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RESUMO

TEIXEIRA, Lisandra Antonia Castro Teixeira. Implicacbes do processo
aterosclerotico sobre o potencial anticoagulante dos glicosaminoglicanos arteriais.
Rio de Janeiro, 2009. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Bioldgica) — Instituto de
Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
20009.

A aterosclerose é a doenca vascular de maior prevaléncia no mundo,
responsavel por elevados indices de mortalidade, principalmente associados a
doenca coronariana isquémica e acidente vascular cerebral. Outra doenca
vascular frequente e com forte associagcdo com a aterosclerose € o aneurisma de
aorta abdominal (AAA). Uma caracteristica do processo aterosclerotico e também
do AAA é o intenso remodelamento da parede arterial, afetando varios de seus
constituintes. Os glicosaminoglicanos (GAGs) estdo entre as moléculas
comprometidas, o que provavelmente tem reflexo nas funcdes exercidas por
esses componentes na parede vascular. As alteracfes descritas relatam tanto
modificacdes quantitativas quanto estruturais dos GAGs na aterosclerose e AAA.
O presente estudo teve por finalidade avaliar a influéncia do processo
aterosclerdtico sobre o potencial anticoagulante dos GAGs arteriais e comparar
esta avaliacdo com o potencial anticoagulante dos GAGs presentes na lesdo
aneurismatica abdominal (AAA). O desenho experimental constituiu na avaliacdo
dos GAGs extraidos de areas macroscopicamente preservadas e de areas
exibindo diferentes graus de lesdo aterosclerética (leséo tipo 1V-V e leséo tipo VI-
VIl) de aorta humana e de AAA. Os nossos resultados referentes ao conteudo e
composicao desses compostos nas lesdes ateroscleroticas confirmaram dados ja
reportados, onde encontramos uma significativa diminuicdo da concentragéo total
devido principalmente a diminuicdo das cadeias de heparam sulfato (HS) e de
condroitim sulfato (CS) nas lesbes aterosclerdticas, que foram mais acentuadas
nas lesbes mais avancadas (VI-VIl). Apesar das variacbes quantitativas, estas
nao resultaram em prejuizo do potencial anticoagulante dos GAGs das lesGes em
relacdo ao das &reas mais preservadas da parede arterial. Por outro lado, na
comparacao com o AAA, verificamos que o contetddo e composi¢ao dos GAGs de

AAA se assemelham aos observados nas lesdes aterosclerdticas, indicando uma
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maior influéncia do processo aterosclerético nas alteracdes observadas no AAA.
Quanto ao potencial anticoagulante, este também se manteve preservado em
relacdo as areas normais ou ateroscleréticas, indicando nao sofrer influéncia em
decorréncia da evolucdo da doenca aneurismatica. Também pudemos inferir que
as cadeias de HS adrtico de individuos idosos exibem maior potencial

anticoagulante em relacéo as obtidas de adultos mais jovens.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is the most prevalent vascular disease in the world,
responsible for high mortality rate and is mainly associated to ischemic coronary
disease and stroke. Another common vascular disease that is strongly associated
with atherosclerosis is abdominal aorta aneurysm (AAA). A common characteristic
of the atherosclerotic process and AAA is intense remodeling of the arterial wall,
affecting several of its components. As the glycosaminoglycans (GAGs) are
among the committed molecules, their functions could probably be altered in the
vascular wall. Quantitative and structural modifications of GAGs in atherosclerosis
and AAA are reported in the literature. The present study evaluates the influence
of atherosclerotic process on the anticoagulant activity of arterial GAGs and
compares with anticoagulant activity of GAGs present in AAA lesions. The
experimental approach envolved evaluation of extracted GAGs from macroscopic
preserved areas and from areas exhibiting different degrees of atherosclerotic
lesion (type IV-V and type VI-VII lesion) and comparison with those obtained from
human aorta AAA. Our results regarding the content and composition of those
compounds in the atherosclerotic lesions confirm published data, where a
significant decrease of total concentration due mainly to the decrease of the
heparan sulfate (HS) and chondroitin sulfate (CS) chains in atherosclerotic lesions
is found, which is more accentuated in the most advanced lesions (VI-VII). Despite
of the quantitative variations, the anticoagulant property of GAGs from lesions is
not altered, when compared with those from preserved areas of the arterial wall.
On the other hand, in comparison with AAA, we observe that GAGs content and
composition is similar to those from atherosclerotic lesions areas, indicating a great
influence of the atherosclerotic process on AAA alterations. Anticoagulant property is
also preserved in comparison to normal or atherosclerotic areas, indicating that it
is not affected by aneurysm disease evolution. We also observe that aortic HS
chains from aged individuals exhibit a greater anticoagulant potential than those

obtained from younger adults.
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I. INTRODUCAO:

Entre os 58 milhdes de O6bitos mundiais em 2005, 35 milhGes foram
causados pelas doencas cronicas néo transmissiveis (DCNT). Trata-se do dobro
do numero total de Obitos por todas as doencas de notificacdo obrigatoria
(incluindo sindrome da imunodeficiéncia adquirida, tuberculose e malaria),
afeccOes perinatais e maternas e todas as deficiéncias nutricionais combinadas.
No mesmo ano, a World Health Statistics (2006) apontou que entre as DCNT, as
doencas circulatérias sdo a principal causa de 6bito, responsaveis por 50% de
todos os casos (17,5 milhdes de Obitos), seguidas por cancer (7,6 milhdes de
obitos) e doencgas respiratorias cronicas (4,1 milhdes de Obitos) (Murray e Lopez,
2007) (figura 1). A doenca coronariana e 0 acidente vascular encefalico séo
responsaveis por aproximadamente 75% das mortes decorrentes de doenca
cardiovascular (WHO, 2004). No Brasil, segundo a Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS), as doencas cardiovasculares também constituem as principais causas de
mortalidade, destacando-se o infarto agudo do miocardio e o acidente vascular
encefélico (tabela 1). Ambas se traduzem, na maioria das vezes, como
manifestacdes clinicas do comprometimento da parede arterial por um tipo de
leséo conhecida como aterosclerose. Mundialmente as DCNT, associadas
biologicamente ao processo aterosclerético, representam um crescente encargo

para a sociedade, a familia e o individuo.
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Figura 1. Taxa de ocorréncia das principais doencas no mundo no ano de 2005.
As doencas cardiovasculares correspondem a 50% de mortes no mundo dentre as
principais causas de morte (fonte: DATASUS).

TME p/doencgas isquémicas coragdo segundo  regido brasileira
Periodo: 2005
Regido TME p/doencgas isquémicas coragao
TOTAL 46,12
Regido Norte 17,97
Regido Nordeste 33,47
Regido Sudeste 56,43
Regido Sul 59,65
Regido Centro-Oeste 37,31

Tabela 1: Taxa de mortalidade especifica (TME) por doencas do aparelho
circulatério segundo a regido do Brasil no periodo de 2005 num total de 46,12%
mortes (fonte: DATASUS).



1. Aterosclerose:

A aterosclerose é caracterizada por lesdo conhecida como ateroma ou
placa fibrogordurosa, constituida por uma capa de tecido conjuntivo denso,
entremeado com células musculares lisas, encobrindo um nucleo lipidico e debris
necroticos. Sua patogenia evolui no decorrer de muitas décadas, e, durante a
maior parte desse tempo, as lesdes permanecem clinicamente silenciosas, de
modo que o aparecimento de sintomas assinala a presenca de doenga avancada
ou o desenvolvimento de trombose.

O depésito lipidico das lesdes aterosclerdticas tem sua origem no colesterol
plasmatico, principalmente o colesterol transportado pela LDL (lipoproteina de
baixa densidade), e a elucidacdo do metabolismo da LDL e de como a célula
controla o seu conteddo de colesterol provocou um grande avan¢o no
entendimento da aterogénese.

De acordo com a hipétese original de resposta a injaria da aterogénese, a
LDL modificada tem um papel fundamental na patogénese da aterosclerose e, ao
sofrer esta modificacdo na intima das artérias, torna-se um importante indutor de
lesdo endotelial. Quando o endotélio sofre esta injuria, uma cascata imunoldgica
comeca e todo este processo desencadeado pela LDL modificada contribui para a
manutencdo da resposta inflamatdria dentro da parede do vaso (Libby, 2002). Ao
ser aprisionada na artéria, a LDL pode sofrer oxidacdo progressiva (Steinberg,
1997) resultando na diminuicdo da geracdo de 6xido nitrico (NO) pelo endotélio
(Seppo et al, 2000), através da inibicdo da NO sintase (Vidal et al, 1998),
resultando num desequilibrio entre vasodilatacdo e vasoconstriccdo. O endotélio
agredido passa a expressar moléculas de adesé&o para leucocitos circulantes, tais
como a molécula de adeséao celular vascular-1 (VCAM-1), moléculas de adesédo
intercelular-1 (ICAM-1), selectinas (E e P) e integrinas, que regulam a adeséo e

migracdo das células inflamatérias, mondcitos e linfécitos T, para a intima



(Cushing et al, 1990; Stemme et al, 1995; Chen et al, 2002). Os mondcitos
transformam-se em macréfagos. Estes endocitam grande quantidade de LDL
modificada através de receptores de varredura (“scavengers”), originando as
células espumosas. A ativacdo dessas células leva a liberacdo de enzimas
hidroliticas, citocinas pré-inflamatorias (como TNF-a e interleucina-1), quimiocinas
e fatores de crescimento, que ativam o sistema imune, aumentando a
permeabilidade vascular e ativando as plaquetas. Esses eventos estimulam com
isso, a proliferacdo e migracdo das células musculares lisas, promovendo o
deposito de tecido fibroso na parede do vaso, em torno das células espumosas, e
dos debris celulares gerados pela morte dessas células (Gajdusek et al, 1980),
gerando a placa ateromatosa (Jonasson et al, 1986; van der Wal et al, 1989; Libby
& Ross, 1996).

O que foi descrito acima traduz a hip6tese atualmente mais aceita, isto é, a
estria gordurosa (lesdo macroscopica mais precoce) refletiria acimulo de células
espumosas na camada intima. Tardiamente, em funcdo da destruicdo dessas
células, resulta no depésito extracelular de lipideos. Porém, alguns estudos
apontam para um acumulo de lipideos extracelulares, anterior & presenca de
macrofagos. Esse acumulo se daria em areas mais profundas da camada intima,
em regides da parede arterial exibindo maior espessamento intimal. Napoli et al
(1997) viram o acumulo de lipideos na intima de uma aorta fetal humana na
auséncia de macrofagos. Nakashima et al (2007) descrevem a formacdo de
estrias gordurosas, via depésito extracellular de lipideos associados a
proteoglicanos especificos, anteriores ao infiltrado de macrofagos. A progressao
desse depdsito estimula a migracdo de macréfagos para esta regido, resultando
na formacao de células espumosas e posterior progressao da lesdo ateromatosa.

Uma vez formado, os ateromas se projetam para o lumen, enfraquecem a
tunica média subjacente e sofrem uma série de complica¢cdes, que predispdem a

trombose. A maioria dos infartos do miocardio e muitos acidentes vasculares



cerebrais sdo devidos a rupturas de placas que ndo chegam a obstruir 50% da luz
do vaso. Ao se romper, observa-se um extravasamento do contetdo da placa,
trombose e oclusdo da artéria, culminando com o infarto do tecido abastecido pelo
vaso afetado. Os principais vasos envolvidos sdo a aorta abdominal e as artérias
coronarias e cerebrais (Kierszenbaum, 2008). As caracteristicas da placa que a
torna sujeita a ruptura incluem a presenca de grande numero de macrofagos e
linfocitos T, traduzindo um alto grau de inflamacdo, e adelgacamento da capa
fiborosa, em fungdo da acdo de metaloproteinases liberadas neste processo
inflamatorio.

O esquema de todo o processo de formacdo da placa aterosclerética esta
mostrada na figura 2.



B A lesdo 20 endotélio de uma arténia — causada por hipercolesterolemia
— & seguida por uma infiltragdo no espago extracelular de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL), ricas em colesterol, na tnica intima.

“H < Tinica adventicia
!

4 7 77 | 5
Pl 4 7——— Tlnica média (células musculares lisas e fibras elésticas)
/ 7 ; 74 // .
/ 4 * Lamina elastica inferna
fi

- Espaco subendotelial com tecido conjuntivo e fibras

B Os lipidios sdo capturados pelos macrofagos na tinica intima,
e 0s fibroblastos do espago subendotelial proliferam.

A superficie endotelial € lisa, mas a drea
que cobre 0 espago subendotelial
comprometido toma-se elevada.

E Os macréfagos liberam lipidios no espago subendotelial, & citocinas
derivadas de macréfagos estimulam a produgzo de colégeno por
células musculares lisas proliferativas.

0s macrafagos produzem interleucina-1 e fator de necrose lumoral-c. para
recrutar leucocitos para a placa de ateroma. Eles produzem ainda falores
de crescimento para estimular a proliferagao de células musculares lisas.
Um ateroma (uma placa contendo lipidio) se forma.

Lipidios livres acumulam-se no espago subendotelial.

A lamina elastica interna é rompida pelo ateroma.

Células musculares lisas p positam fibras coldgenas, que comprimem
as células da tunica média, causando sua atrofia.

2 I ulceracao do ateroma oferece uma superficie para trombose
(formagé&o de um trombo contendo fibrina e plaquetas). Esta condigao tem
conseqiiéncias calasiréficas na arteriosclerose coronariana, pois ela causz
obstrug&o luminal, levando ao infarto € & morte stbita cardiaca.

Ateroma ul

Cal c40 do ateroma

O coldgeno — produzido pelas células musculares lisas — infillra-se e substitui as
células musculares lisas remanescentes da tinica média

Figura 2: Processo de formacdo de um ateroma. A LDL plasmética ao atingir a
intima arterial € retida por componentes da matriz extracelular tornando-se
susceptivel a sofrer modificagdes gerando produtos que sédo potentes agressores
ao endotélio. Este passa a expressar moléculas de adesdo para mondcitos e
linfécitos T que migram para a intima. Os mondcitos se diferenciam em
macrofagos, sendo capazes de endocitar grande quantidade da LDL modificada,
resultando num grande acumulo lipidico em seu citoplasma dando origem as
células espumosas. Por outro lado, os macréfagos ativados liberam uma série de
mediadores da inflamacdo dando continuidade ao processo inflamatério (fonte:
Kierszenbaum, 2008).



Na aterosclerose, agressdes minimas e cronicas ao endotélio arterial sdo
causadas por um distlrbio no padrdo de fluxo sanguineo em certos segmentos,
como pontos de curvatura e areas proximas as bifurcagbes do vaso. Apesar da
controvérsia a respeito dos mecanismos envolvidos no inicio do processo
aterosclerético, o evento certamente comeca na infancia, progredindo entdo por
toda a vida (Laron, 1991; Stary, 1992). Ou seja, a evolugdo das lesdes iniciais até
aguelas responsaveis pelo episodio clinico esta diretamente relacionada com o
envelhecimento do individuo. Desta forma, a idade € um fator de risco isolado para
a aterosclerose dentro do grupo de fatores ndo modificaveis, assim como a
histéria familiar. Desvendar os mecanismos pelos quais o processo de
envelhecimento contribui para o agravamento das lesbes ateroscleréticas, assim
como os fatores genéticos associados a predisposicdo a doencga, € um grande
desafio na compreenséo do processo aterogénico.

Quanto aos fatores de risco potencialmente modificaveis, destacamos
guatro reconhecidos como principais, que sao: a hipercolesterolemia, a
hipertensédo, o tabagismo e o diabetes. A prevencdo da aterosclerose e de suas
complicacdes passa pela avaliagdo do risco do paciente, onde os fatores de risco
potencialmente modificaveis de maior relevancia sdo os principais alvos a serem
gerenciados (Smith et al, 2004). Neste contexto, o emprego de medicamentos
como as estatinas, que controlam os niveis plasméticos do colesterol, e os
inibidores da acdo da angiotensina, que reduzem a pressao arterial, vem
revolucionando os eventos cardiovasculares em pacientes de alto risco. Entretanto
a melhora clinica obtida em pacientes submetidos a esses tratamentos € muitas
vezes independente do efeito sobre os niveis do colesterol ou da pressao arterial,
sugerindo uma acgdo direta ou indireta dessas drogas na estabilizacdo da placa de
ateroma (Hu &, Willett, 2002; Fenster et al, 2003).



2. Tipos de lesbes ateroscleroticas:

As lesBes ateroscleréticas podem ser subdivididas morfologicamente em
oito tipos, cada uma delas com composicdo e estrutura peculiares e grau de injdria
intimal variavel (Stary, 1994). A American Heart Association classifica estas lesdes
em dois grupos: lesdes precursoras e lesdes avancadas (Haust, 1990). As lesdes
gue precedem e devem iniciar o desenvolvimento das lesdes ateroscleroticas
avancadas sao do tipo I, Il e lll, séo silenciosas e discretas, além de ndo provocar
desorganizacdo da intima. Lesfes avancadas, que compreendem os tipos IV a
VIII, sédo definidas como aquelas em que ha desorganizacdo da intima arterial e
espessamento da mesma, deformando a parede arterial. Pode provocar sérios
danos, tais como trombose, embolia, hemorragia, levando ao infarto e
consequentemente a necrose do tecido.

A distincdo que separa os tipos de lesdo individuais esta baseada nas
caracteristicas morfologicas. Cada tipo de leséo a estabiliza temporariamente ou
permanentemente e a transicdo para o préoximo tipo deve requerer um estimulo

adicional.

a) Lesdo do tipo | ou leséo inicial:

A leséo do tipo | consiste de um deposito de lipideo na intima e de reacfes
celulares associadas com esse depdsito, microscopicamente e quimicamente
detectaveis. Caracteriza-se pela presenca de macrofagos isolados e células
espumosas (Stary, 1987; Stary, 1989). As mudancas histolégicas iniciais sdo
pequenas ou minimas na intima humana. E mais freqiiente em jovens e criancas,

embora seja encontrado também em adultos (Zinserling, 1925).



b) Les&o do tipo Il ou estria lipidica:

A lesdo do tipo Il caracteriza-se pelo acumulo intracelular de lipideos.
Consiste primariamente de camadas de células espumosas e células musculares
lisas, com depdsitos citoplasmaticos de lipideos. Incluem lesGes grosseiramente
designadas estrias gordurosas, que sao visiveis a olho nu como estrias amarelas
na intima das artérias. Microscopicamente, a lesdo do tipo Il € mais distintamente
definida que a lesdo do tipo I. Este tipo de lesdo também contém um maior
namero de macrofagos e mastécitos em relagéo ao tipo | ou intima normal, além
de linfécitos T (Munro et al, 1987; Katsuda et al, 1992; Stary, 1990).

Cerca de 99% de individuos com idade entre 2 a 25 anos apresentam
lesBes do tipo Il na aorta. Nestes individuos as lesdes ocorrem principalmente no
arco agdrtico, na aorta toracica descendente e na aorta abdominal (Aschof, 1924).
As lesdes do tipo Il podem ser subdivididas em lla e lIb de acordo com seu estagio
de progressao e caracteristicas de comprometimento da intima.

Ha um pequeno subgrupo da les&o do tipo Il, chamada lla, que se situa em
regides especificas de espessamento da intima, ndo estando em progressao. llb
corresponde ao maior grupo das lesbes do tipo Il, chamado também de
progressdo resistente ou lesdo avancada resistente. As lesdes do tipo llb
tampouco progridem, progridem lentamente, ou somente progridem em pessoas
com um nivel alto de lipoproteinas aterogénicas no plasma. Morfologicamente, a
lesdo do tipo lla difere da Ilb pela presenca de células musculares lisas, a
abundante da matriz intercelular no espessamento adaptativo, o grande acumulo
de lipoproteina e macrofagos, e a profundidade da localizagcdo das células

espumosas na intima e goticulas de lipideo extracelular.



c) Lesdao do tipo lll ou lesdo intermediaria:

A lesdo do tipo lll caracteriza-se a priori por uma maior quantidade de
colesterol ndo esterificado, acidos graxos, esfingomielina, lisolecitina e
triglicerideos. E uma ponte morfolégica e quimica entre a lesdo do tipo Il e o
ateroma, isto é, a lesédo do tipo IV. Tem como caracteristica histologica goticulas
de lipideos extracelulares espalhadas entre as camadas musculares lisas e
localizadas logo abaixo da camada de macréfagos e células espumosas. Estes
pequenos depdsitos de goticulas lipidicas extracelulares substituem a matriz
intercelular de proteoglicanos e fibras, afastando as células musculares lisas.
Posteriormente, estes pequenos depdsitos lipidicos unir-se-do para formar um

nucleo lipidico extracelular, o que caracteriza o ateroma.

d) Leséo dotipo IV ou ateroma:

O ateroma, classificado como tipo 1V, é o primeiro tipo de lesdo considerado
como avancado pelo critério histologico, devido a desorganizacdo da intima e
deformidade da artéria, proveniente do continuo acumulo de lipideo da lesdo do
tipo 1l (Stary, 1989). Nas lesdes do tipo IV ha um denso acumulo de lipideo
extracelular ocupando uma regido extensa e ndo bem definida da intima. E
comum em adultos jovens. A intima contém macrofagos, células espumosas e
células musculares lisas, com ou sem depdsitos citoplasmaticos de lipideos. As
células musculares lisas da intima podem se encontrar calcificadas, além de

encontrarmos linfocitos (Jonasson et al, 1987) e mastécitos nesta regido.
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e) Lesdo do tipo V ou fibroateroma:

As lesbes do tipo V séo definidas como as lesdes em que ha formacao de
tecido conjuntivo fibroso. Caracterizam-se pelo desenvolvimento de uma ou varias
camadas fibroticas ou lesbes predominantemente fibréticas ou calcificadas e
ocorrem, geralmente, em pessoas com mais de 40 anos. Quando ha apenas
formacdo de um agregado lipidico a lesdo é chamada de tipo Va e quando ha
calcificacdo, de tipo Vb. Quando ndo hé calcificacdo e o agregado de lipideo é
pequeno, a lesdo é chamada de Vc. As lesbes do tipo V apresentam fissuras,
hematoma e/ou trombo. A presenca de capilares ao redor do agregado lipidico &
maior que na lesdo do tipo 1V, estando também presente no novo tecido formado.
A lesdo também apresenta linfécitos, mondcitos, macréfagos e plasmacitos,

freqientemente associados aos capilares e micro hemorragias.

f) Lesdes do tipo VI ou lesdo complicada, leses do tipo VII e tipo VIII:

Lesdes do tipo VI sdo as lesdes com erosdes ou rupturas superficiais e/ou
com hemorragia intraplaca ou depdsitos tromboticos. Quando ocorre ruptura da
superficie, a lesdo é chamada de Vla, quando ocorre hematoma ou hemorragia &
chamada de VIb, e quando ocorre trombose € chamada de Vic. Lesé&o tipo Viabc
indica a presenca de todos os eventos.

Habitualmente as lesbes evoluem, sucessivamente, de | a VI, mas as
lesdes do tipo IV podem passar diretamente a VI e uma mesma lesao pode flutuar
entre os tipos V e VI. Enquanto as lesdes do tipo | a Il poderiam regredir
totalmente, as les6es do tipo IV a VI evoluiriam para as lesdes do tipo VI,
predominantemente calcificadas, ou tipo VIII, nas quais os depdsitos de colageno

substituiriam o conteldo lipidico (Stary, 1997). Estas lesdes podem manifestar-se
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clinicamente com angina e sdo passiveis de evoluir para a oclusdo completa da
artéria. Entretanto, se durante a evolucéo da lesdo houve tempo para a indugéo e
formacéo de uma circulacdo colateral, ao ocorrer a oclusdo completa, esta podera
ser clinicamente silenciosa.

3. Patogenia da aterosclerose:

Dentre as macromoléculas encontradas na parede arterial, as que mais
acumulam evidéncias de interacdo com lipoproteinas plasméaticas, sado o0s
proteoglicanos (PGs), através de suas cadeias de glicosaminoglicanos (GAGS).
S&0 muitos os estudos que ressaltam as interagfes entre a LDL e cadeias de
GAGs (Wight & Ross, 1975; Iverius, 1972; Iverius, 1973; Radhakrishnamurthy et
al, 1975). Dentre esses estudos incluem-se aqueles que demonstram a
susceptibilidade da lipoproteina para sofrer modificacbes quando associadas a
GAGs (Camejo et al, 1991, O0rni et al, 1997). A importancia desta interagcdo no
inicio do processo aterogénico foi elegantemente demonstrada no artigo de Skalen
et al (2002), onde mutacgdes na apo B-100 nos sitios comprometidos com a ligacao
aos PGs diminuiram de forma acentuada o numero de lesdes ateroscleroticas.

Para entender como os GAGs atuam na parede vascular e seu papel no
processo ateroscleroético, € necesséario que tenhamos em mente o que sdo GAGS,

onde s&o encontrados, quais suas fungées e como atuam.
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3.1. Aspectos gerais dos proteoglicanos/glicosaminoglicanos:

Os proteoglicanos (PGs) séo constituidos por uma cadeia protéica a qual
estda ligada a uma ou mais cadeias de acucares complexos, 0s
glicosaminoglicanos, antes conhecidos como mucopolissacarideos (Figura 3). Na
realidade, esta definicdo engloba uma variedade de macromoléculas que diferem
em tamanho, composicao e fungdo. Com excecao do acido hialurénico, todos os
GAGs sao encontrados ligados covalentemente a cadeias polipeptidicas,
formando PGs. Os PGs apresentam uma grande diversidade estrutural, resultante
de variacBes na proteina e no tipo ou quantidade das cadeias de GAGs. Estas
macromoléculas estdo presentes em varios orgaos e tecidos (Mathews, 1975;
Cassaro e Dietrich, 1977), como componentes da matriz extracelular, inseridas na
membrana plasmatica ou em granulos intracelulares (Ruoslahti, 1996; Yurt et al,
1977). Uma caracteristica recorrente na biologia dos PGs € que sua estrutura esta
sujeita a extensa modulacdo. Mudancas na parte protéica sdo conhecidas, mas a
maior fonte de variagcdo estrutural sdo as cadeias de GAGs. Como resultado,
temos um grupo de macromoléculas de grande diversidade, fato que reflete
diretamente na sua capacidade de interacdo com uma infinidade de compostos
biolégicos (Wodarz e Nusse, 1998; Conrad, 1998; Kjellén e Lindah, 1991). Dessa
forma, eles podem mediar interacdes tipo célula-matriz extracelular e célula-célula,
como também capturar moléculas tais como fatores de crescimento, contribuindo
para concentra-los em determinados tecidos (Ruoslahti, 1989). Alguns PGs de
membrana plasmatica possuem uma capacidade intrinseca de regular o
crescimento celular. Esta propriedade pode ser exemplificada com a atividade
antiproliferativa de proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS), produzidos em
culturas de células musculares lisas, apds atingirem o estado de confluéncia
(Fritze et al, 1985).
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Glicosaminoglicano

Acido hexurénico

Agucar N-acetilado

Figura 3: Estrutura do proteoglicano.

Muitas das propriedades dos PGs sédo conferidas por suas cadeias de
GAGs, que sao polimeros lineares compostos por unidades dissacaridicas
repetitivas contendo uma hexosamina e um residuo de acido hexurbnico ou
galactose. Os GAGs, por serem macromoléculas biolégicas que apresentam uma
grande diversidade de estruturas diferentes, possuem habilidade de interacdo com
um grande namero de proteinas, incluindo proteases (como aquelas envolvidas na
coagulacdo sangiinea), moléculas da sinalizacdo extracelular (como quimiocinas
e fatores de crescimento). Estas interacdes implicam em fun¢des que incluem (a)
transducéo de sinal associada com processos como desenvolvimento, proliferacéo
celular e angiogénese; e (b) adesdo, localizacdo e migracdo das células. Deste
modo, eles podem atuar como receptores (Jackson et al, 1991; Casu & Lindahl,
2001).

A interacdo GAG-proteina pode requerer seqUéncias e padrbes de
sulfatacdo especificos da cadeia polissacaridica, como no caso da interacdo entre
a heparina e a antitrombina (AT), o dermatam sulfato (DS) e o cofator Il da
heparina (HCII), o heparam sulfato (HS) e outros fatores de crescimento, etc...

Os GAGs séo polimeros lineares de natureza &cida, conferida pela

presenca do residuo de acido hexurénico em suas unidades dissacaridicas e de
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N- e O-sulfatacbes ao longo de suas cadeias. A composicdo das unidades
dissacaridicas repetitivas e o tipo de ligacdo glicosidica permitem classificar os

GAGs em quatro classes distintas:

1 ) Condroitim sulfato (CS) e dermatam sulfato (DS): constituidos por unidades

alternadas de N-acetilgalactosamina e acido glucurénico (CS) ou idurénico (DS).
Séao encontrados nas superficies celulares e na matriz extracelular (Sugahara et
al, 2003).

COOH o O CHOH H o O CH:OH
0 o - 0
4
C
o 4 o,
H OH H  NHCOCH, H OH H  NHCOCH;

D-glicuronalo  N-acetl-D-glalactosamina-4-sulfato L-iduronato N-acet 1I-D-glalactosamina-4-sulfato

Figura 4: Estrutura do CS (esquerda) e DS (direita).

2 ) Heparina e heparam sulfato (HS): sdo unidades alternadas de glucosamina e

acido idurénico ou glucurénico. O HS é expresso em todas as células do corpo e
compreende 50 a 90% do total de proteoglicanos endoteliais (Ihrcke et al, 1993).
De todos os membros da familia de GAGs este € 0 que apresenta maior
variabilidade estrutural, principalmente devido as variagdes nos padrbes de
sulfatacdo de suas cadeias. Ainda, seu tamanho pode variar de 5 a 70 KDa
(Turnbull J et al, 2001). A heparina é produzida quase que exclusivamente por
mastocitos e € empregada terapeuticamente como um anticoagulante.

Tanto o HS quanto a heparina apresentam unidades dissacaridicas
repetitivas que sofrem extensas modificacdes no decorrer da sua biossintese, no
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entanto, a principal diferenca entre elas esta no grau de sulfatagdo. A heparina é
extensivamente N-sulfatada, rica em acido idurénico e em grupamentos O-sulfato,
enquanto que o HS possui maior numero de regides N-acetiladas nao
modificadas. Além da substituicdo de grupamentos N-acetil por N-sulfato, outros
grupos sulfato ocorrem na posicdo 2 do acido idurbnico, na posicdo 6 da
glucosamina e, em menor extensdo, nas posi¢coes 3 da glucosamina e 2 ou 3 do

acido glucurénico (Bourin e Lindahl, 1993).

CH,0803H

H  OSOH H  NHOSOs
L-iduronato-2-sulfalo  N-sulfo-D-glucosamina-6-sulfato

Figura 5: Estrutura da heparina e HS.

3 ) Queratam sulfato: Unico GAG que contém galactose e ndo acido hexurbnico

como componente de sua unidade repetitiva e N-acetil-glucosamina. E

principalmente encontrado na cérnea e cartilagem (Funderburgh, 2000).

H OH H NHCOCH;
D-galactose N-acet1ID-glucosamina-6-sulfato

Figura 6: Estrutura do queratam sulfato.
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4) Acido hialurdnico: constituido por unidades alternadas de N-acetil-glucosamina
e acido glucurénico. E conhecido como “cola” bioldgica por estar envolvido na

lubrificagé@o das articulagdes (Toole, 2004).

H  NHCOCH;

D-glucuronato N-acetil-D-glucosamina

Figura 7: Estrutura do acido hialurénico.

A Tabela 2 mostra resumidamente as diferencas entre os tipos de GAGs,

assim como a posicao de sulfatacéo e ligacao glicosidica.

17



Glicosaminoglicano MONOSSACARIDEOS* POSICAO LIGACAO

DO GLICOSIDICA
SULFATO
Acido hialurdnico N-acetilglucosamina - B(1-4)
Acido glucurdnico - B(1-3)
Condroitim N-acetilgalactosamina 4 B(1-4)
4-sulfato Acido glucurdnico - B(1-3)
Condroitim N-acetilgalactosamina 6 B(1-4)
6-sulfato Acido glucurdnico - B(1-3)
Dermatam sulfato N-acetilgalactosamina 4 B(1-4)
Acido idurénico - a(1-3)
Queratam sulfato N-acetilglucosamina 6 B(1-3)
galactose -/6 B(1-4)
Heparam sulfato glucosamina 2/6 a(1-4)
N-acetilglucosamina -/6 a(1-4)
Acido glucurdnico - B(1-4)
Acido idurdnico -2 a(1-4)
Heparina glucosamina 2/6 a(1-4)
acido glucurénico - B(1-4)
acido idurdnico -12 a(1-4)

Tabela 2: Principais caracteristicas estruturais dos GAGs.

Geralmente um tipo de GAG predomina numa molécula de PG, originando
grupos representativos como: PGs de condroitim sulfato (PGCS); PGs de
dermatam sulfato (PGDS); PGs de heparam sulfato (PGHS); e PGs de queratam
sulfato. No entanto, muitos proteoglicanos, como o agrecam, o sindecam e 0

betaglicam, possuem dois tipos de GAGs ligados ao core protéico e o tamanho e a

18



proporcéo dessas cadeias pode variar com o desenvolvimento, idade ou patologia.
Na maioria dos PGs, as cadeias laterais de GAGs sdo fundamentais para as

propriedades fisiologicas da molécula.

3.2. O papel dos GAGs na aterosclerose:

O maior entendimento a respeito da patogénese das placas ateroscleroticas
contribui para a compreensao dos mecanismos responsaveis pelas manifestacdes
clinicas e do motivo da placa se manter silenciosa ou estavel por alguns periodos,
intercalados por complicacdes agudas em outros. O conhecimento da aterogénese
esclarece como as intervencdes terapéuticas modernas podem ser usadas para
melhorar o progndéstico e sugere novos alvos para futuras intervengdes (Harison,
2006).

Os GAGs estédo implicados na retencdo da lipoproteina na parede arterial,
desempenhando um papel central no inicio do processo aterogénico.
Lipoproteinas aterogénicas, associadas aos proteoglicanos na matriz extracelular,
tornam-se mais vulneraveis a ataques oxidativos e enzimaticos gerando produtos
gue agridem o endotélio e desta forma desencadeando uma série de eventos
caracteristicos de resposta inflamatéria. Enquanto a oxidacdo da lipoproteina
promove sua dissociagdo da cadeia de GAG e subsequente captacdo por
macrofagos, as modificacdes enzimaticas ndo oxidativas promovem 0 0Oposto:
aumentam a afinidade da lipoproteina pelo proteoglicano. As modificagbes ndo
oxidativas estimulam ainda mais o acumulo de lipoproteinas. Também induzem a
formacdo de células espumosas, resultando em um acumulo tanto extra quanto

intracelular de lipideos na intima arterial (O6rni & Kovanen, 2007).
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Os PGs que estédo presentes na parede arterial possuem cadeias de HS,
condroitim 4- e 6-sulfato (C-4-S e C-6-S) e DS. Também € observada a presenca
de acido hialurénico (Wagner, 1986; Alves & Mouréo, 1988).

A interacdo dos residuos de lisina da apoB da LDL com os grupos sulfato
dos GAGs € o mecanismo pelo qual a LDL fica presa a intima (Camejo et al,
1988). Estruturas especiais das cadeias de CS e DS sdo necessarios para a
otimizacdo da interacdo com a LDL, com destaque para o tamanho e o grau de
sulfatacdo das cadeias dos GAGs (Kjellen & Lindahl, 1991; Tovar et al, 1998;
Sambandam et al, 1991). Cardoso & Mourdo (1994) relataram que segmentos
arteriais com maior susceptibilidade a aterosclerose exibem cadeias de CS e DS
com maior afinidade pela LDL, em decorréncia de seu maior peso molecular.

Em uma abordagem recente foram verificadas alteragcdes dos GAGs
arteriais em modelo de aterosclerose experimental em coelhos, avaliando o efeito
da acidose no processo aterogénico. Foi verificado que a acidose afeta o contetdo
de GAGs nos animais hipercolesterolémicos. A associagao da hipercolesterolemia
com a acidose tem reflexo no comprimento das cadeias de GAG, que passam a
exibir peso molecular mais elevado e maior interacdo com a LDL. A acidose é
provavelmente um agravante do processo aterosclerético, como no paciente renal
cronico (Tovar et al, 2007).

Iverius (1972) mostrou a interagdo do DS com LDL plasmético em
condic¢des fisiolégicas, com afinidade maior quando comparado com outros GAGs,
incluindo o CS. Além do aumento da afinidade, os niveis de GAGs sulfatados,
como DS, aumentam durante os primeiros estagios da aterosclerose, enquanto o
acido hialurbnico diminui e esta mudanca acelera o desenvolvimento da
aterosclerose (Stevens et al, 1976; Wagner & Salisbury, 1978). A associacdo do
DS com apoB resulta em um aumento da retencéao de LDL, captacdo da LDL pelos
macrofagos (Vijayagopal et al, 1985) ou deixando LDL mais susceptivel a
oxidacdo (Camejo et al, 1991). Outros estudos mostraram que na maioria dos
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tecidos, incluindo artérias, existem dois tipos de PGDS: biglican e decorina
(Register & Wagner, 1990). Este ultimo regula a fibrilogénese (Vogel et al, 1984),
mas também se liga ionicamente & LDL. Nakashima et al (2007) descrevem a co-
localizacdo de depdsito extracellular de lipideos e dos PGs biglicam e decorina na
camada intima de coronarias, em lesdes iniciais da aterosclerose.

Na evolucdo do processo aterosclerdtico ocorre uma série de modificacdes
da parede vascular, como ja discutido anteriormente, refletindo praticamente sobre
todos o0s seus constituintes. Essas modificacbes vao desde alteracbes na
concentracdo até modificacbes estruturais dos componentes, comprometendo
ainda mais suas funcbes. Além disso, como 0s macréfagos comegcam a se
acumular nas lesbes do tipo Il, uma série de enzimas que degradam PGs é
produzida, contribuindo para intensificar as modificacdes da parede vascular.

Os PGHS encontrados na membrana basal e na superficie celular séo
importantes no processo aterogénico por que exibem efeitos antiproliferativos
sobre as células musculares lisas (Schimidt et al, 1992). Essas moléculas se ligam
a fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) e esta interagdo regula a mitose
dessas células na parede arterial. Mudancas na sua estrutura levam a uma
diminuicdo da ligacdo ao FGF, resultando em um aumento do estimulo de FGF e
da proliferagdo das células musculares lisas (Turnbull et al, 1992; Tyrrell et al,
1993).

A expressao de PGs de CS e DS aumenta durante o processo de
aterosclerose e/ou com o avanco da idade (Wight, 1995). Por outro lado, na
aterosclerose avancada, onde as lesdes se tornam fibroticas, a quantidade global
de PGs esta diminuida (Wight, 1995; Cherchi et al, 1990).

O envelhecimento é um importante fator de risco para a aterosclerose.
Deste modo, as modificagbes da composicdo dos GAGs da parede arterial,
decorrentes do envelhecimento, podem contribuir para a progressao das lesdes
ateromatosas nas idades mais avancgadas.
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Nosso grupo, em estudos prévios, obteve resultados que explicaram por
gue as alteragcbes encontradas na composicdao dos GAGs arteriais durante o
envelhecimento ndo favorecem a interacdo com a LDL (Tovar et al, 1998). O
envelhecimento acarreta a elevagdo do conteudo de GAGs na parede da aorta,
atingindo a concentragdo mais elevada em torno da 42-52 década de vida, quando
passa a exibir uma tendéncia de queda. No entanto, este aumento se deve
basicamente as populacdes de CS, que nos ensaios de interagdo com a LDL
exibiram interacdo mais fraca com esta lipoproteina. As alterac6es da composicao
dos demais GAGs foram mais discretas. Entretanto, estes dados ndo descartam
gue as modificacdes encontradas possam estar implicadas nas complicacdes da

aterosclerose, por exemplo, na trombogénese.

3.3. O papel dos GAGs na coagulagédo sanguinea:

E possivel que a relevancia dos GAGs vasculares esteja além da patogenia
do ateroma. Uma mudancga estrutural dos GAGs podem contribuir para a principal
complicacéo clinica da doenca aterosclerotica, ou seja, a trombose.

A hemostasia normal é o resultado de uma série de processos bem
regulados, que controlam duas fungbes importantes: a manutencdo do sangue
num estado liquido, livre de codgulos nos vasos normais, € a inducdo de um
tampéo hemostatico rapido e localizado no local da leséo vascular. Por sua vez, a
trombose € um processo patoldgico decorrente de uma ativagéo inapropriada dos
processos hemostaticos normais, tal como a formacdo de um coagulo sanguineo
(trombo) na vasculatura ndo lesionada ou oclusédo trombodtica de um vaso apos
lesao relativamente pequena. Tanto a hemostasia normal como a trombose séo
reguladas por trés componentes gerais — a parede vascular, as plaguetas e o
sistema de coagulagéao.
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Num processo normal, apés a lesdo vascular, ha inicialmente um breve
periodo de vasoconstriccdo arteriolar, atribuivel ao mecanismo neurogénico
reflexo e potencializado pela secre¢éo local de fatores, como a endotelina (um
vasoconstrictor potente derivado do endotélio). O efeito € transitério, portanto o
sangramento reiniciar-se-a se nao houver uma ativagédo dos sistemas plaquetarios
e de coagulacdo. A lesdo endotelial expde a matriz extracelular subendotelial
altamente trombogénica, permitindo a adeséo e ativacao plaquetaria. As plaquetas
sofrem uma mudanca na forma e liberam o conteddo dos seus granulos
secretérios. Em minutos, os produtos secretados recrutam e ativam plaquetas
adicionais (agregacdo) para formar um tampdo hemostatico. Este processo &
conhecido como hemostasia primaria (Bick & Murano, 1994).

O fator tecidual, um fator pré-coagulante, também €& exposto no local da
lesdo. Ele atua em conjunto com os fatores plaquetérios secretados para ativar o
sistema de coagulacado, culminando na ativacdo da trombina. Sucessivamente, a
trombina converte o fibrinogénio solavel circulante em fibrina insoluvel, resultando
na deposicdo local de fibrina. A trombina também induz adicionalmente o
recrutamento plaquetério e a liberacdo granular. Esta sequiéncia de reacfes em
cascata, denominada com a hemostasia secundaria, leva mais tempo para ocorrer
do que o tampao plaquetério inicial.

A fibrina polimerizada e os agregados plaquetéarios formam um tampéo
permanente e soélido para prevenir qualquer hemorragia adicional. Neste estagio,
0S mecanismos contra-regulatérios (por exemplo, o ativador do plasminogénio
tecidual {t-PA}) sédo acionados para limitar o tampé&o hemostatico ao local da lesédo
(Hoffman & Monroe, 2001). Contudo, um dos principais mecanismos de regulacéo
da formacdo desse tamp&do hemostatico ocorre através de inibidores de serino-
proteases (serpinas) presentes no plasma. Entre as serpinas, destacam-se a

antitrombina (AT) e o cofator Il da heparina (HCII) (Bourin e Lindahl, 1993), que
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apresentam sua atividade acelerada na presenca de determinados GAGs da
parede arterial (HS e DS, respectivamente).

As plaquetas sdo outro componente essencial para a ativacdo do sistema
de coagulacédo. Inicialmente as plaquetas aderem a macromoléculas das regides
subendoteliais do vaso sanguineo lesado. As plaquetas circulantes ligam-se ao
colageno, exposto no sitio da lesédo, por meio de uma ponte formada pelo fator de
von Willebrand (VWF), uma glicoproteina plasmatica, e outras glicoproteinas
presentes em sua superficie, formando assim um tampdo hemostatico primario.
Depois de aderidas, sofrem degranulacdo e tornam-se ativadas, promovendo
mudanca de forma e alteracdo de glicoproteinas da superficie da membrana para
permitir agregacdo. Como resultado dessa ativacdo e agregacdo plaquetaria,
ocorre exposicdo de fosfolipidios que sao criticos para a interagédo e a ligacéo de
fatores da coagulacdo. As plaquetas estimulam a ativagdo local dos fatores
plasmaticos de coagulagéo, e isso conduz a geragdo de um coagulo de fibrina que
reforca o agregado plaquetario. Mais tarde, a medida que ocorre a cicatrizacdo da
lesdo, o agregado plaquetario e o coagulo de fibrina sdo degradados (Mann,
1997).

3.3.1. O sistema de coagulacéo

Hemostasia ou mecanismo hemostatico € o processo fisioldgico e dinamico
gue, ao nivel do sistema vascular, procura manter o equilibrio entre varios fatores
plasméticos e celulares com a finalidade de evitar perdas sangiineas e assegurar
a fluidez do sangue. O sangue € um tecido especial, formado por células em
suspensdo num meio liquido — o plasma. Os sistemas fisiol6gicos que controlam a
fluidez do sangue sdo complexos e refinados. O sangue tende a ser fluido no
interior dos vasos integros e, simultaneamente, coagula rapidamente ao ser
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exposto a superficies ndo endoteliais, em locais de lesdo vascular. A salude das
células e dos orgdos depende, criticamente, de uma circulacdo continua para
distribuir oxigénio e nutrientes e para remover os dejetos. A homeostase normal
do liguido abrange a manutencéao da integridade da parede do vaso, bem como a
presséo intravascular e a osmolaridade dentro de variacdes fisioldgicas. Por outro
lado, anormalidades da permeabilidade vascular ou da hemostasia pode resultar
em lesdo, mesmo no cenario de um aporte sanglineo intacto. A homeostase
normal do liquido também significa manutencdo do sangue fluido até determinado
momento, quando numa lesdo necessita da formagédo do coagulo. A coagulacdo
em locais inapropriados (trombose) ou a migracdo desses coagulos (embolia)
obstrui o fluxo sangliineo aos tecidos e leva a morte da célula (infarto).
Reciprocamente, a inabilidade em coagular apds a lesdo vascular resulta em
hemorragia. O sangramento local pode comprometer a perfusdo regional do
tecido, enquanto a hemorragia mais extensa pode resultar em hipotenséo
acentuada (choque) e morte.
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Figura 8: Esquema do mecanismo de coagulacdo. A hemostasia é desencadeada
por uma lesdo vascular com exposicdo do fator tecidual levando a ativacdo da
cascata de coagulacdo (em azul). No mesmo momento da ativacdo da cascata
uma série de acdes antagbnicas a este processo é desencadeada modulando a
hemostasia (destacada em vermelho). A trombina gerada exerce feed-back
positivo em varios pontos da cascata de coagulacédo (em verde). (fonte: Stelling,
2007).

» Fase de iniciagdo da coagulacdo sangiinea

Originalmente, foram descritas duas vias separando didaticamente a
coagulacdo sanglinea: a via intrinseca ou via de contato e a via extrinseca ou via

do fator tecidual. No entanto, para um melhor entendimento do sistema de
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coagulacao, atualmente se prefere usar os termos fase de iniciacdo e propagacao,
ja que as duas fases sao fisiologicamente bem intrincadas e sao altamente
complexas (Becker, 2005) (Figura 8). A fase de iniciacdo é ativada quando o
plasma, contendo fator VIl ou Vlla, entra em contato com o fator tissular (FT),
exposto no local da lesdo. Ao contrario dos outros fatores do sistema de
coagulacdo, o FT sempre esta presente como um co-fator ativado e € essencial
para a vida (Bugge et al, 1996). O FT ndo € normalmente expresso em células que
entram em contato com o plasma, porém, quando ha uma injaria vascular, as
células agora expostas expressam este fator ligado & membrana, que desse modo
pode se ligar ao fator Vlla plasmatico. A ligacdo do fator Vlla ao FT leva a
formacédo do complexo FT-Vila, um potente ativador do sistema de coagulagéo.

O fator VII é uma proteina plasmatica dependente de vitamina K, produzida
no figado. Embora aproximadamente 99% do fator VII estar presente no estado
inativo, 1% esta presente como uma serino-protease ativa, o fator Vlla (Morrisey,
2001). Entretanto, quando o fator Vlla esté livre, ndo fazendo parte do complexo
FT-Vlla, ele € uma enzima relativamente fraca.

Uma vez formado o complexo FT-Vlla na superficie celular, este atua em
dois potentes substratos: fator IX e o fator X. O fator IX é convertido a 1Xa,
ativando o fator X, que é convertido a Xa. Essa reacdo é acelerada intensamente
pelo fator Vllla. In vitro, o fator X é o substrato preferido pelo complexo, mas in
vivo esta via ndo € bem conhecida, podendo ser dependente dos fatores locais
(Morrisey, 2001). O fator Xa, por sua vez, atua sobre a protrombina, culminando
na geragcado de trombina (fator Ila), numa reacdo que € acelerada pelo fator Va. A
partir dai, através de um feed-back positivo, uma série de proteases plasmaticas
(zimogénios) sao ativadas, culminando na amplificacdo da geracdo de trombina

(fase de propagacao da coagulacéao).
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» Fase de propagacéo da coagulacéo

A trombina é a enzima efetora final do sistema de coagulacdo. Sua ac¢ao
ndo se restringe apenas a clivagem do fibrinogénio em mondmeros de fibrina.
Também atua na amplificacdo do mecanismo de coagulacédo através da ativacao
de alguns fatores do sistema, tais como fatores V, VIII e Xl (fase de propagacao),
age como potente agonista da ativacdo plaquetaria (Dahlback, 2000), além de
uma reconhecida atividade pro-inflamatoria.

A observacao de que a trombina também pode ativar o fator XI sugere que
a funcdo principal deste fator ndo é iniciar a coagulacdo, mas sim a producao
secundaria de trombina, que é essencial para a hemostasia (Gailani & Broze,
1991). O estudo da trombofilia Leiden mostrou que o aumento nos niveis do fator
Xl € um risco aumentado para a trombose. Isso sugere, mais uma vez, que a
funcdo do fator XI é a geracdo secundaria de trombina (Meijers et al, 2000).

Na etapa final do mecanismo de coagulacao, a trombina cliva o fibrinogénio
para gerar monémeros de fibrina, os quais polimerizam e ligam-se uns aos outros,

formando um coagulo quimicamente estavel (Rosenberg e Aird, 1999).

* Modulacéo da coagulagéo

A modulacdo inibitéria das reacdes da coagulagcdo € extremamente
complexa e de fundamental importancia para a hemostasia, uma vez que impede
a extensdo do coagulo além do sitio da injuria. Esta regulacdo acontece em cada
estagio do sistema de coagulacdo, seja através de inibicdo enzimatica ou pela
modulac&o da atividade dos cofatores.

A trombina pode ser inibida por duas serpinas, a AT e o HCII, que séo

produzidas no figado e circulam no plasma em concentragcBes micromolares
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(Bock, 2006). Essas serpinas sdo pouco ativas como inibidores das proteases da
coagulacdo. Porém, apos se ligarem aos GAGSs, a velocidade da inibicdo aumenta
aproximadamente cerca de 1000 vezes (Figura 9). A AT inibe muitas das enzimas
do sistema de coagulacdo, além da trombina. Componentes chaves do sistema,
tal como os fatores IXa, Xa e trombina, ligam-se rapidamente a AT e séo
neutralizados. A habilidade da AT em inibir estes fatores é acelerado pelos PGHS
e esta é a base para a acdo anticoagulante das heparinas farmacéuticas. A AT
inibe a trombina livre e o fator Xa mais eficazmente do que quando associados ao
complexo de ativacao; ela tem o efeito de remover estas proteases da circulacéo e
limitar sua atividade ao sitio da formag&o do coagulo.

A trombina se liga a AT formando o complexo covalente trombina-
antitrombina (lla-AT), que é rapidamente eliminado da circulacdo (Fuchs, Shiffman
& Pizzo, 1982). Os niveis do complexo lla-AT sdo também usados como um
marcador de hipercoagulabilidade por refletir a producédo de trombina (Lopez et al,
1999).

A AT tem um papel essencial no controle da coagulagdo e sua auséncia é
incompativel com a vida, enquanto deficiéncia parcial dos seus niveis plasmaticos
pode causar um problema clinico. Uma concentracdo de AT abaixo de 60-70%
esta associada com a trombose (Kauffman et al, 1978; Francis et al, 1992).
Aproximadamente 5% dos pacientes com trombose venosa apresentam
deficiéncia de AT, e deficiéncias herdadas ou adquiridas tém sido descritas
(Harper et al, 1991).

O HCII é uma glicoproteina plasmética com acao inibitéria somente sobre a
trombina. Assim como a AT, sua atividade inibitéria ocorre através da formacéao de
um complexo covalente com a trombina, que cliva inicialmente a ligacdo peptidica
entre os residuos Leu*** e Ser** da protease, com liberacdo de um segmento
peptidico. O HCII também possui uma fraca atividade inibitéria da trombina na
auséncia de GAGs. Porém, seu potencial inibitdrio € aumentado em muitas vezes
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na presencga de cadeias de DS (Tollefsen et al, 1983), encontradas principalmente
na matriz extracelular e em pequenas quantidades na superficie de células
musculares lisas.

Tanto a AT quanto o HCII tem os seus efeitos inibitérios sobre a trombina
potencializados por certos GAGs, como ja mencionamos. A AT € ativada com
maior eficiéncia por heparina ou PGHS sintetizados pelas células do endotélio
vascular, produzindo um efeito antitromboético na interface entre o endotélio e o
sangue. O HCII é ativado pelo DS e HS (Tollefsen & Zhang, 2006).

Além disso, determinadas deficiéncias de fatores anticoagulantes
plasmaticos estéo relacionadas com a propenséo a trombose em leitos vasculares
especificos (Rosemberg, 1999), que por sua vez poderiam ser influenciados pela
composicao dos GAGs locais.

Tanto biglican quanto decorina aceleram a inibicdo da trombina pelo HCIl e
a co-localizacdo desses PGs com HCII na parede arterial sugere que essas duas
moléculas tém um papel importante na modulagéo da atividade pro-aterogénica da
trombina (Shirk et al, 2000). E importante ressaltar que deficiéncias do HCII estéo
relacionadas a um aumento da resposta arterial a injaria (Vicente et al, 2007)
sinalizando para um papel chave desta serpina, e consequentemente das cadeias

de DS, no remodelamento arterial, como no caso da restenose.
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Figura 9: Representacdo molecular da ac¢do anticoagulante dos polissacarideos
sulfatados. A tombina (em azul) € inibida pela acdo da AT (em verde) e do HCII
(em laranja). Em ambos os casos, o polissacarideo sulfatado aproxima o inibidor e
a trombina, através da interacdo de suas cargas negativas com as cargas positivas
dessas moléculas (ha trombina, a interacdo ocorre no sitio denominado EXO II).
Em seguida, o grupo hidroxila (-OH) do aminoéacido serina (S), presente na
trombina, liga-se a aminoacidos situados na extremidade “C” dos inibidores — a
arginina (R), na AT, e a lisina (L), no HCIIl. No entanto, o polissacarideo sulfatado
altera o mecanismo anticoagulante do HCII, induzindo nesse inibidor uma
modificagdo estrutural que permite a interacdo de sua extremidade “N” com o sitio
EXO | da trombina (fonte: Mourdo & Pomin, 2003).

Modificagcbes dos GAGs decorrentes da progressdao das lesdes
ateromatosas poderiam estar associadas com a formacdo de trombos nesses
locais. O DS € o GAG que exibe maior potencial anticoagulante e antitrombaético
na parede vascular (Tovar, 2005). Shirk et al (2000) relataram a presenca de
cadeias de DS com menor potencial anticoagulante nas lesGes ateroscleroticas.

Assim, os PGs decorina e biglicam da placa aterosclerética possuem uma
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atividade reduzida via HCII. A perda da habilidade destes dois PGs nas lesGes
ateroscleréticas em regular a atividade da trombina através do HCIl deve ser
importante para a progressado da doenca. O HCII interage com DS na parede dos
vasos ap0s uma injUria e esta interagcdo modula a formacdo do trombo in vivo
(Vicente & Tollefsen, 2004). Isso sugere que desordens no metabolismo do DS
devem contribuir para uma patologia vascular pela diminuicdo da atividade do
HCII, por exemplo, em lesbes aterosclerdticas (Shirk et al, 2000; He et al, 2008).

Theocharis et al (2002) observa uma reducdo da concentracdo total dos
GAGs em lesdes ateroscleroticas do tipo V e em aneurismas de aorta abdominal
(AAA). Relata ainda alteracdo na composicdo das unidades dissacaridicas
presentes em cadeias de DS, com diminui¢do na propor¢ao os dissacarideos 2,6-
e 2,4-dissulfatados, apesar da concentracdo do DS estar pouco afetada em ambas
as patologias.

Os dados relatados acima apontam para uma possivel participacdo dos
GAGs vasculares na aterotrombose.

Corroborando essa hipotese, Marinho (2008) mostrou uma reducdo
marcante no conteudo de HS (80%) e de CS (60%) em AAA (n=11), em
comparagdo com amostras de aorta abdominal de doadores cadaveres (n=9),
utilizadas como controle. Resultados semelhantes foram obtidos por Teocharis
(1999). No entanto, ao avaliar o potencial anticoagulante dos GAGs extraidos de
AAA, verificamos uma maior atividade das cadeias de heparam sulfato nessas
amostras quando comparadas aos controles normais. A grande discussao em
relacdo a esses achados estd na diferenca de idades entre os dois grupos
estudados: controles normais (~37 anos) e AAA (~74 anos). Também é relevante
a presenca marcante de lesdes aterosclerdticas avangadas nas amostras
aneurismaticas, que colocam em ddvida se os resultados obtidos refletem
alteracbes relacionadas a idade, ao processo patolégico do AAA ou da
aterosclerose.
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Desse modo, o0 estudo desenvolvido nesta dissertacao visa esclarecer se as
diferencas no potencial anticoagulante encontradas nas amostras aneurismaticas
seriam relativas ao processo aneurismatico em si ou estariam relacionadas ao
processo aterosclerotico concomitante. Para isto foi analisado o potencial
anticoagulante dos GAGs extraidos de areas preservadas da parede de aorta,
comparando com os obtidos de &areas exibindo diferentes graus de leséo
aterosclerética, em paciente com idade superior a 70 anos.
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II. OBJETIVO:

O objetivo geral desta dissertacdo € avaliar a influéncia do processo
aterosclerético sobre o potencial anticoagulante dos GAGs aérticos e correlacionar

os resultados com os de aneurisma de aorta abdominal (AAA).

Objetivos especificos

* Determinar a concentracdo e a composicdo dos GAGs no segmento da
aorta proximal, toracica e abdominal;

e Comparar a concentracdo e a composicao dos GAGs adrticos presentes
em dareas normais e em areas exibindo diferentes graus de leséo
aterosclerética (lesdo do tipo IV-V e do tipo VI-VII) e confrontar esses
resultados com os obtidos de AAA.

» Avaliar o potencial anticoagulante dos GAGs adrticos presentes em areas
normais e com diferentes graus de les@o aterosclerotica (leséo tipo IV-V e
leséo tipo VI-VII), correlacionando os resultados com os de AAA.

» Avaliar o efeito das cadeias de HS adrtico, extraidas de areas normais e de
areas exibindo diferentes graus de lesdo aterosclerética (leséo tipo IV-V e
lesdo tipo VI-VII), sobre a inibicdo da trombina e do fator Xa pela AT,

comparando com os resultados de AAA.

34



lIl. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras

3.1.1 Para uma analise mais detalhada das lesfes produzidas pela
aterosclerose, utilizamos um exemplar de aorta humana de individuo do sexo
feminino, 78 anos, submetido a autopsia no Servico de Anatomia Patologica do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (HUCFF/UFRJ). A aorta foi acondicionada em alcool 70% para transporte
até o laboratorio onde foi armazenada em acetona até ser processada.

A camada adventicia foi retirada e a aorta foi separada em trés segmentos:
proximal, toracico e abdominal, que por sua vez foram subdivididos em grupos de
acordo com o seu aspecto macroscopico. Area N: &reas exibindo aspecto
macroscépico normal; Area L, areas exibindo lesdes ateroscleréticas tipo 1V-V;
Area LL, de areas exibindo lesdes de grau mais avancado, lesdes ateroscleréticas
do tipo Vla- VII, de acordo com a classificagdo da American Heart Association.

3.1.2 Também foram utilizadas amostras de GAG total obtidas de saco
aneurismatico de 11 pacientes submetidos a cirurgia eletiva para correcdo de
aneurisma de aorta abdominal (AAA) realizadas no HUCFF/UFRJ e de aorta
abdominal justa-renal normal (sem evidéncia macroscépica de lesdo
aterosclerética) de 9 doadores cadaveres de 6rgao (D) utilizadas nos estudos de
Marinho (2008), gentilmente cedidas pela Dra. Ana Cristina O. Marinho. A média
de idade dos individuos referentes as amostras de AAA foi de 73,7 anos e as de

doadores saos foi de 36,9 anos.
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3.2. Isolamento e purificacdo dos GAGs

Apés a separacdo das diferentes areas (N, L e LL) de cada segmento da
aorta, as mesmas foram picadas em pedacos de aproximadamente 1mm? e
submetidos a delipidagcdo com uma mistura de cloroférmio e metanol (2:1,v/v), a
temperatura ambiente por pelo menos 24h, sob agitacdo intermitente. A partir da
massa delipidada das diferentes amostras foram feitas varias extracdes. Para
cada extracdo aproximadamente 1 g de tecido seco e delipidado foi reidratado em
solugcdo acetado de sodio 100 mM (pH 5,0) contendo cisteina 5 mM e EDTA
dissddico 5 mM por 24 horas e submetido a digestédo proteolitica com papaina a
uma massa equivalente a 10% do peso seco da amostra. A digestdo foi entdo
processada a 60°C por 24 horas. Apés digestdo completa do tecido, o material foi
centrifugado e o sobrenadante foi precipitado com cloreto de cetil-piridina (CPC) a
0,5% por 24 horas a temperatura ambiente. Novamente o material foi centrifugado,
lavando-se o precipitado com 0,05% de CPC. Para a retirada do CPC o pellet foi
solubilizado com NaCl 2M:etanol (100:15 v/v), reprecipitando o0 GAG com dois
volumes de etanol absoluto overnight a - 20°C. Apds centrifugacdo o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi lavado 2x com etanol 80% para
retirada do sal e 1x com etanol absoluto. O material precipitado foi ressuspendido
em agua destilada (500 puL de 4gua para cada 100 mg de tecido seco).

Para retirar a possibilidade de interferéncia do método de extragéo sobre os
resultados obtidos foram realizadas 10 extracdes da Area N (4 referentes ao
segmento proximal, 3 ao segmento toracico e 3 ao segmento abdominal), 14
extracbes da Area L (3 referentes ao segmento proximal, 4 ao segmento toracico e
7 ao segmento abdominal) e 17 extracbes da Area LL (4 referentes ao segmento

proximal, 3 ao segmento toracico e 10 ao segmento abdominal).
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As amostras de GAG total cedidas pela Dra. Ana Cristina Marinho
correspondem a uma extracdo de cada espécime de amostra de aorta abdominal,
AAA ou D.

A concentracdo de GAG nos tecidos foi estimada pelo contetdo de &cido
hexurdnico, medido através da reacdo do carbazol e expressa como o teor de

acido hexurdnico por massa de tecido seco (Bitter & Muir, 1962).

3.3. Eletroforese:

Para a identificacdo da composicdo dos GAGs sulfatados nas amostras,
cerca de ~5 pg (em teor de acido hexurénico) do total de GAG extraido de cada
digestdo foram aplicados em gel de agarose 0,5% em tampao 1,3-
diaminopropano/acetato 0,05 M, pH 9,0. Apés a eletroforese (120 V por 1 h) os
GAGs foram fixados no gel com cetavlon 0,1%, overnight a temperatura ambiente
e corado com azul de toluidina 0,1% em &acido aceético/ etanol/ agua (0,1:5:5,
vol/vol/vol).

Para a avaliacdo do peso molecular médio das cadeias de GAGs as
amostras de GAG (~ 5 pug em teor de acido hexurbnico) foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) a 6%, com1l mm de espessura, em
tampéao Tris-HCI 20 mM, pH 8,6. Apos a corrida (120 v por 30 min) o gel foi corado
com azul de toluidina 0,1% em 1% de acido acético. Como marcadores de peso
molecular foram utilizados padrées de GAG com peso molecular médio de 60 e 40
kDa, além de dextran sulfato com peso molecular de 8 kDa.

A concentracao relativa e a distribuicdo do peso molecular das espécies de
GAGs sulfatadas foi avaliada através densitometria das laminas de agarose ou

PAGE utilizando o programa Molecular Analyst da Bio-Rad.
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3.4. Fracionamento das cadeias de GAGs

Pools referentes aos GAGs extraidos das areas N, L e LL, como também as
amostras de AAA e de D, foram submetidos a cromatografia de troca ibnica em
coluna de Mono Q acoplada a um sistema de FPLC, previamente equilibrada com
tampao Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, sob fluxo de 1 mL/min. A eluicdo do material
retido foi realizada aplicando-se gradiente linear de NaCl (0,4 a 2,0 M), no mesmo
tampéo, apos lavagem prévia com solugédo contendo 0,4 M de NaCl. Aliquotas de
0,5 mL foram coletadas e analisadas quanto ao seu conteudo de acido hexurénico
(reacdo do carbazol) (Bitter & Muir, 1962). As fracdes referentes aos picos do HA,
HS e CS+DS foram agrupadas e precipitadas com 2 volumes de etanol absoluto,
overnight a — 20°C. Apds lavagem com etanol a 80% (2x) e etanol absoluto (1x) os
GAGs recuperados foram secos a temperatura ambiente e posteriormente
dissolvidos em agua.

O pool N foi constituido com 90 pug (em teor de ac. hexurdnico) do GAG
total obtido de cada extragdo da area normal, o pool L com 80 pg de cada
extracdo da area L e o LL com 50 pg de cada extracdo da area LL. Em relacdo
aos pools de AAA e D, estes foram constituidos com 40 pg de cada amostra de
GAG total.

3.5. Tratamento com condroitinase ABC

Para a avaliacdo do potencial anticoagulante especifico das cadeias de HS
presentes nas fracdes obtidas pela cromatografia de troca ibnica, as mesmas
foram submetidas a tratamento com condroitinase ABC (Chase ABC), que
degrada cadeias de CS e DS. 50 pug (em teor de acido hexurdnico) das fragbes de
CS+DS e HS foram incubadas com 5 mU de Chase ABC (Seikagaku Corporation

38



— Code Number 100330) em 200 pL de tampéo etilenodiamino/acido acético 50
mM, pH 7,0, por 24 horas a 37" C. Este tratamento foi repetido 2 vezes para
assegurar que a totalidade das cadeias de CS e de DS foram clivadas pela
enzima. Apds o tratamento, o material foi precipitado pela adicdo de 2 volumes de
etanol absoluto, a mistura mantida por 24 horas & - 18°C e os GAGs recuperados
por centrifugacdo (45 minutos a 3200 rpm). A eficiéncia do tratamento,
degradacdo das cadeias de CS e DS, foi avaliada por eletroforese em gel de

agarose.

3.6. Avaliacdo da atividade anticoagulante dos GAGs

A atividade anticoagulante dos GAGs foi avaliada por ensaio amidolitico
baseado na determinacdo da atividade da protease da coagulacdo (lla ou Xa)
sobre seu substrato cromogénico especifico, na presenca de plasma, AT ou HCII,
variando-se a concentracdo dos GAGs, de acordo com metodologia previamente
descrita por Abildgaard & Larsen (1984). Os ensaios foram monitorados em leitor
de placas de 96 pocos modelo Versamax (America Devices, USA).

A a-trombina, o fator Xa, AT e HCIl humanos utilizados foram adquiridos da
Hematologic Technologies Inc., USA. Os substratos cromogénicos, S-2238 para a
trombina e S-2765 para o Xa, foram adquiridos da Chromogenix AB, Italia. O pool
de plasma humano foi obtido de doadores sadios do Banco de Sangue do
HUCFF/UFRJ. Os ensaios foram realizados a 37° C com volume final de 100 pL,
em tampéo Tris/HCI 15 mM, pH 7.4 contendo NaCl 0,15 M e polietilenoglicol 8.000
1mg/ml. A concentracgdo final nos ensaios de lla ou Xa foi de 2nM, AT ou cofator I
da heparina de 10nM, dos substratos cromogénicos de 100 uM e a dlilui¢ao final

do plasma foi de 120 vezes.
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Nos ensaios, diferentes concentracfes da amostra de GAG sé&o incubadas
a 37 C com a trombina e o inibidor (AT, HCII ou plasma) por 5 minutos. Apds esse
periodo o substrato cromogénico é adicionado e a placa imediatamente colocada
no leitor de ELISA. A absorbancia a 405 nm é monitorada através de 12 leituras no
decorrer de 5 minutos de reacéo (programa utilizado: Soft Max Pro). O resultado €
expresso como a variacdo da absorbéncia por minuto (AA/mim), convertida em

porcentagem de trombina ativa.

3.7. Andlise estatistica
Para a analise estatistica foi aplicado o teste Mann-Whitney Rank Sum,

utilizando o programa Sigma Stat 3.0. Foi considerado estatisticamente

significante quando p< 0,05.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO:

A concentracdo e composicdo dos GAGs da parede arterial humana ja
foram exaustivamente estudadas. Esses estudos abrangeram tanto vasos normais
como vasos apresentando alto grau de lesdes aterosclerdticas. A aorta foi a artéria
mais estudada, principalmente em funcdo de seu tamanho e facilidade de
disseccdo. Como ja foi realcado anteriormente, as lesdes aterosclerdticas mais
avancadas exibem uma menor concentracdo de GAGs quando comparadas com
regides sem lesdo da parede arterial (Iverius, 1972; Stevens et al, 1976; Wagner &
Salisbury, 1978; Teocharis et al, 2002). Entretanto, muitos desses estudos
envolveram amostras de vasos de diferentes individuos, e em muitos casos as
amostras controle utilizadas correspondiam a individuos bem mais jovens do que
os das amostras lesionadas. Sob o aspecto funcional dos GAGs na fisiologia e
patogenia da parede arterial, a maioria dos estudos foi direcionada para a
interacdo das cadeias desses polissacarideos com lipoproteinas plasmaéticas e a
implicacdo dessas interacdes na aterogénese. Mais recentemente, vem sendo
relatada a participacdo de determinadas cadeias de GAGs vasculares na
modulacdo da atividade de proteases da coagulacdo, com importantes
consequéncias na resposta do vaso as agressdes sofridas. Tém sido relatadas
alteracdes estruturais nas cadeias de DS, com provavel prejuizo do seu potencial
anticoagulante em lesdes ateroscleréticas, apesar de sua concentracdo ndo estar
comprometida (Shirk et al, 2000; Theocharis et al, 2002). Outro GAG que tem sua
concentracao significativamente diminuida nas lesdes ateroscleroéticas é o HS, que
em lesGes aneurismaticas também exibe alteracdes estruturais com redugédo de
unidades dissacaridicas N-sulfatadas (Theocharis et al, 1999 e 2002). No entanto,
nenhum desses estudos avaliaram diretamente o potencial anticoagulante dos
GAGs extraidos de lesbes ateroscleroticas. Por outro lado, estudos do nosso
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laborat6rio mostraram que o potencial anticoagulante global dos GAGs em AAA
ndo é menor daqueles extraidos da parede de aortas abdominal controle (D). Na
realidade, embora ndo apresentem diferenca significativa, o0s resultados
apontaram para um aumento da atividade anticoagulante dos GAGs de AAA. Mais
surpreendente ainda, nos ensaios com AT, onde analisamos mais especificamente
as cadeias de HS, os extratos de GAG total de ambos os grupos (D e AAA)
exibiram o mesmo potencial anticoagulante, apesar da concentragdo relativa das
cadeias de HS nas amostras aneurismaticas encontrarem-se significativamente
diminuida (Marinho, 2008).

Em face das consideracbes acima e na tentativa de minimizar a
interferéncia da idade, possiveis diferencas entre individuos e de variagbes na
avaliacdo macroscopica da parede arterial, realizamos nessa tese estudos de um
unico espécime de aorta, com varias extracdes de cada grupo, desse modo

minimizando a interferéncia do método de avaliacao.
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4.1. Variagbes da concentracdo e composicdo relacionadas ao processo

aterosclerodtico dos GAGs nos diferentes segmentos d a aorta:

Como ja foi publicado anteriormente, determinados sitios ao longo da
artéria sdo mais propensos ao desenvolvimento de lesdes ateroscleroticas. Da
mesma forma, determinadas artérias exibem maior susceptibilidade a
aterosclerose. Em relagédo a aorta, lesdes ateroscleréticas podem ocorrer em todo
seu trajeto, porém o segmento abdominal € o mais afetado. Cardoso & Mourdo
(1994), ao estudar a parede de aorta toracica e abdominal, ndo observaram
diferencas significativas na composicéo e propriedades dos GAGs entre estes dois
segmentos. Entretanto, o estudo limitou-se a &areas normais em amostras de
adultos jovens. Portanto, ndo sabemos quais as influéncias que esses segmentos
podem sofrer no decorrer do envelhecimento e da evolucdo das lesGes
ateroscleréticas. Desse modo, avaliamos se ocorrem alteragdes na concentragédo
e na composicdo dos GAGs em lesdes aterosclerdticas dos segmentos proximal,
tordcico e abdominal da aorta. Como podemos observar na Figura 10, as
extracGes correspondentes as areas normais (grupo N) exibem concentracdes de
GAGs semelhantes (p > 0,5) nos trés segmentos adrticos, 3,15 + 1,01 (n=4
extracoes), 2,11 = 0,46 (n=3 extracdes) e 2,22 + 0,40 (n=3 extracdes) pug HexUAc /
mg de tecido seco, para 0s segmentos proximal, toracico e abdominal,
respectivamente. Em relacdo as areas ateroscleréticas a concentracdo dos GAGs
diminui de acordo com o grau da lesédo (L e LL), indistintamente do segmento a
gue pertenca. Os valores obtidos foram: grupo L: 1,99 + 0,26 (n=3 extracbes), 1,79
+ 0,56 (n=4 extracdes), 1,49 = 0,65 (n=7 extracbes) e LL: 1,01 = 0,40 (n=4
extracdes), 1,38 + 0,35 (n=3 extracbes) e 0,92 + 0,42 (n=10 extracdes) ug
HexUAc/mg de tecido seco, para os segmentos proximal, toracico e abdominal,
respectivamente.
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Figura 10: Concentracdo de GAG (teor de acido hexurdnico/mg tecido seco) no
segmento proximal (A), toracico (B) e abdominal (C), referentes as areas N, L e LL.



Da mesma forma, a composicao relativa das espécies de GAGs sulfatados
foi semelhante (Figura 11 A), independentemente do segmento da aorta, porém
sendo observadas uma diminuicdo da proporcdo de HS e elevacao de DS nas

lesBes aterosclerdticas (Figura 11 B).
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Figura 11: Composicdo e concentracdo relativa dos GAGs suitatados presentes
nos diferentes segmentos e suas respectivas areas. (A) Composicdo dos GAGs
sulfatados no segmento proximal (SP), toracico (T) e abdominal (Abd), das areas N,
L e LL; (B) porcentagem de CS, DS e HS global estimada pela analise
densitométrica das eletroforeses em gel de agarose referentes as areas N, L e LL.
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4.2. Comparagdo da concentracdo total e especifica  dos GAGs adrticos em

funcéo da idade e do tipo de leséo da parede arteri  al:

A proxima etapa do trabalho foi comparar as alteragdes observadas com a
idade e a lesdo aterosclerética com aquelas de AAA.

As amostras estudadas por Marinho (2008) correspondem ao segmento
abdominal da aorta. No entanto, conforme descrito no item anterior, n&o
observamos diferencas no conteddo e composicdo dos GAGs dentro de um
mesmo grupo entre os diferentes segmentos, e desse modo passamos a tratar as
extracbes de cada area em conjunto, independentemente a que segmento
pertengam.

Marinho (2008) encontrou uma diminuicdo significativa (p < 0,01) do
conteudo de GAG total (em pg de ac. hexurdnico por mg de tecido seco) nas
amostras aneurismaticas (1,30 + 0,17, n=11) quando comparadas as de doadores
cadaveres (3,55 + 0,51, n=9). Nas extracdes correspondentes a area N, obtivemos
2,56 * 0,32 ug HexUAc/mg tecido, referente as 10 extracbes realizadas, que
guando comparado aos resultados da area L (1,60 + 0,15, 14 extracdes) e LL (1,00
+ 0,13, 17 extracdes), observamos uma diminuicdo do contetdo de GAG total nas
amostras ateroscleréticas, p < 0,05 e p < 0,001, para as areas L e LL,
respectivamente. Também na comparacdo entre as areas L e LL foi observada
uma diminuicdo do conteudo de GAG total neste ultimo, p < 0,05, portanto ndo
podendo ser atribuida a variacdes do método. O resultado obtido para as areas
mais preservadas da aorta do individuo em estudo (78 anos) encontra-se dentro da
faixa de variacdo do grupo de doadores (~37 anos) reportado por Marinho,
enquanto os referentes as areas exibindo lesGes ateroscleréticas encontram-se
dentro da faixa de variacdo do grupo de AAA (~ 74 anos). Desse modo nédo
podemos descartar a possibilidade do resultado encontrado para o grupo AAA ser
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devido ao comprometimento aterosclerético dessas amostras. Por outro lado, o
fator idade ndo parece estar contribuindo nesse caso. A Figura 12 (A e B) resume
os resultados acima relatados.
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Figura 12: Concentragdo de GAG total, em teor de acido hexurbnico, nas
diferentes amostras (D e AAA) (A) ou areas (N, L e LL) (B).

A concentragdo absoluta das diferentes espécies de GAG na parede arterial
pode ser avaliada pela determinacéo da concentracéo relativa de cada espécie no
total de GAG extraido de cada amostra. No caso do &acido hialurénico (HA), sua
concentracdo relativa nas amostras de GAG total pode ser obtida através de

fracionamento por cromatografia de troca i6nica, enquanto que as concentracdes
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dos GAGs sulfatados (HS, DS e CS) podem ser estimadas pela analise
densitométrica da eletroforese em gel de agarose (Figura 11).

Devido a limitacdo de material, a cromatografia em coluna de troca idnica foi
realizada com pools das amostras de cada grupo ou areas estudadas (doadores,
AAA, N, L e LL) e a concentracdo relativa do HA obtida em cada caso foi
extrapolada para cada uma de suas respectivas amostras (AAA e D) ou extracao
(N, L e LL). Desse modo, estimamos o teor de HA nos diferentes grupos
estudados: N- 0,18 = 0,02; L- 0,16 + 0,01; LL- 0,14 + 0,02 pg HexUAc/mg tecido
seco e confrontamos com os obtidos por Marinho (2008): D- 0,50 + 0,07; AAA- 0,18
+ 0,02, Figura 13. Os resultados apontaram para uma reducdo significativa do
conteudo de HA nas amostras de individuos idosos, independentemente da
presenca ou auséncia de lesdes ateroscleréticas, indicando que essa diminuicdo
provavelmente esta relacionada com o processo de envelhecimento, uma vez que
a média dos resultados encontrados para as amostras de AAA encontra-se na
mesma faixa do conteudo de HA obtido para o individuo de 78 anos (N, L e LL). (D
XAAA, p<0,0l1);(NxLoulLLelLXxLL-n.s.).
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Figura 13: Concentracdo de HA, em teor de &cido hexurdnico, nas diferentes
amostras (D e AAA) (A) ou areas (N, L e LL) (B).

Na determinagdo da concentracdo das espécies sulfatadas, foi deduzido do
teor do GAG total a fracdo correspondente ao HA em cada amostra (AAA e D) ou
extracdo (N, L e LL).

A concentragdo de HS reportada para as amostras de AAA foi de 0,18 £ 0,03
ug HexUAc/mg tecido seco, significativamente inferior ao conteddo encontrado
para as amostras de doadores- 1,06 = 0,08, p < 0,001. Nas extragbes
correspondentes a area N observamos a meédia de 0,36 = 0,04 ug HexUAc / mg
tecido seco, enquanto foi obtido 0,16 + 0,02 e 0,10 + 0,01 para as areas L e LL,
respectivamente. Na comparagao entre esses trés ultimos, pudemos constatar uma
reducdo significativa do conteiddo de HS nas lesdes aterosclerdticas quando
comparadas com areas mais preservadas da parede aortica (p < 0,001) e ate
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mesmo entre os diferentes graus de lesdo (p < 0,01, L x LL). No entanto o
conteudo de HS nas areas mais preservadas da parede arterial do individuo de 78
anos (N) é bem inferior ao reportado para os de doadores. Por outro lado, o
conteldo de HS da area N é superior a faixa de variagdo encontrada para as
amostras AAA. Este conjunto de dados aponta para alteragcdes importantes da
concentracdo de cadeias de HS causadas pelo envelhecimento e agravadas pelo
processo aterosclerotico. Da mesma forma, no AAA ndo podemos descartar a
influéncia do processo aterosclerético nos resultados encontrados. A Figura 14

resume os dados acima mencionados.
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Figura 14: Concentracdo de HS, em teor de &cido hexurdnico, nas diferentes
amostras (D e AAA) (A) ou areas (N, L e LL) (B).
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Na determinacdo da concentracdo de DS (Figura 15) observamos menores
alteracbes em funcdo do processo aterosclerético (N- 0,49 + 0,08; L- 0,35 + 0,05;
LL- 0,24 £ 0,04 pg HexUAc / mg tecido seco), onde andlise estatistica entre 0s
grupos mostrou diminuicdo significativa de DS apenas nas lesdes ateroscleroéticas
de grau mais avancado (p < 0,05, comparando N e LL). Nesta mesma avaliacao
Marinho (2008) encontrou 0,48 + 0,12 e 0,34 £+ 0,05 pug HexUAc / mg tecido seco,
para as amostras de doadores e AAA, respectivamente (p > 0,5, n.s.), estando de
acordo com resultados reportados por Theocharis et al (1999). O valor obtido para
as extracOes das areas N do individuo de 78 anos € semelhante ao encontrado
para as amostras de doadores (~37 anos) indicando uma preservacao dessas
cadeias na parede arterial ao longo da vida, e confirmando resultados reportados
por Tovar et al (1998).
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Figura 15: Concentracdo de DS, em teor de &cido hexurdnico, nas diferentes
amostras (D e AAA) (A) ou areas (N, L e LL) (B).
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O teor de CS diminui significativamente nas amostras aneurismaticas (0,63 +
0,09) quando comparado com as de doadores (1,87 + 0,33 pg HexUAc/mg tecido
seco), p < 0,05 (Marinho, 2008). O mesmo foi observado nas extracoes
correspondentes as lesbes ateroscleréticas (L- 0,92 + 0,08; LL- 0,54 + 0,06 ug
HexUAc / mg tecido seco) quando comparadas as extragcdes da area N do
individuo de 78 anos (1,52 £ 0,19), p< 0,05 (N x L) e p<0,001 (N x LL). Na
comparacao entre as areas L e LL também constatamos uma diminui¢éo do teor de
CS neste ultimo, p < 0,01. O contetdo de CS encontrado nas extracdes referentes
a area N do individuo de 78 anos encontra-se dentro da faixa de variacdo das de
doadores sédos, enquanto os valores obtidos para as areas apresentando lesdes
ateroscleréticas mais avancadas (LL) sdo semelhantes aos encontrados nas
amostras aneurismaticas (Figura 16). Esses resultados estdo de acordo com os
relatados por Theocharis et al (1999), indicando uma diminuicdo da concentracao

de CS no AAA, e nas lesdes ateroscleroticas (Theocharis et al, 2002).
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Figura 16: Concentracdo de CS, em teor de acido hexurbnico, nas diferentes
amostras (D e AAA) (A) ou areas (N, L e LL) (B).

De todo modo, as alteracdes observadas por Marinho (2008) a respeito do
contetdo de GAG ndo podem ser dissociadas do processo aterosclerético
concomitante observado nas amostras de AAA. Por outro lado, os nossos dados
apontam para uma provavel influéncia do envelhecimento sobre o contetdo de HA
e HS na parede arterial.
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4.3. Implicacdes do processo aterosclerotico no pot encial anticoagulante
dos GAGs aorticos

Os nossos resultados juntamente com os resultados de Marinho (2008)
reportam alteragbes da concentragdo de determinadas espécies de GAG na
parede da aorta aneurismatica e aterosclerdtica. Portanto, uma questdo que se
levanta é se as alteracdes observadas terdo consequéncia na modulacdo de
proteases da coagulacdo, e desta forma influenciar nas complicacbes da
aterosclerose. Assim, além das alteracdes quantitativas das cadeias de GAGs
anticoagulantes, eventuais modificacdes estruturais nestes polissacarideos
poderiam comprometer a eficiéncia do controle sobre essas proteases. Ha relatos
sobre diferencas estruturais de GAGs em lesdes ateroscleréticas (Shirk et al,
2000; Theocharis et al, 2002). Deste modo, o principal objetivo desta dissertacao
foi avaliar o potencial anticoagulante dos GAGs presentes na lesao
aterosclerdtica.

Numa primeira abordagem este potencial foi avaliado utilizando GAG total,
devido a limitagdo de material. Desta forma também descartamos eventuais
perdas de fracbes de GAG que podem ocorrer durante o0 processo de
fracionamento e purificacéo parcial das diferentes espécies de GAGs.

Com intuito de determinar a atividade anticoagulante global dos GAGs
extraidos da aorta empregamos plasma humano como fonte das serpinas AT e
HCII, na tentativa de mimetizar a situagdo que ocorre in vivo. Outras proteinas
plasmaticas podem competir na interacdo das serpinas com os GAGs. A Figura 17
mostra os resultados obtidos. O painel A mostra a faixa de variacdo dos ensaios
de inibicdo da trombina pelos GAGs adrticos obtidos nas diferentes extracfes das
areas N, L e LL. No painel B esta representada a concentracdo necessaria dos
GAGs (média £ SEM) para inibir 50% da atividade desta protease. Podemos
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verificar que os resultados das trés diferentes areas ndo diferiram muito entre si
(Figura 17 A), ndo sendo observada diferenca significativa (p > 0,05) na
comparacao dos valores de ICsp entre N x L ou LL,1,33 + 0,26, 1,12 + 0,22 e 1,62
+ 0,18 pg HexUAc/mL para a area N, L e LL, respectivamente (Figura 17 B). No
entanto, nesta mesma comparacao entre as areas L e LL, estes diferiram entre si
(p< 0,05). E importante ressaltar que esses ensaios traduzem a atuacdo da AT e
HCIl sobre a trombina, refletindo o potencial anticoagulante do HS e DS,
respectivamente. Os resultados indicam que apesar da concentracdo dos GAGs
estar significativamente diminuida nas lesbBes aterosclergticas, a atividade
anticoagulante desses compostos parece ndo estar alterada quando comparada
aos GAGs obtidos de areas normais. Marinho (2008) encontrou, neste mesmo tipo
de ensaio, s6 que utilizando uma menor diluicdo de plasma humano (60 x), valores
de ICsp de 1,78 £ 0,31 e 3,42 + 0,67 pg HexUAc/mL para as amostras de AAA e
doadores, respectivamente. Interessante, que apesar de ndo apresentar diferenca
significativa (p > 0,05), os GAGs das amostras de AAA exibem média de ICsg
inferior a dos doadores, sinalizando sendo para maior, pelo menos igual potencial
anticoagulante. De todo modo, os resultados por nos encontrados s&o

semelhantes aos relatados por Marinho (2008).
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Figura 17: (A) Variacdo nos ensaios de inibicdo da trombina das extragbes de

GAG total das areas N (O), L (@), e LL (@), utilizando plasma humano como fonte

de AT e HCII; e (B) concentracdo de GAG total necesséaria (média + SEM) para
inibir em 50% a atividade da trombina (ICsp) das extracdes referentes as areas N,
LelL.
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A atividade anticoagulante mais especificamente associada as cadeias do
HS nas amostras de GAG total das diferentes areas foi avaliada através dos
ensaios de inibicdo da trombina na presenca de AT purificada. DS e CS néo sdo
capazes de potencializar a agdo desta serpina sobre a protease. A Figura 18(A)
esta representada a faixa de variacdo dos resultados obtidos com o HS das areas
N, L e LL, enquanto o painel B mostra a concentracdo de GAG total necessaria
(média + SEM) para inibir 50% (ICso) a atividade da trombina. Novamente
podemos observar uma semelhanca entre as trés areas (Figura 18 A), onde o ICsg
encontrado foi de 8,96 + 2,33, 10,30 £ 2,77 e 9,64 £ 2,01 pg/mL para as extracdes
de N, L e LL, respectivamente (p > 0,05, Figura 18 B). Seria importante lembrar
gue o GAG total extraido das areas ateroscleréticas apresentou diminuicdo
significativa da proporcdo de HS em relagdo aos das areas mais preservadas, o
gue nos faz pensar que as cadeias de HS das areas ateroscleréticas exibem maior
potencial anticoagulante. Da mesma forma, Marinho (2008) encontrou valores
proximos (p > 0,05) de ICso para as amostras de AAA e de doadores, 15,64 + 2,68
e 24,82 £+ 533 pg/mL, respectivamente, apesar da proporcdo de HS estar
significativamente reduzida nas amostras de AAA, 16% contra 35% nas de
doadores, p < 0,001. Portanto, a diminuicdo da concentracao absoluta de HS nas
lesBes da parede adrtica (aterosclerotica ou por AAA) provavelmente ocorre por

perda de populacdes de HS que exibem menor potencial anticoagulante.
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Figura 18: (A) Variacdo nos ensaios de inibicdo da trombina das extragbes de

GAG total das areas N (O), L (@), e LL (®), na presenca de AT purificada; e (B)

concentracdo de GAG total necessaria (média £+ SEM) para inibir em 50% a
atividade da trombina (ICsp) das extracdes referentes as areas N, L e LL.
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Nos ensaios de inibicdo da trombina onde substituimos o plasma pelo HCII,
enfocamos uma maior participacdo das cadeias de DS, uma vez ser este o
principal potencializador desta serpina. Conforme o esperado, as amostras de
GAG total que apresentam maior proporcdo desta espécie de GAG tendem a
exibir maior potencial anticoagulante nestes ensaios (Figura 19, A e B). Os valores
de ICso obtidos para as amostras das areas N, L e LL foram 0,77 £ 0,16, 0,41 £
0,08 e 0,24 + 0,03 pg/mL, respectivamente. Na comparagdo entre as areas,
observamos diferenca significativa entre N e L ou LL, p < 0,05 e p < 0,01,
respectivamente, enquanto L e LL nado diferiram entre si. Mais uma vez, resultados
semelhantes foram encontrados por Marinho (2008), onde a concentracdo de
GAG total necessaria para inibir em 50% a atividade da trombina nesses ensaios
foi significativamente (p < 0,001) menor nas amostras aneurismaticas (1,05 £ 0,21)
em relacdo as de doadores (7,19 + 2,08 ug / mL). A concentracao relativa (%) de
DS reportada por Marinho (2008) para as amostras aneurismaticas e de doadores
foi 28,99 + 1,68 e 13,42 + 1,87, respectivamente.
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Figura 19: (A) Variacdo nos ensaios de inibicdo da trombina das extracfes de

GAG total das areas N (O), L (®), e LL (®) na presenca de HCII purificado; e (B)
concentracdo de GAG total necessaria (média + SEM) para inibir em 50% a
atividade da trombina (ICsp) das extracdes referentes as areas N, L e LL.
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4.4. Avaliagcdo da atividade anticoagulante de fracd es enriquecidas em

cadeias de HS e DS nas diferentes areas

Nos topicos anteriores a atividade anticoagulante foi determinada utilizando
amostras de GAGs totais, onde as concentracfes relativas das diferentes
espécies exibiam razoaveis variacdes entre as areas. Para obter uma medida
mais especifica da atividade anticoagulante do HS e DS, realizamos o
fracionamento dos GAG por cromatografia de troca ibnica. O emprego desta
metodologia permite a obtencao de fracbes enriquecidas em HS, que eluem com
uma concentracdo menor de sal, e fragcdes que contém quase que exclusivamente
cadeias de CS e DS. Devido a limitacdo de material, este fracionamento foi feito
em pools de GAGs das diferentes areas, com o cuidado de agrupar a mesma
proporcdo de GAG obtida das diferentes amostras. A Figura 20 mostra o perfil de
eluicdo referente as areas N (A), L (B) e LL (C). A composicdo das fracdes
correspondentes aos trés picos obtidos em cada cromatograma foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose, revelando tratar-se de fragbes enriquecidas em
HA, HS e uma mistura de CS e DS (Figura 24). O HA por néo ser sulfatado, ndo
apresenta propriedade metacromatica e ndao € corado pelo azul de toluidina.
Porém exibe coloracdo caracteristica (azul turquesa) quando a lamina € corada
com stains all (Sigma Aldrich). O mesmo tipo de perfil foi obtido para pool das

amostras de doadores e AAA (dado ndo mostrado).
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Na Figura 21 mostramos o0s ensaios de inibicdo da trombina (A) e do fator
Xa (B) pela AT na presenca das fracGes enriquecidas em HS das areas N, L e LL.
Também sdo mostrados os resultados por nés obtidos referentes as amostras de
aneurisma e de doadores. Os valores de ICsp nos ensaios de inibicdo da trombina
(A) foram 16,00; 21,46; 18,34 e 20,89 pug/mL para as areas N, L LL e grupo AAA,
respectivamente, enquanto o HS obtido dos doadores mostrou um ICsy de 47,24
pg/mL. Esta mesma tendéncia de resultado foi observada nos ensaios com Xa
(Figura 21, B). Devido a limitacdo de material, ndo realizamos os ensaios de
inibicdo do fator Xa com o HS do grupo AAA. Esses dados confirmam que as
cadeias de HS extraidas das amostras aneurismaticas exibem um maior potencial
anticoagulante que as de doadores, conforme sugerido pelo trabalho de Marinho
(2008). Por outro lado, em relagdo as cadeias de HS das areas N, L e LL, estas
tiveram um comportamento semelhante as de aneurismas, independentemente do
grau de leséo aterosclerdtica. Desse modo, o conjunto desses dados sugere que 0
envelhecimento, e ndo a leséo aterosclerética ou aneurismatica, estd associado a

um aumento do potencial anticoagulante das cadeias de HS.
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Figura 21: Ensaios de inibicdo da trombina (A) e do fator Xa (B) das fracOes de

HS das areas N (O), L (®), LL (®) e dos grupos de doadores (A) e AAA (4A), na
presenca de AT.
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Nos ensaios de inibicdo da trombina, na presenca de HCII utilizando
misturas de CS e DS, obtivemos valores de ICsy para o grupo N- 0,65; L- 0,45;
AAA- 0,88 e doadores- 1,57 pg/mL (Figura 22). Esses valores sdo bem inferiores
agueles observados com o HS na presenca de AT (Figura 21), confirmando dados
prévios do nosso laboratorio (Tovar, 2005 e de Mattos, 2008). Essas observa¢cdes
indicam que o DS é o GAG que exibe maior potencial anticoagulante na parede
vascular, exercendo essa funcédo via HCIl. Novamente, de acordo com a avaliacao
feita com as amostras de GAG total, as amostras enriquecidas com DS e obtidas
de individuos pertencentes a uma maior faixa etaria (N, L e AAA) exibiram maior

atividade anticoagulante quando comparado com o grupo de doadores.

Nestes ensaios, os resultados com as amostras retiradas de areas exibindo
grande numero de lesbes ateroscleréticas (area L e AAA) ndo sinalizaram para
grande diminuicdo do potencial anticoagulante de suas cadeias de DS em relagéo
as areas mais preservadas (area N e doadores), diferentemente do proposto por
Shirk et al (2000). Em todo caso, ndo podemos descartar completamente a
possibilidade do comprometimento do potencial anticoagulante das cadeias de DS
nas lesGes aterosclerdticas, uma vez que os ensaios ndo foram realizados com

cadeias purificadas desse espécime de GAG.
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Uma possibilidade que precisamos considerar € a contaminagdo por
pequenas quantidades de cadeias de CS e/ou DS nas fracbes de HS e vice versa.
E descrita a presenca de cadeias de HS com maior densidade de cargas em
outros tecidos (Werneck et AL, 2000). Esse tipo de HS pode ser eluido da coluna
de troca ibnica por concentracdes mais elevadas de sal do que o HS
preponderante de aorta. Para avaliar essa hipotese, realizamos ensaios de
inibicdo da trombina e do Xa com as fragdes CS+DS na presenca de AT (Figura
23). Verificamos que essas fracdes (CS+DS) obtidas da area N e das referentes
as amostras de AAA e doadores apresentam atividade muito reduzida neste
ensaio (ICsp = 90 pg/mL), afastando a possibilidade de quantidade significativa de
cadeias de HS com alto potencial anticoagulante estar presente nas mesmas.
Porém, nas areas L e LL, observamos uma atividade de inibicdo maior ou
equivalente a fracdo de HS correspondente, com ICsq de 0,30 versus 21,46 pg/mL
na area L e de 13,59 versus 18,34 pg/mL na area LL, para as fracbes CS+DS e
HS, respectivamente, nos ensaios de inibicAo da trombina (Figura 23-A).
Surpreendentemente, a eletroforese em gel de agarose nao revela a presenca de
guantidade significativa de HS nas fracbes de CS+DS das areas L e LL. Portanto,
esses dados sugerem a presenca de pequena quantidade de cadeias de HS
heparina-like, que exibe alto potencial anticoagulante, nessas amostras. O mesmo
resultado foi observado nos ensaios de inibicdo do fator Xa (Figura 23-B),
indicando tratar-se realmente da presenca de HS/heparina, uma vez que DS né&o

potencializa a inibigcao de Xa.
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As fragBes correspondentes a individuos mais idosos (grupos N, L e LL e
AAA), mesmo as menos ativas (N e AAA) exibem maior potencial anticoagulante
em relagédo ao grupo de doadores.

Para afastarmos completamente a possibilidade da acdo do CS ou DS
sobre a AT nos ensaios descritos acima, tratamos as fragdes de HS e CS+DS com
condroitinase ABC (Chase ABC), que degrada HA, CS e DS, mas preserva o HS.

Para avaliarmos a eficiéncia do tratamento com a Chase ABC, realizamos
eletroforese em gel de agarose das fragbes de HS e CS+DS, obtidas por
cromatografia de troca idnica, antes e apés a digestdo com a enzima. A Figura 24
mostra os geis referentes as fracdes da area L. Apés coloracdo do gel com azul de
toluidina, notamos a presenca de discreta contaminacdo por cadeias de DS na
fracdo correspondente ao HS, que desaparece completamente apds o tratamento
com a Chase ABC. Nessas mesmas condicdes, a fracdo CS+DS aparece livre de
contaminacéo por cadeias de HS, sendo completamente degradada pela enzima.
Para aumentar a sensibilidade de deteccdo de GAGs, o gel foi submetido a
coloracdo posterior com Stains All. Geralmente utilizamos este tipo de coloracdo
para identificarmos a presenca de HA, mas esse procedimento também aumenta a
intensidade de coloracdo dos outros GAGs. Nesta condicdo observamos uma
ténue coloragcdo dos GAGs que migram como HS/heparina, confirmando a
presenca de discreta quantidade desse composto nas fracdes de CS+DS. Para os
demais grupos, ndo conseguimos visualizar esta contaminagdo, porém em todos
eles pudemos comprovar a eficiéncia da digestdo das cadeias de CS e DS pela
Chase ABC.
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Figura 24: Eletroforese em gel de agarose de fracbes de HS e CS+DS obtidas por
cromatografia de troca ibnica da area L, antes e depois do tratamento com
condroitinase ABC (Chase ABC). O gel foi corado com azul de toluidina (A) e com
stains all (B).

A Figura 25 resume os resultados de inibicdo da trombina observados com
as fracbes de CS+DS nas areas N, L e LL. A digestdo com Chase ABC néo altera
0s ensaios de inibicdo, confirmando que sdo as cadeias de HS/heparina as
responsaveis pela potencializacdo da AT nesses ensaios. O mesmo foi observado
para as fracdes CS+DS de AAA e doadores.

Os resultados acima, que apontam para a presenca de um composto
heparina-like no pool das extragcbes de areas ateroscleréticas e estando

praticamente ausente nas areas mais preservadas, nos fazem questionar se este
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fato ndo seria reflexo do processo inflamatério desencadeado pela aterogénese,
estando mais associado & presenca de mastdcitos na lesdo aterosclerética. E
descrita a migracéo deste tipo de leucdcito para a parede arterial em determinadas
etapas do processo aterogénico, que sofrendo degranulacéo libera uma série de
componentes pré-formados, dentre eles TNF-a, heparina e as serino-proteinases
triptase e quimase, que podem modular a resposta vascular (Libby, 2002). A

guantidade de mastocito pode variar de acordo com o momento do processo

inflamatorio, o que poderia explicar as diferengcas encontradas nos nossos
resultados.
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Figura 25: Ensaios de inibicdo da trombina das fracdes CS+DS, antes (A, @, @)
e apo6s tratamento com Chase ABC (/, O, O) das areas N (A, A),L (O, ®)e LL (O,
®), na presenca de AT.
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Para finalizar, avaliamos o tamanho das cadeias nas fracbes enriquecidas
em HS e CS/DS obtidas no fracionamento em coluna de troca ibnica dos

diferentes pools de amostras (Figura 26, A e B).
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Figura 26: Eletroforese em gel de poliacrilamida das fracdes HS (A) e CS+DS (B)
obtidas da cromatografia de troca ibnica dos pools de amostras de doadores e
AAA edas areasN,LeLL.
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Podemos verificar que as fracbes enriquecidas em HS apresentam maior
tamanho em relacdo as de CS+DS, onde o peso molecular médio das primeiras
encontra-se na ordem de 60 kDa, enquanto o das fragbes CS+DS fica em torno de
40 kDa. Ainda em relacdo as cadeias de HS verificamos que no AAA, estas
exibem um peso molecular menor em relacdo as dos demais grupos. A
densitometria destas fracdes esta representada na Figura 27, onde observamos
gue a distribuicdo das cadeias de HS do AAA encontra-se deslocada para regido
de mais baixo peso molecular. Também nas fragbes CS+DS as cadeias referentes
ao AAA exibem uma maior disperséo. E descrito uma maior expressdo de enzimas
envolvidas na degradacéo de cadeias de GAGs no AAA (Kowalewski et al, 2006) o
gue estaria de acordo com os resultados por nos encontrados. Por outro lado, as
cadeias correspondentes da area L e LL encontram-se ligeiramente deslocadas
em relacdo as da area N, que nos faz pensar se também ndo seria devido a
degradacdo em funcdo do processo aterosclerético. De todo modo, essas
alteracdes do peso molecular ndo parecem estar associadas a modificacées do
potencial anticoagulante, pelo menos entre as amostras de individuos mais velhos
(areas N, L e LL e grupo AAA).
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Figura 27: Densitometria da PAGE das fragcdes HS (A) obtidas da cromatografia

de troca ibnica dos pools de amostras de doadores e AAA e das areas N, L e LL.
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VI. CONCLUSOES:

6.1. Modificacdes da concentracdo e composicado dos GAGs aorticos relacionadas
ao processo aterosclerotico independem da localizagdo anatbmica das lesdes,
uma vez que os resultados das analises das mesmas foram semelhantes em

todos os segmentos aorticos por nés estudados.

6.2. O processo aterosclerdtico esta associado a uma diminuigdo do conteudo
total dos GAGs adrticos devida principalmente a diminuicdo da concentracdo de
HS e CS nas lesdes. Esses resultados confirmam dados previamente publicados

por outros autores.

6.3. Os nossos resultados indicam que as alteracdes do conteudo de GAG
observadas no AAA sao devidas ao processo aterosclerético que acompanha esse

tipo de alteracdo na parede de aorta abdominal.

6.4. O envelhecimento parece afetar o conteiddo de HA e HS, uma vez que a
concentracdo dessas espécies encontra-se diminuida na aorta de individuo de
idade mais avancada. Entretanto essas alteracbes n&o foram suficientes para
alterar significativamente o conteudo total de GAG da parede aodrtica nesse

individuo.

6.5. Os nossos resultados indicam que o0 processo aterosclerético néo
compromete significativamente o potencial anticoagulante global dos GAGs
aorticos. No entanto, foi observada a presenca de cadeias heparina-like nas

lesdes ateroscleréticas.
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6.6. As alteracdes do potencial anticoagulante das cadeias de HS no AAA sé&o
semelhantes as observadas no individuo idoso, independentemente da presenca

de leséo aterosclerética.
6.7. Nossos resultados indicam que apesar da concentracdo de HS estar

significativamente diminuida no individuo idoso, essas cadeias exibem maior

atividade anticoagulante que as obtidas de individuos mais jovens.
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VIl. CONSIDERAGCOES FINAIS:

Além do infarto miocardico e cerebral, o AAA também sempre foi
considerado uma complicacdo clinica do processo aterosclerético. Enquanto os
primeiros, IAM e AVC, estdo geralmente associados a formag¢do de um trombo
oclusivo no local da leséo, podendo levar ao 6bito, o0 AAA estd mais relacionado a
um intenso remodelamento da parede da aorta abdominal, provocando um
enfraquecimento e dilatacdo neste segmento adrtico que pode culminar numa
ruptura de consequéncia igualmente fatal.

O aneurisma é definido como uma dilatacdo localizada e permanente de
uma artéria tendo, no minimo, um aumento de 50% do didametro quando
comparado ao didmetro normal desta artéria. O AAA é o tipo mais comum dentre
0s aneurismas verdadeiros, tem localizacao preferencial abaixo das artérias renais
e invariavelmente apresenta trombo intra-luminal que no entanto mantém
preservado um lumen arterial relativamente normal. No AAA os dois principais
fatores de risco sdo o tabagismo (85% dos pacientes) e hipertensédo (60% dos
pacientes), que sdo também fatores de risco da aterosclerose. No entanto, ndo
existe nenhuma correlacédo efetivamente comprovada entre a hipercolesterolemia
e mortalidade por AAA (Bengtsson et al, 1992).

O segmento adrtico abdominal € o mais comprometido pelo processo
aterosclerético, entretanto nem sempre este comprometimento resulta na
formacdo de um AAA. Por muito tempo o AAA, por ser um processo degenerativo
gue acomete pacientes idosos e apresenta aterosclerose local grave, foi
considerado como consequUéncia do processo aterosclerotico. O AAA, embora
ainda nao tenha sua patogénese completamente elucidada, caracteriza-se por um
processo inflamatério transmural, exibindo fragmentacdo das fibras elasticas e
deplecdo da camada média de células musculares lisas, resultantes de um
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processo de remodelamento destrutivo da parede arterial (Annanbhotla et al,
2008). Por outro lado, o processo inflamatorio da aterosclerose acomete mais
acentuadamente a intima arterial.

Sado descritas varias alteracdes dos componentes da parede arterial no
AAA, dentre eles os GAGs. No entanto, como dissociar esses achados do
processo aterosclerotico frequentemente associado a este tipo de lesao?

O nosso grupo ao estudar o potencial anticoagulante dos GAGs
aneurisméticos (Marinho, 2008), verificou que este potencial ndo se encontrava
comprometido quando comparado com o0s GAGs obtidos da parede aortica
normal. Como ha relatos de alteracdo estrutural de algumas espécies de GAG na
lesdo aterosclerdtica, e que essas alteragbes estariam associadas a uma menor
atividade anticoagulante dos mesmos, os resultados referentes ao potencial
anticoagulante dos GAGs aneurismaticos mostraram-se surpreendentes, uma vez
a forte associagcdo do AAA com a aterosclerose. Este fato fica ainda mais
reforcado em relagdo as cadeias de HS, que sinalizavam para uma maior
atividade anticoagulante.

Esses achados nos motivaram a tentar elucidar a participacdo da
aterosclerose nessas condi¢cdes ou verificar se 0 que foi encontrado estaria mais
especificamente associado a patogénese do AAA. Outro fator importante a ser
considerado no estudo acima relatado foi a diferenca de idade entre os individuos
das amostras aneurismaticas e das utilizadas como controle.

Lembramos que as lesbes de AAA e aterosclerose de grau extremamente
avancado, observadas em humanos, correspondem a processos que levam
décadas para atingir esse grau de complexidade e portanto dificeis de serem
mimetizadas em modelo animal. Por outro lado, a dificuldade de conseguir
amostras humanas € um fator limitante para este tipo de estudo, em decorréncia

do numero reduzido de necropsias que sdo atualmente realizadas nos hospitais
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universitarios, os quais sdo os legalmente autorizados a recolher espécimes para
a pesquisa.

Por todas essas consideracdes acima levantadas, o estudo realizado nesta
dissertagdo utilizou um anico espécime de aorta, obtido de individuo de 78 anos,
exibindo numerosas lesdes aterosclerdticas ao longo de seus segmentos, néo
sendo observada a presenca de AAA. Tomamos o cuidado de realizar diversas
extracbes de areas com diferentes graus de comprometimento ateroscleroético
(areas mais preservadas e diferentes tipos de lesfes ateroscleroticas), na tentativa
de validar os resultados encontrados, afastando variagbes intrinsecas as
metodologias empregadas no estudo em questédo. De todo modo, essa abordagem
também exclui eventuais variagfes entre individuos que poderiam comprometer
essas avaliacoes.

Apesar de termos estudado um U(nico espécime de aorta humana, 0s
nossos resultados em relacdo ao contetdo e composicdo dos GAGs de areas
normais e ateroscleroticas estdo de acordo com os reportados por varios autores,
validando nossos dados referentes a avaliagdo do potencial anticoagulante dos
GAGs adrticos nas lesbes ateroscleroticas.

Concluimos que as alteragcdes do potencial anticoagulante dos GAGs
observadas nas amostras aneurismaticas ndo sao intrinsecas a patogénese do
AAA. A nossa abordagem também nos permitiu verificar que, independentemente
do processo aterosclerético ou aneurismatico, existe uma manutencdo da
atividade anticoagulante das cadeias dos GAGs arteriais no idoso, destacando-se
especialmente uma maior atividade anticoagulante das cadeias de HS nesses
individuos quando comparados aos mais jovens. No entanto, € importante
ressaltar que a concentracdo dessa espécie de GAG estd particularmente
comprometida nas lesGes aneurismaticas e ateroscleroticas. Os nossos resultados
também apontam para uma diminuicdo do HS no idoso. Portanto é possivel
pensarmos num provavel prejuizo do controle das proteases da coagulacdo nos
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individuos idosos e mais acentuadamente nas lesdes ateroscleréticas, com
implicagbes importantes nas complicagdes clinicas relacionadas ao processo

aterosclerotico.
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