées do tipo B-D-(1—3),
com substituicoes em O-6 por terminas nao-redutores de glucose a cada quatro
unidades da cadeia principal isolada de Pleurotus florida (SANTOS-NEVES et al.,
2008), a qual foi denominada de GPf.

5.1.3 Fucomanogalactana

Uma fucomanogalactana com cadeia principal de unidades de a-galactose

ligadas (1—6), parcialmente substituidas em O-2 por terminais ndo-redutores de (-
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D-manose ou o-L-fucose obtida do corpo de frutificacdo de Lentinus edodes
(CARBONERQO et al., 2008), denominada de FmgLe.

5.1.4 Manogalactana

Uma manogalactana com cadeia principal de unidades de a-galactose com
ligagcbes 1—6, as quais se apresentam parcialmente 3-O-metiladas, além de
algumas unidades serem O-2 substituidas por terminais ndo redutores de B-manose
isolada do corpo de frutificacdo de Pleurotus ostretoroseus (ROSADO et al., 2003),

denominada de MgPr.

5.2 DERIVATIZAGAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS

Todos os polissacarideos foram sulfatados segundo a metodologia descrita
por O’NEILL (1955), com algumas modificacoes.

Para a sulfatacdo os polissacarideos foram pesados e solubilizados em
formamida, seguida da adicdo do mesmo volume de piridina e da adi¢cdo de acido
clorosulfénico, gota a gota, sob agitacao a 0 °C, sendo a solucdo mantida a 4 °C por
12 horas (TABELA 1). Os volumes de reagentes utilizados foram calculados
correspondendo a, aproximadamente, 10 moles de acido clorosulfénico/ mol de
hidroxila livre. O bloqueio da reacao foi realizado através da adicdo de gelo e a
solugdo foi neutralizada com bicarbonato de sodio a 10% (p/v). Esta solucao foi

dialisada em agua corrente e em agua destilada.
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TABELA 1 - QUANTIDADE DE REAGENTES UTLIZADOS PARA SULFACAO
QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS

Sigla® . Acido Sigla®
. ] Peso  Formamida e .
Polissacarideo b o clorossulfénico
(mg) piridina (ml)° s
(ml)
B-D-(1—6)-Glucana GAb 1600 50 12,5 GAb-S1
B-D-(1-3)-(1-6)- GPf-51
GPf 700 100 10
Glucana
B-D-(1—3)-(1-6)- GPf-82
GPf-S1 780 80 20
Glucana (S1)*
Fucomanogalactana  FmglLe 700 50 8,75 FmglLe-S1
Manogalactana MgPr 360 26 45 MgPr-S1

?Sigla dos polissacarideos nativos

® Quantidade de polissacarideo utilizado para sulfatagao quimica;

°Para a sulfatagao quimica foram utilizados os mesmos volumes de formamida e piridina;
4Volume de 4cido clorossulfnico utilizado para sulfatagdo quimica;

® Sigla dos polissacarideos sulfatados

A B-D-(1—-3)-(1—6)-glucana foi sulfatada duas vezes, sequencialmente.

5.3 DETERMINACAO DO GRAU DE SUBSTITUICAO

O grau de substituicdo (DS) foi determinado pelo método turbidimétrico
descrito por DODGSON e PRINCE (1962). Os polissacarideos (1 mg/ml) foram
hidrolisados com HCI 1 M por 5 horas a 100 °C. O hidrolisado (0,2 ml) foi tratado
com 3,8 ml de TCA 3% e com 1,0 ml de solucéo de cloreto de bario-gelatina. Apés
15 min a temperatura ambiente a absorbancia foi determinada a 360 nm. O teor de
sulfato foi determinado em relagdo a uma curva padrao de sulfato de sodio (20 a 180
ug/mi).

O grau de substituicdo dos polissacarideos ap6s a sulfatacao quimica foi
calculado a partir da seguinte férmula (WHISTLER e SPENCER, 1964):
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DS =162 x S*/3200 — 102 x S* (para hexoses)

Onde:

162 representa 1 mol da unidade repetitiva (hexose);
3200 representa a massa atémica do enxofre (32 g) x 100;
102 representa 1 mol do éster substituinte (SOz;Na);

S* representa o teor de enxofre dado em porcentagem

5.4 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS

5.4.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de RMN- C'® foram realizadas em espectrometro BRUKER,
modelo AVANCE-DRX-400, incorporado a transformador de Fourier, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do
Parana.

Para obtencdo dos espectros de RMN- C' as amostras sulfatadas foram
solubilizadas em D>O e as analises realizadas a 70 °C, overnight. Os deslocamentos

quimicos (9) foram expressos em ppm relativos a acetona em & 30,2.

5.4.2 Analise de Metilagcao dos Polissacarideos Sulfatados

A O-metilacao parcial dos polissacarideos sulfatados (5 mg) foi realizada
usando NaOH 40% ag. com adicdo gota a gota de Me.SO4 (1 ml) (HAWORTH,
1915). O meio reacional foi neutralizado, dialisado e evaporado. A per-O-metilagao
completa foi realizada usando NaOH-Me>SO—-Mel (CIUCANU e KEREK, 1984). Os
derivados per-O-metilados foram hidrolisados com 1 ml de acido férmico (45%, v/v) a
100 °C por 15 horas e apoés hidrolise o acido foi evaporado até secura. A mistura

resultante de O-metilaldoses foram ressuspendidas em agua destilada, reduzidas
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com NaB?H, e acetiladas com Ac,O—piridina 1:1 (200 ul) overnight a temperatura
ambiente. A mistura de acetatos de alditois parcialmente O-metilados foi analisada
por cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS),
usando um cromatégrafo Varian 3000 acoplado a um espectrdmetro de massa lon-
Trap modelo 810 R-12, utilizando coluna capilar de silica fundida DB-225 (30 m x
0,25 mm) e hélio ultrapuro, a um fluxo de 1 min/min, como gas de arraste. Os
acetatos de alditois foram analisados a uma temperatura de 50 — 220 °C (40 °C/min)
(SASSAKI et al., 2005).

5.4.3 Determinacao da Homogeneidade e Massa Molar

A determinacdo da homogeneidade e da massa molar (M,) dos
polissacarideos foram realizadas em cromatdgrafo de exclusao estérica de alta
pressao (HPSEC) Waters equipado com detector de indice de refracao diferencial,
modelo Waters 2410, e com detector de espalhamento de luz em multiangulos Wyatt
Technology (MALLS), modelo DAWN DSP-F. Foram utilizadas, em série, 4 colunas
de gel permeacdo Waters com limites de exclusdo de 1 x 10° 4 x 10° 8 x 10* 5 x
10%, o eluente utilizado foi uma solugdo de nitrito de sédio (NaNOz) 0,1 mol/l
contendo azida de sdédio (NaNs) 0,5 g/l. As solucdes de polissacarideos (1 mg/ml)
foram dissolvidas no mesmo solvente e filtradas em membrana de nitrocelulose
(Millipore), com poros de 0,22 ou 0,45 um. Para o calculo da massa molar os
polissacarideos tiveram os valores de dn/dc (taxa de variacdo do indice de refracao
com relagdo a concentracao) determinados. Para esta andlise cada polissacarideo
sulfatado foi diluido em cinco diferentes concentracdes (0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0
mg/ml) e analisadas utilizando apenas o detector de indice de refragcdo. O célculo do
dn/dc e da massa molar foi feito através do software ASTRA 4.70.07. Todos os

experimentos foram realizados a 25 °C.
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5.5 TESTES ANTICOAGULANTES IN VITRO

Os testes anticoagulantes foram realizados no coagulémetro COAG-A-MATE
XM (Oregon Téknica) utilizando pools de plasma humanos normais. Os plasmas
foram adquiridos no Laboratério de Hematologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana, com autorizagdo de Farmacéutica Bioquimica
Lismara Bonfim. Os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da UFPR (CAAE:
0267.0.208.000-7, registro CEP: 1581.246/2007-11).

O tempo maximo de ensaio foi de 300 segundos e os resultados foram
expressos em pg de polissacarideo/ml de plasma e pela relagéo entre o tempo de
coagulacao na presenca (T{) e na auséncia de polissacarideo (Tp) na mistura de

incubacao = DP (n = 3).

5.5.1 Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada (aPTT)

Para as andlises de aPTT foram utilizadas as concentragdes de 5, 10, 25, 50
e 100 pg de polissacarideo/ml de plasma, tanto para os polissacarideos nativos,
quanto para os polissacarideos sulfatados. Como controle negativo (valores de
coagulagao normais) foi utilizada uma solugdao de salina e como controle positivo
heparina (202 Ul/mg) nas concentragdes de 2, 5 e 10 ug/ml de plasma.

Foram incubados 90 pl de plasma com 10 pl de salina, polissacarideos
nativos e sulfatados, ou heparina a 37 °C por 1 min, seguida por adi¢cdo de 100 ul de
cefalina de coelho e re-incubacéo por 3 min. Decorrido este tempo, foi adicionado
100 pl de cloreto de calcio 0,25 M e o tempo de coagulacdo determinado em

duplicata para cada concentracéo.
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5.5.2 Tempo de Trombina (TT)

Para as analises de TT foram utilizadas as concentracdes de 5, 10, 25, 50 e
100 pug de polissacarideo/ml de plasma, tanto para os polissacarideos nativos
quanto para os polissacarideos sulfatados. Como controle negativo (valores de
coagulacao normais) foi utilizada uma solugdo de salina e como controle positivo
heparina (202 Ul/mg) nas concentragdes de 2, 5 e 10 pg/ml de plasma.

Foram incubados 90 pl de plasma com 10 pl de salina, polissacarideos
nativos e sulfatados, ou heparina a 37 °C por 2 min. Apés este tempo adicionou-se
200 pl de trombina e o tempo para o aparecimento do coagulo de fibrina foi medido.

Os testes foram realizados em duplicata para cada concentracao.

5.6 TESTES IN VIVO

Os experimentos in vivo de trombose venosa foram realizados com ratos
Wistar fémeas e machos e os experimentos de tendéncia hemorragica em ratos
Wistar fémeas, pesando de 180 a 220 g, obtidos do biotério do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram anestesiados com
uma injecdo intramuscular de uma mistura de cetamina (100 mg/kg de peso
corporeo) e xilasina (16 mg/kg de peso corpéreo). Todos os experimentos com
animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (N° 226)
realizados de acordo com Principles of Laboratory Animal Care (NIH publicacao 85-

23, revisada em 1985) adotado pela Universidade Federal do Parana.

5.6.1 Modelo de Trombose Venosa Estase-Induzida em Ratos

A formacdo do trombo foi induzida por uma combinacdo de estase e
hipercoagulabilidade (VOGEL et al, 1989; BERRY et al, 1994). Os ratos foram

anestesiados e colocados em posicdo supina sobre a mesa cirurgica. A artéria
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cardtida direita foi cuidadosamente exposta, dissecada e canulada para
administracao de salina, polissacarideos e tromboplastina. A veia cava abdominal foi
cuidadosamente dissecada e suturas frouxas foram colocadas entre a veia renal
direita e as veias femorais, e na veia renal esquerda. Veiculo (salina), heparina ou
polissacarideos sulfatados foram injetados pela artéria carétida direita e, apos uma
circulacdo de 5 min, a formacdo do trombo foi induzida pela infusdo de
tromboplastina (5 mg/kg de peso corporeo) e, apds 20 s, foi realizada a estase de
um segmento de 0,7 cm da veia cava abdominal, a qual foi mantida por 20 min.
Ap6s este tempo, o trombo formado no interior do segmento ocluido foi
cuidadosamente removido, lavado com salina, seco por 1 h a 60 °C e pesado. Para
cada grupo de animais testados (n = 6), a média do peso do trombo + erro-padréao
da média (EPM) foi determinada e expressa como uma porcentagem do peso, com
100% representando a auséncia de qualquer inibicado de trombose (peso do trombo

com a administragéao de salina).

5.6.2. Determinagéo da Tendéncia Hemorragica

Para avaliacao do efeito hemorragico os ratos foram anestesiados € a artéria
carétida direita dos animais canulada para a administracdo da solugao-veiculo
(salina), polissacarideos sulfatados ou heparina. Apds a circulagdo dos compostos
por 5 min, as caudas dos animais foram cortadas a 3 mm da extremidade terminal e
imersas em 40 ml de agua destilada. A perda de sangue foi determinada, 60 min
apoés, pela medida da quantidade de hemoglobina dissolvida na agua, usando um
método espectrofotométrico. O volume de sangue foi determinado por comparacao
com uma curva padrao obtida em 540 nm. Para cada grupo de doses testadas (n =
6), a média do volume de sangue perdido + erro-padrdao da média (EPM) foi

determinada.
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5.7 ENSAIO DE AGREGAGAO PLAQUETARIA IN VITRO

5.7.1 Agregacéo Plaquetaria com ADP

Sangue periférico de voluntarios humanos foi coletado em solugéo de citrato
de sodio a 3,8% (9 partes de sangue para 1 parte de citrato de sodio). O sangue foi
centrifugado a 110 x g por 15 min a temperatura ambiente, para a obtencdo do
plasma rico em plaquetas (PRP; nimero de plaquetas ajustado para 100.000/ul). Os
polissacarideos sulfatados (200 pg, concentragao final) foram adicionados a 900 pl
de PRP e, apés 1 min a 37 °C, a agregacao plaquetaria foi estimulada com 10 uM de
adenosina difosfato (ADP). A extensao da agregacao, em um periodo de 5 min a 37
°C, foi quantificada por método turbidimétrico em espectrofotémetro Shimadzu UV-
2450 como aumento da transmitancia a 600 nm. Foi considerado 100% de
agregacdo o aumento de transmitancia obtido sem adicdo de polissacarideos
(BORN, 1962).

5.7.2 Agregacao Plaquetaria com a-Trombina

Para o ensaio de agregacdao com a-trombina como agonista, o sangue foi
coletado com 5 mM de EDTA como anticoagulante. As plaquetas foram obtidas por
centrifugacdo do PRP a 800 x g por 15 min, seguida pela lavagem (2x) com tampao
Tyrode sem calcio, pH, 6,5, contendo 0,1% de glucose, 0,2% de gelatina, 0,14 M de
NaCl, 0,3 M de NaHCOQO3, 0,4 mM de NaH,PQOy, 0,4 mM de MgCl,, 2,7 mM de KCI, e
0,2 mM de EGTA. As plaquetas lavadas foram ressuspendidas em tampao Tyrode
modificado, pH 7,4, com 2 mM de CaCl, (100.000 plaquetas/ul). Os polissacarideos
sulfatados (200 ng, concentracao final) foram adicionados a 900 pl da suspenséo de
plaguetas e, apés 1 min de incubacdo a 37 °C, a agregacao plaquetaria foi
estimulada com 1 uM de a-trombina. A extensdo da agregacao, em um periodo de 5

min a 37 °C, foi quantificada por método turbidimétrico em espectrofotdmetro
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Shimadzu UV-2450 como aumento da transmitancia a 600 nm. Foi considerado
100% de agregacdo o aumento de transmitancia obtido sem adicdo de

polissacarideos.

5.8 ENSAIO DE INIBICAO DE o-TROMBINA OU FATOR Xa

O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos. A concentracao final dos
reagentes foi de 6 nM de a-trombina ou 8 nM de fator Xa, 100 nM de AT ou 15 nM
de HCIl e 0 a 300 pg/ml de polissacarideos sulfatados em 75 ul de tampao TS/PEG
(Tris/HCI 0,02 M, contendo 0,15 M de NaCl e 1 mg/ml de polietilenoglicol 8.000, pH
7,4). A a-trombina ou o fator Xa foram adicionados por ultimo no meio reacional.
Apo6s um minuto de incubacao a 37 °C, foi adicionado 25 ul de substrato cromdgeno
especifico para a-trombina (S-2238 - Instrumentation Laboratory) ou para fator Xa
(Sigma-Aldrich) em uma concentracéo final de 100 uyM e a absorbancia foi
mensurada a 405 nm por 15 min em um leitor de microplaca (Infinite M200, Tecan
Group, Switzerland). A mudanga na absorbancia foi proporcional a atividade residual
da a-trombina ou do fator Xa restante na mistura reacional. A reacdo sem adicédo de
polissacarideo sulfato foi considerado 100% de atividade. AT, HCII, trombina e fator
Xa foram adquiridos da empresa Haematologic Technologies Inc. (Essex Junction,
VT, USA).

Foram também realizados ensaios de inibicdo direta dos polissacarideos

sobre a a-trombina e fator Xa sem a adigao de AT ou HCII.

5.9 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ANOVA e

sequencialmente pelo teste de Tukey. Valores de p < 0.05%, < 0.01** ou < 0.001***

foram considerados significantes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SULFATACAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos foram quimicamente sulfatados utilizando como agente
sulfatante o acido clorossulfénico e a piridina como catalisador (O’'NEILL,1955). A
metodologia utilizada para sulfatagao foi eficiente, gerando diversas estruturas com
diferentes graus de substituicdo (DS) e com um aumento do peso (em mg). O DS
dos polissacarideos quimicamente sulfatados variou de 0,57 a 2,04, o que
corresponde ao numero de grupos sulfatos substituintes por unidade
monossacaridica (TABELA 2).

TABELA 2 - POLISSACARIDEOS QUIMICAMENTE SULFATADOS

Polissacarideo  Polissacarideo

Polissacarideo Sigla nativo (mg)®  sulfatado (mg)® Sigla D&
B-D-(1—-6)-Glucana GAb 1600 2800 GADb-S1 1,38
B-D-(1—3)-(1—6)-Glucana GPf 700 1000 GPf-S1 0,57
GPf-S1 GPf{-S1 780 940 GPf-S2 0,60
Fucomanogalactana FmgLe 700 1443 FmgLe-S1 2,04
Manogalactana MgPr 360 720 MgPr-S1 1,31

a) Quantidade de polissacarideo utilizado para sulfatagéo quimica;
b) Quantidade de polissacarideo apds o procedimento de sulfatagao quimica;

(
(
(c) Grau de substituicao determinado pelo método de DODGSON e PRICE (1962) ap6s sulfatagao;
(

*) A B-D-(1—-3)-(1—6)-glucana foi sulfatada duas vezes, sequencialmente.

A glucana isolada de P. florida apresentou uma baixa sulfatacdo, comparado
com os outros polissacarideos estudados, uma vez que foram utilizados 700 mg do
polissacarideo nativo, gerando uma massa de 1000 mg de polissacarideo sulfatado
(GPf-S1), com um DS de 0,57. Na tentativa de aumentar a quantidade de sulfato

desta amostra, 700 mg de GPf-S1 foram re-sulfatados originando GPf-S2. O peso
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obtido foi de 940 mg e DS de 0,60. Esta diferenca na eficiéncia da sulfatacao deve-
se, provavelmente, ao fato de que nao foi possivel solubilizar totalmente a glucana
nativa (GPf) em formamida, pois a mesma formou um gel no solvente, sendo que a
solubilidade do polissacarideo interfere na reacdo (ALBAN et al., 1992). Apds a
primeira sulfatagdao, GPf-S1 apresentou uma melhor solubilidade no meio reacional e
a quantidade de &cido adicionada foi maior, favorecendo uma maior eficiéncia na
modificagdo quimica do polissacarideo, porém esta estratégia ndo aumentou o DS
das moléculas.

O polissacarideo que apresentou um maior DS foi FmglLe-S1 (2,04),
provavelmente, devido a alta solubilidade da fucomanogalactana no meio reacional.
GAb-S1 e MgPr-S1 apresentaram valores intermediarios de DS, 1,38 e 1,31,
respectivamente.

Existem diversos reagentes que podem ser utilizados para a sulfatacao
quimica de polissacarideos, como por exemplo: acido piperidina-N-sulfénico em
Me,.SO (MIHAI; MOCANU; CARPQV, 2001), complexos de trioxido de enxofre (SO3)
em piridina (CHAIDEDGUMJORN et al., 2002) e sulfato de metil-sédio e metil-
piridinio (TAKANO et al., 2000). Dentre os reagentes mais comumente utilizados
para a sulfatacdo quimica destacam-se o acido clorossulfénico e a piridina, pois
resultam em um maior rendimento e um maior DS (YOSHIDA et al., 1995; WAN; LlI;
CHANG; 2009).

A determinagcdo do DS envolve a hidrélise acida do polissacarideo, seguida
pela determinagéo do sulfato inorgéanico liberado, o qual é determinado como sulfato
de bario. E um método turbidimétrico simples e rapido, e as interferéncias séo
minimizadas pela adicao de acido tricloroacético. A gelatina utilizada na metodologia
estabiliza a suspensao de sulfato de bario, mantendo a turbidez por um maior tempo
(DODGSON, 1961; DODGSON e PRICE, 1962).

O teor de sulfato das moléculas é importante, uma vez que a atividade
anticoagulante de polissacarideos sulfatados resulta da interacdo das cargas
negativas destes grupos com sequéncias peptidicas ricas em aminoacidos basicos
de proteinas reguladoras do processo de coagulagdo sanguinea. Geralmente esta
atividade aumenta com um maior DS (HUANG et al, 2003; HAN et al, 2005).
Entretanto, estudos indicam que o DS nao é o Unico parametro importante para esta
atividade, sendo que a estrutura quimica destes polimeros também tem grande
influéncia (ALBAN; SCHAUERTE; FRANZ, 2002).
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6.2 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS QUIMICAMENTE
SULFATADOS

6.2.1 Analise da Homogeneidade e Calculo da M, dos Polissacarideos

Quimicamente Sulfatados

Como a reagdo de sulfatagdo envolve o uso de um &cido forte, a
temperatura no meio reacional deve ser controlada para evitar a degradacao do
polissacarideo. Para verificar a integridade destas cadeias apds a reacao, bem como
para o calculo da massa molar, o qual deve aumentar com a sulfatacdo, foram
realizadas analises de HPSEC-MALLS.

O perfil de eluicdo de GAb-S1 indica que houve uma quebra da molécula,
uma vez que sao observadas duas populacdes de polissacarideos, uma com uma
maior massa molar que GAb e outra com uma menor massa molar (FIGURA 6A). A
M, desta populacdo de maior tamanho foi de, aproximadamente, 7,1 x 10* g/mol
(dn/dc = 0,134).

Os perfis de eluicao de GPf-S1 e GPf-S2 ndo apresentaram diferencas
significativas, estando de acordo com a determinacdo do grau de substituicao, os
quais foram similares. Para estes polissacarideos também é possivel observar a
presenca de duas populacbes de polissacarideos. Provavelmente a baixa
solubilidade de GPf no meio reacional utilizado para a sulfatagé@o influenciou, sendo
que algumas moléculas podem ter tido uma menor sulfatacao (FIGURA 6B). GPf nao
foi submetida a andlise por HPSEC-MALLS por néo ser solavel em nitrito.

Quando se compara o perfil de eluicdo de FmglLe e FmgLe-S1 é possivel
observar que nao houve quebra da cadeia polissacaridica pela sulfatacdo quimica e
que houve uma aumento da massa molar da molécula, caracterizado por um
deslocamento do perfil de eluigdo para a esquerda (FIGURA 6C). FmglLe
apresentava uma M, de 1,62 x 10* g/mol (dn/dc = 0,167; CARBONERO et al., 2008)
e ap6s a sulfatagao passou a ter uma My de 4,3 x 10* g/mol (dn/dc = 0,164).

MgPr também apresentou um perfil de eluicdo homogéneo apés a sulfatacao
e uma ganho de M,, a qual passou de 4,5 x 10* (dn/dc = 0,195; ROSADO et al.,
2003) para 6,12 x 10* g/mol (dn/dc = 0,195) (FIGURA 6D).
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FIGURA 6 - PERFIS DE ELUICAO DOS POLISSACARIDEOS NATIVOS E
SULFATADOS EM HPSEC USANDO O DETECTOR DE iNDICE DE

REFRACAOQ. A) GAb em azul e GAb-S1 em vermelho. B) GPf-S1 em azul e
GPf-S2 em vermelho. C) FmglLe em azul e FmglLe-S1 em vermelho. D) MgPr em

azul e MgPr-S1 em vermelho.

6.2.2 Andlise de RMN-C™ e Metilagdo dos Polissacarideos Quimicamente

Modificados

As amostras quimicamente sulfatadas foram analisadas por RMN-C' e seus
espectros comparados com aqueles obtidos das amostras nativas. Todos os
espectros das amostras quimicamente sulfatadas apresentaram um maior niumero

de sinais, bem como uma maior complexidade, sendo que pode ter ocorrido uma

sobreposicao de sinais.
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O espectro de RMN-C™ de GAb (FIGURA 7A) apresenta seis sinais
caracteristicos de uma B-glucana (C-1 em & 103,0) linear com ligagdes (1—6), sendo
o sinal em o 68,3 correspondente ao -CH.OH-6 substituido. Os sinais em & 73,2,
76,4, 69,9 e 75,3 correspondem aos carbonos C-2, C-3, C-4 e C-5, respectivamente
(GORIN, 1981). O espectro de RMN-C'™ de GAb-S1 apresentou um maior nlimero
de sinais, devido a sulfatagdo, com sinais em 3 84,1 e em 80,2 que sugerem O-
substituicao em C-3 e C-4, respectivamente. O sinal em 6 101,1 corresponde ao
deslocamento para campo mais alto (B-shiff) dos sinais de C-1, correspondendo ao
carbono anomérico de unidades substituidas em O-2 (FIGURA 7B). Nao é possivel

correlacionar outros sinais devido a possivel sobreposicao dos mesmos.
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FIGURA 7 - ESPECTROS DE RMN-C'® DE GAb (A) EM D,O OBTIDO A 40 °C E DE
GAb-S1 (B), EM D,O OBTIDO A 70 °C.
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Foi observado um aumento de derivados metilados de GAb-S1 (TABELA 3),
indicando que a sulfatagao foi preferencial nos grupos OH-2 e OH-3 e em menor
proporcdo em OH-4, reforcando os dados de RMN-C'3. Estes dados estdo de acordo
com outro estudo com glucanas sulfatadas, onde foi observado que dentre estes
grupos, o grupo OH-2 é o grupo mais favoravel a sulfatacdo, seguido por OH-3
(ALBAN; SCHAUERTE; FRANZ, 2002).

TABELA 3 - COMPONENTES ESTRUTURAIS DE GAb E GAb-S1, BASEADOS NA
ANALISE DE METILACAO

Acetatos de alditéis . o Mol (%)° Grupos de insergdo de
parcialmente O-metilado® Tipo de ligagao GAb GAb-S1 SOs-
2,3,4,6-Me,-Glc Glep-(1— 0,5
2,3,4-Me;-Glc —6)-Glcp-(1— 99,5 1,3

2,4-Me,-Glc —3,6)-Glcp-(1— 23,6 OH-3
3,4-Me,-Glc —2,6)-Glcp-(1— 17,9 OH-2
2,3-Me,-Glc —4,6)-Glclp-(1— 59 OH-4

2-Me-Glc —3,4,6)-Glep-(1— 12,0 OH-3 e OH-4

3-Me-Glc —2,4,6)-Glep-(1— 43 OH-2 e OH-4

4-Me-Glc —2,3,6)-Glep-(1— 10,7 OH-2 e OH-3

Glc —2,3,4,6)-Glcp-(1— 24,3 OH-2, OH-3 e OH-4

@ Acetatos de alditois acetatos parcialmente O-metilados obtidos por per-O-metilagdo seguido por hidrdlise,
redugdo com NaB?H,, e analisados por GC-MS (coluna DB-225).

® Estrutura baseada nos alditéis acetatos parcialmente O-metilados.

¢ Porcentagem da &rea do pico relativa a area total.

Estudos prévios do isolamento e caracterizacdo quimica da B-glucana de P.
florida realizaram o assinalamento de todas as unidades deste polimero. O sinal em
8 103,1 corresponde ao C-1 das unidades de terminais ndo-redutores, enquanto que
o sinal em & 102,9 corresponde ao C-1 das unidades 3-O- e 3,6-di-O-substituidas.
Os sinais em 4 86,6 a 86,0 correspondem ao C-3 O-substituido e o sinal em 6 68,6
ao -CH,OH-6 substituido (SANTOS-NEVES et al., 2008).

Comparando os espectros de RMN-C' da glucana nativa (FIGURA 8A), da
glucana apds o primeiro ciclo de sulfatacdo (FIGURA 8B) e da glucana apds o
segundo ciclo (FIGURA 8C) é possivel observar diferencas entre eles. Apesar dos
DS de GPf-S1 e GPf-S2 serem similares, quando determinados pelo método
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turbidimétrico, os espectros de RMN-C'® indicam que estas moléculas apresentam
algumas variacées em relacao a substituicdo de suas unidades por grupos sulfatos.
Dentre estas, observa-se uma diminuicdo progressiva dos sinais de C-1 dos
terminais nao-redutores (6 103,1), bem como dos sinais de C-3 livre (6 76,5) e de C-
6 livre (6 61,2 e 61,0). Também € possivel observar o aparecimento de sinais na
regido de 6 81,1 a 77,0, os quais podem ser de substituicbes de OH-4 e OH-2,
respectivamente. Como esperado, a sulfatacdo quimica deste polimero ocorreu,
preferencialmente, nos terminais nao-redutores e em algumas unidades
monossacaridicas da cadeia principal, observado pela diminuicdo dos sinais de -
CH,OH-6 (6 61,2 a 60,9). Para GPf-S2 também houve um deslocamento dos sinais

de C-1 para campo mais alto (6 101,1), indicando substituicdo em O-2.
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FIGURA 8 - ESPECTROS DE RMN-C'™ DE GPf (A), EM Me»SO-ds A 70 °C
(CARBONERO et al., 2008) E DE GPf-S1 (B) E GPf-S2 (C) OBTIDOS
A 70 °C EM D,O.

As andlises de metilacao de GPf-S1 e GPf-S2 confirmam as diferengas no
padrao de sulfatacao destas moléculas (TABELA 4). Como observado nas analises
de RMN-C'3, os dados de metilagdo também mostram que houve uma diminuicao
dos terminais nao-redutores de Glcp. A sulfatacdo dos terminais nao-redutores pode
ocorrer em todos os grupos OH. Os derivados tri-metilados, 3,4,6-Mes-Glcp e 2,3,6-

Mes-Glcp correspondem a sulfatacao dos terminais nao-redutores de Glcp em OH-2
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e OH-4, respectivamente. Os derivados di-metilados 3,6-, 2,3- e 3,4-Me,-Glup
correspondem, respectivamente, a sulfatacdo em OH-2 e OH-4, OH-4 e OH-6, e OH-
2 e OH-6 dos terminais nao-redutores. O derivado 3-Me-Glcp corresponde aos
terminais nao-redutores sulfatados em OH-2, OH-4 e OH-6.

Pela metodologia de metilacdo adotada, as unidades de terminais nao-
redutores, as unidades (1—3)-ligadas e (1—3)-ligadas substituidas em O-6 de GPf,
apods a sulfatacao, podem originar o mesmo derivado metilado. O derivado metilado
2,6-Me,-Glcp pode corresponder as unidades de terminais nao-redutores sulfatadas
em OH-3 e em OH-4, ou as unidades (1—3)-ligadas sulfatadas somente em OH-4. O
derivado metilado 2-Me-Glcp pode corresponder aos terminais nao-redutores tri-
sulfatados, as unidades (1—3)-ligadas sulfatadas em OH-4 e OH-6 ou as unidades
(1—3)-ligadas substituidas em O-6 sulfatadas em OH-4. As unidades ndo metiladas
de Gilcp podem corresponder aos terminais nao-redutores tetra-sulfatados, as
unidades (1—3)-ligadas sulfatadas em OH-2, OH-4 e OH-6 ou as unidades de Gilcp
(1—3)-ligadas substituidas em O-6 sulfatadas em OH-2 e OH-4.
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TABELA 4 - COMPONENTES ESTRUTURAIS DE GPf,
BASEADOS NA ANALISE DE METILACAO

GPf-S1 E GPf-S2,

Acetato de alditois ] b Mol (%)° Grupos de insergao de
parcialmente O-metilado® Tipo de ligagao GPi® GPf-S1 GPf-S2 SOs-
2,3,4,6-Me4-Glc Glep-(1—> 20,4 17,2 7,4
2,4,6-Me;-Glc —3)-Glep-(1— 59,5 41,8 48,8 OH-3
3,4,6-Me;-Glc —2)-Glep-(1— 2,9 OH-2
2,3,6-Me;-Glc —4)-Glep-(1— 2,4 OH-4
2,6-Me,-Glc' —3,4)-Glep-(1— 1,7 1,6 OH-3 e OH-4
3,6-Me,-Glc —2,4)-Glcp-(1— 1,5 2,1 OH-2 e OH-4
2,4-Me,-Glc 3,6)-Glcp-(1—» 20,1 17,3 18,0
2,3-Me»-Glc —4,6)-Glcp-(1— 2,6 OH-4 e OH-6
3,4-Me,-Glc —2,6)-Glcp-(1— 2,0 OH-2 e OH-6
2-Me-GIc? —3,4,6)-Glcp-(1— 3,9 1,1 OH-3, OH-4 e OH-6
3-Me-Gilc —2,4,6)-Glcp-(1— 1,9 OH-2, OH-4 ¢ OH-6
4-Me-Glc® —2,3,6)-Glep-(1— 1,8 OH-2, OH-3 e OH-6
Glc* —2,3,4,6)-Glcp-(1— 10,0 14,1  OH-2, OH-3, OH-4 e OH-6

a Acetatos de aldit6is parcialmente O-metilados obtidos por per-O-metilacéo seguida por hidrolise, redugédo com
NaB?Hs, e analise por GC-MS (coluna DB-225).
P Estrutura baseada nos acetatos de alditois parcialmente O-metilados.
¢ Porcentagem da area do pico relativo a area total.
d " SANTOS-NEVES et al., 2008.

' Derivado metilado que pode corresponder aos terminais nao-redutores di-sulfatados ou a unidades de Glcp
51 —3)-ligadas sulfatadas em OH-4.

Derivado metilado que pode corresponder aos terminais nao-redutores tri-sulfatados, & unidades de Glcp

(1—3)-ligadas sulfatadas em OH-4 e OH-6 ou a unidades de Glcp (1—3)-ligadas substituidas em O-6 por
terminais nao-redutores e sulfatadas em OH-4.

Derivado metilado que pode corresponder aos terminais nao-redutores tri-sulfatados, & unidades de Glcp

(1—3)-ligadas sulfatadas em OH-2 e OH-6 ou a unidades de Glcp (1—3)-ligadas substituidas em O-6 por
terminais nao-redutores e sulfatadas em OH-2.

Derivado metilado que pode corresponder aos terminais néo-redutores tetra-sulfatados, a unidades de Glcp
(1—3)-ligadas sulfatadas em OH-2, OH-4 e OH-6 ou a unidades de Glcp (1—3)-ligadas substituidas em O-6 por
terminais nao-redutores e sulfatadas em OH-2 e OH-4.

Os sinais obtidos pela andlise de RMN-C'® de FmglLe-S1 (FIGURA 9B)
foram comparados com as analises espectroscopicas de RMN mono- e bi-
dimensionais de FmglLe realizadas por CARBONERO et al., 2008 (RMN-C' de
FmgLe: FIGURA 9A). E possivel observar uma diminuicdo dos sinais de carbono
anomeérico dos terminais nao-redutores das unidades de -manopiranose (6 104,0) e
de o-fucopiranose (6 103,9), além de um aumento dos sinais de C-1 das unidades

de a-galactopiranose di-O-substituidas (6 100,6). O sinal em & 82,9 sugere C-3 O-
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substituido, indicando que pode ter ocorrido sulfatagdo dos grupos OH-3 de algumas
unidades. O sinal em & 80,3 das unidades de galactose substituidas em O-2 na
molécula nativa também foi intensificado nos espectro de FmglLe-S1, sugerindo a
sulfatacdo destes grupos de algumas unidades de galactose. Também é possivel
observar uma diminuicao da intensidade dos sinais em & 78,6; 75,4; 72,8; e 63,5
correspondentes ao C-2, C-3, C-4 e C-6 das unidades de manose terminais nao-
redutoras, respectivamente. A sulfatacdo da fucomanogalactana também ocasionou
um deslocamento dos sinais de -CH3-6 para campo mais baixo (6 18,1 € 18,5). Estes
dados sugerem que a sulfatagdo ocorreu, principalmente, nas unidades substituintes

da cadeia principal (B-Man e a-Fuc) e em algumas unidades de galactose da cadeia

principal.
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FIGURA 9 - ESPECTROS DE RMN- C'® DE FmgLe (A), OBTIDO A 40 °C EM DO
(CARBONERO et al., 2008) E DE FmgLe-S1 (B), OBTIDO A 70 °C
EM D>O.
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Os dados de metilagcdo estdo de acordo com os dados de espectroscopia
obtidos, pois mostra uma reducdo dos derivados metilados correspondentes aos
terminais ndo de redutores de manose (2,3,4,6-Mes-Man) com concomitante
aparecimento de unidades de Manp mono-, di-, tri- e tetra-substitidas. Os derivados
metilados correspondentes aos terminais nao-redutores de fucose (2,3,4-Mes.Fuc),
também reduziram gerando derivados correspondentes a unidades de Fucp mono- e
di-substituidas. As unidades de Galp (1—6)-ligadas podem ter sido sulfatadas em
OH-2 e OH-4 (2,3-Me,-Galp) e em OH-3 (2,4-Me,-Galp).

As unidades de Galp (1—6)-ligadas e (1—6)-ligadas substituidas em O-2
podem originar o mesmo derivado metilado. O derivado metilado 3-Me-Galp pode
corresponder as unidades (1—6)-ligadas sulfatadas em OH-2 e OH-4 ou as
unidades (1—6)-ligadas substituidas em O-2 e sulfatadas em OH-4. O derivado
metilado 4-Me-Galp pode corresponder as unidades (1—6)-ligadas sulfatadas em
OH-2 e OH-3 ou as unidades (1—6)-ligadas substituidas em O-2 e sulfatadas em
OH-3. As unidades nao metiladas de Galp podem corresponder as unidades (1—6)-
ligadas sulfatadas em OH-2, OH-3 e OH-4 ou as unidades (1—6)-ligadas
substituidas em O-2 e sulfatadas em OH-3 e OH-4 (TABELA 5).
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TABELA 5- COMPONENTES ESTRUTURAIS DE FmgLe E FmgLe-S1, BASEADOS
NA ANALISE DE METILAGAO

Alditois acetatos Tipo de Ligagdo® Mol (%)° Grupos de insercao de
parcialmente O-metilados® FmgLe® FmgLe-S1 SOs
2,3,4-Mes.Fuc Fucp-(1— 11 4,7
2,3,4,6-Mes-Man Manp-(1— 21 7,2
2,3-Mex-Fuc 4—)Fucp-(1— 2,9 OH-4
3,4-Mex-Fuc 2—)Fucp-(1— 2,2 OH-2
2,3,4,6-Me4-Gal Galp-(1— 1
2-Me-Fuc 3,4—)Fucp-(1— 0,4 OH-3 e OH-4
3-Me-Fuc 2,4—)Fucp-(1— 0,5 OH-2 e OH-4
3,4,6-Mes-Man 2 —)Manp-(1— 5,4 OH-2
2,3,4-Mes-Gal 6—)-Galp-(1— 34 28,7
4,6-Mez-Man 2,3 —»)Manp-(1— 23 OH-2 e OH-3
3,6-Me,-Man 2,4—) Manp-(1— 1,1 OH-2 e OH-4
2,3-Me,-Man 4,6—) Manp-(1— 23 OH-4 e OH-6
3,4-Mex-Man 2,6—) Manp-(1— 1,1 OH-2 e OH-6
2,4-Mex-Man 3,6—) Manp-(1— 3,5 OH-3 e OH-4
2,3-Mex-Gal 2,4—)-Galp-(1— 5,4 OH-2 e OH-4
2,4-Me,-Gal 3,6—)-Galp-(1— 1,4 OH-3 e OH-6
3,4-Me,-Gal 2,6—)- Galp-(1— 33 5,7
4-Me-Man 2,3,6—)-Manp-(1— 1,0 OH-2, OH-3 e OH-6
3-Me-Gal' 2,4,6—)-Galp-(1— 0,6 OH-2 e OH-4
4-Me-Gal? 2,3,6—)-Galp-(1— 14,2 OH-3
Man 2,3,4,6—)-Manp-(1— 22  OF2 QM8 OR-4e
Gal® 2,3,4,6—)-Galp-(1— 4,4 OH-3 e OH-4

2 Acetatos de alditois parcialmente O-metilados obtidos por per-O-metilagio seguida por hidrélise, redugdo com
NaB?H,, e analise por GC-MS (coluna DB-225).

P Estrutura baseada nos acetatos de alditois parcialmente O-metilados.

¢ Porcentagem da &rea do pico relativo a area total.

4 CARBONERO et al., 2008.

! Derivado metilado que pode corresponder as unidades de Galp (1—6)-ligadas sulfatadas em OH-2 e OH-4 ou
as unidades de Galp (1—6)-ligadas substituidas em O-2 e sulfatadas em OH-4.

2 Derivado metilado que pode corresponder as unidades de Galp (1—6)-ligadas sulfatadas em OH-3 ou as
unidades de Galp (1—6)-ligadas substituidas em O-2 e sulfatadas em OH-3.

% Derivado metilado que pode corresponder as unidades de Galp (1—6)-ligadas sulfatadas em OH-2, OH-3 e
OH-4 ou as unidades de Galp (1—6)-ligadas substituidas em O-2 e sulfatadas em OH-3 e OH4.



- 68 -

Os sinais obtidos pela analise de RMN-C'® de MgPr-S1 (FIGURA 10B)
também foram comparados com as anélises espectroscopicas de RMN-C'® de MgPr
realizadas por ROSADO et al., 2003 (FIGURA 10A).O espectro de RMN-C™ de
MgPr apresenta sinais de C-1 em & 101,9 correspondentes aos terminais néo-
redutores de B-manopiranose e 0s sinais em d 98,9 e 98,3 sdo correspondentes ao
C-1 das unidades de a-galactopiranose 6-O- e 2,6-di-O-substituidas,
respectivamente. O sinal em & 77,3 corresponde a O-substituicdo em C-2 e o sinal
em 8 79,4 corresponde ao C-3 das unidades de galactose 3-O-metiladas (ROSADO
et al., 2003). O espectro de RMN-C'® de MgPr-S1 apresentou algumas diferencas
em relagao ao espectro de MgPr. Houve um deslocamento dos sinais referentes a
O-substituicdes, com um forte deslocamento para campo mais baixo (a-shift, ppm
mais alto) e desaparecimento dos sinais de -CH>OH-6 das unidades de B-D-Manp
nao substituidas (6 61,2), devido a completa sulfatagdo destas unidades. Também
houve um deslocamento para campo mais alto (8-shift, ppm mais baixo) dos sinais
em & 101,9 correspondendo a sulfatacao de HO-2, correspondendo ao efeito da

substituicdo em OH-2 no carbono anomérico.
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FIGURA 10 - ESPECTROS DE RMN-C'® DE MgPr (A), OBTIDO A 40 °C EM D0
(ROSADOet al., 2003) E DE MgPr-S1 (B), OBTIDO A 70 °C EM D:O.

As andlises de metilacdo de MgPr-S1 estdo de acordo com os dados de
RMN-C', pois foi observada uma total substituicdo por sulfato nos terminais nao
redutores de manose, os quais podem conter dois grupos sulfatos por unidade
(derivados metilados: 3,4-Meo-Manp e 2,6-Mex-Manp) e algumas unidades
completamente sulfatadas, pela presenca de manose nao-metilada.

As unidades de Galp (1—6)-ligadas e (1—6)-ligadas substituidas em O-2
podem originar 0 mesmo derivado metilado. O derivado metilado 4-Me-Galp pode

corresponder as unidades (1—6)-ligadas sulfatadas em OH-2 e OH-3 ou as
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unidades (1—6)-ligadas substituidas em O-2 e sulfatadas em OH-3. As unidades
nao metiladas de Galp podem corresponder as unidades (1—6)-ligadas sulfatadas
em OH-2, OH-3 e OH-4 ou as unidades (1—6)-ligadas substituidas em O-2 e
sulfatadas em OH-3 e OH-4 (TABELA 6).

TABELA 6- COMPONENTES ESTRUTURAIS DE MgPr E MgPr-S1, BASEADOS NA
ANALISE DE METILACAO

Alditol acetato parcialmente . o Mol(%)° Grupos de insercéo de
O-metilado® Tipo de ligagao MgPr? MgPr-St SO;
2,3,4,6-Me,-Man Manp-(1— 38
2,3,4-Mey-Gal —6)-Galp-(1— 24 7
2,6-Mex-Man —3,4)-Manp-(1— 6 OH-3 e OH-4
3,4-Mex-Man —2,6)-Manp-(1— 7 OH-2 e OH-6
3,4-Me,-Gal —2,6)- Galp-(1— 38 10
2-Me-Gal —3,4,6)-Galp-(1— 19 OH-2, OH-3 e OH-4
4-Me-Gal' —2,3,6)- Galp-(1— 26 OH-2 e OH-3
Man —2,3,4,6)-Manp-(1— 17 OH-2, OH-3, OH-4 e OH-6
Gal® —2,3,4,6)-Galp-(1— 8 OH-2, OH-3 e OH-4

2 Acetatos de alditois parcialmente O-metilados obtidos por per-O-metilagio seguida por hidrélise, redugdo com
NaB®Hs, e analise por GC-MS (coluna DB-225).

P Estrutura baseada nos acetatos de alditois parcialmente O-metilados.

¢ Porcentagem da &rea do pico relativo a area total.

¢ ROSADO et al., 2003.

! Derivado metilado que pode corresponder as unidades de Galp (1—6)-ligadas sulfatadas em OH-2 e OH-3 ou
as unidades de Galp (1—6)-ligadas substituidas em O-2 e sulfatadas em OH-3.

2 Derivado metilado que pode corresponder as unidades de Galp (1—6)-ligadas sulfatadas em OH-2, OH-3 e
OH-4 ou as unidades de Galp (1—6)-ligadas substituidas em O-2 e sulfatadas em OH-3 e OH-4.

6.3 ATIVIDADE ANTICOAGULANTE IN VITRO

O potencial anticoagulante das moléculas sulfatadas, bem como das
moléculas nativas foi determinado através dos testes aPTT (Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada) e TT (Tempo de Trombina). Estes testes sao

denominados de testes funcionais, pois monitoram a formagéao do coagulo de fibrina,
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sendo indicados como testes screennig para hemostasia, incluindo sintomas de
hemorragia, monitoramento da terapia anticoagulante e, também, como exame de
rotina para pré-operatérios (KAMAL; TEFFERI; PRUTHI, 2007).

Para a avaliagdo das atividades in vitro foram utilizadas a salina como
controle negativo (valores normais de coagulagao), concentracbes crescentes dos
polissacarideos nativos e quimicamente sulfatados (5, 10, 25, 50 e 100 ug/ml de
plasma, concentracao final), ou como controle positivo a heparina de alta massa
molar (220 Ul/mg) nas concentracdes de 2, 5 e 10 ug/ml de plasma (concentragcao

final) .

6.3.1 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT)

O reagente de aPTT é chamado de tromboplastina parcial ou parcialmente
ativada, pois o fator tissular ndo esta presente junto com os fosfolipidios (KAMAL;
TEFFERI; PRUTHI, 2007). Este teste baseia-se na ativagdo do sistema intrinseco da
coagulacao, constituindo uma boa metodologia para avaliacdo de problemas com os
fatores VIl e IX, além dos fatores de contato. A cefalina utilizada no teste atua como
substituto plaquetario e o fator de contato necessario para desencadear a
coagulagao é o caolin ou silica. A ativacao do fator Xl é dependente de célcio, sendo
necessaria a adicdo do mesmo para ativacdo da cascata (HAN et al, 2005,
MARTINICHEN et al., 2005). Assim, as deficiéncias ou inibidores dos fatores de
coagulacao das vias intrinseca e final comum resultam no prolongamento do teste
de aPTT.

A heparina apresentou atividade anticoagulante, sendo que na dose de
2 ug/ml aumentou em 2,2 vezes o tempo de coagulacao do plasma e na dose de
5 pg/ml ja inibiu completamente a formag¢ao do coagulo quando comparado com os

valores obtidos para o controle negativo (22 s).

De acordo com os dados obtidos, GAb-S1 foi capaz de prolongar o tempo de
coagulacdo de maneira dose-dependente e na concentracdo de 5 pug/ml o tempo
para coagulacao do plasma foi de 33,7s, sendo 1,5 vezes maior que 0 do grupo
controle negativo (22 s) e a acdo maxima (>300s) foi com atingida com 50 pg/ml,
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sendo que esta atividade se manteve com a concentracdo de 100 pg/ml. Ja o
polissacarideo nativo ndo foi capaz de prolongar o tempo de coagulacdo em
nenhuma das doses testadas (FIGURA 11A).

GPf-S1 e GPf-S2 também aumentaram o tempo de coagulacdo do plasma
de maneira dose-dependente, porém com uma menor atividade. GPf-S1 prolongou o
tempo de coagulacédo 1,8 vezes, o qual corresponde a um tempo de 36 s, na
concentracao de 25 ug/ml, enquanto que para esta mesmo efeito foi necessaria uma
menor dose de GPf-S2 (10 pg/ml). Porém, as atividades de GPf-S1 e GPf-S2
apresentaram, entre si, diferencas significativas somente nas maiores doses
testadas (50 e 100 ug/ml). Na dose de 50 pug/ml GPf-S2 foi capaz de aumentar o
tempo de coagulacdo para 124 s, correspondendo a um aumento de 6,2 vezes,
enquanto que GPf-S1, na mesma dose, foi capaz de aumentar somente 2,4 vezes
(49 s) comparados com os tempos de coagulacdo normais. Os dados também
indicam que nenhuma dose testada de GPf-S1 ou GPf-S2 foi capaz de inibir
completamente a formacao do coagulo de fibrina (> 300 s). A molécula nao sulfatada

(GPf) nao interferiu na coagulagao plasmatica (FIGURA 11B).

De acordo com os dados obtidos, FmglLe nao foi capaz de prolongar o
tempo de coagulacdo em nenhuma das doses testadas. Entretanto, FmgLe-S1 foi
capaz de prolongar o tempo de coagulacdo de maneira dose-dependente. Com uma
concentracdo de 25 pg/ml o tempo para coagulagcdo do plasma foi de 63 s,
aumentando em 2,5 vezes o tempo normal de coagulagdo e a acao maxima foi

alcancada com 100 pg/ml, a qual ndo permitiu a coagulacao (FIGURA 11C).

MgPr-S1 foi capaz de prolongar o tempo de coagulacdo de maneira dose-
dependente nas concentragoes testadas, sendo que com a concentragcao de 5 ug/mi
o tempo de ensaio foi de 37 s, aumentando em 1,6 vezes o tempo do grupo controle
e a acao maxima foi atingida com 100 pg/ml. Ja o polissacarideo nativo também nao
apresentou atividade (FIGURA 11D).
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FIGURA 11 - TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA (aPTT) para
GAb e GAb-S1 (A), GPf, GPf-S1 e GPf-S2 (B), FmgLe e FmgLe-S1
(C) e MgPr e MgPr-S1 (D) . Plasma humano com valores normais de aPTT foi

incubado com diferentes concentracées de polissacarideos. Resultados foram
expressos em tempo de coagulagdo (s) £ DP (n = 3), sendo consideradas
diferencgas significativas p < 0,05%, p < 0.01** e p < 0.001***, quando comparados
com o grupo controle negativo (salina). Valores >300 s foram considerados como
auséncia de coagulagao.

Quando se compara a relacdo entre o tempo de coagulagdo na presenca
(T1) e na auséncia (To) dos polissacarideos sulfatados, considerando que valores de
T1/To >13 indicam a auséncia de coagulacao do plasma no teste de aPTT, todos os
polissacarideos sulfatados foram capazes de prolongar a coagulagdo de uma
maneira dose-dependente, porém esta acdo nao foi igual para todas as moléculas
(FIGURA 12). Este ensaio é, frequentemente, utilizado na clinica para investigar as

alteracées do mecanismo de coagulacdo sanguinea, especialmente quando as
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deficiéncias envolvem os fatores que participam do sistema intrinseco da
coagulacao (YAVIN; WOLOZINSKY; COHEN, 2005).

14 -
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FIGURA 12 - TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA (aPTT).

Resultados expressos como T1/Ty, sendo o tempo de coagulagdo na presenca
(T4) e auséncia de polissacarideo (Ty) na mistura de incubagéao + SD (n = 3). Foi

considerada uma inibigao total da coagulagéao do plasma T;/To > 13.

Comparando as concentracdes necessarias dos polissacarideos sulfatados
para a obtengdo de um efeito anticoagulante, observa-se uma poténcia diferente,
pois alguns polissacarideos em baixas concentragdes ja sdo capazes de prolongar o
aPTT (TABELA 7). Estes dados sugerem que os polissacarideos sulfatados estao
interagindo com fatores da via intrinseca da coagulacdo, prolongando o tempo
necessario para a coagulacdo, e que as diferencas estruturais entre eles resultam

em respostas diferentes.
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TABELA 7 - ATIVIDADE ANTICOAGULANTE, AVALIADA POR aPTT, DOS
POLISSACARIDEOS SULFATADOS

_ ] . Concentragao b
Polissacarideo Atividade a aPTT (T4/To)™
(ng/ml plasma)
Minima 5 1,5
GADb-S1
Maxima 50 >13
Minima 10 1,2
GPf-S1
Maxima 100 4
Minima 5 1,1
GPf-S2
Maxima 100 9
Minima 20 2,5
FmglLe-S1
Maxima 100 >13
Minima 5 1,6
MgPr-S1
Maxima 100 >13

# Concentragdes de polissacarideos necessarias para a obtengéo de um efeito anticoagulante minimo
e maximo pelo teste de aPTT.

® Relagdo do aumento do tempo de coagulagdo pelo teste de aPTT, sendo T, valores obtidos na
presenca do polissacarideo e Ty na auséncia do polissacarideo.

°Foi considerada uma inibig&o total da coagulagéo do plasma T/Ty> 13.

6.3.2 Tempo de Trombina (TT)

O teste de Tempo de Trombina é utilizado para avaliar o ultimo passo da
cascata de coagulacao, a formacado de fibrina mediada pela trombina (ALBAN;
FRANZ, 2001). A heparina j& inibiu totalmente a formagdo do coagulo na menor
dose testada (2 pg/ml), sendo esta atividade mantida nas outras concentragdes
testadas. Nenhum polissacarideo nativo apresentou atividade anticoagulante pelo
testede TT.

O polissacarideo GAb-S1 prolongou o tempo de coagulacdo do plasma
quando este tempo foi avaliado pelo teste de TT. Na concentragao de 5 pg/ml de
plasma o aumento do tempo de coagulacédo foi 46,7 s 0 que corresponde a um
aumento de 4,1 vezes em relacdo ao tempo de coagulacdo do controle negativo
(11,3 s), sendo a atividade maxima atingida na concentracdo de 100 pg/ml de
plasma, com valores de coagulagao > 300 s (FIGURA 13A).
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Somente GPf e GPf-S1 foram testados quanto ao teste TT. Neste teste GPf-
S1 apresentou uma melhor atividade do que no teste de aPTT, sendo que na
concentracao de 5 pg/ml o polissacarideo sulfatado prolongou em 1,8 vezes o tempo
de coagulacdo comparado com os tempos normais de coagulacao (11,3 s), inibindo
completamente a formacado do coagulo na concentracdo de 100 ug/ml (FIGURA
13B). GPf-S2 nao foi avaliado quanto sua acao anticoagulante pelo teste de TT, pois
GPf-S1 ja havia apresentado um bom efeito anticoagulante, sendo que os resultados
seriam similares aos obtidos pelo teste de aPTT.

FmgLe-S1 apresentou uma boa atividade anticoagulante quando avaliada
pelo TT. Na menor concentracao testada (5 ug/ml), o polissacarideo ja foi capaz de
aumentar 5 vezes o tempo normal de coagulacao do plasma, sendo o tempo nesta
concentracdo de 62 segundos. FmgLe-S1 inibiu completamente a coagulacdo na
dose de 100 pg/ml (FIGURA 13C).

MgPr-S1 também apresentou uma atividade anticoagulante quando avaliado
por TT, sendo que na concentracao de 5 ug/ml de plasma o tempo de coagulacéo foi
de 42 s, significando um aumento de 3,8 vezes o tempo de coagulacédo do controle
negativo e uma inibicdo completa da inibicao foi alcancada com uma dose de 50
ug/ml de plasma (FIGURA 13D).



=77 -

A B .
>300-{wa-u & >300-{saa
O o s e
9 2001 ene 9 200-
g GAb £ —&— Salina
= —e— GAb-ST 2 -
100+ —8— Heparina 100+ o— GPi-S
—®— Heparina
[ ] o >
o—FTFTT— T T T T T oH—F—T T T F T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Polissacarideo (pg/ml) Polissacarideo (png/ml)
C D
>300{sa-n 'Y >300-{==a . s
@ @ —@— Salina
8- 200 —e— Salina 8_ 200+ —O— MgPr
QE, —O— Fmgle g —&— MgPr-S
= —&— FmgLe-S1 - —=&— Heparina (220 UI)
100 100+
—&— Heparina
0 ® <>—<> - <> 0¥

—fr T -1 r-r-r°r > r 1T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Polissacarideo (png/ml)

T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0

Polissacarideo (png/ml)

FIGURA 13 - TEMPO DE TROMBINA PARA GAb e GAb-S1 (A), GPf, GPf-S1 e GPf-
S2 (B), FmgLe e FmgLe-S1 (C) e MgPr e MgPr-S1 (D) . Plasma humano

com valores normais de TT foi incubado com diferentes concentracbes de
polissacarideos. Resultados foram expressos em tempo de coagulagdo (s) £ DP (n =
3), sendo consideradas diferengas significativas p < 0.001***, quando comparados
com o grupo controle negativo (salina). Valores >300 s foram considerados como
auséncia de coagulacao.

Fazendo a mesma relacao entre o tempo de coagulacéo na presenca (T+1) e
na auséncia (To) dos polissacarideos sulfatados, considerando que valores de T1/To
>30 indicam a auséncia de coagulacdo do plasma, todos os polissacarideos
sulfatados foram capazes de prolongar a coagulacdo de uma maneira dose-
dependente (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - TEMPO DE TROMBINA (TT). Resultados expressos como T;/T,, sendo o

tempo de coagulagdo na presenga (T;) e auséncia de polissacarideo (T,) na
mistura de incubagdo + SD (n = 3). Foi considerada uma inibicdo total da

coagulagéo do plasma T,/T, > 30.

Como observado pelo teste de aPTT, os polissacarideos sulfatados também
apresentaram uma atividade anticoagulante quando avaliados pelo teste de TT,
sendo que a poténcia deles foi diferente para cada um dos testes (TABELA 8). No
teste de TT, diferente do teste de aPTT, todos os polissacarideos foram capazes de
inibir completamente a coagulacédo do plasma. Esta maior atividade pelo teste de TT
era esperada, uma vez que este teste avalia diretamente a formagao de trombina,

sugerindo que o mecanismo anticoagulante destas amostras deve-se a uma inibicao

—e— Salina
—— GAb-S1
—e— GPf-St
—— FmgLe-S1
—— MgPr

—&— Heparina

da trombina, impedindo-a de continuar a cascata de coagulagao.
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TABELA 8 - ATIVIDADE ANTICOAGULANTE, AVALIADA POR TT, DOS
POLISSACARIDEOS SULFATADOS

. ) Atividade Concentragéo bo
Polissacarideo . a TT (T+/To)”
Anticoagulante (ng/ml plasma)
Minima 5 41
GAb-S1
Maxima 100 >30
Minima 10 1,8
GPf-S1
Maxima 100 >30
Minima 5 5
FmglLe-S1 .
Maxima 100 >30
Minima 5 3,8
MgPr-S1
Maxima 50 >30

@ Concentragdes de polissacarideos necessarias para a obtengéo de um efeito anticoagulante minimo
e maximo pelo teste de TT.

® Relagdo do aumento do tempo de coagulacdo pelo teste de TT, sendo T valores obtidos na
presenga do polissacarideo e Ty na auséncia do polissacarideo.

°Foi considerada uma inibig&o total da coagulacéo do plasma T+/Ty > 30.

Os resultados de aPTT e TT mostram que os polissacarideos nativos (nao
sulfatados) nao tem efeito sobre a coagulacdo do plasma (in vitro) e que o0s
polissacarideos sulfatados apresentam atividade anticoagulante. Estes testes
também indicam que estes polissacarideos sulfatados possuem poténcias
diferentes, pois foram necessarias diferentes concentracbes para ter-se o efeito
anticoagulante. Estas diferencas indicam que a quantidade de cargas negativas
(grupos sulfatos) € importante, porém ndo o Uunico fator determinante para a
atividade. A composicdo monossacaridica, bem como a conformacao das moléculas
em solucado pode favorecer uma maior interacdo com as proteinas que atuam na
cascata de coagulacéo.

Glucanas quimicamente sulfatadas tém sido estudas quanto suas atividades
anticoagulantes. Uma B-D-glucana linear (1—6)-ligada isolada do liquen Parmotrema
mantiqueirense foi submetida a dois ciclos de sulfatacao, gerando moléculas com
um DS de 0,63 ap6s o primeiro ciclo e um DS de 1,95 apds o segundo ciclo. A
molécula com um menor DS, na concentracdo de 100 ug/ml de plasma prolongou
em 48 e 3,5 vezes o0 tempo de coagulacdo nos testes de aPTT e TT,

respectivamente. Ja a molécula com um maior DS, em baixas concentracdes (14
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pg/ml), ja inibiu completamente a coagulacdo nos teste de aPTT e TT
(MARTINICHEN, 2005). A B-D-glucana linear (1—6) ligada isolada de Agaricus
blazei apés sulfatagdao quimica apresentou um valor intermediario de DS (1,36). Este
polissacarideo sulfatado apresentou uma maior atividade anticoagulante que a
glucana de P. mantiqueirense com um menor DS (0,63) e uma menor atividade que
a glucana com um maior DS (1,95). Estes dados sugerem para B-glucanas lineares
(1—6)-ligadas, quanto maior for a quantidade de grupos sulfatos, maior é o efeito
anticoagulante in vitro.

B-Glucanas com ligacbes (1—3) ramificadas em O-6 por terminais nao
redutores de glucose e que apresentavam diferentes teores de sulfato foram
testadas quanto a suas atividades anticoagulantes (HIRATA et al, 1994). Foi
observado que amostras contendo de 10 a 17% de teor de enxofre foram capazes
de inibir a coagulacao do plasma (teste de aPTT) nas concentracdes de 100 pg/ml.
O teor de enxofre de GPf-S1 e GPf-S2 foi de 8, 2 e 8,6%, respectivamente. As
glucanas utilizadas no estudo de Hirata e col. (1994) apresentaram uma maior
atividade anticoagulante que GPf-S1 e GPf-S2, possivelmente, devido ao maior
conteudo de enxofre.

Em outro estudo, a goma curdlana, uma B-glucana linear com ligacdes
(1—3), foi sulfatada quimicamente e sua atividade anticoagulante avaliada. Neste
estudo, os grupos de OH-6 foram previamente protegidos com cloreto de adamantil,
sendo que a sulfatacdo sé poderia ocorrer nos grupos OH-2 e OH-4. O DS
determinado foi de 0,83 e este polissacarideo apresentou uma atividade menor que
outras glucanas estudadas, sendo necessaria uma concentracdo superior a 100
pug/ml para ocorrer uma inibicao total da formacao do coagulo (ALBAN et al., 1995).

Nao ha na literatura estudos sobre a atividade anticoagulante de
polissacarideos com estruturas semelhantes a fucomanogalactana e a
manogalactana descritas neste trabalho. Apesar destes polissacarideos
apresentarem as cadeias principais similares, as atividades in vitro nao foram iguais.
Nas menores concentracdes testadas, MgPr-S1 apresentou uma maior atividade
anticoagulante que FmglLe-S1, tanto no testes de aPTT como no teste de TT.
Galactanas naturalmente sulfatadas isoladas das algas verdes Codium fragile e
Codium vermilara contendo 20% e 30% de sulfato e uma cadeia principal com

ligagbes (1—3) apresentaram atividades similares a MgPr-S1 nas mesmas doses
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testadas (CIANCIA et al,2007). Uma galactofucana com uma cadeia linear de
unidades de a-Galp (1—4)-ligadas, parcialmente 3-O-sulfatadas com ramificagdes
em O-2 por unidades de fucose (1—4)-ligadas e sulfatadas em O-3 isolada da alga
marrom Spatoglossum schroederi ndo apresentou atividade anticoagulante (ROCHA
et al, 2005). Este estudo mostra que a presenca de grupos sulfatos em
polissacarideos ndo é garantia de que o polimero tenha atividade anticoagulante.
Nos experimentos de aPTT e TT a heparina apresentou uma acao
anticoagulante muito alta, pois em baixas concentracdes ja inibiu completamente a
coagulacao do plasma. Estes resultados reforcam o grande risco de sangramento
que a heparina pode causar, uma vez que o seu intervalo de seguranca é muito

pequeno.

6.4 TESTES IN VIVO

6.4.1 Modelo de Trombose Venosa Estase-Induzida em Ratos

Modelos animais in vivo permitem estudos sobre a formacéo de trombo, bem
como de seus inibidores. Estes ensaios também permitem avaliar a interacdo de
inibidores com os elementos de sangue, além de poderem ser realizados por um
periodo maior (HANSON e SAKARIASSEN, 1998).

Uma grande variedade de modelos animais tem sido desenvolvida para
testes da eficacia de agentes antitromboéticos. Normalmente, nestes modelos a
formacdo do trombo é desencadeada por hipercoagulabilidade ou por injuria do
vaso, combinada com redugdo do fluxo sanguineo (FURUGOHRI et al, 2005;
PETERNEL et al, 2005). No presente estudo, a hipercoagulabilidade foi induzida
pela administracdo de tromboplastina e reducao do fluxo sanguineo por estase da
veia cava em ratos. Este modelo foi escolhido pela facilidade de manuseio dos
animais e por ser de mais facil execucao.

Nos experimentos de atividade antitrombética a média dos pesos dos

trombos secos dos animais que receberam apenas veiculo (salina), foi de 7,9 mg, e
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correspondeu a 100% de trombose, sendo o efeito dos polissacarideos na formacéao

do trombo comparada a esta grupo.

GAb-S1 na concentracdo de 0,250 mg/kg inibiu em 72% a formacdo do
trombo e em 48% com a dose de 0,500 mg/kg. Porém, na concentragdo de 1 mg/kg
o polissacarideo apresentou um pequeno efeito prétrombético, aumentando em 13%
o peso do trombo, porém este aumento nao foi estatisticamente diferente. Ja a
heparina apresentou uma dose-resposta, inibindo completamente a formacao do
trombo com uma concentragao de 0,200 mg/kg (FIGURA 15A).

Gab-S1 apresentou uma resposta oposta a p-D-glucana com ligacées 1—6
de P. mantiqueirense quimicamente sulfatada. Esta glucana (DS = 1,95) apresentou
resposta dose-dependente quando testada in vivo, sendo que na concentracao de
0,500 mg/kg ela inibiu totalmente a formacao do trombo (MARTINICHEN-HERRERO
et al., 2005a). Estas respostas opostas podem ser devido as diferencas no DS,
padrao de sulfatacdo e tamanho da molécula. Um estudo com galactanas com
estruturas quimicas iguais, porém com padrées de sulfatacao diferentes, isoladas
das algas G. crinale e B. occidentalis, também apresentou resultados opostos. A
galactana de G. crinale apresenta menos grupos sulfato, sendo que em baixas
doses apresenta um efeito pro-trombético e em altas doses uma alta atividade
antitrombatica. Ja a galactana de B. occidentalis apresentou atividade antitrombética
em baixas doses e um efeito pro-tromboético em altas doses (FONSECA et al., 2008).
Estes resultados reforcam a idéia de que o padrao de substituicado e quantidade de

grupos sulfatos podem ser cruciais para diferentes atividades antitrombéticas.

Somente GPf-S2 foi testada quanto a sua agao antitrombotica in vivo, uma
vez que apresentou melhores resultados in vitro no teste de aPTT que GPf-S1.
Apesar de ter um menor DS que os outros polissacarideos, GPf-S2 apresentou uma
boa atividade antitrombética. Na menor concentragdo testada (1 mg/kg), GPf-S2
inibiu em 73,4% a formacao de trombo e na dose de 1,5 mg/kg a inibicao foi de 87%
(FIGURA 15B).

Existem poucos dados na literatura de outras glucanas que tenham sido
testadas quanto a atividade antitrombotica in vivo. Uma curdlana sulfatada com DS

de 0,83, contendo 75% de sulfato em O-2 e O-4 foi testada em um modelo de
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trombose em coelhos, sendo a dose necessaria para uma completa inibicdo da
formacéao do trombo foi de 1 mg/kg (ALBAN et al., 1995).

MgPr-S1 inibiu a formacgao do trombo de uma maneira dose-dependente. Na
concentracao de 1 mg/kg, a manogalactana sulfatada inibiu em 51% a formacéo do
trombo e na dose de 6 mg/kg esta inibicao foi completa (FIGURA 15C).
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FIGURA 15 — EFEITO ANTITROMBOTICO VENOSO DE GPf-S2, FmglLe-S1 e

MgPr-S1 EM RATOS. A formagéo do trombo foi induzida pela combinagéo de
estase e hipercoagulabilidade. Salina, polissacarideos sulfatados ou heparina
foram administradas pela artéria carétida e a circulagdo foi permitida por 5 min.
Apos este tempo, tromboplastina (5 mg/kg) foi injetada e apés 20 s foi feita a estase
do segmento de 0,7 mm, isolado da veia cava abdominal. Apds 20 min de estase o
trombo formado foi removido, seco e pesado. Resultados forma expressos como %
do peso do trombo (média £ EPM, n = 6, com p < 0.001*** vs. salina), 100%
representando auséncia de inibigdo de trombose (peso do trombo na auséncia de
polissacarideo)
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Na busca por alternativas a heparina, uma galacturonana foi quimicamente
sulfatada e testada quanto sua acado antitrombdética (CIPRIANI et al., 2009). Esta
molécula, na dose de 3,5 mg/kg, inibiu totalmente a formacao do trombo, utilizando o
mesmo modelo animal. Este polissacarideo, além dos grupamentos sulfato,
apresenta grupos carboxil, os quais podem ajudar a interagdo do polissacarideo com
as proteinas envolvidas na cascata de coagulacao, inibindo assim a formagao do
trombo.

Outros polissacarideos sulfatados também foram estudados quanto suas
acdes antitrombéticas in vivo, utilizando o mesmo modelo animal descrito neste
trabalho. Em um estudo com um polissacarideo similar a heparina de porco isolado
da ascidia Styela plicata, na dose de 5 mg/kg, reduziu a formacao do trombo em
45% (CARDILO-REIS et al., 2006). J4 uma glucomanana isolada do liquen Cladonia
ibitipocae, quimicamente sulfatada (DS = 1,29), inibiu totalmente a formacédo do
trombo em uma concentracdo de 2 mg/kg (MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005b).

6.4.2 Determinagao na Tendéncia de Causar Hemorragia

Um dos principais efeitos adversos da heparina € a hemorragia. Para
verificar se 0s polissacarideos sulfatados também apresentam uma tendéncia em
causar hemorragia, os mesmos foram administrados pela artéria caroétida direita e
apds cinco minutos foi realizado um pequeno corte na cauda, a qual foi colocada em
salina. Apés 60 minutos foi determinado o volume sanguineo por método
espectrofotométrico.

Dentre as glucanas sulfatadas, somente GPf-S2 foi avaliada na
concentracdo de 1,5 mg/kg, pois nesta concentracdo a molécula apresentou uma
maior atividade antitrombotica. O volume de sangue perdido pelos animais tratados
com GPf-S2 foi igual ao volume de sangue perdido dos animais do grupo controle
negativo (salina), indicando que GPf-S2 ndo tem tendéncia em causar hemorragia
(FIGURA 16A).
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A manogalactana sulfatada (MgPr-S1) também foi avaliada quanto a sua
tendéncia de causar hemorragia. As concentragdes testadas foram de 6 e 3 mg/kg,
sendo os valores comparados com 0 grupo controle negativo e com a heparina nas
concentracbes de 0,100, 0,150 e 0,200 mg/kg (FIGURA 16B). Somente na maior
dose MgPr-S1 aumentou o volume de sangue perdido, mas este aumento foi menor
que o volume de sangue perdido pela administracdo de heparina na concentracao
de 0,200 mg/kg.
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FIGURA 16 — INFLUENCIA DE GPf-S2 (A) e MgPr-S1 (B) NA HEMORRAGIA. Salina,
polissacarideos sulfatados ou heparina foram administradas pela artéria carétida e
circularam por 5 min, apds este tempo foi realizado um corte de 3 mm na
extremidade da cauda do animal, a qual foi imersa em 40 ml de 4gua destilada. A
perda de sangue foi determinada 60 min apos por leitura da absorbancia em 540
nm. Resultados foram expressos como volume de sangue perdido £ EPM (n = 6),
com p < 0,001*** vs. salina.

MgPr-S1 apresentou uma aumento na perda de sangue comparavel com
outros polissacarideos sulfatados. As galactanas sulfatadas isoladas de algas nao
tiveram efeito na perda de sangue (FONSECA et al, 2008), ja a pectina citrica
sulfatada aumentou em 1,6 vezes o tempo de sangramento na dose de 3,5 mg/kg
(CIPRIANI et al., 2009), enquanto que a glucana sulfatada de P. matiqueirense
aumentou em 2 vezes o tempo de sangramento (MARTINICHEN-HERRERO et al.,
2005b). A molécula que causou um maior aumento no tempo de sangramento foi a
galactoglucomanana quimicamente sulfatada de C. ibitipocae, aproximadamente 4
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vezes (MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005a). Estes ensaios indicam que os
polissacarideos sulfatados podem atuar como alternativas a heparina com uma

menor tendéncia de causar hemorragia.

6.5 ENSAIO DE AGREGAGAO PLAQUETARIA IN VITRO

A principal funcdo fisiolégica das plaguetas na coagulacdo sanguinea é
preservar a integridade das paredes dos vasos através da formacao do tampao de
plaguetas (GORBET e SEFTON, 2004). As plaquetas também exercem uma grande
influéncia na trombose arterial, sendo que terapias antiplaquetarias sao utilizadas no
tratamento e prevencao de infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral
(BAILEY; SCANTLEBURY; SMYTH, 2009). As plaguetas respondem a estimulos
minimos e tornam-se ativadas em contato com superficies trombogénicas (ex.,
endotélio lesionado) e superficies artificiais. Algumas proteinas plasmaticas como
trombina, fibrinogénio ou outras substancias, como ADP sao potentes ativadores da
agregacao plaquetaria (GORBET e SEFTON, 2004). Devido a estes fatores e como
a heparina pode influenciar na agregacao plaquetaria (SAVI et al, 2003), foi
verificado a acdo dos polissacarideos quimicamente sulfatados na ativacdo das
plaquetas, in vitro, sendo esta ativacado estimulada por ADP ou por trombina.

6.5.1 Agregacao Plaquetaria com ADP

A agregacao plaquetaria foi estimulada com a administracdo de ADP em um
plasma rico em plaquetas (PRP) e a extensdo da agregacao foi quantificada em
espectrofotdmetro como o aumento da transmitancia em 600 nm, sendo considerada
100% de agregacao as plaquetas que nao receberam polissacarideos sulfatados.
Para este primeiro ensaio foi adicionado ao PRP os polissacarideos sulfatados
(MgPr-S1, FmLe-S1, GPf-S2) em uma concentracao final de 200 ug/ml (FIGURA
17). FmLe-S1 inibiu em aproximadamente 23% a agregacao plaquetaria, mas esta

inibicdo nao foi estatisticamente diferente do grupo salina. Ja& os polissacarideos
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GPf-S1 e MgPr-S1 tiveram uma maior influéncia na agregacao plaquetaria, sendo

que MgPr-S1 a inibiu em 54%, enquanto que GPf-S2 inibiu totalmente a agregacao.
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FIGURA 17 — EFEITO DE GPf-S2, FmgLe-S1 E MgPr-S1 NA AGREGACAO
PLAQUETARIA INDUZIDA POR ADP. Plasma rico em plaquetas foi

incubado a 37 °C com polissacarideos sulfatados (concentracdo final de 200
pg/ml) e ap6s 1 min a agregagao foi induzida com ADP. A agregacgéo plaquetaria
foi expressa como aumento da transmitéancia em 600 nm, por 5 min. Resultados
apresentados como % de agregagao (100% de agregagado PRP incubado com
salina e ADP), com p < 0,01** e p< 0,001*** vs. salina.

Para verificar se GPf-S2 inibia a agregacdo plaquetaria em baixas
concentracoes, foram testadas as dose de 50 e 100 pg/ml (concentragao final). Foi
observado que GPf-S2 na concentracdo de 50 ug/ml inibiu em 60% e em 100 ug/ml
ja houve uma inibicao total da agregacao das plaquetas (FIGURA 18).
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FIGURA 18 - EFEITO DE GPf-S2 NA AGREGACAO PLAQUETARIA INDUZIDA

POR ADP. Plasma rico em plaquetas foi incubado a 37 °C com GPf-S2
(concentragbes finais de 50, 100 ou 200 pg/ml) e apdés 1 min a agregagao foi
induzida com ADP. A agregacdo plaquetaria foi expressa como aumento da
transmitdncia em 600 nm, por 5 min. Resultados apresentados como % de
agregacao (100% de agregagao PRP incubado com salina e ADP), com
p < 0,001 vs. salina.

Para avaliar se GPf-S2 e FmgLe-S1 tinham alguma influéncia na agregacao
das plaguetas na auséncia de um ativador, estes polissacarideos foram incubados
com PRP. GPf-S2 nao influenciou a agregacao, porém FmglLe-S1 foi capaz de
estimular a agregacao plaqguetaria de PRP na auséncia de uma agonista, sendo este
estimulo comparado aos estimulo induzido por ADP (100%) (FIGURA 19).
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FIGURA 19 - EFEITO DE GPf-S2 e FmgLe-S1 NA AGREGACAO PLAQUETARIA
NA AUSENCIA DE ADP. Plasma rico em plaquetas foi incubado a 37 °C com
GPf-S2 e FmgLe-S1 (concentragdes finais de 200 ug/ml). A agregagao plaquetaria
foi expressa como aumento da transmitancia em 600 nm, por 5 min. Resultados

apresentados como % de agregacao (100% de agregacado PRP incubado com
salina e ADP), com p < 0,001*** vs. salina sem ADP.

6.5.2 Agregacao Plaquetaria com a-Trombina

As plaquetas também podem ser ativadas pelo estimulo da trombina. O
ensaio de agregacao plaquetaria também foi realizado com este agonista, pois a
heparina pode se ligar a trombina inibindo a agregagao e aumentando o risco de
sangramento. Para este procedimento, plaquetas lavadas foram incubadas com as
solugbes polissacaridicas ou heparina nas concentracbes finais de 200 ug/ml e
trombina (concentracao final de 1 nM). Neste experimento, deve-se utilizar plaquetas
lavadas para que a trombina ndo cause a coagulacdo do plasma, dificultando a
interpretacdo dos resultados (MAAROUFI et al., 2007). Todos os polissacarideos
testados foram capazes de inibir a agregacdo plaquetaria ativada por trombina,

sugerindo que eles podem se ligar a esta protease (FIGURA 20). A heparina reduziu
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em 72%, GPf-S2 em 100%, FmgLe-S1 em 95% e MgPr-S1 em 82% a agregacao

plaguetaria estimulada por trombina.
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FIGURA 20 - EFEITO DE HEPARINA, GPf-S2, FmglLe-S1 E MgPr-S1 NA
AGREGAGCAO PLAQUETARIA INDUZIDA POR a-TROMBINA.

Plaguetas lavadas foram incubadas a 37 °C com polissacarideos sulfatados ou
heparina (concentracgao final de 200 ug/ml) e apdés 1 min a agregacéao foi induzida
com o-trombina (concentragéo final de 1 nM). A agregagdo plaquetaria foi
expressa como aumento da transmitéancia em 600 nm, por 5 min. Resultados
apresentados como % de agregacao (100% de agregagao plaquetas incubadas
com salina e a-trombina), com p < 0,001*** vs. salina.

Polissacarideos sulfatados podem ter diferentes influéncias na agregacao
plaguetaria. Em um estudo realizado com fucoidanas isoladas da alga marinha
Fucus vesiculosus mostrou que estes polissacarideos sao potentes indutores da
agregacao plaquetaria em altas concentracées (AZEVEDO et al., 2009). Ja outro
estudo realizado com polissacarideos capsulares de E. coli mostrou que estes
polissacarideos inibem a agregacao plaquetaria estimulada por fator tissular e P-
selectina (MADDINENI et al., 2006). Outro estudo realizado com galactanas
sulfatadas de B. occidentalis também mostrou que diferentes fragées estimularam a
agregacdo plaquetaria (FARIAS; NAZARETH; MOURAO, 2001). No estudo
realizado, onde é comparando os efeitos de pectina de alta e baixa massa molar
quimicamente sulfatadas foi observado uma diferenca na ativagcdo de plaquetas,

sendo que a pectina de baixa massa molar apresentou uma maior inibicdo da
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agregacao (CIPRIANI et al., 2009). Polissacarideos dos extratos aquosos das algas
C. fragile e C. vermilara induziram a agregacao plaquetaria, especialmente aqueles
que apresentavam um maior teor de sulfato (CIANCIA et al., 2007). Esta observacao
pode contribuir para a explicacdo dos diferentes resultados obtidos. FmglLe-S1 foi o
polissacarideo sulfatado com um maior DS, o que justificaria este polissacarideo
atuar como uma agonista da agregacao quando nao ha estimulo por outro agonista,
a-trombina por exemplo. J& GPf-S2 é um dos polissacarideos estudados que
apresenta um menor grau de substituicdo, sendo que este nado estimulou a

agregacao e atuou como um antagonista da agregacao.

6.6 ENSAIO DE INIBICAO DA TROMBINA OU FATOR Xa IN VITRO

A heparina atua como anticoagulante e antitromboético por se ligar a
antitrombina e ao cofator Il da heparina, acelerando a taxa com que estes inibidores
de serino proteases formam complexos com enzimas da cascata de coagulagéo,
principalmente trombina e fator Xa, inativando-as.

O estudo do mecanismo de acdo dos polissacarideos sulfatados esta
baseado no modo de acao da heparina. Para verificar se os polissacarideos atuam
via inibicao da trombina e do fator Xa, eles foram incubados com trombina ou fator
Xa na presenca ou auséncia de AT ou HCII e a atividade residual da trombina ou do
fator Xa foram determinadas pelo uso de um substrato cromogénico especifico para
cada uma destas proteases.

O polissacarideo GAb-S1 apresentou uma maior inibicado da trombina
mediada pela AT (ICso = 0,5 pg/ml, FIGURA 21A), sendo que com a concentracao
de 100 pg/ml houve uma inibicdo de 94%. Nesta mesma concentracdo GAb-S1
inibiu em 90% a atividade de trombina mediada pelo HCIl, sendo que GAb-S1
apresentou uma maior atividade que a heparina, de acordo com os valores de ICsg
(0,2 e 0,7 yg/ml, respectivamente) (FIGURA 21B). GAb-S1 apresentou uma fraca
inibicao do Fator Xa mediada pela AT, sendo que na concentragcao de 300 ug/ml a
inibicdo foi de 60%. (FIGURA 21C) GAb-S1 nao foi capaz de inibir diretamente a
trombina ou o Fator Xa (dados ndo mostrados).
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FIGURA 21 — EFEITO DE GAb-S1 NA INIBICAO DE TROMBINA POR AT (A) OU
HCII (B) E DO FATOR Xa POR AT (C). Trombina (6 nM), fator Xa (8nM),

AT (100 nM) ou HCII (15 nM) foram incubados com diferentes concentragdes de
GAb-S1 (#) ou heparina (m). Apés 1 min a 37 °C, foram adicionados substratos
cromogenos especificos (100 uM), e a atividade da trombina ou fator Xa foram
expressas como percentual de absorbancia em 405 nm (média = DP, n = 3), sendo
considerado 100% de atividade a absorbancia obtida sem adicido de

polissacarideo.
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As glucanas GPf-S1 e GPf-S2 também foram testadas quanto a capacidade
de inibir a trombina e o fator Xa. GPf-S2 apresentou uma maior inibicao de trombina
mediada por AT, com uma ICso de 0,25 ug/ml. GPf-S1 apresentou uma inibicdo da
trombina mediada por AT um pouco menor que GPf-S2, sendo a ICsy de 0,4 ug/ml
(FIGURA 22A), contudo na concentragdo de 100 pyg/ml ambos inibiram em 95% a
atividade da trombina mediada por AT. Em relacéo a inibicdo da trombina mediada
pelo HCII, GPf-S1 e GPf-S2 apresentaram uma atividade muito similar, sendo a ICs
para os dois polissacarideos de 3,3 ug/ml. A partir da concentracao de 10 yg/ml a
inibicdo da trombina mediada pelo HCIl de GPf-S1 e GPf-S2 foi maior que a
heparina na mesma concentracdo (FIGURA 22B). Estes polissacarideos também
apresentaram uma menor atividade inibitéria do fator Xa na presenga de AT, sendo
a ICsp de 33 ug/ml para GPf-S1 e de 23 ug/ml para GPf-S2 (FIGURA 22C). Estes
polissacarideos também ndo inibiram a trombina ou o Fator Xa na auséncia das

serpinas AT e HCII (dados ndo mostrados).
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FIGURA 22 — EFEITO DE GPf-S1 e GPf-S2 NA INIBICAO DE TROMBINA POR AT

(A) OU HCII (B) E DO FATOR Xa POR AT (C). Trombina (6 nM), fator Xa
(8 nM), AT (100 nM) ou HCII (15 nM) foram incubados com diferentes
concentragdes de GPf-S1(<>), GP{-S2 (#) ou heparina (m). Apés 1 min a 37 °C,
foram adicionados substratos cromégenos especificos (100 uM), e a atividade da
trombina ou fator Xa foram expressas como percentual de absorbancia em 405 nm
(média £ DP, n = 3), sendo considerado 100% de atividade a absorbancia obtida

sem adigao de polissacarideo.
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FmgLe-S1 também apresentou uma maior atividade inibitéria da trombina
mediada por AT (ICsp = 0,7 pg/ml), sendo que na dose de 100 pg/ml houve uma
inibicao de 90% (FIGURA 23A). A inibicao da trombina mediada pelo HCII foi similar
a acao da heparina, sendo que a ICsy de FmgLe-S1 foi de 1,3 ug/ml e da heparina
de 0,7 pg/ml (FIGURA 23B). Porém, FmgLe-S1 apresentou um baixo efeito inibitério
do fator Xa mediado pela AT. Esta inibicao s6 aconteceu com altas concentracoes,
inibindo em 70% a atividade do fator Xa na concentracdo de 300 ug/ml e a ICso
determinada foi de 150 pg/ml. FmgLe-S1 também nao foi capaz de inibir a trombina
ou o fator Xa na auséncia de AT ou HCII (FIGURA 23C).
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FIGURA 23 — EFEITO DE FmglLe-S1 NA INIBICAO DE a-TROMBINA POR AT (A)
OU HCIl (B) E DO FATOR Xa POR AT (C).Trombina (6 nM), fator Xa (8

nM), AT (100 nM) ou HCII (15 nM) foram incubados com diferentes concentragdes
de FmglLe-S1 (®) ou heparina (m). Apés 1 min a 37 °C, foram adicionados
substratos cromogenos especificos (100 uM), e a atividade da trombina ou fator Xa
foram expressas como percentual de absorbancia em 405 nm (média + DP, n = 3),
sendo considerado 100% de atividade a absorbancia obtida sem adicdo de

polissacarideo.
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Como observado para os outros polissacarideos testados neste trabalho,
MgPr-S1 também inibiu a trombina na presenca de AT (FIGURA 24A) e a ICso
determinada foi de 0,3 pg/ml (concentracdo final). Este polissacarideo sulfatado
também inibiu a trombina na presenca de HCIlI (FIGURA 24B) e a ICsy foi de 0,04
pg/ml (concentracao final), sendo que a inibicao da trombina mediada pelo cofator Il
da heparina foi maior que a inibicdo da heparina. Entretanto MgPr-S1 n&o inibiu o
fator Xa na presenca de AT (FIGURA 24C), bem como nao foi capaz de inibir

diretamente a trombina ou o fator Xa (dados nao mostrados).
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FIGURA 24 — EFEITO DE MgPr-S1 NA INIBICAO DE TROMBINA POR AT (A) OU

HCIl (B) E DO FATOR Xa POR AT (C). Trombina (6 nM), Fator Xa
(8 nM), AT (100 nM) ou HCIlI (15 nM) foram incubados com diferentes
concentragbes de MgPr-S1 () ou heparina (m). Ap6és 1 min a 37 °C, foram
adicionados substratos cromogenos especificos (100 uM), e a atividade da
trombina ou fator Xa foram expressas como percentual de absorbancia em 405 nm
(média £ DP, n = 3), sendo considerado 100% de atividade a absorbancia obtida

sem adigao de polissacarideo.
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Comparado a capacidade dos polissacarideos sulfatados em inibir a a-
trombina mediada por AT, observa-se que eles apresentaram respostas um poco
distintas. GPf-S1, GPf-S2 e MgPr-S1 na concentracdo de 1 pug/ml inibiram em amis
de 80% a atividade de trombina mediada por AT. Todos os polissacarideos inibiram
mais de 90% a a-trombina nas concentragdes de 100 pg/ml, porém nenhum
polissacarideo sulfatado apresentou uma atividade melhor que a heparina (FIGURA
25A).

Ja a acao dos polissacarideos sulfatados na inibicdo da trombina mediada
pelo HCIlI foi variavel. MgPr-S1 e GAb-S1 apresentaram atividades similares,
inibindo a atividade da enzima em concentragées menores que a heparina. Estes
dois polissacarideos apresentam um valor de DS intermediario. Ja os
polissacarideos com valor de DS menor (GPf-S1 e GPf-S2) apresentaram uma
menor atividade que o0s outros polissacarideos nas menores concentragcdes
testadas, porém em concentracbes maiores a atividade foi similar aos outros
polissacarideos. FmglLe, o qual tem um maior DS, apresentou uma atividade
semelhante a atividade da heparina (FIGURA 25B).

Nenhum dos polissacarideos apresentou uma alta atividade de inibicao do
fator Xa mediada por AT, sendo que apenas GPf-S1 e GPf-S2, as quais
apresentaram um menor DS, inibiram completamente a atividade do fator Xa nas

maiores concentracdes (FIGURA 25C).
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FIGURA 25 — EFEITO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS NA INIBICAO DA
TROMBINA POR AT (A), POR HCII (B) E DO FATOR Xa POR AT
(C). Trombina (6 nM) ou Fator Xa (8 nM) foram incubados com AT (100 nM) ou

HCII (15 nM) e diferentes concentragdes de polissacarideos. Apés 1 min a 37 °C,
foram adicionados substratos cromégenos especificos (100 uM), e a atividade da
trombina ou fator Xa foram expressas como percentual de absorbancia em 405 nm
(média £ DP, n = 3), sendo considerado 100% de atividade a absorbancia obtida

sem adigao de polissacarideo.
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Polissacarideos podem apresentar diferentes mecanismos anticoagulantes.
A atividade anticoagulante da heparina deve-se a uma sequéncia pentassacaridica
especifica, a qual se liga a antitrombina, favorecendo a ligacao desta enzima com a
trombina e ao fator Xa (LINDAHL et al, 1979). Em concentracbes maiores, a
heparina também favorece a interacdo da trombina com o cofator Il da heparina,
sendo que este efeito, aparentemente, ndo requer sequéncias oligossacaridica
especificas.

Um mecanismo diferente foi observado para a pectina citrica quimicamente
sulfatada. Este polissacarideo foi capaz de inibir diretamente a trombina e o fator Xa,
ou seja, na auséncia de serpinas. O dermatan sulfato isolado da pele de Raja radula
tem a inibicao da trombina mediada principalmente pelo HCII.

Galactanas sulfatadas de B. occidentalis e E. lucunter inibem o fator Xa, com
ICs0 de 0,10 e 20 ug/ml, respectivamente, sendo esta acao mediada por antitrombina
(MELO et al., 2004).

Os resultados obtidos indicam que o0s polissacarideos isolados de
basidiomicetos e quimicamente sulfatados inibem a trombina, principalmente, por AT
e pelo cofator Il da heparina, impedindo assim que a trombina converta o
fibrinogénio a fibrina, impedindo que ocorra a formag¢ao do coagulo.

Estes dados suportam a hipétese que o grau de substituicdo de
polissacarideos sulfatados ndo € o Unico fator importante para a atividade
anticoagulante, pois nem sempre a resposta é proporcional ao DS. As propriedades
anticoagulantes e antitrombéticas dos polissacarideos sdao dependentes de varios
fatores, como sequéncias oligossacaridicas especificas, massa molar, estrutura

quimica, conteudo de sulfato, padrdo de substituicdo, entre outras.
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7 CONCLUSOES

Apoés as andlises dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- A sulfatacado quimica da B-D-glucana linear com liga¢des (1—6) de Agaricus
blazei forneceu um polissacarideo com um DS de 1, 38, com duas populacdes de
tamanhos diferentes (analises de HPSEC), tendo a populagcdo de maior tamanho
uma M, de 7,1 x 10* g/mol (dn/dc = 0,134). As andlises estruturais indicaram que
ocorreu uma maior substituicdo em OH-2 e OH-3 e em menor propor¢cao em OH-4.

- A B-D-glucana com cadeia principal com ligagdes (1—3), substituidas em
O-6 por terminais nao-redutores de glucose de Pleurotus florida foi submetida a duas
sulfatagdes sucessivas, gerando dois polissacarideos sulfatados: GPf-S1 e GPf-S2,
com um DS de 0,57 e 0,60, respectivamente. Apesar do DS similar, os
polissacarideos apresentaram diferengas nos espectros de RMN-C'® e nas andlises
de metilagdo. Houve uma diminuicdo progressiva dos sinais de C-1 correspondentes
aos terminais nao redutores e GPf-S2 apresentou uma maior substituicdo nos
grupos OH-6.

- A sulfatacdo quimica da fumanogalactana de Lentinus edodes foi mais
eficiente, gerando um polissacarideo, FmgLe-S1, com um DS de 2,04 e uma M, de
4,3 x 10* g/mol (dn/dc = 0,164). As analises de RMN-C'® e metilagdo mostram que
houve uma substituicao preferencial nos grupos OH- dos terminais nao redutores de
manose e fucose e uma menor substituicdo nas unidades de galactose da cadeia
principal.

- A sulfatacdo quimica da manogalactana de Pleurotus ostreatoroseus
resultou em um polissacarideo com um DS de 1,31 (MgPr-S1) e com uma M, de
6,12 x 10* g/mol (dn/dc = 0,195). As substituicdes ocorreram, principalmente, nos
terminais ndo redutores de B-manose e em algumas hidroxilas da cadeia de a-
galactose, como indicado pelas andlises de RMN-C'® e metilagao;

- Todos os polissacarideos sulfatados inibiram a coagulagdo do plasma,
quando avaliados pelo teste de aPTT, porém os efeitos foram diferentes para cada
um dos polissacarideos. GAb-S1 apresentou uma maior atividade, inibindo
completamente a coagulacdo do plasma com uma concentracdo de 50 pg/ml.

FmgLe-S1 e MgPr-S1 inibiram totalmente a coagulacdo do plasma na concentragao
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de 100 pg/ml, enquanto que GPf-S1 e GPf-S2 nao foram capazes de inibir
completamente a coagulacgao.

- Os polissacarideos sulfatados apresentaram uma Otima atividade
anticoagulante pelo teste de TT, sendo que GAb-S1, FmgLe-S1 e MgPr-S1 inibiram
totalmente a coagulacédo do plasma com uma concentracdo de 50 pg/ml, enquanto
que GPf-S1 s6 atingiu esta atividade com uma concentracdao de 100 ug/ml.

- No modelo de trombose venosa, GAb-S1 inibiu em 72% a formagédo do
trombo na concentragdo de 0,250 mg/kg, porém na dose de 1 mg/kg esta molécula
apresentou um pequeno efeito pré-tromboético. Ja GPf-S2 apresentou um efeito
dose-dependente e inibiu em 87% a formacgao do trombo com uma concentracdo de
1,5 mg/kg. MgPr-S1 também apresentou em efeito antitrombético dose-dependente
e na dose de 6 mg/kg a inibicao foi total.

- GPf-S2 na maior concentracdo testada in vivo, ndo apresentou uma
tendéncia em causar hemorragia e MgPr-S1, na concentracdo de 6 mg/kg aumentou
em duas vezes o volume de sangue perdido, mas na concentracdao de 3 mg/kg nao
apresentou efeito hemorragico.

- GPf-S1 inibiu completamente a agregacao plaquetaria estimulada por ADP,
in vitro, enquanto que MgPr-S1 inibiu em 54% e FmgLe-S1 ndo causou uma forte
inibicdo. Porém, FmglLe-S1 ativou a agregacdo plaquetaria quando o teste foi
realizado na auséncia de uma agonista das plaguetas. Todos os polissacarideos
sulfatados testados tiveram uma forte inibicdo da agregacao plaquetéaria estimulada
por trombina.

- Nenhum polissacarideo sulfatado inibiu diretamente a trombina ou o fator
Xa.

- GAb-S1 inibiu em 94% a atividade da trombina na presenga de AT, e em
90% na presenca de cofator |l da heparina com uma concentragdo de 100 pg/ml. A
ICso determinada para a inibicdo da trombina mediada por AT foi de 0,5 ug/ml e
mediada por HCII foi de 0,2 pg/ml. A inibicdo do fator Xa na presenca de AT foi de
60% na concentracao de 300 ug/ml;

- GPf-S1 e GPf-S2 apresentaram uma boa atividade de inibicdo da trombina
mediada por AT, sendo a ICsy determinada de 0,4 e 0,25 pg/ml, respectivamente. A
partir da concentracdo de 10 yg/ml GPf-S1 e GPf-S2 tiveram um efeito inibitdrio
maior que a heparina em relacédo a atividade da trombina na presencga de cofator Il

da heparina (90% de inibicdo). As ICs para este teste foram de 3,3 ug/ml para os
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dois polissacarideos sulfatados. Dentre os polissacarideo sulfatados GPf-S1 e GPf-
S2 apresentaram uma maior inibicdo do fator Xa na presenca de AT, sendo que na
maior concentracao testada esta inibicao foi completa;

- FmgLe-S1 na dose de 100 pg/ml inibiu em 90% a atividade da trombina,
sendo esta acdo mediado por AT e a ICs foi de 0,7 pg/ml. Com relacao a inibicdo da
trombina na presenca do cofator Il da heparina, FmglLe-S1 teve uma atividade
similar a da heparina, com uma ICso de 1,3 ug/ml. Este polissacarideo apresentou
uma fraca inibicao do fator Xa na presenca AT;

- MgPr-S1 teve uma grande influéncia na atividade da trombina mediada pela
AT, inibindo em 100% esta atividade na concentracdo de 10 ug/ml. Na atividade da
trombina mediada pelo HCIl, MgPr-S1 foi capaz de inibir a atividade enzimatica de
uma maneira maior que a heparina, sendo a ICsy de 0,04, mostrando que a principal
acao de MgPR-S1 é, principalmente, via HCIl. MgPr-S1 nao foi capaz de inibir a

atividade do fator Xa mediada pela AT.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )
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Baixar livros de Ciéncias da Saude
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Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
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