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RESUMO
Caracterizacao Estrutural e Propriedades Anticoagulantes do Heparam Sulfato
do Molusco Nodipecten nodosus

Glicosaminoglicanos do tipo heparina apresentando alta atividade anticoagulante
vém sendo descritos em varias familias de moluscos marinhos. O presente trabalho
visou a caracterizacdo estrutural de um novo heparam sulfato (HS) isolado do
molusco Nodipecten nodosus (Linnaeus, 1758) e a determinacdo das suas
propriedades anticoagulantes e antitrombéticas. Os polissacarideos totais foram
extraidos do molusco e fracionados por precipitacdo em etanol. O principal
componente (>90%) foi identificado como um HS, representando 4.6 mg/g de tecido
seco. O HS do molusco resiste a degradacéo por heparinase | porém é clivado por
acido nitroso. Analises do HS do molusco por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear unidimensional e bidimensional revelaram residuos de &cido
glucurénico e glucosamina N-acetilada. Sinais correspondentes aos prétons
anomeéricos de acido glucurénico 0, 2 e 3 sulfatado, bem como glucosamina N e/ou 6
sulfatada, também foram observados. O HS do molusco apresentou atividade
anticoagulante de 36 1U/mg, sendo cerca de 5 vezes menor que a da heparina de
mamifero (180 IU/mg), conforme quantificada pelo ensaio de tempo parcial de
tromboplastina ativada. O HS também inibe o fator Xa com IC(50) de 0,84 pug/mL e
trombina com o IC(50) de 9,3 pg/mL, na presenca de antitrombina. Ensaios in vivo
demonstraram que na dose de 1 mg/kg, o HS do molusco inibiu o0 crescimento do
trombo em artérias apds lesdo fotoquimica do endotélio. Na dose antitrombdtica, o
HS do molusco ndo produziu sangramento, atividade de calicreina mediada por fator

XIl ou efeito tbxico em fibroblastos.
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ABSTRACT
Structural Characterization and Anticoagulant Properties of heparan sulfate

from the mollusk Nodipecten nodosus

Heparin-like glycans with diverse disaccharide composition and high anticoagulant
activity have been described in several families of marine mollusks. The present work
focused on the structural characterization of a new heparan sulfate (HS)-like polymer
isolated from the mollusk Nodipecten nodosus (Linnaeus, 1758) and on its
anticoagulant and antithrombotic properties. Total glycans were extracted from the
mollusk and fractionated by ethanol precipitation. The main component (>90%) was
identified as HS-like glycosaminoglycan, representing approximately 4.6 mg g(-1) of
dry tissue. The mollusk HS resists degradation with heparinase | but is cleaved by
nitrous acid. Analysis of the mollusk glycan by one-dimensional (1)H, two-
dimensional correlated spectroscopy, and heteronuclear single quantum coherence
nuclear magnetic resonance revealed characteristic signals of glucuronic acid and
glucosamine residues. Signals corresponding to anomeric protons of nonsulfated, 3-
or 2-sulfated glucuronic acid as well as N-sulfated and/or 6-sulfated glucosamine
were also observed. The mollusk HS has an anticoagulant activity of 36 IU mg(-1), 5-
fold lower than porcine heparin (180 IU mg(-1)), as measured by the activated partial
thromboplastin time assay. It also inhibits factor Xa (IC(50) = 0.835 ug/mL and
thrombin (IC(50) = 9.3 upg/mL) in the presence of antithrombin. In vivo assays
demonstrated that at the dose of 1 mg/kg, the mollusk HS inhibited thrombus growth
in photochemically injured arteries. No bleeding effect, factor Xlla-mediated kallikrein
activity, or toxic effect on fibroblast cells was induced by the invertebrate HS at the

antithrombotic dose.
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INTRODUCAO

1.1 Hemostasia

O fluxo sanguineo e a manutencdo da integridade do sistema vascular
sdo essenciais a vida pois, além do transporte de oxigénio, nutrientes e
horménios para células-alvo, também encaminham os restos metabodlicos
para as vias de excre¢cdo. Nesse contexto, o sistema hemostético, composto
pela coagulacdo sanguinea e as plaquetas, constitui-se em um mecanismo
fisiolégico fundamental (Mackman e cols., 2007).

A hemostasia é um processo fisiolégico que controla a fluidez do sangue e
tem o potencial de, diante de uma lesao vascular, induzir rapidamente um tampéao
hemostatico de fibrina e plaquetas que mantem o fluxo do sangue (coagulacéo
sanguinea). O conceito moderno de coagulacdo foi proposto em 1964 como um
modelo de cascata composto por duas vias independentes (Davie & Ratnoff,1964;
Macfarlane, 1964). Neste modelo complexo, a ativacado de cada fator sanguineo da
coagulacao leva a ativacdo de um fator subsequente, culminando com a formacao
de trombina (Figura 1, A). Os numeros atribuidos a cada fator representam a ordem
cronoldgica com que eles foram descobertos e ndo o seu ponto de atuacdo na
cascata, dificultando o seu entendimento.

Embora complexo, o0 modelo da cascata trouxe um avanco significativo no
entendimento da coagulacédo, que tem sido reconhecida como um mecanismo de
defesa sofisticado, capaz de detectar qualquer dano vascular e prevenir
sangramentos excessivos. O modelo pode explicar muitos fenbmenos observados in
vitro, mas apresenta muitas falhas no que se refere as observagdes in vivo. Por
exemplo, embora deficiéncias na quantidade de cininogénio de alto peso molecular,

pré-calicreina e fator Xl prolonguem o tempo parcial de tromboplastina (aPTT), elas



nao causam sangramento in vivo (Andrew & Vine, 2009). Por outro lado, a
deficiéncia de fator 1X causa um grave disturbio hemorragico, a hemofilia B (Vine,
2009).

Entretanto, o modelo da cascata ndo pode explicar por que a ativacdo do fator
X pela via extrinseca, ndo compensa a perda do fator VIII (hemofilia A) ou do fator IX
(hemofilia B). Por estes motivos, inferiu-se que a via intrinseca, ou sistema de
contato, ndo apresenta um papel fisiolégico real na hemaostase (Seligsohn, 2007).

Uma descoberta importante foi a de que a trombina € o ativador fisiolégico do
fator Xl, contornando as ativacdes iniciais induzidas pelo sistema de contato (Gailani
& Broze, 1993). Outra observacdo importante € a de que o complexo fator
tecidual/fator VII, iniciador da via extrinseca, pode, também, ativar o fator IX da via
intrinseca. Estes achados levaram a conclusédo de que a ativacdo do complexo fator
tecidual/fator VII é o principal evento iniciador das rea¢des da coagulacdo sanguinea
(Hoffman & Monroe, 2001).

Apesar do fator Xll, do cininogénio de alto peso molecular e da pré-calicreina
nao desempenharem funcdo essencial na hemadstase, o fator Xl é fundamental na
amplificacdo da geracdo de trombina. Com base nestes dados, um modelo celular
de hemostase foi proposto (Hoffman & Monroe, 2001), no qual a hemostasia
acontece em trés fases interrelacionadas: iniciacdo, amplificacdo e propagacao

(Figura 1, B).
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Figura 1. Sistema de coagulacdo sanguinea. A fase de iniciacdo da coagulacdo ocorre ap6s uma
lesdo vascular e exposicdo do fator tissular ao sangue. A fase de amplificacdo (azul marinho)
pode ser disparada quando a trombina é gerada, ativando assim o fator XI. As duas vias convergem
na formacéo do fator Xa.

O processo da coagulacdo sanguinea tem inicio quando 0os componentes do
sangue entram em contato com células localizadas no espaco sub-endotelial, como
fibroblastos e células musculares lisas, que expressam a proteina fator tecidual. No
estado inflamatério, o endotélio ativado e monécitos também podem expressar fator
tecidual. Um numero cada vez maior de evidéncias tem mostrado que o fator
tecidual esta presente em microparticulas derivadas de membrana celular de
plaquetas, leucécitos e endotélio que sdo liberadas na corrente sanguinea (Ardoin e
cols., 2007). A presenca de fator tecidual dentro da vasculatura contribui para
eventos trombaticos associados a diversos estados patologicos, uma vez que o fator

VII circulante rapidamente se liga ao fator tecidual e ativa a coagulagéo.



O complexo fator tecidual-fator VII ativa o fator X e o fator IX. O fator Xa pode
ser inativado pela antitrombina e pelo inibidor da via do fator tecidual (do inglés,
TFPI, tissue factor pathway inhibitor). Quando a exposicdo ao fator tecidual &
suficientemente alta a ponto de sobrepor as ac¢des inibitorias, o fator Xa ativa o fator
V que, em conjunto, converttm uma pequena quantidade de protrombina em
trombina (0,1-1,0 nM). Todo o processo, desde a exposicao ao fator tecidual até a
geracao de trombina, € chamado de fase de iniciacao.

A pequena quantidade de trombina gerada na fase de iniciacdo amplifica o
processo, ativando as plaguetas via seus receptores ativados por protease PAR-1 e
-4 (do inglés, PAR, protease-activated receptor) (Coughlin, 1999). Esta etapa é
chamada de fase de amplificacdo. As plaguetas também podem ser ativadas pela
adesdo ao colageno subendotelial. A interacdo plaguetas-colageno € mediada por
um receptor plaguetario especifico, denominado de glicoproteina (GP) la/lla e Fator
de von Willebrand (VWF, do inglés, VWF, von Willebrand Factor), que formam pontes
entre as plaguetas e as fibras de colageno (Sakariassen e cols., 1979)

Uma vez ativadas, as plaquetas exercem um papel central nos processos
subsequentes da coagulacdo, como, por exemplo, a ativacdo do fator XI via
glicoproteina GPIlb. Além disso, as plaquetas ativadas também liberam o contetdo
dos seus granulos a, como fator V parcialmente ativado (Veldman e cols., 2003), que
€ integralmente ativado por trombina e fator Xa. Desta forma, as plaguetas
apresenta os fatores Va, Vllla e Xla ligados a sua superficie.

A fase de propagacdo é caracterizada pela rapida producdo de trombina
através da formacgdo de dois complexos na superficie de plaquetas ativadas: o
complexo tenase e o complexo protrombinase. O complexo tenase é formado

quando o fator IXa deixa a célula ou microparticula contendo TF, onde ele foi



ativado, e se liga a um receptor na superficie plaguetaria. O complexo ativa uma
maior quantidade de fator X, que se complexa com o fator Va para formar o
complexo protrombinase.

O complexo protrombinase produz uma enorme quantidade de trombina que,
entdo, converte o fibrinogénio solivel em fibrina e também ativa um fator
estabilizador, fator Xlll, que ira participar na formacdo do tampdo hemostatico
(Muszbek e cols., 1996).

Em individuos saudaveis, a hemostase € cuidadosamente controlada por
diversos mecanismos anticoagulantes, incluindo o TFPI, proteina C, proteina S,
antitrombina e cofator 1l da heparina, que se contrapfem aos eventos pro-
coagulantes, prevenindo a ocorréncia inapropriada de coagulacdo sanguinea
vascular (Segers e cols., 2007).

O inibidor inicial da coagulacao iniciada pelo TF é o TFPI, que se liga e inibe 0
complexo TF-fator Vila (Crawley & Lane, 2008) e assegura que um pequeno
estimulo pré-coagulante ndo promova um aumento exagerado na formacdo de
trombina.

Um outro mecanismo importante de regulacdo da coagulacdo é a via da
proteina C. A trombina complexada com a trombomodulina (seu receptor endotelial),
ativa a proteina C, que, em combinacdo com a proteina S, degrada os fatores Va e
Vllla, que sédo importantes para sustentar a geracao de trombina na coagulacéo.

Por fim, a antitrombina (AT) e o cofator Il da heparina (HCII) s&o inibidores de
serino-proteases (SERPIN, do inglés serine protease inhibitor). A AT € o principal
inibidor de fatores da coagulacéo ativados, incluindo trombina, fator 1Xa e fator Xa.
Ja&, o cofator Il da heparina, encontrado em concentra¢des plasméticas micromolares

inibe, especificamente, a trombina.



Células endoteliais expressam glicosaminoglicanos (GAGs) em sua superficie
celular, como, por exemplo, o heparam sulfato, que funciona como um
potencializador fisiologico da AT e HCII. Recentemente, polimeros de heparam
sulfato extraidos de aorta e de veia cava foram analisados quanto a estrutura e a
atividade inibitéria de antitrombina. Foi observado que as células endoteliais de cada
tipo de vaso, veia ou artéria, sintetizam heparam sulfato com estrutura e atividade
anticoagulante diferentes. Este dado sugere que a sintese do heparam sulfato pelas
células endoteliais pode estar relacionada com os mecanismos de resposta de cada
tipo de vaso ao estimulo pré-coagulante (de Mattos e cols., 2008).

A ligacdo da antitrombina aos GAGs da superficie endotelial € crucial para a
rapida inativacdo da trombina. Em circunstancias normais, ha uma leve prevaléncia
de forcas anticoagulantes (Dahlback, 2000), mas este equilibrio dindmico entre
fatores pro- e anticoagulantes pode ser rapidamente mudado em favor da
coagulacéo, diante de uma necessidade de se reduzir a perda de sangue. Portanto,
qualquer perturbacdo no equilibrio hemostatico podera resultar tanto em um
aumento da tendéncia de sangramento (estado hemorragico), quanto em uma maior

tendéncia para desenvolver trombose (estado pro-trombotico).

1.2 Trombose

As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no mundo.
Estima-se que um em cada trés adultos americanos apresente um ou mais
tipos de doencas cardiovasculares. Especula-se, também, que o0s custos
diretos e indiretos com doencas cardiovasculares em 2008 foram de US$
475,3 bilhdes. O gréafico abaixo (Figura 2) nos mostra a incidéncia de mortes

em casos de doencas cardiovasculares e nos leva a refletir sobre a



importancia de geracdo de conhecimento acerca desse assunto e a
necessidade da busca de novos compostos para o tratamento dessas
doencas (American Heart Association, 2009). Dentre tais patologias, a

trombose se destaca como uma das principais.
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Figura 2: Numero de casos de morte provocados por doencas cardiovasculares nos Estados
Unidos no periodo de 1900 a 2006. Adaptado de American Heart Association, 2009.

A trombose — ocorréncia de coagulo intravascular — pode ocorrer tanto na
circulacao venosa quanto na arterial. O patologista alemao Rudolf Virchow, pioneiro
nos estudos da hemostasia, postulou que trés causas principais contribuem para a
trombose: mudancas na parede vascular (trauma), na composicdo do sangue
(hipercoabilidade) ou no fluxo sanguineo (estase) (Virchow, 1856).

As patofisiologias da trombose arterial e da trombose venosa séo diferentes.
A trombose arterial € primariamente iniciada com a ruptura de uma placa
aterosclerdtica, gerando um trombo rico em plaquetas (Fig. 3). Com o
rompimento do ateroma, plaquetas sédo recrutadas através de receptores

especificos de colageno e fator de von Willebrand (Denis & Wagner, 2007).



Apés a adesao a parede do vaso, ocorre recrutamento de mais plaquetas,
resultando em um rapido crescimento do trombo. Além disso, plaquetas
também séao ativadas por trombina via receptores PAR-1, liberando, assim, o
contetdo de seus granulos, fenbmeno que amplifica o recrutamento, adesao,
agregacao e ativacao plaguetaria (Mackman, 2008). Dessa forma, a trombose
arterial €& geralmente tratada, mais frequentemente, com agentes
antiplaquetarios, como inibidores de ciclo-oxigenase, e antagonistas de
receptores de ADP.

A trombose arterial aguda é a principal causa da maioria dos casos de infarto
agudo do miocardio e de, aproximadamente, 80% dos acidentes vasculares
(Mackman, 2008). Estimativas indicam que, em 2020, as doencas
aterotrombodticas serdo as causas de morte de maior frequéncia em todo
mundo (Lloyd-Jones e cols., 2010). No Brasil, em 2002, as doencas cardiacas
foram responsaveis por 139.601 mortes, enquanto 129.172 pessoas morreram
devido a acidentes vasculares cerebrais.

A trombose venosa inferior e a embolia pulmonar sdo referidas como
tromboembolismo. A trombose venosa ocorre mais frequentemente nas grandes
veias das pernas. Ja, a embolia pulmonar é uma complicacdo da trombose venosa e
pode ocorrer se parte de um trombo solto se alojar em uma artéria pulmonar,

resultando na interrupcéo do fluxo sanguineo no pulméo.
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Figura 3: Iniciadores da trombose venosa e arterial. A) A trombose arterial é disparada com o
rompimento de um ateroma, levando a exposicao de constituintes do interior da placa ao sangue.
B) Na trombose venosa, ocorrem alteragBes no endotélio, no fluxo sanguineo e nos
componentes sanguineos. Adaptado de Mackman, 2008.

Os trombos formados nas veias séo ricos em fibrina e eritrocitos, sendo
chamados de coagulo vermelho. Os trombos arteriais, ricos em plaquetas, sao
chamados de coagulo branco. A trombose venosa ocorre, principalmente, em funcéo
de modificagbes na composicdo sanguinea (estado de hipercoagulabilidade),
modificacdes no fluxo sanguineo (estase) e/ou mudancas na parede do vaso
(Virchow, 1856). Fatores genéticos e ambientais podem aumentar o risco de
tromboembolismo (Cushman, 2007). O tromboembolismo hereditario pode ser
causado por um aumento na atividade ou dos niveis das proteinas da coagulacao.
Por exemplo, uma mutacdo pontual especifica no gene codificador do fator V
(presente em 5% dos caucasianos), resulta em um fator V variante que é resistente
a inativacéo pela proteina C e, portanto, leva a uma coagulagdo aumentada. Certos
fatores que aumentam o risco de tromboembolismo venoso incluem a obesidade,

cirurgias com longos periodos de repouso e o0 cancer.
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Ambos os tipos de trombose envolvem a ativacdo da coagulacdo sanguinea
e, por isso, o uso de anticoagulantes e/ou antiplaguetarios tem sido uma ferramenta

atil na profilaxia dessas doencas.

1.2.2 Glicosaminoglicanos

Os GAGs sdo macromoléculas de natureza glicidica que interagem com
inlmeras proteinas e modulam diversos processos biolégicos, como
desenvolvimento, angiogénese, crescimento axonal, progressdo do cancer,
patogénese microbiana, hemostase, dentre outros (Sasisekharan e cols., 2006). Os
GAGS estéo presentes na superficie celular de todas as células animais e na matriz
extracelular.

Esses polimeros sdo heteropolissacarideos lineares formados, na maioria das
vezes, por unidades dissacaridicas repetitivas de um &cido hexurénico e uma
hexosamina. Os GAGs podem conter grupamentos sulfato em diferentes posicoes
da molécula que, em conjunto com os grupamentos carboxila, resultam em um forte
carater aniénico, o que permite a interacdo com diversas moléculas, como
citocinas, fatores de crescimento, enzimas e proteinas plasmaticas, como citado
anteriormente (Conrad, 1998; Wodarz & Nusser, 1998).

Os diferentes tipos de GAGs podem ser classificados de acordo com o tipo do
acido urénico (acido glucurdnico ou &cido idurbnico), pelo tipo da hexosamina
(glucosamina ou galactosamina), pelo tipo de ligacdo glicosidica e pelo padrdao de

substituicdo das unidades dissacaridicas com sulfato (Figura 4).
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Figura 4: Unidades dissacaridicas presentes nos GAGs Os GAGs sdo formados por uma
hexosamina e um acido hexurénico. O queratam sulfato apresenta galactose no lugar do

acido hexurdnico, ao passo que o acido hialurénico ndo apresenta grupamentos sulfato.

11

O &cido hialurbénico é o glicosaminoglicano mais simples, formado por

unidades dissacaridicas de acido glucurbénico e N-acetilglucosamina. Este é o

Unico GAG nao sulfatado. Ele é encontrado na matriz extracelular de diversos

tecidos e amplamente distribuido na natureza.
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Com excecdo do acido hialurénico, os glicosaminoglicanos sé&o
sintetizados ligados, covalentemente, a proteinas formando os proteoglicanos
(PG). Nos PGs, cada cadeia de GAG ¢é sintetizada a partir de um
tetrassacarideo de ligacdo, que estd aderido a um residuo de serina ou
treonina na cadeia polipeptidica através de ligacdo O-glicosidica. Os
proteoglicanos sao glicoconjugados muito complexos por apresentarem
variacbes na cadeia polipeptidica, no tipo e na quantidade de cadeias de
GAG ligadas (Figura 5). O queratam sulfato pode ainda estar N-ligado a um

residuo de asparagina na cadeia polipeptidica (Funderburgh, 2002).

O-ligados
Heparam sulfato
Heparina s h A gk 5 !
Condroitim sulfato

Ser- . . . . 0}

Dermatam sulfato

[ [ . . [ v7 Ser

Acido Hialurénico
Xilose EcEcEcEcEcECECES
Galactose
Acido Glucurénico
Acido Idurdnico
N-acetil galactosamina Core Protéico
N-acetil/sulfo glucosamina
Sulfato

cHUCP0d

Figura 5: Representacdo esquemética de um proteoglicanos e cadeias de GAG. As cadeias de
GAG se inserem no core protéico em residuos de serina. Existe ainda um tetrassacarideo de
ligacdo formado por xilose, duas galactoses e um acido glucorénico. Adaptado de Imberty e
cols., 2006.

No queratam sulfato, identificado em 1939 em extratos de coOrnea
(Suzuki, 1939), as unidades dissacaridicas sdo formadas por galactose e N-

acetilgalactosamina (Funderburgh, 2000).
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O condroitim sulfato (CS) é formado por unidades dissacaridicas de N-
acetil-galactosamina e acido glucurénico. O CS pode estar presente na
superficie celular, matriz extracelular e no meio intracelular (Sugahara e
cols., 2003). J& foram descritos diversos tipos de CS, que sao diferentes

entre si pelo grau e posicdo de sulfatacédo (Tabela 1).

Tabela 1. Tipos de condroitim sulfato

Tipo de condroitim | Unidade Dissacaridica
sulfato Principal Fonte Referéncia
cartilagem e outros Levene,
A GlcAB1-3GalNAc4S tecidos 1925
cartilagem e outros Levene,
C GIlcAB1-3GalNAc6S tecidos 1925
cartilagem de tubaréo, | Suzuki,
D GIcA2SB1-3GalNAc6S cérebro 1960
lula, granulos de
E GIcAB1-3GalNAc4,6diS mastocitos Saito, 1968
K GIcA3SB1-3GalNAc4S caranguejo Send, 1962

O dermatam sulfato (DS), também chamado de condroitim sulfato B,
possui principalmente acido idurdnico e N-acetil galactosamina e é abundante
na pele e no tenddo. DSs altamente sulfatados foram encontrados também
em invertebrados marinhos (Pavéao e cols., 1995 e 1998).

Semelhante & heparina, o heparam sulfato (HS) é um
glicosaminoglicano formado por unidades dissacaridicas de &acido urbnico e
glucosamina unidos por uma ligacdo glicosidica 1>4. O HS esta presente
sob a forma de PG na superficie celular de todas as células animais e na
matriz extracelular. As cadeias de HS presentes na superficie celular podem

estar ligadas a proteinas transmembréanicas, formando os proteoglicanos de
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Sindecans, ou a proteinas ancoradas por glicosilfostatidilinositol, constituindo
os Glipicans (lozzo, 2001).

Tanto o acido idurdénico quanto acido glucurénico estdo presentes no
HS e ambos podem ser sulfatados na posicdo 2. A glucosamina pode estar N-
sulfatada ou N-acetilada e O-sulfatada na posicdo 6 ou 3 em menores
proporcdes . No entanto, o HS possui um grau de sulfatagcdo menor (0,6 — 1,5
sulfatos por dissacarideo) quando comparado a heparina (2,3 - 2,8 sulfatos
por dissacarideo) (Dreyfuss e cols., 2009).

O HS apresenta um grande numero de dissacarideos néo sulfatados do
tipo GIcA-GIcNAc, os quais ndo sdo comuns em cadeias de heparina. O
padrdo de sulfatacdo do HS varia de acordo com sua localizacdo (matriz
extracelular ou superficie celular), tipo celular e grau de diferenciacdo da
célula (Molist e cols., 1998).

As cadeias de HS sado organizadas em trés diferentes dominios como
citado anteriormente na molécula de heparina. A grande diferenca é que a
regido NS esta presente em menores propor¢cdes no HS quando comparado a
heparina. Essa grande diversidade estrutural permite inUmeras interacées
com diferentes moléculas, gerando, entdo, a possibilidade de modular varios
processos biolégicos. De todos os membros da familia de GAGs, o HS é o que
apresenta maior variabilidade estrutural, principalmente devido as diferencas nos
padrées de sulfatacdo de suas cadeias. Além disso, seu peso molecular pode variar

de 5 a 70 kDa (Turnbull e cols., 2001).
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1.2.1 O uso da heparina natrombose

A heparina foi descoberta em 1916 e seu uso clinico teve inicio em 1935
(Rodén, 1989). Este GAG é formado por unidades de acido idurénico-(1->4)-D-
glucosamina que se repetem ao longo do polimero. O polimero de heparina possui
padrées variaveis de substituicdo, podendo apresentar grupos com N-sulfato, O-
sulfato e/ou N-acetil, o que possibilita a formacdo de um grande numero de
sequéncias complexas. A estrutura desse polissacarideo tem sido extensamente
investigada, associada ao estudo de sua atividade anticoagulante. Devido a grande
diversidade estrutural, a heparina interage com diferentes ligantes. Por este motivo,
muitos trabalhos tém relatado o efeito da heparina em indmeros processos
bioldgicos, como a liberacdo de lipoproteinalipase e lipase hepatica, inibicdo da
ativacdo do sistema complemento, inibicdo da angiogénese e do crescimento
tumoral entre outros (Rabenstein, 2002).

Entre as atividades biologicas da heparina, a atividade anticoagulante € a
mais estudada. Por muito tempo, a propriedade anticoagulante deste GAG foi
associada a uma sequéncia presente em maior proporcao no polissacarideo. Porém,
descobriu-se que a atividade anticoagulante é fortemente dependente de um
pequeno dominio de ligacdo a antitrombina, composto por um pentassacarideo, que
esta presente em ndo mais do que um terco das cadeias das heparinas utilizadas na
clinica.

Os principais dominios estruturais da heparina estdo mostrados na figura 6.
O dominio 1 (acido idurbnico-2-O-sulfatado - glucosamina 6-O- e N-dissulfatada) é
prevalente na heparina (>70%), enquanto que os dominios 3 (acido glucurénico -
glucosamina N-acetilada) e 2 sdo menos abundantes. A menor sequéncia, porém a

mais importante para a atividade anticoagulante da heparina, é o pentassacarideo



16

gue possui alta afinidade por antitrombina. Os grupos sulfato destacados na
estrutura 4 sdo essenciais para a ligacdo de alta afinidade a antitrombina. Assim
como o0s grupamentos sulfato, o acido glucurénico central é fundamental para a

interacdo heparina-antitrombina (Bourin & Lindahl, 1993).
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Figura 6. Representacdo de uma cadeia de heparina constituida de dominios de N-sulfatacdo (Regido
NS, 1), N-sulfatacdo e N-acetilacdo (NS/NA, 2), N-acetilagdo (Regidao NA, 3) e do dominio de ligacado
com a antitrombina (4). As férmulas representam as principais sequéncias dissacaridicas de cada
dominio (1-4). Os quadrados fechados representam unidades de glucosamina N-acetilada; os circulos
fechados representam acido glucurdnico; os quadrados abertos designam glucosamina N-sulfatada e os
circulos abertos, unidades de acido idurdnico 2-O-sulfatados. Os pequenos circulos representam grupos
sulfato. Adaptado de Casu e cols., 2007.

O mecanismo pelo qual a heparina inibe a trombina, via antitrombina,
envolve a formacdo de um complexo ternario. A ligacdo da heparina a
antitrombina promove uma mudanca conformacional no inibidor, que culmina
na exposicdo de uma alca reativa, deixando seu sitio ativo mais exposto a
enzima-alvo. Sabe-se, também, que a cadeia de heparina atua como uma
ponte, facilitando a aproximacdo molecular entre o inibidor e a protease
(Bourin e Lindahl, 1993). Por este motivo, € necessario um tamanho minimo de

18 monossacarideos para que a heparina possa inibir a trombina via
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antitrombina. No entanto, na inibicdo do fator Xa pela antitrombina, apenas a
sequéncia pentassacaridica da heparina € importante.

A AT é uma glicoproteina composta por 432 aminoéacidos (Johnson e cols.,
2006), com peso molecular de 58 kDa, sendo sintetizada pelos hepatocitos. Sua
concentragéo no plasma é de 150 pg/mL e possui meia de vida de trés dias. A AT é
o principal inibidor fisiolégico da trombina, apesar de inibir também os fatores 1Xa,
Xa, Xla e Xlla. Essa inibicdo ocorre pela formacdo de um complexo irreversivel entre
o inibidor e a protease que ira ser metabolizado no figado. Porém, a trombina que
esta ligada a fibrina ou ao coagulo ndo é passivel de inibicdo (Hogg & Jackson,
1989). A AT, por si s0, apresenta uma baixa atividade de inibicdo de trombina.
A taxa de inibicdo é elevada em trés ordens de magnitude na presenca de
heparina.

Outro inibidor plasmético da coagulacdo, que tem sua atividade
potencializada pela heparina, € o cofator Il da heparina (HCIl), uma
glicoproteina com peso molecular de 66,5 kDa, presente no plasma em uma
concentracao de 80 pg/mL e com meia vida de 2 a 3 dias. O HCII inibe a
trombina através da formacdo de um complexo equimolar estavel com a
enzima, onde o sitio ativo da protease € bloqueado (Tollefsen & Blank,1981).
Ao contrario da antitrombina, o HCIlI é muito mais especifico, inibindo apenas
a trombina. Nao ha descricdo de nenhuma regido especifica na heparina para
ligacdo ao HCII. No entanto, sabe-se que uma cadeia com, no minimo, 24
monossacarideos é essencial para a potencializacdo do inibidor (Liaw e cols,
1999). A figura 7 ilustra o mecanismo de inibicdo da trombina via AT e HCII

na presenca de GAGs.
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Figura 7: Comparacao entre 0s mecanismos propostos de inibicdo da trombina pelo HCII e pela AT
na presenca de GAGs. Note que o glicosaminoglicano atua como uma ponte entre a AT e a
trombina. Esse fenbmeno néo é observado no caso do HCII. Adaptado de Tollefsen, 1994

Apesar da grande utilizacdo da heparina como anticoagulante, esse
ndo € o seu papel fisiolégico, visto que este GAG nado se encontra disponivel
na corrente sanguinea. Em 1999, Humphries e colaboradores desenvolveram
camundongos deficientes na enzima N-desacetilase/N-sulfotransferase,
importante na biossintese da heparina, e observaram que esses animais
apresentavam deficiéncia no armazenamento de certas proteases no interior
de granulos de mastocitos, sugerindo ser este um possivel papel fisiolégico

da heparina.

1.2.3 O uso clinico da heparina
Apesar da heparina ser o segundo agente terapéutico natural mais
utilizado no mundo, ndo é considerada segura, pois seu uso prolongado esta
associado com inameros efeitos colaterais, como hemorragia, diminuicdo no
numero de plaquetas, osteoporose e metabolismo lipidico alterado.
Atualmente, a heparina utilizada na clinica € isolada da mucosa intestinal de
porco e representa uma mistura de polimeros com pesos moleculares distintos

contendo 200-300 monossacarideos. A depolimerizacdo desse composto resulta em
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fragmentos menores, chamados heparina de baixo peso (do inglés, low molecular
weight heparin, LMWH). A LMWH vem sendo amplamente utilizada por apresentar
inomeras vantagens em relacdo a heparina nao-fracionada tais como: maior
biodisponibilidade, menor interacdo com plaquetas, apresentando menos risco de
inducdo de trombocitopenia, menor incidéncia de sangramento, meia-vida
plasmatica longa, dentre outras. A principal desvantagem é o seu alto custo (Weitz,
1997).

A heparina, mesmo a LMWH, é um carboidrato que interage com
diversas proteinas plasmaticas gerando, assim, diferencas nas doses-reposta
para cada individuo, o que exige, na maioria das vezes, acompanhamento
hospitalar durante a sua utilizacdo. Somado ao fato do aumento da incidéncia
de doencas tromboticas, existe hoje a necessidade de desenvolvimento de
novos compostos mais apropriados e especificos para diferentes condi¢cdes

clinicas e que apresentem efeitos adversos menores.

1.2.4 Contaminacédo da heparina: Crise Mundial

No inicio de 2008, varios casos de efeitos adversos associados com a
heparinoterapia foram relatados. Esses efeitos incluiam desmaios,
taquicardia, urticarias, nauseas e, em alguns casos, sintomas mais severos.
Mais de 100 mortes foram relatadas nos Estados Unidos. Alguns paises da
Europa e Asia relataram o mesmo problema, fazendo com que esse
fendbmeno atingisse escala mundial. Os primeiros casos relatados envolviam
pacientes que foram submetidos a didlise. Autoridades americanas iniciaram
investigacbes e observaram que a hipersensibilidade relatada estava

associada com lotes de heparina produzidos pela Companhia Baxter
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Healthcare (Rockville, 2008), resultando na retirada de nove lotes de
heparina do mercado.

Relatos de reacdes alérgicas continuaram ocorrendo, incluindo alguns
casos de morte ndo s6 em pacientes que passaram por dialise, mas também
em pacientes que foram submetidos a cirurgia cardiovascular. Por isso, no
fim de fevereiro de 2008, a Baxter Healthcare retirou todos os lotes de
heparina do mercado para posterior analise. Em marco de 2008, lotes de
heparina foram retirados do mercado também na Alemanha, devido a mais
relatos de reacgdes adversas. Entdo, a Food and Drug Administration (FDA)
recomendou que todas as empresas distribuidoras de heparina analisassem
seus lotes. Tal procedimento revelou uma contaminacdo na heparina em,
pelo menos, doze paises.

Guerrini e colaboradores, em 2008, através de analises de ressonancia
magnética nuclear, identificaram que o0 contaminante presente nas
preparacbes de heparina se tratava de um condroitim sulfato oversulfatado
(OSCS), contendo quatro sulfatacbes por dissacarideo. Até o presente
momento, ndo houve relato algum sobre a presenca deste composto na
natureza.

A partir de entdo, um esforco envolvendo vérios laboratérios em
diferentes partes do mundo foi realizado com o objetivo de se determinar os
efeitos provocados pelo OSCS. Os estudos mostraram que o OSCS era
capaz de induzir a formacao de proteinas do sistema complemento como C3a
e Cbha, levando entdo a possivel choque anafilatico (Kishimoto e cols., 2008).
Alem disso, foi possivel observar a ativacdo do sistema cinina-calicreina,

resultando na producdo de bradicinina, um potente vaso mediador, gerando
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hipotenséao (Figura 8). A ativacdo de pré-calicreina em calicreina é mediada
pelo fator XIl, que pode ser ativado por superficies carregadas

negativamente, como fosfolipideos e células endoteliais lesadas.

Hp _ Hp 0sCs
[ AT HC Il

=
[
Hp ______OSCS ___-L _0Scs ~l

Uil | — [ Fxia | o= Trombina | = Atividade

Anticoagulante
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I Pré-Calicreina ]—»l Calicreina |—~| Bradicinina J = Hipoteelnosor
IHp 0SCSs I I
C3 | — | csa Choque
Hp l QSCS }:) Anafilatico

cs |— | c5a|

Figura 8: Mecanismos de acdo que se relacionam com a toxicidade apresentada pelo OSCS. O
OSCS ativa C3a e Cbha, podendo resultar em choque anafilatico. Por outro lado, induz a formacé&o
de bradicinina, que gera hipotensdo. Adaptado de Liu e cols., 2009.

Os acontecimentos recentes, relacionados a contaminacao, podem ser
o resultado do aumento na demanda mundial de heparina, ilustrando assim
um quadro de crise na producdo desse composto. Estima-se que em 2008,
aproximadamente 20 milhées de pessoas sofreram de episodios
tromboembdlicos e 200 milhdes de porcos foram necessarios para atender
essas demandas (Melo e cols., 2008). Além disso, o aumento da producao de
heparina de baixo peso molecular elevou o consumo de heparina em cerca de
10% a 20% ao ano. Devido a esses fatores, torna-se cada vez mais evidente
a necessidade de obtencéo de fontes alternativas de heparina.

Diversos autores ja relataram a presenca de anélogos da heparina em

diferentes invertebrados marinhos, como crustaceos, ascidias e moluscos



22

(Tabela 2). No presente trabalho, um analogo da heparina foi isolado do

molusco Nodipecten nodosus (N.nodosus).

Tabela 2: Caracteristicas de heparinas presentes em moluscos bivalves

marinhos
Peso Atividade Unidade
Classe Ordem Familia Espécie Molecular  Anticoagulante Dissacaridica Referéncia
(Da) (U mg™) Principal
- Cyprina Burson e
Arcticidae islandica ND 165 ND cols.. 1956.
. . [UA-GIcNS6S] / Dietrich e
Donacidae Donax striatus 20,000 180 [UA2S-GIcNS6] cols., 1989.
Veneroida Galatheoidae  Tagelus gibbus 24,000 <5 [UA-GIcNS6S] coT:di;§4
. Spisula Burson e
Mactridae solidissima ND 155 ND cols.. 1956.
Tridacnidae Trldgcna ND 75 ND Arumugam e
maxima cols., 2004.
Pejler e
. Anomalocardia [UA2SGIcNS6S] cols., 1987;
Vi . 2 2 o '
eneridae brasiliana 32,000 820 /[UAGICNS3S6S]  Dietrich e
cols., 1989.
Nader e
18,000 <5 [UA-GIcNS6S] cols., 1984.
. . [UA-GIcN2S6S] Luppi e cols.,
Callista chione 10,950 97 /JUA-GICNAC6S] 2005.
Bivalvia . . Vijayabaskar
Katelysia opina 31,000 160 ND e cols., 2008,
Mercenaria Jordan &
mercenaria 18,000 363 [UA-GICNSS] Marcum,
1986.
Tapes Cesaretti e
philippinarum 13,600 358 [UA2SGIcN2S6S] cols., 2004
Pejler e
Tivela [UAGICNS3S6S] / cols., 1987;
mactroides 25,000 220 [UA-GIcNS6S] Dietrich e
cols., 1989.
. Saravanan &
Pectinidae Amussium 7,000 95 ND Shanmugam,
pleuronectus 2009.
. Nodipecten Gomes e
Ostreoida nodosus 27,00 36 [UA-GIcNAC] cols.. 2010
- - Arumugam e
Mytilidae Perna viridis ND 54 ND cols., 2004

1.3) O Molusco Nodipecten nodosus (Linnaeus, 1758) como uma fonte
de analogos da heparina

O invertebrado marinho Nodipecten nodosus pertence ao filo Mollusca,
classe Bivalvia, ordem Ostreoida, familia Pectinidae e género Nodipecten.

Esse animal € o maior pectinideo encontrado no Brasil, sendo muito
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apreciado pela beleza de sua concha e pelo delicioso sabor do seu musculo e
gbnadas (Figura 9). Ele € conhecido como coquille Saint-Jacques, vieira ou

leque do mar.

Figura 9: A) A espécie Nodipecten nodosus é recoberta por uma concha formada por duas valvas.
Jé foram encontrados espécimes com conchas de até 160 mm. B) Apetitoso prato preparado com
coquille.

Nos ultimos anos, a aquicultura mundial tem ganhado destaque no
setor de producdo animal. O crescimento dessa atividade € ainda mais
evidente quando comparado ao aumento da producédo de carne. No periodo
de 2000 a 2004, a aquicultura cresceu em media 6% ao ano, enquanto que a
producdo de carne cresceu apenas 1,8% no mesmo periodo. Os moluscos
contribuiram com 22,5% desse crescimento ficando abaixo apenas dos
peixes de agua doce (Borghetti e cols., 2003).

A familia Pectnidae, além da importancia ecolégica e como grupo
zoolégico, tem grande importadncia econdmica. Em paises como Estados
Unidos, Franca, Canada, Inglaterra, Japdo e Espanha, algumas espécies de
pectinideos sao consideradas verdadeiras iguarias, atingindo um alto valor
comercial e movimentando, de forma intensa, as industrias de pesca e
aquicultura. Isso explica a razdo pela qual estes animais tém sido alvo de

muitos estudos e importantes revisdes cientificas. As vieiras estao entre os
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dez produtos aquicolas mais cultivados no mundo, sendo, a China, o maior
produtor, contribuindo com 80% do total produzido (Rupp & Parson, 2006).

A espécie N.nodosus apresenta um grande potencial para maricultura
brasileira, ja que possui um elevado valor de comercializacdo, rapido
crescimento e excelente receptividade no mercado. Por isso, essa espécie
vem sendo pesquisada nessa area desde a década de 1980. O Instituto de
Ecodesenvolvimento da Baia de llha Grande (IED-BIG), organizagcdo néao-
governamental patrocinada pela Eletrobras e Petrobras, desenvolve o cultivo
de N.nodosus desde 1991. Esse cultivo inclui a producdo de larvas e pés-
larvas em laboratério e cultivo em fazendas marinhas. Outros paises da
América do Sul, como Venezuela e Colémbia, também promovem o cultivo
dessa espécie. Essa espécie pode ser encontrada no Caribe, Venezuela, sul
das Grandes Antilhas, Colémbia, costa oeste da Africa tropical, Brasil, parte
da América Central e costa leste do Panama. Sua distribuicdo batimétrica vai
de 10 a 150 metros.

O N.nodosus é uma espécie hermafrodita, sendo a parte masculina da
gbnada branca e a feminina alaranjada. As gbnadas se situam no interior da
cavidade palial, na parte anterior ao musculo adutor. Esses animais séo
filtradores, removendo o plancton e nutrientes em suspensao através de suas
branquias bem desenvolvidas. Alem disso, as branquias sao utilizadas para
trocas gasosas, gracas as correntes inalantes e exalantes provocadas pelo
batimento de seus cilios.

Uma das caracteristicas mais conhecidas dessa familia € a capacidade
de natacdo através de jatos d’agua que saem de dentro de suas valvas.

Acredita-se que essa habilidade evolui da necessidade de limpeza da
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cavidade palial existente em seus ancestrais que viviam fixados ao substrato
através do bisso (Yonge, 1936).

Devido aos problemas relacionados a utilizacdo de heparina, nosso
laboratdrio busca a identificacdo de novos compostos, do tipo heparina, em
fontes alternativas como invertebrados marinhos. Existem muitas descricdes
sobre a presenca de analogos de heparina em diversos moluscos (Tabela 2).
O N.nodosus é cultivado em fazendas marinhas para consumo como iguaria.
No entanto, apenas o musculo e a gbnada séo aproveitados para esse fim e
todo resto do animal é descartado, ndo apresentando nenhuma finalidade.
Por isso, nos questionamos se essas visceras descartadas ndo seriam uma
possivel fonte desses compostos, ja que esse bivalve pode ser cultivado em
larga escala. Além disso, por serem animais marinhos, seu cultivo nao
apresentaria nenhum dano significativo ao meio ambiente, visto que néo seria
necessario o desmatamento de nenhuma &rea verde, como no caso da

criacdo de porcos e bois.
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2) OBJETIVOS

O objetivo geral dessa dissertacéo foi determinar a estrutura do HS presente
nas visceras do molusco N.nodosus, caracterizar suas propriedades anticoagulantes
e antitromboticas

Objetivos especificos

- Isolamento e purificagdo do heparam sulfato presente no molusco N.nodosus;

- Determinacéo da estrutura do heparam sulfato do molusco;

- Identificagcdo dos mecanismos de atividade anticoagulante do heparam sulfato do

molusco;

- Determinacéo da atividade antitrombdtica do heparam sulfato do molusco em um
modelo experimental de trombose arterial e seus efeitos sobre a tendéncia de

sangramento;

- Avaliacéo do efeito do heparam sulfato do molusco sobre o fator XiII;

- Investigagéo da citotoxicidade do heparam sulfato do molusco
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1) Coleta
Os espécimes de N.nodosus foram fornecidos pelo IEDBIG, responsavel pelo

cultivo da espécie em fazendas marinhas no municipio de Angra dos Reis, RJ.

3.2) Histoquimica dos Tecidos do Molusco

A histologia foi desenvolvida em dois 6rgaos principais: 0 manto e a branquia.
Os orgaos foram fixados por duas horas a temperatura ambiente em uma solugéo
composta por: formaldeido 5%, glutaraldeido 2,5%, tampao cacodilato de sodio 0,1M
solubilizados em agua do mar artificial. Posteriormente a fixacdo, os érgdos foram
lavados com tampdo cacodilato em agua do mar artificial. A desidratacdo e
clarificacdo dos tecidos foram realizadas por gradiente de etanol e xilol. A inclusédo
dos tecidos foi feita em Para-plast na temperatura de 55,6 °C. Fatias longitudinais de
7 um de espessura foram obtidas em um micrétomo Spencer. A coloracédo foi feita
com acido periodico de Schiff (PAS) e com azul de alcian em HCI 0,1 M, antes e
apos incubacédo dos cortes com condroitinase AC e acido nitroso, por duas horas. As
laminas dos cortes foram observadas em um microscopio de luz Axioplan da Zeiss,
acoplado a uma camera (Media Cybernetics, model Evolution™MP) que possibilitou

a aquisicao de imagens digitais dos tecidos estudados.

3.3) Extragado dos Polissacarideos Sulfatados
Os tecidos foram cortados em pequenos pedacgos, imersos em acetona por
24 horas, a 4 C, e secos em estufa, a 60 C, para a obtencdo do p6 ceténico.

O material seco foi submetido a uma digestdo proteolitica com papaina (20
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g/100 g de peso seco), em tampéao 0,1 M de acetato de sodio (pH 5,5),
contendo 5 mM de EDTA e 5 mM de cisteina, por 24 horas a 60 'C. O produto
da incubacdo foi centrifugado e o precipitado submetido a uma nova
digestdo. Aos sobrenadantes das extracfes foi adicionado cloreto de cetil-
piridina (CPC) na concentracdo final de 0,5% e mantidos a temperatura
ambiente por 24 horas. O precipitado formado foi lavado com agua destilada
para retirar o excesso de CPC e ressuspendido em NaCl 2M:etanol (100:15
v/iv). Em seguida, 2 volumes de etanol absoluto foram adicionados a essa
solucdo e mantidos overnight a 4 °C. Apés centrifugacdo (3200 rpm), o
precipitado foi lavado com etanol absoluto, seco e ressuspendido em agua destilada

para analises posteriores.

3.4) Fracionamento dos Polissacarideos Sulfatados

Os polissacarideos totais, isolados de acordo com a metodologia descrita no
paragrafo anterior, foram fracionados por precipitacdo em diferentes concentracdes
de etanol. Primeiramente, os polissacarideos foram precipitados com etanol 40% a
4°C, por 18 horas. O precipitado formado (P1) foi recolhido por centrifugacéo e seco
a 60 °C. Ao sobrenadante, foi acrescentado etanol na concentracao final de 47%. O
precipitado (P2) foi coletado e seco em estufa. Ao sobrenadante foram adicionados
2 volumes de etanol absoluto. O precipitado (P3) foi recuperado e seco em estufa.

Apoés secagem, todos os precipitados foram ressuspendidos em agua destilada.

3.5) Eletroforese em Gel de Agarose
Aliguotas dos polissacarideos sulfatados contendo, aproximadamente, 20 ug

foram aplicadas em um gel de agarose 0,5% em tampao 1,3 diaminopropano (pH
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9,0) e submetidos a uma corrida eletroforética por, aproximadamente, 1 hora a 100
V. Foi utilizado como padrdo de GAGs uma mistura contendo CS, DS e heparina
(~10 pg de cada). Apés a corrida, os GAGs foram fixados no gel com uma solugéo
de 0,1% de cetavion por 12 h. Em seguida, o gel foi seco e corado com azul de
toluidina 0,1% em etanol 50% (v/v), contendo acido acético 1% e descorado em uma

solucéo de acido acético 1% em etanol 50% (v/v).

3.6) Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

O peso molecular do HS do molusco foi estimado por eletroforese em gel de
poliacrilamida. A amostra foi aplicada em um gel de poliacrilamida 7,5% em
tampéo barbital 0,06 M (pH 8,6). A corrida foi feita a 100V por 1 hora. Apds a
corrida, o gel foi corado com azul de toluidina 0,1% em &acido acético 1%. Os
padrbes de peso molecular utilizados foram dextram sulfato 500 (500 kDa),
condroitim 4 sulfato (60 kDa), condroitim 6 sulfato (40 kDa) e dextram sulfato

(8 kDa).

3.7) Tratamento Enzimético e Quimico

Os polissacarideos sulfatados totais e purificados foram incubados com
0,01 U de condroitinase ABC e AC em 0,1 mL de tampéao Tris-HCI (pH 8,0),
contendo 15 mM de acetato de sodio (pH 6,0). O tratamento enzimatico com
100 pL de gueratanase 0,005 U em tampado Tris-HCI 10 mM (pH 7,4) foi
realizado a 37°C. O &cido nitroso (HNO,) com pH 1,5 foi produzido pela reacéo de
nitrito de bario 1IN com &cido sulfurico 1N na proporcdo de 1:1 v/v. Aliquotas dos
polissacarideos sulfatados, contendo, aproximadamente, 20 pg foram incubadas

com o HNO; (na propor¢éo de 1:1 v/v) a temperatura ambiente, por 2 horas. O HS
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do molusco foi incubado com heparinase | (0,005 U) em tampédo 100 mM de
acetato de soédio, contendo 10 mM de acetato de calcio, por 18 horas a 37°C.
Apoés os tratamentos, as amostras foram analisadas por eletroforese em gel

de agarose.

3.8) Dosagem de Acido Hexurdnico

A concentracdo de GAGs foi estimada pelo conteudo de acido urénico,
através do método do carbazol. Aproximadamente, 20 ug do HS purificado do
molusco foram avolumados a 200 pL e acrescidos de 1 mL de &cido sulfarico +
borato e incubados a 100°C por 12 min. Em seguida, foram adicionados 40 uL de

carbazol, incubando-se a 100 °C por 10 min.Assim, a absorbancia foi lida a 530 nm.

3.9) Experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro unidimensional de *H-RMN e os bidimensionais do HS de
N.nodosus foram realizados usando um magneto Bruker 400 MHz com um probe de
tripla ressonancia e os espectros foram processados usando o software Bruker Top
Spin. Os espectros unidimensionais de *H-RMN foram obtidos em diferentes tempos
com 4 scans cada. Os espectros 2D *H /*H COSY e *H /**C HSQC foram realizados
usando estado de incrementacéo de fase proporcional ao tempo (“states-TPPI”) para
deteccéo por quadratura na dimensao indireta. Os espectros heteronucleares *H /**C
HSQC foram realizados com 1.024 x 256 pontos e GARP (“globally optimized
alternating phase rectangular pulses”) para desacoplamento. Cerca de 5 mg de cada
amostra foram dissolvidos em 0,5 mL de D,0O 99,9% (Cambridge Isotope Laboratory)
em um tubo de 5 mm de RMN. Todos os espectros foram realizados a 50°C com

supressdo de sinais HOD por pré-saturacdo. Os deslocamentos quimicos foram
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ajustados para 0 ppm, relacionados com os padrbes externos acido trimetilsilil-

propidnico para a escala de 1H e metanol para a escala de 13C.

3.10) Ensaio de Atividade Anticoagulante in vitro

Apoés consentimento, plasma humano de doadores sadios foi coletado em
uma solucao de citrato de sédio 3,8%, na proporcao de 9:1 e analisado pelo Tempo
de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT) (Anderson e cols., 1976).
Resumidamente, 90 yL de um “pool” de plasma foram incubados por 1 min a 37 °C
com 10 pyL de solucbes com diferentes concentracbes de HS do molusco ou
heparina (de porco, Sigma). Posteriormente, 100 pL de cefalina ativada (Reagent
Celite, Biolab, Mérieux) foram adicionados a mistura, que foi incubada por mais 2
min. Em seguida, 100 pL de CaCl, 0,25 M foram acrescentados e o tempo de
coagulacdo foi registrado em um microcoaguldmetro da Amelung (Alemanha),
modelo KC4A. Plasmas depletados em AT e HCII foram obtidos da Affinity

Biologicals (Ancaster, ON, Canada).

3.11) Inibicdo da Trombina ou Fator Xa por AT ou HCIl na Presenca de
Glicosaminoglicanos

As incubacbes foram realizadas em placas de 96 pocos. As concentracfes
finais dos reagentes foram AT, 10 nM ou HCII, 15 nM, 2 nM de trombina ou fator Xa,
diferentes concentracbes de polissacarideos sulfatados em 40 pyL de tampéo
Tris/PEG (Tris/HCI 0,02 M, NaCl 0,15 M e 1,0 mg/mL de polietileno glicol 8.000, pH
7,4) e 100 uM de substrato cromogénico. A trombina ou o fator Xa foi adicionado no
inicio da reacéo. Depois de 60 segundos de incubagdo com os GAGs e com 0sS

inibidores a 37°C, 25 uL de substrato cromogénico S-2238 para trombina ou S-2765
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para fator Xa (Chromogenix, MA, EUA) foram adicionados e a absorbancia a 405 nm
foi registrada por 120 segundos. As taxas de variacbes na absorbancia foram
proporcionais a atividade da trombina ou do fator Xa remanescentes na incubacao.
N&o houve inibicdo nos experimentos controle nas quais a trombina ou fator Xa
foram incubados com AT ou HCII na auséncia de polissacarideos sulfatados. Além
disso, nenhuma inibicdo foi observada quando a trombina ou fator Xa foram
incubados somente com polissacarideos sulfatados ao longo das concentracdes
testadas. Foi considerado 100% da atividade da trombina um controle usando os
reagentes sem a adi¢cdo de polissacarideos sulfatados e os resulatdos expressos
como ICsp , concentracdo de polissacarideos sulfatados suficiente para conseguir

50% da inibicdo da atividade da trombina ou fator Xa.

3.12) Ativacao do Fator Xll na Presenca de Polissacarideos Sulfatados

Os testes de ativacao do fator Xl foram feitos em placas de 96 pocos. Plasma
humano normal (40 pL) foi diluido com 3 volumes de tampao Tris/PEG e incubado
com diferentes concentragcdes de polissacarideos sulfatados (30 uL). Depois de 60
segundos de incubacao a 37°C, 30 pL de substrato cromogénico S-2302 a 0,6 mM
(Chromogenix, MA, EUA) foram adicionados, e a absorbancia a 405 nm foi
registrada por 300 segundos. O S-2302 é um substrato cromogénico para a
calicreina plasmatica, que é ativada a partir de seu precursor pré-calicreina pela
acao do fator Xll ativo. O método para a determinacédo da atividade é baseado na
diferenca de absorbancia entre a p-nitroanilida formada e o substrato original. A taxa
de formacdo da p-nitroanilida, ou seja, o0 aumento da absorbancia a 405 nm, é
proporcional a atividade da enzima. Nao ocorre ativacéo do fator XIl na auséncia de

polissacarideos sulfatados.
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3.13) Ensaio de Atividade Antitrombdtica no Modelo de Lesédo Fotoquimica do
Endotélio Arterial.

A trombose na artéria carotida foi induzida utilizando um método modificado
de Eitzman e colaboradores, 2000. Primeiramente, ratos (ambos os sexos, ~200 g
de peso) foram anestesiados com uma injecdo intramuscular de ketamina (Cristélia,
Séo Paulo, Brasil) na dose de 100 mg/kg e 16 mg/kg de xilazina (Bayer SA, Séo
Paulo, Brasil) e colocados em posicao supina. A carotida direita foi isolada atraves
de uma incisdo mediana cervical, e uma sonda de ultra-som foi aplicada (modelo
MAO,7PSB; Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, EUA). Rosa de bengala (90 mg/kg;
Fisher Scientific Co., Fair Lawn, NJ, EUA) foi injetado na veia cava inferior e,
imediatamente depois, o laser foi irradiado (1,5 mW, 540 nm) na cardétida direita a
distancia de 5 cm. O fluxo da artéria foi monitorado até a oclusdo completa (Figura
10). Nos animais tratados, os GAGs foram injetados na veia cava inferior 5 minutos

antes da administracéo do corante.

\nl o Led

1) Isolamento da arténa carétida 2) Posicionamento do medidor
de fluxo

3) lluminagdo da artéria por um feixe
de raio laser e injecdao do corante
“rosa de bengala”

Figura 10: Esquema ilustrando o modelo de trombose arterial, no qual a artéria carétida é
lesionada através da formac&o de oxigénio singleto pelo contato do corante com o laser.
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3.14) Efeito Hemorragico

Ratos Wistar (~200 g de peso corporal) foram anestesiados com uma
combinacdo de ketamina e xilazina, como descrito anteriormente. Uma canula foi
inserida na artéria carétida direita para a administracdo intravascular de HS do N.
nodosus ou heparina. Apés 5 minutos de circulacdo da amostra, um segmento de 3
mm da cauda do rato foi cortado e, logo apds, a cauda foi inserida cuidadosamente
numa proveta contendo 40 mL de &agua destilada. A perda sanguinea foi
determinada apds 60 minutos, mensurando o nivel de hemoglobina dissolvida na
agua pelo método espectrofotométrico descrito por Herbert e colaboradores em
1992. O volume de sangue perdido foi determinado através de uma curva padrao

baseada na absorbancia a 540 nm.

3.15) Ensaio de Viabilidade Celular

A toxicidade do HS do N. nodosus para células BHK-21 (células de rim de
hamster sirio) foi avaliada por meio do ensaio de reducdo de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélio) (Mosmann, 1983). O MTT é reduzido por
células viaveis, por meio da atividade de redutases mitocondriais, em um composto
denominado formazana, que pode ser quantificado por medidas
espectrofotométricas (Mosmann, 1983). Resumidamente, monocamadas celulares
em placa de 96 pocos foram incubadas com diferentes concentracbes de HS do
N.nodosus e heparina a 37°C por 48 horas, sendo, subsequentemente, adicionado
ao meio o MTT a uma concentracéo final de 250 pg/mL. ApGs 4 horas de incubacgéo
a 37°C, os cristais de formazana gerados foram solubilizados em uma solucéo de
lise (DMF 50% e SDS 20%, pH 4,8) e a viabilidade celular determinada analisando-

se a absorbancia das amostras a 570 nm.
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3.16) Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM).
Diferencas nos valores da média foram analisadas usando o teste Mann-Whitney U.
Quando mais de um grupo foi comparado com um controle, a significancia foi
avaliada usando a analise de variancia pelo ANOVA. P<0.01 foi considerada

estatisticamente significante.
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4) RESULTADOS
4.1) Localizacdo Tecidual dos GAGs no N.nosodus

Compostos do tipo heparina/HS ja foram descritos em 6rgdos internos de
diversas espécies de moluscos bivalves (Tabela 2). A primeira questdo abordada no
nosso trabalho foi verificar qual a localizagdo dos GAGs nos tecidos do N.nodosus.
Para isso, diferentes orgaos foram analisados por histoquimica, antes e depois ao
tratamento enzimatico com condroitinase (chase) AC e quimico com &cido nitroso. A
coloracdo com azul de alcian em pH 1,0 evidencia, em azul, os polissacarideos
acidos sulfatados enquanto que o acido periodico de Schiff cora, em rosa,
polissacarideos neutros.

Nas branquias, duas regiées foram coradas fortemente: a membrana basal do
epitélio e a parte interna da matriz extracelular com aparéncia fibrilar (Fig. 11 B). O
tratamento com condroitinase AC (Fig. 11 C) atuou, principalmente, na matriz
extracelular, resultando em uma leve diminuicdo na intensidade de coloracdo. Por
outro lado, o tratamento com acido nitroso (Fig. 11 D) aboliu, quase que
completamente, a coloracdo azul na membrana basal do epitélio e na matriz
extracelular.

No manto do animal, a coloracao azul ficou restrita a matriz extracelular (Fig.
11 E). ApoOs tratamento com acido nitroso, a coloragdo foi drasticamente perdida.
Esses resultados sugerem que o heparindide esta presente na membrana basal do
epitélio da branquia e disperso na matriz extracelular da branquia e do manto. CS

também esta presente em pequenas quantidades na matriz extracelular da branquia.
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Figura 11: Andlise histolégica dos cortes dos 6rgaos do N.nodosus corados com azul de alcian. A)
Esquema ilustrativo mostrando a anatomia interna do animal. Cortes histolégicos da branquia (B-D) e
do manto (E-F) corados com azul de alcian e PAS antes (B e E) e depois do tratamento com chase AC
(C) ou &cido nitroso (D e F). * indica coloracéo positiva para GAG na matriz extracelular.
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4.2) Isolamento e Identificacdo dos GAGs Presentes em N.nodosus

Como primeira abordagem bioquimica, buscamos verificar a presenca dos
GAGs no musculo adutor, principal 6rgado apreciado como iguaria, € nos 0rgaos
normalmente rejeitados para consumo (manto, branquia, trato digestivo e coracéo).
Para isso, o0s polissacarideos sulfatados foram extraidos apos quatro digestbes
proteoliticas consecutivas com papaina. Apos precipitacdo com CPC e etanol, o
rendimento em GAGs desse procedimento foi de 5,13 mg/g de viscera seca,
determinado pela dosagem de acido urbnico, pelo método de carbazol. Com a
metodologia de extracdo empregada, nao foi detectada a presenca de
polissacarideos sulfatados no musculo adutor (Fig. 12).

A analise por eletroforese em gel de agarose revelou a presenca de uma
banda metacromética que migra como heparina padrédo, correspondendo a,
aproximadamente, 90% dos polissacarideos extraidos. Outras duas bandas
metacromaticas de menor intensidade também foram observadas.

Os polissacarideos sulfatados extraidos do molusco foram submetidos a
tratamentos enzimaticos com condroitinase ABC, que quebra cadeias de CS e DS,
com condroitinase AC que quebra CS e queratanase que quebra cadeias de
gueratam sulfato. O tratamento quimico com acido nitroso em pH 1,5, que quebra a
ligacdo glicosidica de glucosamina N-sulfatada, presentes em grande numero em
cadeias de heparina/HS, também foi realizado. Apds aos tratamentos, as amostras
foram submetidas a andlise por eletroforese em gel de agarose (Fig. 12 C). Uma
banda metacromética que migra como heparina padrdo, correspondendo a,
aproximadamente 90% dos polissacarideos extraidos, foi degradada pelo tratamento
quimico com &acido nitroso, indicando a presenca de heparina/HS. A banda com

maior mobilidade eletroforética, migrando entre DS e CS padréo, foi susceptivel ao
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tratamento com condroitinase AC e ABC, mostrando, dessa forma, tratar-se de um
CS. E possivel notar, ainda, a presenca de uma banda com menor mobilidade
eletroforética que néo foi quebrada por nenhum dos tratamentos. Esses resultados
indicam que um composto do tipo heparina/HS € o GAG majoritario e que CS e um
polissacarideo sulfatado néo identificado estdo presentes em menores proporcdes

nas visceras de N.nodosus.
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Figura 12: Distribuicdo e caracterizac¢é@o inicial dos GAGs no N.nodosus. A) os GAGs foram detectados nos
orgados pela dosagem de &cido urbnico realizada pela reagdo com carbazol. B) eletroforese em gel de agarose
dos polissacarideos isolados do musculo adutor e das visceras. C) eletroforese em gel de agarose dos
polissacarideos antes e depois do tratamento com chase AC, chase ABC, queratanase e acido nitroso.
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4.3) Fracionamento dos Polissacarideos Sulfatados e Caracterizacéo Inicial do
Heparinoide

Apés a extracdo dos polissacarideos sulfatados totais foi realizada a
purificacdo da fracdo de interesse (heparina/HS) para analises posteriores. O
fracionamento foi facilmente obtido através dos diferentes graus de solubilidade que
0s polissacarideos apresentam em etanol (Fig. 13 A). A fracédo (P-1), que precipitou
com uma concentracdo final de 40% de etanol, € composta por uma mistura de
heparina/HS e do polissacarideo ndo identificado. Com a subsequente adicdo de
etanol até a concentracao final de 47%, foi possivel a obtencéo de heparina/HS pura
(P-2). Na ultima etapa do fracionamento, observou-se a presenca de uma mistura
contendo heparina//HS e CS (P-3).

Numa analise inicial, o heparindide foi submetido a eletroforese em gel de
agarose antes e ap0s ao tratamento com heparinase | e acido nitroso. A enzima
heparinase | cliva, preferencialmente, as cadeias em regides de IdoA2S-GIcNS6S,
dissacarideo presente em altas proporcdes na heparina, por isso considera-se que a
heparinase | cliva cadeias de heparina. A clivagem desaminativa com acido nitroso
revelou uma nova banda com maior mobilidade no gel, mostrando que o heparindide
do molusco nao é totalmente sensivel a esse tratamento (Fig. 15 B). Por outro lado,
o tratamento com heparinase | ndo foi eficiente.

A fim de se obter uma caracterizacdo adicional, o peso molecular do
heparindide do molusco foi estimado por eletroforese em gel de poliacrilamida (Fig.
15 C). Baseado na mobilidade eletroforética de marcadores de peso molecular,
concluimos que esse heparinbide apresenta peso molecular de, aproximadamente,

27 kDa.
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Figura 13: Fracionamento e caracterizacdo inicial do heparinoide do N.nodosus. A) Os polissacarideos totais
foram fracionados com concentragfes crescentes de etanol - P-1 (40%), P-2 (47%) e P-3 (95%) - e analisados
por eletroforese em gel de agarose. B) O heparinoide purificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose
antes e depois da clivagem desaminativa com &cido nitroso e incubacdo com heparinase |. C) O heparindide
purificado foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida e seu peso molecular foi comparado com
padrdes de peso dextram sulfato de 500 kDa (S1), condroitim 6 sulfato de 54 kDa (S2), condroitim 4 sulfato de
40 kDa (S3), dextram sulfato de 8 kDa (S3).

4.4) Caracterizagdo Estrutural através de Ressonancia Magnética Nuclear

As principais caracteristicas estruturais do HS do N.nodosus foram reveladas
por experimentos de espectroscopia de RMN. Observamos que o HS do N.nodosus
apresenta uma estrutura com caracteristicas Unicas, como, por exemplo, alto grau
de N-acetilglucosamina, auséncia de acido idurénico e presenca de unidades de
acido glucurénico 2- e 3-sulfatados. Essas caracteristicas sdo totalmente distintas
dos outros HSs comumente presentes em mamiferos e moluscos (Tabela 2).

O espectro unidimensional de proton do HS do molusco (Figura 14) mostrou
alto nivel de homogeneidade da amostra (somente sinais de RMN equivalente ao

HS), além de quantidades equivalentes de protons anoméricos de residuos de
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glucosamina (A) e acido glucurénico (G). Essa é a principal evidéncia de que o
glicasaminoglicano do N.nodosus se trata de um HS e n&o de uma heparina que
possui predominancia de protons a-anomeéricos.

Encontramos, também, quantidades consideraveis de *H-anoméricos (5H 5,56
— 5,44 ppm, Tabela 3) relacionados as unidades de N-acetilglucosamina que
correspondem a, aproximadamente, 60% de todos os residuos o-ligados do
composto. Tal fato demonstra que o HS do N.nodosus apresenta mais dominios N-
acetilados do que heparosans comuns e suporta que o polissacarideo do N.nodosus
€ um HS, visto que a heparina possui em média 10-15% de residuos N-acetilados
(Guerrini e cols., 2005).

O espectro 1D — *H revela quantidades consideraveis *H-anoméricos de &cido
glucurénico com ésteres de sulfato localizados em posices pouco comuns, nos
carbonos 2 e 3 (G2S 6H 4,73 — 4,8 ppm e G3S 6H 4,61 — 4,72 ppm, Tabela 3). Para
determinar a porcentagem de cada residuo presente na molécula, foram
desenvolvidos calculos baseados nas areas dos picos presentes no espectro
unidimensional. Assim, observamos que a porcentagem de residuos de &acido
glucurénico ndo sulfatado e residuos 2- e 3-sulfatados sdo respectivamente 46,2,
28,4 e 20,8 %(Figura 16).

O assinalamento do espectro de *H-RMN foi possivel devido & utilizacdo do
espectro 2D COSY que correlaciona protons vicinais (Figura 15 A). Esses sinais
quimicos de *H, em conjunto com os sinais quimicos de *H do acido glucurdnico (G)
e da glucosamina (A) dos HSs descritos por Guerrini e colaboradores em 2005
facilitam o assinalamento da maioria dos picos cruzados no espectro *H/**C HSQC
(Figura 15 B) e complementam a Tabela 2 com os sinais quimicos do *C desse

novo composto. Os sinais de *H/**C RMN estdo de acordo com os sinais quimicos
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de outros HSs descritos na literatura, cujas estruturas apresentam as mesmas
caracteristicas do HS presente nesse invertebrado.
Levando em consideracao todos os dados obtidos com a utilizacdo de RMN e
z . S s . . 1 o . p
também os valores relativos as integrais dos picos dos “"H anomeéricos, foi possivel a
determinacao da unidade repetitiva dissacaridica principal do HS do molusco (Figura

16).

CH5do
grupamento
acetil

HOD

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
'H — deslocamento quimico{ppm)

Figura 14: Espectro unidimensional de hidrogénio do heparindide presente no N.nodosus. Cerca de 5 mg de
amostra foram dissolvidos em 0,5 mL de D,O e o espectro unidimensional de 1H-RMN foi realizado a 50°C. O
sinal residual da agua foi suprimido por pré-saturacao. Os deslocamentos quimicos foram ajustados para 0 ppm
relacionado com o padrao externo de acido trimetilsilil-propiénico. Os sinais H1 correspondem ao proton
anomérico a e B em oy 5,8-5,3 e &, 4,9-4,5 ppm, respectvamente. Os sinais H2 denotam os prétons da posicao
2 do anel. As abreviaturas séo: Ayes: glucosamina 6-O- e N-dissulfatada, Ayac: glucosamina N-acetilada, Ays:
glucosamina N-sulfatada, G2S: &cido glucurdnico-2-O-sulfatado, G3S: glucurdnico-3-O-sulfatado, G: &cido
glucurénico.
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Figura 15: Espectro homonuclear 1H/1H COSY (A) e espectro heteronuclear 1H/13C HSQC (B)
do HS presente no N.nodosus. Cerca de 5 mg de amostra foram dissolvidos em 0,5 mL de D,0O
e os espectros 2D-RMN foram realizados a 50°C. O sinal residual da agua foi suprimido por pré-
saturacdo. Os deslocamentos quimicos foram ajustados para 0 ppm relacionado com o padréo
externo de &cido trimetilsilil-propidénico. Os sinais H1 correspondem ao préton anomérico a e 3
em oy 5,8-5,3 e 04 4,9-4,5 ppm, respectivamente. Os nimeros do lado direito de H (A) ou H/C
(B) significam a posigdo do nucleo no anel. As abreviaturas séo: Ayes: glucosamina 6-O- e N-
dissulfatada, Anac: glucosamina N-acetilada, Ans: glucosamina N-sulfatada, G2S: acido
glucurénico-2-O-sulfatado, G3S: acido glucurénico-3-O-sulfatado, G: &cido glucurdnico.
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‘GR, GR, AR, AR;

H(71.6%)/ H(79.2%)/ Ac(61%)/ H (84%)/
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Figura 16: Estrutura sugerida da unidade dissacaridica principal do HS N.nodosus. As porcentagens
dos radicais foram baseadas nos valores das integrais dos sinais presentes no 1H-1D RMN. G
representa acido glucurénico e A representa glucosamina. R representa os radicais, com seus
respectivos grupamentos quimicos listados abaixo, onde os nimeros significam a posicdo no anel.



Tabela 3. Deslocamentos quimicos (ppm) dos *H-prétons e **C-carbono do

acido glucurdnico (G) e glucosamina (A) do N.nodosus

Ndcleo G Gas Gss Anac Ans
H1 4.61-4.45 4.8-4.73 4.72-4.61 5.56-5.44 5.43-5.35
105.1- 105.0- 103.2-
C1 98.2-95.3  98.1-95.9
102.0 100.9 101.0
H2 3.57-3.38  4.15-4.02 3.8-3.67 4.14-3.95 3.42-33
C2 74-8-70.2  75.3-720 73.0-70.5 54.8-51.5 59.0-56.2
H3 3.99-3.72 na’ 4.73-458  3.87-3.78 3.99-3.89
C3 77.3-72.9 n.a. 85-80.4 69.8-67.0 69.0-67.2
H4 3.99-3.72  3.99-3.72 n.a n.a 3.9-3.86
C4 77.3-729  77.3-72.9 n.a n.a 82.8-81
H5 3.99-3.72  3.99-3.72 n.a 4.0-3.88  69.9-61.2
C5 77.3-729  77.3-72.9 n.a 71.8-66.9 4.19-4.03
6S - H6 4.31-4.22 4.57-4.45
6S - C6 66.9-64.5 65.9-65.1
60H - H6 4.02-3.68
60H - C6 62.1-58.9

47
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4.5) Atividade anticoagulantes do HS presente no N.nodosus

A atividade anticoagulante de polissacarideos sulfatados €& facilmente
determinada por varios ensaios in vitro. Entre eles, o aPTT é um dos mais usados e
fornece uma indicacdo da poténcia anticoagulante do composto. O aPTT avalia
principalmente o efeito do composto sobre o sistema de propagacao da coagulacéo.
Por isso, esse foi o primeiro ensaio de coagulacéo a ser realizado. O HS proveniente
do N.nododus foi testado em diferentes doses e comparando com a curva de
heparina padrédo Assim, foi possivel perceber que o HS do N.nodosus aumenta, de
forma dose-dependente, o tempo de coagulacdo do plasma humano (Figura 17).
Com os dados obtidos a partir da curva de heparina padréo péde-se avaliar que a

atividade anticoagulante do HS presente no N.nodosus é de 36 IU/mg
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300
250
200
150
100

50

aPTT (segundos)
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Figura 17: Atividade anticoagulante do HS do N.nodosus. Plasma humano citratado foi incubado com
diferentes concentracBes de polissacarideos. Em seguida, cefalina foi adicionada e, 120 segundos
depois, CaCl, foi utilizado para disparar a coagulacdo. O tempo de coagulagéo foi quantificado em um
coagulémetro Amelung. (-o-) heparina de mamifero, (-e-) HS do N.nodosus.
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Como mencionado anteriormente, o efeito anticoagulante da heparina é
mediado por antitrombina e/ou cofator Il da heparina. Dessa forma, a proxima
questdo analisada foi determinar qual o mecanismo de acdo da atividade
anticoagulante do HS do molusco. Para isso, avaliamos a atividade anticoagulante
do composto em um plasma depletado de antitrombina e cofator 1l da heparina. Foi
possivel observar uma drastica reducdo na atividade anticoagulante do HS do

molusco, indicando um mecanismo anticoagulante dependente de SERPINS.

140

aPTT (segundos)

— —

N B O 0O N

©O © 0O © o o o

0 125 25 375
HS do N.nodosus(ugml?)

Figura 18: Atividade anticoagulante dependente de SERPINS do HS do N.nodosus. Plasma humano
normal (-e-) e plasma depletado de HCIlI e AT (-0-) foram incubados com HS do N.nodosus (0-37,5
Mg ml"l) e o tempo de coagulacéo foi quantificado em um coaguldmetro Amelung.

4.6) Inibicado de trombina e fator Xa mediada por antitrombina e cofator Il da

heparina

Nosso objetivo seguinte foi confirmar o mecanismo de acao anticoagulante do

HS de N.nodosus em um sistema controlado, contendo AT ou HCII, proteases da
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coagulacéo purificados, a amostra a ser testada e um substrato das proteases que
emite cor ao ser clivado. Portanto, se o polissacarideo estiver, por exemplo, inibindo
a trombina via antitrombina, o substrato ndo sera clivado e ndo emitird cor. A
variagao de cor foi monitorada em um leitor de microplacas.

Com essa metodologia foi possivel revelar que o HS de N.nododus inibe
trombina e fator Xa, na presenca de antitrombina com 12,5 e 6 vezes menos
poténcia que a heparina padrao, respectivamente (Figura 19 e Figura 20). Como
esperado, o tratamento com &cido nitroso aboliu, totalmente, a inibicdo da trombina
via antitrombina mediada por heparina. No entanto, esse tratamento ndo eliminou
totalmente a inibicdo da trombina na presenca de antitrombina mediada pelo HS do
N.nodosus. Provavelmente, algum produto da degradacdo desse composto
apresenta alguma atividade anticoagulante. A incubacdo com acido nitroso reduziu
completamente a atividade inibitéria da antitrombina mediada pela heparina e pelo
HS N.nodosus sobre o fator Xa.
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Figura 19: Inibicdo da trombina via antitrombina na presen¢ca do HS do N.nodosus. Antitrombina foi
incubada com trombina purificada na presenca de varias concentracées de GAGs. Apds 60 segundos,
a atividade residual de trombina foi determinada através da clivagem de um substrato cromogénico
(A40s Nm/min). (-o-) heparina de mamifero, (-e-) HS do N.nodosus, (-[J-) heparina de mamifero tratada
com acido nitroso, (-A-) HS do N.nodosus tratado com acido nitroso.
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Figura 20: Inibigdo do fator Xa via antitrombina na presenga do HS do N.nodosus. Antitrombina foi
incubada com fator Xa purificado na presenca de vérias concentragfes de GAGs. Apds 60 segundos,
a atividade residual de fator Xa foi determinada através da clivagem de um substrato cromogénico
(A5 nm/min). (-o-) heparina de mamifero, (-e-) HS do N.nodosus, (-C1-) heparina de mamifero tratada
com acido nitroso, (-A-) HS do N.nodosus tratado com &cido nitroso.

O ensaio descrito no paragrafo anterior foi repetido substituindo-se a
antitrombina pelo cofator Il da heparina. Observamos que o HS de N.nodosus
também foi capaz de inibir a trombina pelo cofator Il da heparina. Nesse caso, 0
tratamento com acido nitroso também foi capaz de abolir totalmente o efeito inibitério

sobre a trombina (Figura 21).
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Figura 21: Inibicdo da trombina via cofator Il da heparina na presenca do HS do N.nodosus. Cofator I
da heparina foi incubado com trombina purificada na presenca de véarias concentracbes de GAGs.
Apéds 60 segundos a atividade residual de trombina foi determinada através da clivagem de um
substrato cromogénico (Aszs nm/min). (-e-) HS do N.nodosus, (-A-) HS do N.nodosus tratado com
acido nitroso.

4.7) Efeito antitrombotico do HS do N.nodosus

Apos verificar o efeito anticoagulante do HS do N.nodosus e determinar 0 seu
mecanismo de acéo in vitro, o préximo passo foi verificar se 0 composto apresentaria
habilidade de inibir a formac&o de trombo in vivo. Para isso, utilizamos um modelo
de trombose arterial. Nesse modelo, o estimulo trombotico utilizado foi o corante
rosa de bengala (possui alta eficiéncia fotoquimica e baixa toxicidade sistémica) e
um feixe de laser com comprimento de onda de 543 nm. Ao entrar em contado com
o laser, o corante é degradado gerando espécies reativas de oxigénio (oxigénio
singleto), que s&o capazes de lesar o endotélio e disparar o sistema de coagulacao
na regiao do vaso iluminada pelo laser. O presente modelo foi escolhido por ser um

dos mais aceitos e utilizados entre os modelos de trombose existentes. Sabe-se que
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espécies reativas de oxigénio contribuem significativamente para o dano do
endotélio arterial e subsequente formacéao do trombo (Danenberg e cols., 2003), por
isso acredita-se que esse modelo mimetize de forma adequada condicdes
fisiopatoldgicas.

O HS de N.nododus foi administrado por via intravenosa 5 minutos antes do
estimulo tromboético. Assim, pode-se observar que o GAG apresenta efeito
antitrombdtico de maneira dose-dependente (Figura 22). Na dose de 1 mg/kg, o
tempo de oclusdo aumentou 4 vezes em relacdo ao controle. Baixas doses de

heparina (0,1 mg/kg) foram suficientes para ter o mesmo efeito.
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Figura 22: Efeito antitrombético in vivo do HS do N.nodosus. Os GAGs foram administrados nas
doses indicadas. Apoés, 5 min a lesdo endotelial foi iniciada pela injecdo do corante rosa de bengala,
seguida de iluminagdo com o laser. O tempo de ocluséo foi monitorado através de uma sonda com
um medidor de fluxo. As barras de erro representam o desvio padrdo da média. *P < 0,002 em relagao
ao controle. No minimo, 5 animais foram usados por dose.
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4.8) Efeito do HS do N.nodosus no tempo de sangramento

Um dos efeitos colaterais mais importantes da heparina € o risco elevado de
sangramento. Dessa forma, investigamos se a administracao intravenosa do HS do
N.nodosus aumentaria o sangramento. O modelo experimental utilizado foi o de
descrito por Leadley (2000), e consiste em produzir um corte de 3 mm no segmento
distal da cauda do rato, que € entdo imersa numa proveta contendo agua destilada.
A perda sangiinea € avaliada apdés 60 minutos, medindo-se o teor de hemoglobina
dissolvida na agua através da absorbancia a 540 nm.

Como mostrado na Figura 23, na dose de 1 mg/kg, na qual o maior efeito
antitrombdtico é observado, o HS do molusco induziu apenas uma leve alteracao no
sangramento, quando comparado com 0s animais controles. Nessa mesma dose, a
heparina de mamifero, induziu uma grande perda de sangue (5 vezes mais que 0
controle). Quando o HS do N.nodosus foi administrado numa dose 4 vezes maior
gue a dose antitrombdtica, o sangramento aumentou 2,7 vezes em relacdo ao

controle.
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Figura 23: Efeito do HS do N.nodosus no modelo do tempo de sangramento. Diferentes doses de
polissacarideos foram administradas a ratos via intravenosa. Entdo, 5 minutos depois, a parte distal
da cauda foi cortada e imersa em agua destilada. A quantidade de hemoglobina presente na agua foi
detectada no espectrofotdbmetro com uma leitura a 540 nm. As barras de erro representam o desvio
padrdo da média. *P < 0,002 em relagao ao controle. No minimo, 5 animais foram usados por dose.

4.9) Ativacdao do fator Xll na presenca de polissacarideos sulfatados

Em 2008, varios episédios clinicos relacionados com preparacdes de
heparina contaminada com CSOS foram relatados. Os efeitos colaterais graves do
contaminante estavam relacionados com a ativacdo do fator Xll, que resulta na
producéo de bradicinina e ativacdo de proteinas do sistema complemento levando a
hipotensé@o e choque anafilatico. Dessa forma, realizamos um ensaio com plasma
humano, substrato cromogénico para calicreina (a pré-calicreina é ativada pelo Xlla)
e diferentes concentracbes de polissacarideo (OSCS foi usado como controle
positivo). O resultado desse experimento esta ilustrado na Figura 24. Como

esperado, o OSCS foi capaz de ativar a calicreina em baixas doses, tais como 0,6 e
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0,8 pg/ml, ao passo que o HS do molusco apresenta 0 mesmo efeito apenas numa

dose 15 vezes maior, 15 pg/ml.
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Figura 24: Ativacdo do fator Xl pelos polissacarideos sulfatados. Pool de plasma humano foi
incubado por 60 segundos a 37°C com diferentes concentracdes de polissacarideos, e, apés esse
tempo, substrato cromogénico para calicreina foi adicionado. O aumento na absorbancia a 405 nm foi
expressa em densidade Optica/min (média £ SEM, n=3). (-O-) OSCS, (-e-) HS do N.nodosus.

4.10) Ensaio de citotoxicidade do HS do N.nodosus

As analises de RMN revelaram que o HS do molusco apresenta uma estrutura
rara devido a presenca de &cido glucurbnico-3-O-sulfatado, dentre outras
caracteristicas. Como esse residuo estd presente em grandes quantidades no
OSCS, tal fato levantou questdes em relacdo a uma possivel toxicidade desse
composto. Dessa forma, realizamos o ensaio de viabilidade celular por MTT com
fibroblastos da linhagem BHK-21, que foram incubados com o HS do molusco por 48
horas. Como visto na Figura 25, a incubacédo com o HS do molusco néao gerou efeito

citotéxico até a dose de 100 pg ml™. Na dose de 1000 pg ml?, a viabilidade celular

foi reduzida em 35%. Entretanto, ndo foi observada diferenga significativa em
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relacdo ao controle na viabilidade celular na concentracdo que possui 0 mMaximo

efeito antitrombotico.
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Figura 25: Viabilidade Celular na presenca do HS do N.nodosus. Células BHK-21 foram incubadas
com diferentes concetra¢cdes do HS do molusco por 48 horas. As porcentagens de células viaveis
foram determinadas com a adicdo do MTT e posterior leitura a 570 nm. Os dados s&o representativos
de trés experimentos independentes.

5) DISCUSSAO

A heparina ndo fracionada é a principal droga anticoagulante usada na
cirurgia cardiovascular e na prevencdo de trombose venosa e arterial (Mackman,
2008). O consumo mundial da heparina vem aumentando constantemente, cerca de
100 toneladas por ano, devido, parcialmente, ao crescente uso da heparina de baixo
peso molecular (Melo e cols., 2008). Entretanto, a fonte de heparina farmacéutica é
muito restrita, sendo extraida, principalmente, de intestino de porco (Liu e cols.,
2009). A heparina pode, também, ser obtida a partir de pulmé&o bovino. No entanto,
com o aparecimento da encefalopatia espongiforme bovina, a utilizacdo desses

animais como fonte de heparina foi abolida na maioria dos paises desenvolvidos.
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Para atender a demanda atual de heparina, acredita-se que Sao necessarios
200 milhdes de porcos (Melo e cols., 2008). Portanto, existe uma necessidade
urgente de se obter fontes alternativas de heparina.

Polimeros do tipo heparina apresentando atividade anticoagulante
significativa foram descritos em diversos moluscos bivalves (Tabela 2). Quatorze
espécies de oito familias da classe Bivalvia sintetizam heparina com diferentes
composicdes dissacaridicas e pesos moleculares. A atividade anticoagulante desses
compostos se encontra na faixa de < 5 a 365 IU mg™’. Dentre esses bivalves,
espécies da familia Pectinidae vém sendo cultivadas com sucesso em diferentes
partes do mundo devido ao seu alto valor comercial. Em 2007, aproximadamente 3
toneladas de coquille foram produzidos por laboratorios de cultura de larva e pos-
larva no Brasil (www.epagri.sc.gov.br). Deste modo, esta espécie se mostra uma
interessante fonte de polimeros analogos da heparina para estudos dos efeitos em
doencas cardiovasculares.

No presente estudo, uma molécula do tipo HS foi identificada nas visceras do
molusco bivalve N.nodosus. A analise histoquimica com azul de alcian revelou que
esse composto estd presente na matriz extracelular do manto e da branquia e
também na membrana basal do epitélio da branquia. Detectamos a presenca de CS
na matriz extracelular de ambos os érgéaos.

Alguns PGS de vertebrados sdo secretados e localizam-se na membrana
basal, como o agrim, o perlecam e o bamacam. Dentre esses, 0 agrim é o Unico que
apresenta exclusivamente cadeias de HS ligadas ao seu cerne protéico. O PG
perlecam apresenta cadeias de HS e de CS, ao passo que o bamacam possui
apenas molécula do tipo CS (lozzo, 1998). Portanto, considerando que CS néao foi

encontrado na membrana basal e fazendo analogia com vertebrados, o HS do
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N.Nodosus pode estar presente em PG do tipo perlecam e agrim. Entretanto, isso é
apenas uma hipétese que seré investigada em um proximo estudo.

A extracdo dos polissacarideos sulfatados do molusco apresentou um
elevado rendimento. A partir de 1g de visceras secas (sem musculo adutor e
gbnadas), foram isolados 5,13 mg de GAGs. Dessa massa de GAGs,
aproximadamente 4 mg correspondem ao HS. Esse rendimento é superior daquele
obtido apds a extracdo de GAGs da ascidia Styela plicata (0,26% de rendimento) da
mucosa intestinal de porco (0.022% de rendimento) (Linhardt e cols., 1992).

CS e um polissacarideo sulfatado ndo identificado sdo componentes que se
encontram em menor quantidade nos orgdos de N.nodosus, sendo facilmente
removidos no procedimento de precipitacdo seletiva com etanol. O HS do molusco
foi obtido, livre de contaminantes, por precipitacdo com de etanol na concentracéo
de 47%. Surpreendentemente, com a metodologia de extracdo utilizada, nenhuma
guantidade significativa de GAGs foi detectada no masculo adutor, parte principal do
corpo do animal na utilizagdo como iguaria. O HS de N.nodosus é restrito aos
orgdos que sao descartados durante a preparacdo do molusco para
comercializacao..

Uma estimativa do peso molecular foi feita por eletroforese em gel de
poliacrilamida. Assim, avaliamos que esse polimero possui peso molecular médio de
27 kDa. Esse peso € maior que o de cadeias de heparina de mamifero.
Considerando que o peso molecular do dissacarideo de heparina/HS é de 486,
concluimos que as cadeias de HS do N.nododus possuem, em meédia, 55
dissacarideos.

Analisando os resultados obtidos pelas analises bioquimicas e por RMN,

podemos inferir que o HS do bivalve se trata de uma molécula hibrida, possuindo
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caracteristicas de heparina e HS. Assim, esse polimero ndo é susceptivel a
incubacdo com heparinase I, que cliva preferencialmente a ligacdo glicosidica entre
o acido idurdnico-2-O-sulfatado e glucosamina, regides comumente encontradas na
heparina. Estes dados indicam que, o HS do N.nodosus n&o contém
monossacarideos do tipo acido idurénico-2-O-sulfatado, como confirmado pelas
analises espectroscopicas de RMN.

Os espectros de RMN obtidos foram similares a espectros de polimeros de
HS. Essas analises indicam que o HS do molusco apresenta, aproximadamente,
60% de glucosamina N-acetilada. A presenca elevada de residuos N-acetilados
pode explicar a resisténcia de algumas partes da molécula ao tratamento com &cido
nitroso no pH 1,5, pois nestas condicdes, o0 acido nitroso quebra apenas as cadeias
de heparina/HS em regides N-sulfatadas.

As analises de RMN mostraram que a sulfatacdo ocorre em alguns residuos
de &cido glucurbnico e de glucosamina N-sulfatada (39% da molécula).
Provavelmente, esses residuos de glucosamina sdo susceptiveis ao tratamento com
acido nitroso, mostrando a presenca de uma regido do tipo heparina na molécula. A
presenca dessas regides pode explicar a atividade anticoagulante do HS do molusco
nos ensaios usando plasma e inibidores e proteases da coagulacéao.

O HS do molusco apresentou unidades de acido glucurénico monossulfatadas
(G2S ou G3S) e quantidades insignificantes de unidades dissulfatadas de &cido
glucurénico. As sulfatacBes nas posicées 2 e 3 do acido glucurbnico séo raras, e
foram confirmadas através do assinalamento dos espectros bidimensionais. O
primeiro dado que suporta essa sulfatacdo é a presenca de picos de correlagédo
(H2/C2 e H3/C3) bem resolvidos no espectro heteronuclear (Figura 15 B). Esses

picos apresentam sinais quimicos de préton e carbono ressonando nas frequéncias
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de oy/ Oc 4,15-4,02/75,3-72,0 e 4,73-4,58/85-80,4, respectivamente. Os picos
presentes no espectro HSQC sdo bem distintos e separados e ndo podem ser
confundidos com outras residuos do HS do molusco. Cabe, ainda ressaltar que
esses picos particulares confundidos com os sinais quimicos de HSs descritos até o
dado momento (Chavante e cols., 2000), indicando que o HS do molusco apresenta
uma estrutura peculiar.

Uma outra evidéncia que confirma as raras sulfatacdes no acido glucurénico
do HS do molusco sdo os sinais quimicos presentes no espectro homonuclear
COSY. Apesar da presenca de um sinal forte de agua, esse espectro revela sinais
de correlacdo devido ao acoplamento escalar entre prétons anomeéricos do &cido
glucurénico 2- e 3-sulfatado e os respectivos hidrogénios 2 (H2). O H2 do acido
glucurénico 3-sulfatado ressona com um deslocamento quimico de campo baixo
mais acentuado (0,55 ppm) do que o deslocamento quimico do H2 do &cido
glucurénico 2-sulfatado, como assinalado no HSQC. Esses dados indicam que o
assinalamento quimico desses sinais foram feitos de maneira consistente e que
essas unidades raras estdo indiscutivelmente presentes nas cadeias de HS do
molusco.

Apos determinacdo estrutural do composto, investigamos as propriedades
anticoagulantes dessa molécula. As analises realizadas indicaram que a atividade
anticoagulante do HS do N.nodosus é mediada principalmente por antitrombina e
cofator Il da heparina. Este dado foi confirmado de forma clara e concisa quando
realizamos ensaios com plasma depletado dessas SERPINS e observamos uma
dréstica reducdo da atividade anticoagulante (Figura 18). Entretanto, percebemos
gue alguma atividade permanece, sugerindo que um mecanismo anticoagulante

independente de SERPINS pode estar presente em pequena proporgao.
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O HS do N.nodosus inibiu, eficientemente, a formagédo do trombo em um
modelo de trombose arterial, que envolve dano endotelial por reacédo fotoquimica.
Nesse modelo, a trombose € iniciada pela aderéncia de plagquetas ao espaco
subendotelial, e a ativacdo das plaquetas e da coagulacdo contribuem para
formacdo do trombo (Hirsh e cols., 2001). Portanto, esse modelo mimetiza a
patofisiologia da maioria dos ataques cardiacos e de muitos infartos que sao
iniciados por trombose secundaria e ruptura da placa aterosclerotica. A utilizacdo de
heparina ndo fracionada na dose de 0,1 mg/kg inibiu totalmente a formacao de
trombo nesse modelo. Para produzir o mesmo efeito, € necessario uma dose dez
vezes maior do HS do bivalve. Entretanto, um efeito antitrombatico significativo é
alcancado na dose de 0,5 mg/kg e, nessa dose, ndo foi observado efeito de
sangramento. Na dose de 1 mg/kg, o HS do N.nodosus induziu apenas um leve
sangramento quando comparado ao controle negativo.

O HS descrito nesse estudo apresenta pequenas, porém significativas
quantidades de grupos sulfatado em posicbes que ndo foram descritos, até o
momento, nos GAGs de mamiferos. Isso nos chamou a atencéo para a possibilidade
da existencia de um possivel efeito téxico, principalmente diante de fatos recentes
envolvendo a contaminacdo de heparina com OSCS (Kishimoto e cols., 2008; Liu e
cols., 2008). Foi mostrado que os efeitos toxicos do contaminante da heparina eram
devido a ativacao de calicreina, mediada pela a ativacédo do fator Xlla e producéo de
proteinas do sistema complemento, induzida pela calicreina gerada. Como mostrado
na Figura 24, o HS do molusco comecgou a ativar a producéo de calicreina pelo fator
Xl apenas na faixa de concentracdo de 20 e 30 pg/mL. Esta concentracao
corresponde a uma dose de 20 a 30 vezes maior que a dose equivalente necessaria

a inibicdo maxima de formacao de trombo in vivo (1 pg/mL — concentragao estimada
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de acordo com a quantidade de massa de HS do molusco que é aplicada no animal
e a guantidade de sangue média que esse animal possui). Adicionalmente,
verificamos que o efeito citotéxico do HS do molusco na linhagem celular BHK-21
acontece apenas na faixa de 100 a 1000 pg/mL.

O HS do molusco é isolado com rendimento razoaveis, através de processos
semelhantes aos ja utilizados na preparacdo de heparina para uso farmacéutico.
Diversas espécies de moluscos, incluindo aqueles que possuem altas quantidades
de analogos da heparina, tém sido cultivadas com sucesso em diferentes partes do
mundo. O cultivo desses moluscos emprega tecnologias desenvolvidas pela
aguicultura capazes de produzir toneladas de matéria prima (Helm & Bourne, 2004).
Por exemplo, em 1999, foram produzidas aproximadamente 73.000 toneladas de
vieiras (Lem, 2005). Baseado nisso, pode-se ressaltar que as condi¢cdes criticas
necessarias para utilizacdo de invertebrados marinhos como fonte natural de
compostos terapéuticos ja foram estabelecidas. O que é fundamental nesse
momento é um esforco cooperativo de cientistas de areas relacionadas para adaptar
especificamente as metodologias atuais de cultivo.

Por fim, o presente estudo contribui de forma significativa para aumentar o
conhecimento de fontes potenciais de novos analogos de heparina. O estudo dos
efeitos de novos GAGs em modelos de trombose que mimetizam as condicbes
patofisioldgicas podem contribuir para o desenvolvimento de novos agentes
antitrombdticos que ndo apresentem muitos efeitos colaterais e que atuem de

maneira efetiva nas diversas condi¢cdes do paciente.
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ANEXOS
Os resultados obtidos durante o desenvolvimento dessa dissertacao de
mestrado foram agrupados sob a forma de um manuscrito e aceitos para

publicacédo na revista The Journal of Biological Chemestry.
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Heparin-like glycans with diverse disaccharide composition
and high anticoagulant activity have been described in several
families of marine mollusks. The present work focused on the
structural characterization of a new heparan sulfate (HS)-like
polymer isolated from the mollusk Nodipecten nodosus (Lin-
naeus, 1758) and on its anticoagulant and antithrombotic prop-
erties. Total glycans were extracted from the mollusk and frac-
tionated by ethanol precipitation. The main component (>90%)
was identified as HS-like glycosaminoglycan, representing ~4.6
mg g~ ! of dry tissue. The mollusk HS resists degradation with
heparinase I but is cleaved by nitrous acid. Analysis of the mol-
lusk glycan by one-dimensional 'H, two-dimensional correlated
spectroscopy, and heteronuclear single quantum coherence
nuclear magnetic resonance revealed characteristic signals of
glucuronic acid and glucosamine residues. Signals correspond-
ing to anomeric protons of nonsulfated, 3- or 2-sulfated glu-
curonic acid as well as N-sulfated and/or 6-sulfated glucosa-
mine were also observed. The mollusk HS has an
anticoagulant activity of 36 IU mg™~!, 5-fold lower than por-
cine heparin (180 IU mg™!), as measured by the activated
partial thromboplastin time assay. It also inhibits factor Xa
(ICso = 0.835 pg ml~ 1) and thrombin (IC5, = 9.3 ug ml™') in
the presence of antithrombin. In vivo assays demonstrated
that at the dose of 1 mg kg™!, the mollusk HS inhibited
thrombus growth in photochemically injured arteries. No
bleeding effect, factor XIIa-mediated kallikrein activity, or
toxic effect on fibroblast cells was induced by the invertebrate
HS at the antithrombotic dose.
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Heparin is an effective anticoagulant in the treatment and
prevention of venous thrombosis. It is also used to prevent
mural thrombosis after myocardial infarction, to treat
patients with unstable angina, and, in the absence of aspirin,
is the drug of choice to treat acute arterial thrombosis after
coronary thrombolysis (1, 2). The anticoagulant activity of hep-
arin is due to the occurrence of various antithrombin binding
sequences including the well known pentasaccharide sequence
GIcNACc(6S)-GlcA-GIecNS(3S)-IdoA(2S)-GIeNS(6S) (3-5). In
the presence of heparin, the rates of inhibition of thrombin,
factor IXa, and factor Xa by AT are increased ~1,000-fold so
that inhibition is essentially instantaneous (1, 6).

Currently, commercial heparin preparations are obtained
from mammalian sources, either from porcine or bovine intes-
tine or bovine lung (7). However, because of the higher antico-
agulant activity of porcine mucosa heparin (8) and the appear-
ance of bovine spongiform encephalopathy, the production of
bovine heparin has been almost abolished. Nonanimal sources
of heparin for pharmaceutical use are currently not available.
However, several authors reported the occurrence of heparin in
different classes of invertebrate animals, such as crustaceans
(9-11), ascidians (12), and mollusks (13—16). Heparin-like gly-
cans with diverse disaccharide composition and anticoagulant
activities varying from <5 up to 363 IU mg™ ' (see Table 1) are
present in marine bivalve mollusks from six families of the
order Veneroida and two families from the order Pectinoida.

Species of the Pectinidae family of marine bivalve mol-
lusks have great economical importance in countries such as
Canada, the United States of America, the United Kingdom,
France, Spain, and Japan where they are highly prized and
sustained by strong fishery and aquaculture industries (17).
The commercial value of these animals results from the pres-
ence of a central adductor muscle, called scallop, which is
highly appreciated in both Eastern and Western cooking. In
Brazil, since 1991, the species Nodipecten nodosus (Linnaeus,
1758) has been successfully cultured throughout the produc-
tion of larva and post-larva.

The occurrence of anticoagulant heparins and the availabil-
ity of methods to allow a sustainable production prompt us to
study the glycans from the pectinidae N. nodosus. Here, we
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describe the structure, the anticoagulant and antithrombotic
properties, as well as the toxic effects of a unique heparan sul-
fate (HS)? isolated from the mollusk. In addition, the localiza-
tion of the glycan in the tissues of the invertebrate is also
described. The mollusk glycan prevents thrombus growth in
the carotid artery by a mechanism involving a serpin-mediated
inhibition of plasma coagulation proteases. This effect occurs
without inducing any significant bleeding, factor XIla-medi-
ated kallikrein formation, and cellular toxicity. HS was located
in the extracellular matrix of the mantle and gills. No glycans
were detected in the adductor muscle of the mollusk.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Materials

Heparan sulfate from human aorta was extracted and puri-
fied as described previously (18). Chondroitin 4-sulfate from
whale cartilage, dermatan sulfate, and heparin from porcine
intestinal mucosa (180 TU mg '), twice-crystallized papain (15
units mg~ ' protein), and keratanase from Pseudomonas sp. (EC
3.2.1.103), sulfated dextran 500 and sulfated dextran 8 were
purchased from Sigma; chondroitin AC lyase (EC 4.2.2.5) from
Arthrobacter aurenses, chondroitin ABC lyase (EC 4.2.2.4)
from Proteus vulgaris and heparinase I (EC 4.2.2.7) from Fla-
vobacterium heparinum were from Seikagaku America Inc.
(Rockville, MD). Agarose (standard low M) was obtained from
Bio-Rad; toluidine blue and alcian blue were from Fisher;
human antithrombin, human factor Xa, and thrombin were
from Hematologic Technologies Inc.; thrombin chromogenic
substrate tosyl-Gly-Pro-Arg-p-nitroanilide acetate (Chro-
mozyn TH) and factor Xa chromogenic substrate N-methoxy-
carbonyl-p-norleucyl-glycyl-L-arginine-4-nitranillide-acetate
were from Amersham Biosciences. Human plasmas immu-
nodepleted of heparin cofactor II and/or antithrombin were
obtained from Affinity Biologicals (Ancaster, Canada).

Histochemistry

Adult specimens of the bivalve mollusk N. nodosus (Lin-
naeus, 1758) were collected from Baia da Ilha Grande, Angra
dos Reis, Rio de Janeiro, Brazil. For histochemical preparations,
N. nodosus viscera was carefully isolated and fixed in 5% form-
aldehyde, 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate
buffer (pH 7.3) diluted in artificial sea water for 2 h at room
temperature. After fixation, the viscera was washed with caco-
dylate buffer in artificial sea water, dehydrated in graded etha-
nol, cleared in xylol, and embedded in Para-plast (melting point
55.6 °C). Approximately 7-um sections were cut longitudinally
on a Spencer microtome. The sections were counterstained
with periodic acid-Schiff and stained with alcian blue in 0.1 M
HCI for 50 min, before or after incubation with chondroitin
ABC lyase in 50 mm Tris-HCl buffer (pH 8.0), containing 5 mm
EDTA and 15 mM sodium acetate for 2 h at room temperature
or with nitrous acid for 2 h at room temperature. The sections
were observed under a Zeiss Axioplan light microscope

3 The abbreviations used are: HS, heparan sulfate; COSY, correlated spectros-
copy; HSQC, heteronuclear single quantum coherence; aPTT, activated
partial thromboplastin time; CS, chondroitin sulfate.
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equipped with a CCD color camera (Media Cybernetics, model
Evolution™ MP), and digital images were obtained.

Extraction of the Sulfated Glycans

The bodies of the animals were removed from the shell,
and the adductor muscles were separated from the viscera.
These tissues were cut in small pieces, immersed in acetone,
and kept for 24 h at 4 °C. The dried materials (~25 g) were
separately suspended in 500 ml of 0.1 M sodium acetate buffer
(pH 5.5) containing 5 g of papain, 5 mm EDTA, and 5 mM cys-
teine and incubated at 60 °C overnight. The incubation mixture
was then centrifuged (2000 X g for 10 min at room tempera-
ture), the supernatant was separated, and the precipitate was
incubated with papain. This procedure was repeated three
more times, as described above. The clear supernatants from
the four extractions were combined and mixed with a solution
of cetylpyridinum chloride (final concentration, 0.5%) over-
night at room temperature. The precipitate formed was washed
with cetylpyridinum chloride (final concentration, 0.05%) and
suspended with 2 M NaCl in 95% ethanol (100:15, v/v). The
solution was mixed with 2 volumes of 95% ethanol and kept
overnight at 4 °C. The precipitate formed (containing the total
glycans) was collected by centrifugation (2000 X g for 10 min at
room temperature), dried, and dissolved in 50 ml of distilled
water.

Fractionation of the Sulfated Glycans

The sulfated glycans extracted from the viscera were frac-
tionated by differential precipitation with ethanol. Briefly, the
aqueous solution of the total sulfated glycans was mixed with
absolute ethanol to achieve a final concentration of 35.6% and
kept at 4 °C overnight. The precipitate formed (glycan P-1) was
collected by centrifugation, and the supernatant was mixed
with absolute ethanol to achieve a final concentration of 70%.
The precipitate formed (glycan P-2) was collected by centrifu-
gation, and the supernatant was mixed with absolute ethanol to
achieve a final concentration of 95%. The precipitate was col-
lected by centrifugation and named glycan P-3. The glycans
P-1, P-2, and P-3 were dried and suspended in distilled water.

Electrophoretic Analysis

Agarose Gel—The crude or purified glycans from the vis-
cera of N. nodosus (1.5 pg of uronic acid), before or after
incubation with specific glycosaminoglycan lyases, or
deaminative cleavage with nitrous acid were analyzed by
agarose gel electrophoresis, as described previously (19).
Briefly, the glycans and a mixture of standard glycosamino-
glycans containing chondroitin sulfate, dermatan sulfate, and
heparan sulfate (1.5 pg of uronic acid of each) were applied to a
0.5% agarose gel in 0.05 M 1,3-diaminopropane/acetate (pH 9.0)
and run for 1 h at 110 mV. After electrophoresis, the glycans
were fixed with aqueous 0.1% cetylmethylammonium bromide
solution and stained with 0.1% toluidine blue in acetic acid/
ethanol/water (0.1:5:5, v/v/v).

Polyacrylamide Gel—The molecular mass of the purified
mollusk glycan was estimated by polyacrylamide gel electro-
phoresis. The samples (~10 ug) were applied to a 1-mm-thick
6% polyacrylamide slab gel, and after electrophoresis at 100 V
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for ~1 hin 0.06 M sodium barbital (pH 8.6), the gel was stained
with 0.1% toluidine blue in 1% acetic acid. After staining, the gel
was washed overnight in 1% acetic acid. The molecular mass
markers used were: dextran 500 Sigma Aldrich (S1) (average
molecular weight, 500,000), chondroitin 6-sulfate from shark
cartilage (S3) (average molecular weight, 54,000); chondroitin
4-sulfate from whale cartilage (S2) (average molecular weight,
36,000); and dextran 8 (S4) (average molecular weight, 8,000).

Enzymatic Treatments

Chondroitin Lyases—Crude N. nodosus glycans (~50 ug)
were incubated with 0.01 unit of chondroitin AC or ABC lyases
in 0.1 ml of 50 mm Tris-HCI buffer (pH 8.0) containing 5 mm
EDTA and 15 mm sodium acetate. After incubation at 37 °C for
12 h, the mixtures were analyzed by agarose gel electrophoresis,
as described earlier.

Keratanase—Approximately 50 ug (as dry weight) of crude
N. nodosus glycan was incubated with 0.005 unit of keratanase
in 100 wlin 10 mm Tris-HCl buffer (pH 7.4) overnight at 37 °C.
Atthe end of the incubation period, the mixtures were analyzed
by agarose gel electrophoresis, as described earlier.

Heparinase—Approximately 50 pg (as dry weight) of the
purified N. nodosus glycan was incubated with 0.005 unit of
heparinase I in 100 ul of 100 mM sodium acetate buffer (pH 7.0)
containing 10 mm calcium acetate for 17 h at 37 °C. At the end
of the incubation period, the mixtures were analyzed by agarose
gel electrophoresis, as described earlier.

NMR Experiments and Chemical Structure Design

'H and 'C one- and two-dimensional spectra of the N. nodo-
sus HS were recorded using a Bruker DRX 400 MHz apparatus
with a triple resonance probe, and the spectra were processed
using the Bruker software TopSpin, as detailed previously (20).
Approximately 5 mg of the purified sample were dissolved in
0.5 ml of 99.9% deuterium oxide (Cambridge Isotope Labora-
tory, Cambridge, MA) inside a 5-mm-diameter NMR tube. The
one-dimensional "H NMR spectrum was recorded with 16
scans. The two-dimensional *H/*H COSY and *H/**C HSQC
spectra were recorded using state-time proportion phase incre-
mentation for quadrature detection in the indirect dimension.
The 'H/"*C HSQC spectrum was run with 1024 X 256 points
and globally optimized alternating phase rectangular pulses for
decoupling. Chemical shifts are displayed relative to external
trimethylsilylpropionic acid at 0 ppm for 'H and relative to
methanol for '>C at 50 °C. The chemical structure of the bivalve
HS was drawn using the Chemoffice 2002 software package
(version 7.0) from CambridgeSoft.

Anticoagulant Effect Measured by Activated Partial
Thromboplastin Time (aPTT)

Activated partial thromboplastin clotting time assays were
carried out as follows: normal human plasma (100 ul) or anti-
thrombin/heparin cofactor II-free plasma was incubated with
10 wl of a solution of mammalian heparin or purified N. nodosus
HS (0.001-100 pg) at 37 °C for 1 min. Then 100 ul of aPTT
reagent (Celite; Biolab) were added and incubated at 37 °C.
After 2 min of incubation, 100 ul of 0.25 M CaCl, were added to
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the mixtures, and the clotting time was recorded in a coagulo-
meter (Amelung KC4A).

Inhibition of Thrombin or Factor Xa by Antithrombin or HCIl in
the Presence of Mammalian Heparin or Mollusk Heparan
Sulfate

The inhibition of thrombin or factor Xa by antithrombin or
heparin cofactor II were evaluated by the assay of amydolytic
activity of thrombin, using chromogenic substrate, as described
(12). The incubations were performed in disposable UV semi-
microcuvettes. The final concentrations of reactants included
50 nm antithrombin, 68 nm HCII, 15 nm thrombin, 20 nm factor
Xa, and 0-100 wg ml~' mammalian heparin or purified N.
nodosus heparan sulfate in 100 ul of 0.02 M Tris/HCI, 0.15 M
NaCl, and 1.0 mg ml~" polyethylene glycol (pH 7.4) (TS/PEG
buffer). Thrombin or factor Xa was added last to initiate the
reaction. After 60 s of incubation at room temperature, 500 ul
of 100 um chromogenic substrate Chromogenix TH or N-me-
thoxycarbonyl-p-norleucyl-glycyl-L-arginine-4-nitranillide-
acetate in TS/PEG buffer was added, and the absorbance at 405
nm was recorded for 100 s. The rate of change of absorbance
was proportional to the thrombin or factor Xa activity remain-
ing in the incubation. No inhibition occurred in control exper-
iments in which thrombin or factor Xa was incubated with anti-
thrombin or HCII in the absence of heparin. Nor did inhibition
occur when thrombin or factor Xa was incubated with heparin
alone over the range of concentrations tested.

Animal Procedures

All of the animal work was carried out in accordance with the
Brazilian Animal Protection Law and followed the institutional
guidelines for animal care and experimentation (authorization
number IBQM 012).

Photochemically Induced Carotid Artery Lesion

The carotid artery thrombosis was induced as described pre-
viously (21). Briefly, adult male and female rat (body weight,
200 g) were anesthetized with an intramuscular injection of 100
mg kg ™! of ketamine (Cristalia, Sdo Paulo, Brazil) and 16 mg
kg ! of xylazine (Bayer AS, Sio Paulo, Brazil), supplemented as
needed, secured in the supine position, and placed under a dis-
secting microscope. The right common carotid artery was iso-
lated through a midline cervical incision, and an ultrasonic flow
probe (model 0.5 VB; Transonic Systems, Ithaca, NY) was
applied. A 1.5-mW, 540-nm laser beam (Melles Griot, Carls-
bad, CA) was applied to the artery from a distance of 5 cm. The
injury was initiated by injection into the vena cava of rose ben-
gal (90 mg kg ! of body weight; Fisher) dissolved in phosphate-
buffered saline, and flow was monitored until complete and
stable (5 min) occlusion occurred. Mammalian heparin or N.
nodosus heparan sulfate was dissolved in 0.15 M NaCl and
injected intravenously into the vena cava 15 min before the
injection of rose bengal, and the occlusion time was determined
by a flow meter. The total volume of material injected intrave-
nously did not exceed 10% of the estimated blood volume of the
rat. At least five animals were used per group. The time to
arterial occlusion was determined in minutes.
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TABLE 1
Characteristics of heparin-like glycans found in marine bivalve mollusk
ND, not determined.
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Genus and

Average molecular

Anticoagulant Major disaccharide

Class Order Family species mass activity units Reference
Da i mgﬂ
Bivalvia Veneroida Arcticidae Cyprina islandica ND 165 ND 29
Donacidae Donax striatus 20,000 180 [UA-GIcNS6S]/[UA2S-GIcNS6] 30
Galatheoidae Tagelus gibbus 24,000 <5 [UA-GIcNS6S] 31
Mactridae Spisula solidissima ND 155 ND 29
Tridacnidae Tridacna maxima ND 75 ND 15
Veneridae  Anomalocardia brasiliana® 32,000 320 [UA2SGIcNS6S] /[UAGICNS3S6S] 14,30
18,000 <5 [UA-GIcNS6S] 31
Callista chione 10,950 97 [UA-GIcN2S6S] /[UA-GIcNACc6S] 32
Katelysia opina 31,000 160 ND 33
Mercenaria mercenaria 18,000 363 [UA-GIcN3S]” 34
Tapes philippinarum 13,600 358 [UA2SGIcN2S6S] 35
Tivela mactroides 25,000 220 [UAGIcNS3S6S]/[UA-GIcNS6S] 14,30
Pectinoida  Pectinidae Amussium pleuronectus 7,000 95 ND 36
N. nodosus 27,00 36 [UA-GIcNACc] This work
Mytilidae Perna viridis ND 54 ND 15

“ This mollusk contains two compounds: a 32-kDa heparin-like and a 18-kDa HS-like glycan.

?3-0-Sulfated GlcN-containing disaccharides.

Bleeding Effect

For evaluation of the bleeding effect, Wistar rats (both sexes;
body weight, ~200 g) were anesthetized with a combination of
xylazine and ketamine, as described above. A cannula was
inserted into the right carotid artery for administration of
mammalian heparin (0.1 and 1.0 mg kg—") or N. nodosus hepa-
ran sulfate (1.0, 2.0, or 4.0 mg kg™ '). The polysaccharide was
allowed to circulate for 5 min, and the rat tail was cut 3 mm
from the tip. The tail was carefully immersed in 40 ml of distil-
lated water at room temperature. Blood loss was determined
60 min later by measurement of the hemoglobin content in
the water solution using a spectrophotometric method, as
described (22). The volume of blood was deduced from a stand-
ard curve based on absorbance at 540 nm. At least five animals
were used per group.

Hexuronic Acid

The hexuronic acid content was estimated by the carbazole
reaction (23).

Deaminative Cleavage with Nitrous Acid

Deamination by nitrous acid was performed at pH 1.5. The
crude or the purified glycan extracted from N. nodosus (~20
wg) was incubated with 5 ul of freshly generated HNO, at room
temperature for 1.5 h. The reaction mixtures were then neutral-
ized with 1.0 M Na,CO,. Intact and nitrous acid-degraded gly-
cans were analyzed by agarose gel electrophoresis.

Activation of Factor Xll in the Presence of Sulfated Glycans

Activation of factor XII assay was carried out in 96-well
plates. Normal human plasma was diluted with 3 volumes in
TS/PEG buffer, and the samples (40 ul) were incubated with
different concentrations of N. nodosus HS or a chemically over-
sulfated CS with a structure similar to the oversulfated CS
found in heparin preparations (30 ul). After 60 s of incubation
at 37 °C, 30 ul of 0.3 mm S-2302 (Chromogenix AB, Mondal,
Sweden) was added, and the absorbance at 405 nm recorded
for 300 s (Plate reader Thermo-max, America Devices). The
S-2302 is a chromogenic substrate for plasma kallikrein, which
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is activated from its precursor prekallikrein by the action of
active factor XII. The method for the determination of activity
is based on the difference in absorbance between the p-nitro-
anilide formed and the original substrate. The rate of p-nitro-
anilide formation, i.e. the increase in absorbance/s at 405 nm, is
proportional to the enzymatic activity. No activation occurred
in control experiments in the absence of sulfated glycan.

Citotoxic Effect of the Mollusk HS

BHK 21 cells were seeded in 96-well plates at a density of 1 X
10° cells/well and treated for 48 h with various concentration of
mollusk HS (0, 1, 10, 50, 100, and 1000 ug ml ™). The cell
viabilities were determined using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide-based colorimetric assay.
The values were described as percentages of the control.

Statistical Analysis

The results are expressed as the means = standard deviation.
The difference between two groups was tested using the ¢ test.

RESULTS

Localization of Glycosaminogycans in N. nodosus—Heparin-
like compounds have been described in the internal organs of
several species of bivalve mollusks (Table 1). We sought to
determine the location of sulfated glycosaminoglycans in N.
nodosus by histochemistry with alcian blue, before or after
incubation with chondroitinase AC or treatment with nitrous
acid, in sections of two organs, the gills and the mantle (Fig. 1A4).
Two major regions of the gills were highly stained, the base-
ment membrane of the gill epithelium (Fig. 1B, arrows) and the
extracellular matrix of the internal part of the gill, which has a
fibrillar appearance (Fig. 1B, asterisks). The staining at the base-
ment membrane resisted chondroitinase AC (Fig. 1C, arrow-
head) but completely disappeared after treatment with nitrous
acid (Fig. 1D, dashed arrows). The extracellular fibrillar mate-
rial at the interior of the gills was partially degraded with chon-
droitinase AC, as indicated by the slight reduction in the inten-
sity of the staining (Fig. 1C, stars), but was almost completely
degraded by nitrous acid treatment, as indicated by a drastic
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FIGURE 1. Histological analysis of sections from N. nodosus stained with alcian blue. A, schematic drawing

of N. nodosus showing the internal organs. The sections from the gills (A-D) and

with alcian blue before (Band E) or after incubation with chondroitinase AC (C) or nitrous acid treatment (D and
F). The arrows indicate alcian blue staining of the basement membrane. Arrowheads indicate alcian blue stain-
ing of the basement membrane after chondroitinase AC treatment. The dashed arrows indicate alcian blue
staining of the basement membrane after nitrous acid treatment. The asterisks indicate alcian blue staining at
the extracellular matrix. The black stars indicate alcian blue staining at the extracellular matrix after chondroiti-
nase AC treatment. The white stars in black circles indicate alcian blue staining at the extracellular matrix after

nitrous acid treatment. Bars, 200 um.

reduction in the intensity of the staining (Fig. 1D, white stars in
black circles). In the mantle, the alcian blue staining was
restricted to the extracellular matrix (Fig. 1E, asterisks) and was
completely abolished after nitrous acid treatment (Fig. 1F,
white stars in black circles). Overall, these results suggest that a
heparin-like glycosaminoglycan occurs at the basement mem-
brane of the gills epithelium and dispersedly throughout the
extracellular matrix of the gills and mantle, along with chon-
droitin sulfate (CS).

Isolation and Characterization of N. nodosus Glycans—The
glycans were extracted separately from the adductor muscle
and viscera (gills, digestive tract, heart, and mantle) of N. nodo-

7316 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

sus with four consecutive digestions
with proteolytic enzyme. After
cetylpyridinum chloride and etha-
nol precipitation, the crude glycans
were recovered from the superna-
tant, yielding ~5.13 mg g~ ' of dry
organs. No significant amount of
glycans was detected in the material
extracted from the adductor mus-
cle, as indicated by the content of
uronic acid (Fig. 24) and agarose gel
electrophoresis (Fig. 2B). Densi-
tometry of the agarose gel revealed
the presence of a major (> 90%,
based on densitometry units) meta-
chromatic band migrating as stand-
ard HS. This band resists incubation

Gills

Mantle

. with chondroitinases AC/ABC and

Nitrous acid

keratanase but disappears after
treatment with nitrous acid, reveal-
ing another tenuous metachromatic
band with a slightly lower mobility
in the agarose gel (Fig. 2C). This
band resists incubation with chase
AC/ABC, keratanase, and nitrous
acid (not shown). A minor band dis-
playing slower mobility in the agar-
ose gel, migrating between standard
dermatan sulfate and CS, was also
observed. This material resists kera-
tanase and nitrous acid treatment
but completely disappears after
incubation with chondroitinase AC
or ABC (Fig. 2C). These results indi-
cate that a heparinoid is the prepon-
derant glycan present in the N.
nodosus. CS and an unidentified gly-
can are also present as minor
components.

Fractionation of N. nodosus Gly-
cans—The crude glycans from the
viscera were easily fractionated by
precipitation with different ethanol
concentrations, as described under
“Experimental Procedures” (Fig.
3A). The material precipitated with
35.6% ethanol contains a mixture of the low mobility unidenti-
fied glycan and mollusk HS (P-1). HS (~59% of the starting
material) free of contaminating glycans was precipitated with
70% ethanol (P-2), and a mixture containing HS and CS was
precipitated with 95% ethanol (P-3).

The purified mollusk HS (P-2) was analyzed by agarose gel
electrophoresis before or after deaminative cleavage with
nitrous acid or incubation with heparinase I (Fig. 3B). The
deaminiative cleavage with nitrous acid gives rise to a degrada-
tion product displaying a higher mobility in the gel, when com-
pared with the intact glycan. Heparinase I, on the other hand,
was clearly ineffective.

ACEEVEN

mantle (E and F) were stained
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A Glycosaminoglycan distribution in N.nodosus
Organ Uronic acid Percentage
(mg g7)
Adductor muscle 0.003 0.1
Other organs (_gnlls, 513 999
mantle, digestive
tract, heart)
B C
+
CS CS—
~ o - T
o~ .
HS —_ — — — — —  Origin
— 7 Chase AC: — + - - =
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N
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FIGURE 2. Distribution and initial characterization of glycosaminogly-
cans in N. nodosus. A, glycosaminoglycans were detected in the organs by
the amount (mg g~ ") of uronic acid, determined by the carbazole reaction
(23). B, agarose gel electrophoresis of the glycans isolated from adductor
muscle and viscera (pool of different organs: gills, mantle, digestive tract, and
heart). C, agarose gel electrophoresis of the total glycans from the organs
before (—) or after (+) incubation with chondroitinase AC (Chase AC), chon-
droitinase ABC (Chase ABC), keratanase, and nitrous acid. DS, dermatan
sulfate.

A
we £
i
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FIGURE 3. Fractionation and electrophoretic analysis of the N. nodosus
glycans. A, Total glycans isolated from the viscera of N. nodosus were precip-
itated with increasing concentrations of ethanol, 35.6% (P-1), 70% (P-2), and
95% (P-3) and analyzed by agarose gel electrophoresis. B, the purified HS
obtained in the 70% precipitate (P-2) was analyzed by agarose gel electro-
phoresis before (—) or after (+) deaminative cleavage with nitrous acid or
incubation with heparanase I. C, the purified mollusk HS was analyzed by
polyacrylamide gel electrophoresis along molecular weight standard gly-
cans: dextran 500 (S1) (average molecular weight, 500,000); chondroitin
6-sulfate from shark cartilage (S3) (average molecular weight, 54,000); chon-
droitin 4-sulfate from whale cartilage (S2) (average molecular weight, 36,000);
and dextran 8 (54) (average molecular weight, 8,000).

Polyacrylamide gel electrophoresis in barbital buffer was
used to estimate the molecular weight of the mollusk HS (P-2)
(Fig. 3C). Based on comparison with the electrophoretic motil-
ities of molecular mass markers, the N. nodosus heparinoid has
a molecular mass of ~27,000 Da.

NMR Structural Characterization of the Heparinoid from N.
nodosus—Attempts to determine the main structural features
of the N. nodosus heparinoid were successfully accomplished by
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a combination of multiple NMR experiments. Through this
kind of structural analysis, largely employed for structural char-
acterization of glycosaminoglycans, we observed that the mol-
lusk glycan possesses a novel structure with unique features,
such as a high degree of N-acetyl-a-p-glucosamine residues, a
lack of a-iduronate residues, and the occurrence of 2- and
3-sulfated B-glucosaminyl units. These characteristics are less
commonly found among mammalian and mollusk heparinoids
(Table 1), described so far.

The one-dimensional 'H spectrum of the N. nodosus hepari-
noid (Fig. 4) shows, besides a reasonable level of sample homo-
geneity (only NMR signals of HS), equivalent amounts of ano-
meric protons of a-glucosamine (A) and 3-glucuronic acid (G)
residues, respectively. This is the major evidence indicating,
unequivocally, that the N. nodosus glycan is a HS rather than a
heparin-like compound with the preponderance of a-anomeric
protons. In addition, we observed considerable amounts of
'H-anomerics (8;; 5.56-5.44 ppm; Table 2) attributable to
N-acetyl-a-D-glucosaminyl units, which comprise ~60% of all
a-residues of the mollusk glycan (Fig. 4, A4 o). This demonstrates
that the mollusk HS contains more N-acetylated (A, ) domains
than regular heparosans and provides additional evidence sup-
porting that the invertebrate glycan is a HS, because heparins usu-
ally possess an average of 10—15% of Ay, residues (24). More-
over, the one-dimensional 'H spectrum reveals considerable
amounts of 'H-anomeric of glucuronic acid residues with sulfate
esters located at the less common 2- and 3-positions (G2S at &,
4.73—4.8 ppm and G3S at 8;; 4.61-4.72 ppm; Table 2). Based on
'H-anomeric integral values, the percentages of nonsulfated,
2-sulfated, and 3-sulfated glucuronic acid residues in the mollusk
HS backbone are 25.4, 14.2, and 10.4%, respectively (Fig. 4).

The "H NMR assignment of the invertebrate HS (Fig. 4 and
Table 2) was feasible because of the establishment of H-'H
connectivities for vicinal protons in the COSY spectrum (Fig.
5A) where the most intense auto- and cross-peaks are labeled.
These 'H chemical shifts together with standard 'H chemical
shifts of B-glucuronic acids and a-glucosamines from the hepa-
ran sulfates described previously (24) facilitated unequivocal
assignment for the majority of the cross-peaks in the 'H/**C
HSQC spectrum (Fig. 5B) and subsequently fill out Table 2 with
the respective '>C chemical shifts of the novel HS from N. nodo-
sus. These "H/">C NMR signals show suitable agreement with
the chemical shifts of other heparan sulfates from the literature
with these same structural characteristics (24).

Taking into account all of the NMR data (Figs. 4 and 5 and
Table 2), as well as the respective relative integral values of
the "H-anomerics, a chemical structure for the major repeat-
ing disaccharide unit of the N. nodosus HS can therefore be
suggested (Fig. 6). Certainly, a more extensive structural
analysis can be carried out to determine whether there are
some specific clusters (such as NA, NA/NS, and NS domains,
and/or G-, G2S-, or G3S-enriched regions) throughout the
chain of the mollusk HS.

Anticoagulant Properties of N. nodosus HS—The anticoagu-
lant properties of the N. nodosus HS was evaluated by the aPTT
assay using human plasma and by measuring the inhibition of
thrombin or factor Xa by AT in the presence of increasing con-
centrations of the mollusk glycan (Fig. 7). Using a parallel
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standard curve based on the aPTT activity of a heparin contain-
ing 180 IU mg ™', the anticoagulant activity of the mollusk HS
was estimated in ~36 IU mg ™" (Fig. 74). When antithrombin/
heparin cofactor II-free plasma replaced normal plasma in the
aPTT assay, a drastic reduction in the anticoagulant activity of

the mollusk HS was observed, indicating a serpin-mediated
anticoagulant mechanism (Fig. 7B).

Assays with purified serpins (antithrombin and heparin cofac-
tor II) and proteases (thrombin and Factor Xa) showed that the N.
nodosus HS inhibits thrombin (Fig. 7C) and factor Xa (Fig. 7D) in
the presence of antithrombin, with
12.5- and 6-fold less potency than
porcine heparin, respectively (Table
3). Nitrous acid treatment completely
abolished thrombin inhibition by

CH, of acetyl porcine heparin in the presence of

groups

HOD

antithrombin but only partially abol-
ished thrombin inhibition by the mol-
lusk HS (Fig. 7C). Nitrous acid treat-
ment completely abolishes the
inhibitory activity of antithrombin by
porcine heparin and N. nodosus HS
(Fig. 7D), when thrombin is replaced
by Factor Xa.

The mollusk HS also inhibits
thrombin in the presence of heparin
cofactor II, with a concentration
>1000-fold higher than that of por-
cine heparin required to achieve the
same inhibitory activity. Nitrous
acid completely abolishes the HCII
activity of the mollusk HS (Fig. 7E
and Table 3).

Antithrombotic Activity of N.
nodosus HS—The effects of mam-
malian heparin and N. nodosus HS
on arterial thrombosis in vivo were
investigated in the carotid artery

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

'H — chemical shift (ppm)

FIGURE 4. "H NMR spectrum of the N. nodosus HS. Approximately 5 mg of the purified sample were dissolved

[N e e S

| R S B after a photochemical lesion, as
2.5 2.0 1.5 described under “Experimental Pro-
cedures.” Mammalian heparin or N.
nodosus HS was injected intrave-

in 0.5 ml of D,0, and the one-dimensional NMR spectrum was recorded at 50 °C. The residual water signal was nously into the vena cava 15 min
suppressed by presaturation. Chemical shifts are relative to external trimethylsilylpropionic acid at0 ppm.The  pefore the injection of rose bengal,
H1 signals correspond to the both a- and B-anomeric protons at 6, 5.8-5.3 and §,; 4.9-4.5 ppm, respectively. . .

The H2 signals denote protons at the 2-position in the sugar rings. Ay, 4, N,6-di-sulfated-p-glucosaminyl; Ay, and the occlusion time was deter-
N-acetyl-p-glucosaminyl; Ays, N-sulfated-p-glucosaminyl; G25, 2-sulfated-glucuronate; G35, 3-sulfated glucur-  mined by a flow meter. The interval

onate; G, glucuronate. The percentages (relative integral values of all a-glucosamine residues) of the Ay,
Anac and Ay signals are 16:61:23, respectively. The percentages (also based on relative integral values of

between endothelial injury and total

"H-anomeric) of the different types of glucuronates are 50.7:28.42:20.81, respectively for G, G2S, and G3S. thrombotic occlusion of the carotid

TABLE 2

"H and "3C chemical shifts of glucuronic acid and glucosamine units from N. nodosus HS
Chemical shifts are relative to external trimethylsilylpropionic acid to 0 ppm for *H, and methanol for **C at 50 °C. G, glucuronic acid; A, glucosamine; NA, not assigned.

Nucleus G G, Gyg Anac Ans
H1 4.61-4.45 4.8-4.73 4.72-4.61 5.56-5.44 5.43-5.35
C1 105.1-102.0 105.0-100.9 103.2-101.0 98.2-95.3 98.1-95.9
H2 3.57-3.38 4.15-4.02 3.8-3.67 4.14-3.95 3.42-3.3
C2 74-8-70.2 75.3-72.0 73.0-70.5 54.8-51.5 59.0-56.2
H3 3.99-3.72 NA 4.73-4.58 3.87-3.78 3.99-3.89
C3 77.3-72.9 NA 85-80.4 69.8-67.0 69.0-67.2
H4 3.99-3.72 3.99-3.72 NA NA 3.9-3.86
C4 77.3-72.9 77.3-72.9 NA NA 82.8-81
H5 3.99-3.72 3.99-3.72 NA 4.0-3.88 69.9-61.2
C5 77.3-72.9 77.3-72.9 NA 71.8-66.9 4.19-4.03
6S-H6 4.31-4.22 4.57-4.45
65-C6 66.9-64.5 65.9-65.1
60H-H6 4.02-3.68

60H-C6 62.1-58.9
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FIGURE 5. "H/"H COSY (A) and "H/'>C HSQC (B) NMR spectra of the N. nodosus HS. Approximately 5 mg of
the purified sample were dissolved in 0.5 ml of D,0, and the two-dimensional NMR spectra were recorded at
50 °C. The residual water signal was suppressed by presaturation. Chemical shifts are relative to external
trimethylsilylpropionic acid at 0 ppm for "H and relative to methanol for 0 ppm of '3C. The H1 signals corre-
spond to the both a- and B-anomeric protons at 8, 5.8-5.3 and &, 4.9-4.5 ppm, respectively. The numbers at
the right side of H (A) or H/C (B) indicate the positions of the nuclei in the sugar rings. Ay 4, N,6-di-sulfated-p-
glucosaminyl; Ay, N-acetyl-D-glucosaminyl; Ays, N-sulfated-p-glucosaminyl; G2S, 2-sulfated-glucuronate;
G3S, 3-sulfated glucuronate; G, glucuronate.

adose of 0.1 mg kg~ * prolonged the
occlusion time to the same value
obtained with 1.0 mg kg™ " of the
mollusk HS.

Hemorrhagic Effect of N. nodosus
HS—The hemorrhagic effect of
mammalian heparin or N. nodosus
HS was assessed based on blood loss
from a cut rat tail after intravascular
administration. At the dose of 1 mg
kg™, which induced the maximum
antithrombotic effect, mollusk HS
increased blood loss only 1.7-fold
(Fig. 8B). The same dose of mamma-
lian heparin resulted in a blood loss
~5-fold higher. No bleeding was
observed at the dose of 0.1 mg kg ™'
of mammalian heparin. Adminis-
tration of mollusk HS at doses up to
four times that required for higher
antithrombotic effect produced a
maximum blood loss of 2.7 times
the base-line value.

Factor Xla-mediated Kallikrein
Activity—To examine the ability of
N. nodosus HS to activate the
amidolytic activity of kallikrein in
human plasma, different concentra-
tions of the mollusk HS or a chemi-
cally oversulfated CS (as positive
control) were incubated in human
plasma, and kallikrein activity was
determined as described above. As
shown in Fig. 94, potent activation
of kallikrein occurred with oversul-
fated chondroitin sulfate at 0.6 0.8
pg ml~' but not with N. nodosus
HS. Activation of kallikrein by the
mollusk glycan was observed only at
11.5-12 ugml™ .

Citotoxic Effect—To examine the
effect of HS extracted from the N.
nodosus on BHK 21 cell viability, the
cells were incubated with various
concentration of mollusk HS for
48 h. As shown in Fig. 9B, glycan
treatment began to significantly
decreased BHK 21 cell viability at
100 pug ml~*. At 1000 ug ml ™%, cell
viability was reduced in ~35%.
However, no significant change in
cell viability was observed at the
concentration, which causes the

artery in animals not treated with any of the glycans was ~22  higher antithrombotic effect (1 g ml™%).

min. Administration of the mollusk HS increased the occlusion

time in a dose-dependent manner, up to ~5 times the base-line DISCUSSION

value ata dose of 1.0 mg kg™ ' (Fig. 84). Doses lower than 0.5 mg Unfractionate heparin is the main anticoagulant drug used
kg ! did not change the occlusion time. Mammalian heparinat ~ for cardiovascular surgery and for the prevention of arterial or
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CoO
0 CH,ORg
,“O 0
“ RO ° HO
Clfiz NHR, 0..
4-G-p1- 4-A-o1-
G-R, GR, AR, A-R;

H(71.6%)/ H(79.2%)/ Ac(61%)/  H (84%)/
SO (28.4%) SO% (20.8%) SO% (39%) SO* (16%)
FIGURE 6. Suggested structure of the major disaccharide unit of the N.
nodosus HS. The percentages of the radicals are based in integral values of
the NMR signals (Fig. 3 and 4). The residues denoted with G and A are glucoro-
nate and b-glucosamine, respectively. R, represents the radicals, where their
respective chemical groups are down listed, and where the respective sub-
script numbers correspond to the positions in the sugar ring.

venous thrombosis (2). The worldwide consumption of heparin
has been augmented to 100 tons/year, partially because of an
increasing use of low molecular weight heparin (25). However,
the source of pharmaceutical heparins is very limited, because it
is primarily obtained from porcine intestine (7). It was esti-
mated that in 2008 ~20 million people suffered from thrombo-
embolic diseases, and 200 million pigs were needed to meet this
demand (25). Therefore, there is an urgent necessity to find
alternative sources of heparin.

Heparin-like polymers with significant anticoagulant activity
have been extensively described in mollusks (Table 1). Fourteen
species from eight families of bivalve mollusks contain heparins
with different disaccharide compositions, molecular weights,
and anticoagulant activities ranging from <5 to 365 IU mg™ .
Among them, mollusk species from the Pectinidae family have
been successfully cultivated in different parts of the world
because of the high value of its meat. In 2007, ~3 tons of the
pectinidae N. nodosus was produced by laboratory culture of
larvae and post-larvae in Brazil. Thus, this species provides an
interesting subject for a prospective study of the antithrom-
botic properties of the mollusk glycans.

In the present work, a HS was identified in the viscera of N.
nodosus. Histochemistry using alcian blue showed that the mol-
lusk HS was localized at the extracellular matrix of the gills and
mantle. In the gills it was also present at the epithelial basement
membrane. CS was also detected in these organs, but its occur-
rence is restricted to the extracellular matrix. Perlecan, Agrin,
and Bamacan are vertebrate extracellularly secreted proteogly-
cans found in basement membranes. Among them, Agrin is the
only exclusively glycanated with HS chains. Perlecan proteogly-
can with the addition of HS also contains CS chains, whereas
Bamacan is a CS proteoglycan (28). Therefore, considering that
CS was not detected in the basement membrane and by analogy
with vertebrates, N. nodosus HS would most likely be linked to
an Agrin- or Perlecan-like proteoglycan. However, presently
this is only a hypothesis, which will be investigated in future
work.

A very simple procedure using sequential ethanol precipita-
tion was employed to successfully purify the mollusk HS in a
high yield. One gram of the mollusk viscera (without the adduc-
tor muscle) yielded 5.13 mg of crude glycans from which ~3.03
mg is the heparinoid. This recovery (0.9%) is higher than that
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obtained in the isolation of heparin from the ascidian Styela
plicata (0.26%) (26) and much higher than that from pig intes-
tinal mucosa (~0.022%) (27). CS and an unidentified sulfated
glycan are minor components that can be easily removed from
the major HS component by a straightforward precipitation
method with ethanol. HS is obtained in the 70% ethanol frac-
tion free of contaminating glycans. The adductor muscle, which
is the part of the mollusk that is most appreciated for consump-
tion, is free of glycans. The HS is restricted to organs commonly
discarded during preparation for commercialization, which
increases the potential value of the mollusk.

The average molecular mass of the mollusk HS, estimated by
polyacrylamide gel, is ~27,000 kDa, which is higher than that
of mammalian heparin. Considering the average molecular
weight of heparin/HS disaccharides to be 486, the average
length of the mollusk HS is ~55 disaccharides long.

The mollusk HS contains characteristics found both in HS
and heparin. Thus, the polymer resisted the action of hepari-
nase I, which cleaves the glycosidic bound between hexosamine
and 2-O-sulfated iduronic acid, commonly found in heparin;
the NMR analysis, provided a clear 'H spectrum characteristic
of HS, suggesting that ~60% of the mollusk HS contains non-
sulfated, N-acetylated disaccharides. However, the glycan was
partially degraded by nitrous acid at low pH (Fig. 3B), which
cleaves glycosidic bound of N-sulfated glucosamine. The NMR
analysis showed that sulfation occurs in smaller percentage
of the disaccharide units, either in the glucuronic acid or in
the glucosamine; ~39% of the glucosamine residues are N-sul-
fated and are therefore susceptible to deaminative cleavage
with nitrous acid. This indicates the occurrence of heparin-like
region in the mollusk HS, which might account for the antico-
agulant activity of the polymer, observed in experiments using
plasma and purified coagulation proteases and inhibitors.

The mollusk HS shows mostly mono-sulfated GluA (G2S or
G3S) and insignificant amounts of 2,3-di-O-sulfated GluA.
Even thought 2- and 3-sulfated GIuA residues are rare in
nature, the combination of COSY and '*C HSQC spectra sup-
port their presence in the mollusk glycan. The first supporting
evidence is the presence of very well resolved H2/C2 and H3/C3
cross-peaks in the heteronuclear spectrum (Fig. 5B). These
peaks have proton and carbon chemical shifts of 6,;/6. 4.15—
4.02/75.3-72.0 and 4.73-4.58/85—80.4, respectively. These
HSQC peaks are quite distinct, well separated, and cannot be
misassigned as other resonances from HS units. These par-
ticular peaks are also not easily found in the spectrum of
regular HS described so far (10), meaning they are from a
particular structure. The second point consists of the
assigned peaks in the COSY spectrum. Even though it con-
tains an intense water peak, this homonuclear spectrum
shows the right 'H-'H connectivities between the anomeric
protons of G2S and G3S with their respective 'H2s, where
'H2 of G3S units are more downfield-shifted (0.55 ppm)
than 'H2 of G2S units, as assigned in the HSQC (Fig. 54).
Therefore, these two resonances are consistent with those
from 2- and 3-sulfated GluA.

The anticoagulant activity of the N. nodosus HS is mainly
mediated by antithrombin and heparin cofactor II, because
the absence of these inhibitors drastically reduces anticoag-
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FIGURE 7. Anticoagulant properties of N. nodosus HS. Measurement of the aPTT was carried according to the manufacture’s specifications (Biolab-Merieux
AS, Rio de Janeiro, Brazil). Normal human (A) was incubated with mammalian heparin (O) or purified N. nodosus HS (@) (0.001-100 ug ml~") at 37 °C for 1 min.
Then 100 wl of APTT reagent (Celite; Biolab) were added and incubated at 37 °C. After 2 min of incubation, 100 ul of 0.25 m CaCl, were added to the mixtures,
and the clotting time was recorded in a coagulometer (Amelung KC4A). B, normal (@) or antithrombin/heparin cofactor Il-free plasma (¢ ) was incubated with
purified N. nodosus HS (0-37.5 ug ml~ "), and the clotting time recorded in a coagulometer (Amelung KC4A), as described above. C-F, inhibition of thrombin
(C) orfactor Xa (D) activity by AT or HClI (E) in the presence of intact (O) or nitrous acid-treated (C]) mammalian or intact (@) or nitrous acid-treated (A) N. nodosus
HS. AT (50 nm) or HCII (68 nm) was incubated with thrombin (15 nm) or factor Xa (20 nm) in the presence of various concentrations of glycans. After 60 s, the
remaining thrombin or factor Xa activity was determined with a chromogenic substrate (AA,,s/min). The results are expressed as percentages of thrombin

activity.

ulant activity (Fig. 6B). However, some activity remains even
in the absence of the two inhibitors (Table 3), suggesting that a
minor additional serpin-independent anticoagulant mecha-
nism might be present.

The mollusk HS efficiently inhibited thrombus formation in
a model of arterial thrombosis, which involves endothelial
damage by a photochemical reaction. In this model, thrombosis
is initiated by platelet adherence to the subendothelial space,
and both activation of platelets and coagulation contribute to
thrombus formation (1). Therefore, the model mimics the
pathophysiology of most heart attacks and many strokes that

MARCH 5, 2010+VOLUME 285+-NUMBER 10

are triggered by thrombosis secondary to disrupted atheroscle-
rotic plaques. Doses of mammalian heparin as low as 0.1 mg
kg ! drastically inhibit arterial thrombus formation in this
model. Mollusk HS requires a dose 10-fold higher to produce
the same effect. However, a significant antithrombotic effect is
observed with only 0.5 mg kg ' of the HS. At this dose no
bleeding effect was observed, and at the full antithrombotic
dose (1 mg kg™ "), the bleeding increased only slightly.

The HS described in the present study contains small but
significant amounts of sulfated groups that do not exist in
mammalian glycosaminoglycans. This fact raises concerns
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TABLE 3
Anticoagulant activity of mammalian and mollusk heparinoids
ND, not determined.

Anticoagulant activity by

aPTT Antithrombin activity IC;, protease inhibition
Heparin/heparan sulfate Plasma Antithrombin
Anti-Ila Anti-Xa —_— HCII (I1a)
Normal Serpin-free IIa Xa
IUmg™! U mg™! ugml™!
Mammalian
Porcine intestinal mucosa heparin® 180 ND 180 180 0.001¢ 0.187 0.001°
Bovine lung heparin® 139 ND 136 135 ND ND ND
Bovine pancreas heparan sulfate® 1 ND ND 4 ND ND ND
Mollusk
N. nodosus 38.3 7.6 16 36 0.012 0.9 4
“ Sigma-Aldrich, lot 032K1498. The values are from this work.
% 2nd International Standard. The values are from Ref. 8.
¢ The values are from Ref. 10.
4 The values are from this work (Fig. 7).
¢ The values are from Ref. 12.
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FIGURE 8. In vivo antithrombotic and bleeding effect of N. nodosus HS.
A, antithrombotic effect. Mammalian or N. nodosus HS was administered
intravenously at the doses indicated. Then 15 min later, vascular injury was
initiated by injection of rose bengal, and the time to thrombotic occlusion
was determined. The error bars represent the means =+ S.D. Five animals were
used per dose. ¥, p = 0.002 versus control (no glycan). B, bleeding effect.
Mammalian or N. nodosus HS were infused into rats at the doses indicated and
allowed to circulate for 5 min. The rat tail was cut 3 mm from the tip and
immersed in 40 ml of distilled water at room temperature. Blood loss was
determined 60 min later by measuring the hemoglobin in the water. The error
bars represent the means = S.D. Five animals were used per dose. *, p =< 0.002
versus control (no glycan).

about the toxic effect of the mollusk glycan, especially in view of
recent facts involving the contamination of heparin prepara-
tions with oversulfated chondroitin sulfate (37). It has been
shown that the acute toxic effects of contaminated heparin
were the result of factor XII-dependent kallikrein production
and complement pathway activation by the oversulfated chon-
droitin sulfate (37). As shown in Fig. 94, N. nodosus HS started
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kallikrein was added. The increase in absorbance at 405 nm was expressed by
milli optical density min-1 (means = S.E., n = 3). B, cell viability. The cells were
treated with the indicated concentration of purified N. nodosus HS for 24 h.
The percentage of viable cells was determined using 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay. The data representative of
three independent experiments are expressed as the means = S.E.

to activate factor XII-mediated kallikrein production in the
concentration range of 20—-30 pg ml !, which is 20-30-fold
higher than the equivalent dose required for complete inhibi-
tion of arterial thrombosis in vivo (1.0 ug ml~ ') (Fig. 8A). In
addition, the toxic effects of the mollusk HS in cells is only
observed at 100-1000 ug ml ™.

The critical question related to therapeutics from natural
sources, in addition to toxic matters, is the technical and eco-
nomic possibility of obtaining very large quantities of the com-
pounds in a constant and ecologically correct manner. Overall,
the mollusk HS is isolated at reasonable yields, by procedures
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similar to those already employed in the preparation of phar-
maceutical heparin. Several species of mollusks, including
those containing high quantities of heparin analogs, have been
successfully cultivated in different parts of the world. The cul-
ture employs developed aquaculture technologies capable to
produce ton quantities of starting material (38 —41). For exam-
ple, in 1999, ~73,000 tons of scallops (41) were produced.
Therefore, the critical conditions required to use marine inver-
tebrates as a source of natural therapeutic compounds have
already been established. What is necessary now is a coopera-
tive effort from scientists of related areas to specifically adapt
current methodologies.

Overall, the present work contributes to increasing the
knowledge of potential sources of new heparin analogs. The
study of the effects of new glycosaminoglycans on thrombosis
models that mimic different pathophysiological conditions
may contribute to the discovery of new antithrombotic agents
that are safe and effective in specific thrombotic conditions.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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