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RESUMO

A heparina é um glicosaminoglicano altamente sulfatado que tem grande
importancia clinica como agente anticoagulante e antitrombdético, principalmente, por
se ligar a antitrombina (AT) e ao cofator Il da heparina (HCII), acelerando a taxa com
que estes inibidores de serino proteases inativam enzimas da coagulagdo, como a a-
trombina e o fator Xa. Embora eficaz, a heparina pode causar, entre outros efeitos
adversos, sangramento e trombocitopenia, além de ser obtida a partir do intestino
suino e pulm&o bovino, gerando grande preocupagdo com contaminagdo por
patdogenos animais. Na busca por agentes anticoagulantes e antitrombaoticos
alternativos a heparina e de origem n&o animal, uma glicoglucuronomanana extraida
da goma de exsudato de Vochysia thyrsoidea (VTh; My = 92.500 g/mol) foi
hidrolisada (Ph-VTh; My = 58.250 g/mol) e quimicamente sulfatada (VThS e Ph-
VThS). O grau de substituicdo por grupos sulfato (DS) foi determinado para VThS
(0,20) e Ph-VThS (0,24). Esses baixos valores de DS resultaram em pouca diferenga
nos espectros de RMN dos polissacarideos antes e apos a sulfatagdo. A analise de
metilacdo indicou que a sulfatacdo ocorreu, preferencialmente, na posigcao O-5 de
unidades de arabinose no polissacarideo nativo, e na posicdo O-6 de unidades de
manose no polissacarideo hidrolisado. Teste de aPTT mostrou que os
polissacarideos sulfatados apresentam atividade anticoagulante (8,59 Ul/mg — VThS
e 2,67 Ul/mg — Ph-VThS), e que esta atividade pode ser inibida por protamina. Na
avaliacdo do mecanismo de anticoagulagdo, VThS e Ph-VThS mostraram uma
resposta do tipo serpino-dependente, conseguindo inibir a a-trombina e o fator Xa
apenas na presenca de AT e HCIl. No modelo in vivo de trombose venosa, VThS e
Ph-VThS reduziram a formagédo do trombo em aproximadamente 50%, na dose de
40 Ul/kg, alcangando resultados estatisticamente similares aos da heparina em
todas as concentracdes testadas. A administracdo dos polissacarideos em ratos por
via subcutanea, seguida de avaliacédo do aPTT 2 e 3 VTh apds, mostrou que Ph-
VThS é absorvido por esta via e que o efeito anticoagulante diminuiu da segunda
para a terceira hora, sugerindo sua biodegradagédo e/ou excregdo. Os resultados
obtidos demonstram que os polissacarideos obtidos a partir da goma de exsudato de
V. thyrsoidea, quando sulfatados, sao promissores agentes anticoagulantes e
antitrombéticos.

Palavras chave: Glicoglucuronogmanana, sulfatacdo quimica, atividade
anticoagulante, atividade antitrombatica.



ABSTRACT

Heparin is a highly sulfated glycosaminoglycan that has great clinical importance as
an anticoagulant and antithrombotic agent, mainly by binding to antithrombin (AT)
and heparin cofactor Il (HCII), accelerating the rate at which these inhibitors of serine
proteases inactivate enzymes of the coagulation cascade, such as a-thrombin and
factor Xa. Although effective, heparin can cause, among other adverse effects,
bleeding and thrombocytopenia, as well as being obtained from bovine lungs and
porcine intestines, generating great concern about contamination with animal
pathogens. In the search for anticoagulant and antithrombotic agents from a non-
animal source, as alternatives to heparin, a glycoglucuronomannan from the gum
exudate of Vochysia thyrsoidea (VTh; My = 92,500 g/mol) was hydrolyzed (Ph-VTh;
Mw = 58,250 g/mol) and chemically sulfated (VThS and Ph-VThS). The degree of
substitution (DS) was determined for VThS (0.20) and Ph-VThS (0.24). These low
DS values resulted in little differences in the NMR spectra of the polysaccharides
before and after sulfation. Methylation analysis indicated that sulfation occurred
preferentially at the O-5 position of arabinose units in the native polysaccharide, and
at the O-6 position of mannose units in the hydrolyzed polysaccharide. aPTT test
showed that sulfated polysaccharides have anticoagulant activity (8.59 lU/mg — VThS
and 2.67 IU/mg — Ph-VThS), and this activity can be inhibited by protamine. In the
evaluation of anticoagulation mechanism, VThS and Ph-VThS showed a serpin-
dependent response, inhibiting a-thrombin and factor Xa only in the presence of AT
and HCIL. In in vivo model of venous thrombosis, VThS and Ph-VThS reduced
thrombus formation approximately 50% at a dose of 40 |U/kg, reaching statistically
similar results to heparin in all concentrations tested. The administration of the
polysaccharides in rats by subcutaneous route, followed by aPTT evaluation 2 and 3
hours later, showed that Ph-VThS is absorbed by this route and that the
anticoagulant effect decreased from the second to the third hour, suggesting their
degradation and/or excretion. The results showed that polysaccharides obtained from
the gum exudate of V. thyrsoidea, when sulfated, are promising anticoagulant and
antithrombotic agents.

Keywords: Glycoglucuronomannan, chemical sulfation, anticoagulant activity,
antithrombotic activity.
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1 INTRODUCAO

A ativagdo de uma cascata de coagulagao sanguinea tem por consequéncia
a producédo de trombina e formagéo de coagulo com sua posterior dissolugdo. Esse
processo fisiolégico que envolve a coagulagdo sanguinea e sua interrupgao é
conhecido como hemostasia, sendo que o desequilibrio neste processo é a origem
de muitas doengas isquémicas e hemorragicas (GRACHER et al., 2010).

A heparina é largamente utilizada como um agente anticoagulante e
antitrombdtico, principalmente, por se ligar aos fatores de coagulagdo sanguinea
como a antitrombina (AT) e ao cofator Il da heparina (HCII), acelerando a taxa com
que estes inibidores de proteases formam complexos com enzimas envolvidas na
coagulagado, especialmente a-trombina e fator Xa, inativando-as (CASU, 1985;
BOURIN; LINDAHL, 1993). Ela € um glicosaminoglicano constituido principalmente
por unidades de glucosamina (N-acetilada ou N-sulfatada) e acido urénico (idurénico
ou glucurénico) unidas por ligagbes glicosidicas 124, apresentando um complexo
padrdo de substituicdo por grupos sulfato (CASU, 1985; MOURAO; PEREIRA,
1999).

Embora eficaz, a utilizagdo da heparina tem limitacdes, uma vez que seu
efeito anticoagulante & imprevisivel, gerando risco de sangramento, necessitando de
monitoramento laboratorial do paciente para um uso seguro. Além disso, uma vez
que ela é extraida de tecidos animais, principalmente do intestino de porco e do
pulmdo bovino, ha uma grande preocupagcdo em relacdo a sua possivel
contaminagao por patdégenos animais (PERRINAUD et al., 2006; MAAS et al., 2012).
Por estas razdes, muitos estudos buscam a obtencédo de agentes anticoagulantes e
antitrombdticos alternativos a heparina, destacando-se aqueles com polissacarideos
naturalmente ou quimicamente sulfatados (MOURAO; PEREIRA, 1999;
MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005; POMIN, 2009; CIPRIANI et al., 2009;
GRACHER et al., 2010; MAAS et al., 2012; ARAUJO et al., 2013). Ambos os efeitos
anticoagulante e antitrombotico estdo relacionados a presenga de grupos sulfato,
suas posigdes e distribuicdo ao longo da cadeia do polissacarideo. Além disso, estes
efeitos sdo influenciadas pelo tipo e estereoquimica dos monossacarideo que
constituem o polissacarideo, e pelo tipo ligagdo glicosidica que os une (POMIN,
20009).
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Sendo assim, este trabalho busca a obtencdo de polissacarideos
quimicamente sulfatados de origem vegetal, obtidos a partir da goma de exsudato de
Vochysia thyrsoidea, que possam atuar como alternativas a heparina ndo fracionada

e a heparina de baixa massa molecular, como drogas anticoagulantes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HEMOSTASIA

A hemostasia é um processo fisiologico pelo qual o organismo tenta
equilibrar os processos de perda sanguinea e de formagao de coagulo, por meio da
acao de substancias anticoagulantes e pro-coagulantes endogenas. Na visdo de
Vine (2009), hemostasia se refere ao processo fisiolégico que controla a fluidez do
sangue e tem o potencial para induzir rapidamente um tampao hemostatico, uma
massa rica em plaquetas envolto em fibrina, do lado de fora de um vaso sanguineo
danificado, para prender o fluxo de sangue (coagulagao).

A lesdo vascular desencadeia a hemostasia primaria e secundaria e dentro
disso, trés importantes mecanismos de controle de perda sanguinea. Inicialmente,
na hemostasia primaria ha a contracdo muscular da parede do vaso lesionado,
seguida da aderéncia das plaquetas circulantes ao sitio da lesdo (adesao
plaquetaria) e de outras plaquetas as ja aderidas (agregacdo plaquetaria),
fenbmenos que dao origem ao tampao plaquetario. Finalmente, na hemostasia
secundaria a coagulacdo do sangue permite, a partir de uma rede de fibrina, a
consolidacdo do tampao plaquetario, com formagao de tampao hemostatico, como
mostrado na Figura 1 (EYRE; GAMLIN, 2010; BOZZINI; MOLINAS, 2004; SMITH;
DAY; MACKIN, 2005; MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).
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FIGURA1-  HEMOSTASIA PRIMARIA E SECUNDARIA
FONTE: Adaptado de Smith, Day e Mackin (2005)

NOTAS: A) Endotélio intacto na hemostasia primaria. B) Adeséo plaquetaria: Resposta inicial das
plaquetas ao dano vascular, pela exposi¢do as fibras de colageno subendotelial e ao fator de von
Willebrand (vVWF). 1) Plaquetas modificadas secretando o conteiudo de seus granulos (serotonina,
ADP e tromboxano A2). 2) Formagéo de filamentos de fibrina. C) Agregacéao plaquetaria: Crescimento
do tampéo plaquetario pelo recrutamento de novas plaquetas pelas ja ativadas. D) Estabilizagado do
coagulo e consolidagcdo da rede de fibrina formada pela ativacdo da trombina na hemostasia

secundaria
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2.1.1 Modelo Classico da Coagulagdo Sanguinea

A coagulacdo € o processo no qual o sangue perde sua caracteristica de
fluido, por meio da geragdo de um coagulo pela interacdo das plaquetas, tecido
lesado e fibrina. Ela envolve uma série de rea¢des de conversao de zimogénios em
proteases ativas. Os componentes em cada estagio incluem uma protease do
estagio precedente, um zimogénio, um co-fator proteico ndo enzimatico, calcio e
uma superficie organizadora, proporcionada por um emulsdo fosfolipidica in vitro ou
pelas plaquetas in vivo (MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).

Os fatores de coagulagdo sado, na sua maioria, enzimas do tipo serino
proteases. Muitos fatores de coagulagdo sao, comumente, designados por
algarismos romanos (Tabela 1). Para indicar sua forma ativa, convencionou-se
acrescentar a letra “@a” minuscula apos o algarismo. O numero correspondente a
cada fator nao reflete a ordem de sequéncia das reagdes e sim a ordem com que
foram descobertos. A maioria dos fatores de coagulagdo se apresenta na forma
inativa, denominada zimogénio, que quando ativada, provoca reag¢des proteoliticas
em cascata no processo de coagulagdo (GUYTON; HALL, 2006).

Em 1964, Macfarlane (1964) e Davie e Ratnoff (1964), independentemente,
propuseram a hipdtese da “cascata” para explicar a fisiologia da coagulagéao
sanguinea. Nesse modelo existem dois mecanismos relacionados intimamente
(intrinseco e extrinseco) que, quando estimulados, podem gerar fibrina a partir da
ativacédo de fatores de coagulagdo capazes de ativar outros fatores de coagulagao.
O mecanismo intrinseco refere-se a sequéncia de reagcdes enzimaticas que se inicia
quando o sangue entra em contato com a superficie lesada. O mecanismo
extrinseco refere-se a sequéncia de reagdes que ocorrem quando a lesdo de um
vaso sanguineo resulta na liberagdo de extratos teciduais. Estas duas vias
convergem para a ativagdo do fator X que, por meio de uma via comum, leva a
formagdo de fibrina e, consequentemente, a coagulagdo (CHEN; SEIFFERT;
HAWES, 2014; VOGLER; SIEDLECKI, 2009).
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Fator Nome Origem
I Fibrinogénio Figado
Il Protrombina Figado
1l Fator tecidual Tecidos em geral
\Y, fons calcio Tecidos em geral
Vv Pré-acelerina Figado
Vi Pro-convertina Figado
VIII Fator anti-hemofilico Endotélio
IX Fator Christmas Figado
X Fator de Stuart Figado
XI Antecedente de tromboplastina Figado
Xl Fator de Hageman Figado
Xl Fator estabilizador da fibrina Figado
Proteina C Endotélio
Proteina S Endotélio

FONTE: Adaptado de Rand e Murray (2007)

2.1.1.1 Via Extrinseca

Conhecida também como via do fator tecidual, a via extrinseca & assim

denominada pelo fato de que a substancia ativadora da protrombina € gerada em

resposta ao contato do sangue com tecidos extravasculares, ou seja, o fator

desencadeante que facilita a coagulagdo ndo se encontra circulante no sangue,

sendo este fator a tromboplastina tecidual (fator Ill) ou fator tissular (tissue factor -

TF) (GRACHER, 2010). O TF é uma glicoproteina transmembrana que normalmente

nao € expressa em células que entram em contato com o plasma, mas quando

existe injuria vascular as células que expressam o TF s&do expostas ao plasma.
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Diferente de outros fatores envolvidos na coagulagdo sanguinea, o TF esta sempre
presente como um fator ativo (MARTINICHEN, 2005).

Apo6s uma lesao vascular, o TF € exposto ao plasma e forma um complexo
com o fator Vlla (1% do fator VII circulante encontra-se ativo), que € dependente de
vitamina K. O complexo FT/VIla converte os fatores IX e X nas suas formas ativas,
reacao que requer a participagado de ions calcio, conforme mostrado na Figura 2
(FRANCO, 2001, CARLOS; FREITAS, 2007, SMITH; DAY; MACKIN, 2005;
MARTINICHEN, 2005).

2.1.1.1 Via Intrinseca

Essa via é também denominada de via de contato. Ela se inicia quando o
sangue entra em contato com uma superficie diferente do endotélio normal e das
células sanguineas (CARLOS; FREITAS, 2007).

A exposi¢ao do sangue ao colageno da parede vascular causa ativagao de
plaquetas, as quais mudam de forma, expondo fosfolipidios carregados
negativamente e uma lipoproteina denominada fator plaquetario 3 (FP3) em sua
superficie. Numa reagdo dependente de cininogénio de alto peso molecular (high
molecular weight kininogen — HMWAK) e calicreina ocorre, na superficie das
plaquetas ativadas, a ativagdo do fator Xll. Numa reagdo também dependente de
HMWK, o fator Xlla ativa o fator Xl. O fator Xla provoca a ativagao do fator IX que
em conjunto com o fator Vllla e FP3 ativam o fator X, conforme mostrado na Figura
2 (FRANCO, 2001; CARLOS; FREITAS, 2007; SMITH; DAY; MACKIN, 2005).

2.1.1.2 Via Comum

Essa via se inicia com a ativagao do fator X pela via intrinseca ou pela via
extrinseca. O fator X ativado (FXa) combina-se com o fator V, fosfolipidios teciduais
ou com fosfolipidios liberados pelas plaquetas para formar o complexo denominado
ativador de protrombina, capaz de converter o fator Il (protrombina) em fator lla



24

(trombina), que tem como principal agdo a conversao de fibrinogénio (fator 1) em
mondmeros de fibrina. Estes ultimos s&o interligados covalentemente por meio de
uma reacdo catalizada pelo fator Xllla (fator estabilizador da fibrina; uma
transglutaminase), formando polimeros insoluveis de fibrina (FIGURA 2) (VOGLER,;
SIEDLECKI, 2009; CARLOS; FREITAS 2007). O fator XlII é ativado pela trombina.

Via extrinseca Via intrinseca

Membrana ) : Ca'* Superficie carregada
Fosfolipidica Fator IX | ; negativamente
. N Fator XI| ) S
= | HMWK | | Calicreina
'\__.tlssu ar / . N J i _.
T = < ()
Fator © Fator > € F;jtor
Vila . tissular ./ =
r *«-_——7 v
«+ | Fosfolipideo
Cs - Fator Fator )
Xa Villa Fator VIl |
Ca** ‘ Fosfolpldeo
Via comum
Fator Fator
(LEao J——> =22 ] S
Ca™ | Fosfolipideo A )
’L L Fator Xl ]
s > [’ -
Fator
Xlla

~ S 4 e
. Fibrinogénio ————> {_ Fivrina_

> ( i

FIGURA 2 - MODELO CLASSICO DE HEMOSTASIA
FONTE: Adaptado de Common Pathway of Coagulation (2015)
NOTA: HMWK (high molecular weight kininogen) cininogénio de alto peso molecular

2.1.2 Modelo de Hemostasia Baseado na Célula

A descricdo do modelo classico de coagulagdo pelas vias intrinseca e

extrinseca tem sido largamente utilizada, no entanto, atualmente ela é entendida
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como inadequada do ponto de vista fisiologico da coagulagéo, ja que elas nao se
compensam numa situagcdo de deficiéncia de algum dos fatores, ou seja, elas
ocorrem de forma dependente in vivo (FRANCO, 2001).

Acreditava-se que a via intrinseca tinha maior importancia no processo de
ativacdo da coagulagdo pois quadros hemorragicos como hemofilias A e B eram
decorrentes das deficiéncias dos fatores intrinsecos VIl e IX, respectivamente. No
entanto, essa ideia ndo estava correta, ja que deficiéncia no fator Xl| leva a quadro
hemorragico leve e a deficiéncia no fator Xll ndo provoca hemorragia. Além disso, a
deficiéncia no fator VII, crucial para iniciar a via extrinseca, esta associada a quadro
hemorragico similar a hemofilia (EYRE; GAMLIN, 2010; VINE, 2009; FRANCO,
2001).

A explicagdo do motivo de que a ativagdo do fator X extrinsecamente nao
compensa a falta do fator VIl ou IX, estd no modelo de hemostasia baseado na
célula proposto por Hoffman e Monroe em 2001. Neste modelo a hemostasia &
descrita como sobreposigao de trés fases: iniciagado, amplificagdo e propagacéo.

2.1.2.1 Fase de Iniciagao

O processo de coagulagéo inicia-se quando ocorre uma lesdo vascular
seguida da exposigao de colageno e células que expressam fator tissular. O fator VII
circulante se liga rapidamente a esse TF exposto pelo dano no endotélio vascular,
formando um complexo capaz de ativar o fator IX e X. O fator IXa amplifica a
ativacéo do fator X e ajuda na ativagéo das plaquetas. O fator Xa liga-se a superficie
celular de plaquetas ativadas presentes no local da lesdo vascular e, caso se
deligue, ele é imediatamente inativado pela antitrombina ou pelo inibidor da via do
TF. O fator Xa liga-se ao fator V formando um complexo capaz de catalisar a
formagdo da trombina a partir da protrombina (FIGURA 3) (NOGUEIRA, 2013;
EYRE; GAMLIN, 2010; VINE, 2009).
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2.1.2.2 Fase de Amplificagao

Nesta fase acontece a ativagdo das plaquetas a partir da ligagdo com fibras
de colageno mediada pelo fator de von Willebrand (VWF) e por um receptor
especifico (glicoproteina la/lla).

A trombina formada na fase de iniciagdo, juntamente com a pequena
quantidade de plaquetas ativadas €& capaz de amplificar o processo de adeséao
plaquetaria e ativar os fatores V, VIl e XI. As plaquetas ativadas liberam fator V de
seus granulos que é entdo ativado pelo trombina (CATERINA et al.,, 2013). O
complexo ndo covalente formado pelo fator de VWF e fator VIIl & clivado pela
trombina liberando o VWF e gerando fator Vllla. As plaquetas ativadas agora tém
fatores Va, Vllla, e Xla ligados as suas superficies, como mostrado na Figura 3
(NOGUEIRA 2013; VINE 2009; FRANCO, 2001).

2.1.2.3 Fase de Propagacéao

Essa fase é caracterizada pela formagcdo dos complexos tenase (fator
Vllla/lXa) e protrombinase (Xa/Va) na superficie das plaquetas ativadas.

O complexo tenase é formado quando o fator IXa se move da célula
portadora do TF, onde foi ativado, para se ligar ao calcio, fosfolipideos e ao Vllla
expresso em plaquetas ativadas. O complexo tenase ativa o fator X, que se
complexa com o fator Va formando o complexo protrombinase. O complexo
protrombinase associado ao FP3 produzem uma exploséo de trombina, que por sua
vez, converte o fibrinogénio soluvel em fibrina e ativa o fator Xlll. O fator Xllla
estabiliza os monémenros de fibrina polimerizados através da introdugéo de ligagbes
cruzadas entre as moléculas, formando um coagulo de fibrina hemostatico (FIGURA
3) (NOGUEIRA, 2013; GRACHER, 2010; VINE, 2009; MARTINICHEN, 2005).
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FIGURA 3 - MODELO DE HEMOSTASIA BASEADO NA CELULA
FONTE: Adaptado de Caterina et al. (2013)

2.1.3 Sistema Anticoagulante

O organismo necessita de um controle estritamente rigoroso da hemostasia
para evitar a disseminagcdo de coagulos para areas ndo lesionadas. Para manter
esse equilibrio hemostatico, o corpo dispde de mecanismos anticoagulantes naturais
que atuam desde a inibicdo a modulacdo de fatores de coagulagao (NOGUEIRA
2013; SMITH; DAY; MACKIN, 2005; FRANCO, 2001).

Dentre os diversos componentes do mecanismo anticoagulante, os
principais sao a antitrombina Ill, o cofator Il de heparina (HCII) e o inibidor da via do
fator tissular (tissue factor pathway inhibitor — TFPI) (FRANCO, 2001).

2.1.3.1 Antitrombina

A antitrombina (AT), antes chamada de antitrombina Ill, € uma proteina da
familia das serpinas (inibidoras de serino proteases), com 58 kDa de massa
molecular, produzida no figado. Ela circula no plasma numa concentragédo de 150

Mg/mL e inibe primariamente a trombina, além de exercer efeito inibitorio sobre os
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fatores IXa, Xa e o Xla e acelerar a dissociacdo do complexo Vlla/TF, impedindo sua
reassociacao (NOGUEIRA 2013; VINE, 2009; FRANCO, 2001).

A atividade inibitoria da AT é lenta, no entanto quando na presenca de
heparan sulfato ou heparina, sua acédo é potentemente acelerada. Isso porque essa
combinagdo causa uma modificagdo conformacional na AT promovendo a ligagao
mais especifica a trombina ou as outras moléculas (FRANCO, 2001; HINSBERGH,
2001).

2.1.3.2 Cofator Il da Heparina

O cofator Il da heparina (HCIl) também pertence a familia das serpinas, mas
diferente da AT, o HCII tem acéo inibitoria exclusivamente sobre a trombina. Ele tem
aproximadamente 66 kDa, circula no plasma a uma concentragdo de 1 ymol/L, com
meia vida de 2 a 3 dias. Sua agao também é lenta, mas pode ser drasticamente
aumentada na presenca de heparina.

Em comparagdo com a AT, maiores concentragbes de heparina sao
necessarias para ativar HCIl, sendo que quando presente no plasma em
concentracbes terapéuticas, a heparina estimula preferencialmente a AT
(TOLLEFSEN, 2007).

2.1.3.3 Proteina C (PC) e Proteina S (PS)

A proteina C é uma glicoproteina produzida pelo figado e que possui 62 kDa
de massa molecular. Ela circula no plasma humano na forma de zimogéneo em
concentragcdo de aproximadamente 4 ug/mL (NOGUEIRA, 2013). Quando ligada ao
seu receptor no endotélio (EPCR — endothelial PC receptor) e ao complexo formado
entre a trombina e trombomodulina (uma proteina endotelial), a proteina C é ativada
(PCa) (FRANCO, 2001; SMITH; DAY; MACKIN, 2005). No entanto, para exercer
funcdo anticoagulante ela deve se dissociar do EPCR e ligar-se ao seu cofator n&o
enzimatico, a proteina S (PS). O complexo PC/PS inativa os fatores Va e Vllla,
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comprometendo a atividade dos complexos protrombinase e tenase (GRACHEN,
2010; MARTINICHEN, 2005).

2.1.3.4 Inibidor da Via do Fator Tissular

O inibidor da via do fator tissular (TFPI) é uma protease de massa molecular
variando de 34 a 41 kDa, produzida pelas células endoteliais. O TFPI regula a agéo
do complexo formado pelos fatores Vlla e FT, que atua sobre os fatores IX e X
(NOGUEIRA, 2013; FRANCO, 2001).

O TFPI apresenta trés dominios do tipo Kunitz (K-1, K-2 e K-3). K-1 liga-se
ao complexo fator Vlla/FT, enquanto K-2 liga-se ao fator Xa, inibindo-os e limitando
a ativacao dos fatores VIl e X. Ja o K-3 serve de sitio para ligagdo com a heparina,
fazendo com que seu potencial inibitério seja aumentado (MINE et al., 2002;
FRANCO, 2001).

2.1.3.5 Fibrindlise

Tao importante quanto a formagéo de coagulo de fibrina é a remogao desse
coagulo. A dissolugéo do coagulo de fibrina depende da sua retragcao e degradagao
da fibrina insoluvel (fibrindlise), processos que por sua vez dependem da interagao
de plaquetas e proteinas plasmaticas (CARLOS; FREITAS, 2007).

As enzimas do sistema fibrinolitico sdo do tipo serino proteases, ao passo
que os inibidores fibrinoliticos sdo membros da superfamilia das serpinas (inibidores
de proteases séricas) (FRANCO, 2001).

A plasmina, uma serino protease produzida no figado que circula no plasma
na sua forma inativa, plasminogénio, € a responsavel pela lise do coagulo de fibrina.
O ativador de plasminogénio tecidual (tissue type plasminogen activator - tPA) e o
ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (urokinase type plasminogen activator
- UPA) sdo os responsaveis por converter o plasminogénio circulante em plasmina
(CARLOS; FREITAS, 2007; SMITH; DAY; MACKIN, 2005; FRANCO, 2001).
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A fibrindlise € interrompida pela inibigdo da plasmina ou do tPA, pela az-
antiplasmina ou ax-macroglobulina e pelo inibidor do ativador do plasminogénio - |
(plasminogen activator inhibitor - | - PAI - 1) (GRACHER, 2010; SMITH; DAY;
MACKIN, 2005;).

2.2 COAGULAGAO IN VITRO

O sangue coagula de 4 a 8 minutos quando colocado em tubo de ensaio. A
coagulagdo é evitada com a adicdo de um agente quelante como o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) ou citrato, que complexam com o calcio do sangue,
diminuindo a concentragdo plasmatica de calcio ionizado. O plasma recalcificado
coagula de 2 a 4 minutos. Apos a recalcificagdo o tempo de coagulagéo é reduzido
para 26 a 33 segundos pela adicdo de fosfolipidios de carga negativa e de uma
substancia particulada como o caolim (silicato de aluminio). Esse processo pode ser
verificado num teste denominado de tempo de tromboplastina parcial ativada
(activated partial thromboplastin time - aPTT) (MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006;
GUYTON; HALL, 2006).

O aPTT é o teste comumente utilizado para verificar o mecanismo intrinseco
de coagulagédo, mas também se pode verificar o mecanismo extrinseco com o teste
de tempo de protrombina (prothrombin time - PT) e o processo de polimerizagao da
fibrina pelo teste de tempo de trombina (thrombin time - TT) (FIGURA 4) (CURRY e
PIERCE, 2007).
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FIGURA 4 -  VISAO GERAL DOS TESTES DE COAGULACAO
FONTE: Adaptado de Clé et al. (2010)

2.3 DISTURBIOS HEMOSTATICOS

Normalmente ndo ocorre ativagao das plaquetas nem coagulagdo nos vasos
sanguineos intactos, mas caso haja um desequilibrio no sistema hemostatico o
produto final dessa desordem é a trombose (MACKMAN, 2008). Por outro lado, esse
desiquilibrio pode ser antagonista e gerar sangramentos excessivos resultantes da
deficiéncia de qualquer um dos fatores de coagulagédo sanguinea.

Os sangramentos podem ser causados, dentre outros motivos, por
deficiéncia de vitamina K ou de plaquetas (trombocitopenia). Ja a trombose, doenca
de preocupagdo mundial, pode ser proveniente de um coagulo anormal que se
desenvolva no vaso sanguineo, sendo esse coagulo chamado de trombo. Esse
trombo pode se soltar da parede do vaso e ser carregado pelo fluxo continuo do
sangue, passando a circular livremente, sendo entdo chamado de émbolo. Os
émbolos originados no sistema arterial podem ocluir artérias ou arteriolas no
cérebro, nos rins e outros locais. Ja aqueles originados no sistema venoso,
geralmente fluem para o pulmé&o, provocando a embolia pulmonar (GUYTON; HALL,
2006; EDELBERG, 2001).
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2.3.1 Trombose Arterial

O fator desencadeante da trombose arterial € a ruptura de placas de
aterosclerose, que se desenvolve pelo acumulo de lipideos na parede das artérias.
Quando ocorre a ruptura de uma placa, o endotélio vascular € lesionado, recrutando
as plaquetas, através da interacdo destas com o colageno e com fator de von
Willebrand, para o sitio da lesdo (FIGURA 5A) (MACKMAN, 2008).

2.3.2 Tromboembolismo Venoso

No tromboembolismo venoso (TEV) o endotélio permanece intacto, mas
pode ser convertido de uma superficie com propriedades anticoagulantes para uma
com propriedades pré-coagulantes (FIGURA 5B) (MACKMAN, 2008). E uma
patologia grave de alta incidéncia mundial, mas classificada como caso de morte
evitavel entre pacientes hospitalizados. Quando n&o diagnosticada precocemente e
tratada adequadamente pode evoluir causando sérias complicagdes, como trombose
venosa profunda (TVP) e embolia pulmonar (EP) (VEIGA et al., 2013; HEIT, 2008,
COLMAN, 2006).

A TVP, também conhecida como flebite ou tromboflebite profunda,
caracteriza-se pela formagdo de trombos em veias do sistema profundo. Ela
geralmente acomete os membros inferiores, pois nestes o retorno do sangue é
dificultado normalmente pela ag&o gravitacional. Se a circulagdo sanguinea se torna
mais lenta, o sangue tende a estagnar-se, situagdo ideal para a formagdo de
coagulos (MELO et al., 2006; MELLO; DUQUE, 2003).

A EP é caracterizada pelo desprendimento do trombo das veias profundas e
sua migracdo pela da corrente sanguinea até atingir a artéria pulmonar onde
provoca obstru¢cdo da circulagdo e enfarte pulmonar (LOZANO, 2003; FRANCO,
2001).

Algumas das condig¢des predisponentes para o TEV s&o:

a) uso de anticoncepcionais ou tratamento hormonal;

b) tabagismo;



33

C) presenca de varizes;

d) obesidade;

e) cirurgias de médio e grande portes;

f) traumatismo;

g) a fase final da gestag&o ou puerpério;

h) idade avangada;

i) céncer;

j) fraturas Osseas;

k) infecgbes.

A estase € também um importante fator predisponente, onde, apds a
formacéo inicial do trombo sua evolugcédo se da pela deposi¢cao de mais fibrina, de
agregados plaquetarios, de leucécitos e de hemacias (MELO et al, 2006; LOZANO,
2003).

A B
Ruptura Parede do vaso
daplaca — Fluxo de
Endotélio sangue
anormal Coagula-
Parede do vaso i bilidade
alterada P Plaquetas — aumentada
‘ | Células vermelhas
Xa do sangue
Parede do vaso
alterada
Célula Placa Y
muscular () aterosclerdtica
lisa

Células soltas Colesterol

Fatortecidual

Nucleo necrético

FIGURA5-  TROMBOSE ARTERIAL E VENOSA
NOTAS: A) Luz da artéria. B) Luz da veia
FONTE: Adaptado de Mackman (2008)
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2.4 AGENTES ANTICOAGULANTES E ANTITROMBOTICOS

Os farmacos antitrombéticos disponiveis sao eficientes na reducédo e
prevencao da trombose arterial e venosa. Porém, o principal efeito colateral desses
farmacos, a hemorragia, limita o uso desses medicamentos (MACKMAN, 2008;
GRACHER, 2010).

A fisiopatologia da trombose arterial difere da trombose venosa, resultando
em tratamentos distintos. De maneira geral, a trombose arterial é tratada com
farmacos antiplaquetarios, enquanto a trombose venosa é tratada com farmacos
anticoagulantes. Exemplos de antiplaquetarios sdo o acido acetil salicilico e
antiinflamatorios ndo-esterdides (JAY; LIU, 2006).

Os farmacos anticoagulantes reduzem a atividade de varias proteases na
cascata de coagulagdo através de inibicdo direta, inibigdo de modificagbes poOs-
traducionais, ou pelo aumento da atividade de anticoagulante enddgenos. Os
anticoagulantes podem ser do tipo natural, oral ou parenteral. Dentre os parenterais,
a heparina é o de maior destaque (MACKMAN, 2008; MAJERUS; TOLLEFSEN,
2006).

2.4.1 Anticoagulantes Naturais

A trombose pode ser evitada através de varios mecanismos reguladores que
exigem um endotélio vascular no estado normal, como por exemplo pela
prostaciclina, que é um metabdlito do acido araquidénico sintetizado pelas células
endoteliais capaz de inibir a agregagao plaquetaria quando necessario. A
antitrombina, como comentado anteriormente, também tem a capacidade de
interferir na trombose atuando sobre os fatores da cascata de coagulagdo. Os
proteoglicanos de sulfato de heparan sintetizados pelas células endoteliais, sédo
capazes de estimular a atividade da antitrombina (MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).

Além dos mecanismos ja comentados aqui e anteriormente, como a inibigao
do fator Xa e do complexo fator Vlla/FT pelo TFPI, a proteina C ativada combinada

com a proteina S, também é capaz de diminuir acentuadamente as taxas de
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ativacdo da protrombina e do fator Xa, por meio da degradacdo dos fatores Va e
Villa (NOGUEIRA, 2013; MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).

2.4.2 Anticoagulantes Orais

Anticoagulantes orais s&o antagonistas da vitamina K e a principal toxicidade
apresentada por eles € o sangramento. Clinicamente eles sao utilizados para
impedir a progresséo ou a recidiva da TVP ou da EP (HIRSH et al., 2003).

Os fatores de coagulagao I, VII, IX, X e as proteinas C e S sao sintetizados,
em grande parte, no figado. Ainda no interior celular, ocorre uma mudanga pos-
traducional, que consiste na y-carboxilagdo de residuos de glutamato destas
proteinas. Esta reacdo é catalisada por uma enzima carboxilase dependente de
vitamina K. A varfarina € um composto cumarinico que atua bloqueando a
regeneragcdo da vitamina K, reduzindo de 30 a 50% a ativagdo dos fatores de
coagulagdo dependentes de vitamina K produzidos pelo figado (GRACHER, 2010;
MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).

A varfarina € o anticoagulante oral mais popular, no entanto existem outros
farmacos comercializados, como por exemplo, a femprocumona e acenocumarol,
agentes nao disponiveis nos EUA, mas prescritos em outros paises, inclusive na
Europa. Outros farmacos anticoagulantes orais incluem os derivados de indandiona
(anisindiona e fenindiona), proibido em alguns paises por acarretar
hipersensibilidade grave no inicio da terapia. Rodenticidas como a bromodiolona,
brodifacum, difenadiona, clorofacinona e pindona sao agentes de longa duragdo que
podem exigir altas doses de vitamina K durante semanas ou meses para reverter o
quadro. Por fim, a ximelogatrana € um farmaco novo, com efeito colateral
assintomatico, mas ainda nao aprovado para comercializagdo nos EUA (MAJERUS;
TOLLEFSEN, 2007).
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2.4.3 Anticoagulantes Parenterais

Entre os agentes anticoagulantes parenterais, encontra-se os inibidores
direto da trombina como a bivalirudina e a lepidurina, derivados da hirudina presente
nas glandulas salivares das sanguessugas. A partir da hirudina outras substéncias
foram desenvolvidas, entre elas, Hirulog, Hirugen e Argotroban (MAJERUS;
TOLLEFSEN, 2006; JAY; LIU, 2006).

Também se encontram nesse grupo a argatrobana, que pode substituir a
lepidurina, o danoparandide, que promovem inibicdo do fator Xa, a adrotecogina,
que inibe os fatores Va e Vllla, e o principal deles, a heparina (MAJERUS;
TOLLEFSEN, 2006).

2.4.3.1 Heparina

A heparina foi descoberta em 1916 por Jay McLean, um estudante do
segundo ano de medicina, em colaboragdo com o Professor William Henry Howell,
que foi o primeiro a utilizar o termo heparina, do Grego “Hepar” ou figado, local de
onde ela foi isolada. Como solugdo anticoagulante, a heparina foi testada pela
primeira vez, em humanos, em 16 de abril de 1937, por Murray e Best (LIU; ZHANG;
LINHARDT, 2009; WARDROP; KEELING, 2008). Porém nao se sabia exatamente a
que era atribuido o efeito anticoagulante. Somente mais tarde estudos
demonstraram que essa atividade era dependente de um componente plasmatico.
Em 1968, Abildgaard confirmou estes dados apds isolar, pela primeira vez, a
antitrombina (VISKQV et al., 2013; PETITOU; CASU; LINDAHL, 2003).

Sintetizada pelos granulos secretores dos mastécitos, e obtida a partir do
pulmdo bovino ou da mucosa intestinal do porco, a heparina € um
glicosaminoglicano altamente sulfatado, com massa molecular que pode variar de 3
e 30 kDa. Ela é composta majoritariamente pela repeticdo de uma unidade
dissacaridica constituida por um acido urbnico, que pode ser acido a-L-idurbnico
(IdoA) ou B-D-glucurénico (GIcA), e um aminoagucar, a a-D-glucosamina (GIcN)
(FIGURA 6) (LIU; ZHANG; LINHARDT, 2009; ZHANG et al., 2011).
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A heparina é uma molécula bastante heterogénea. Exemplo disso € a
possibilidade de presenga ou de auséncia de O-sulfato no carbono 2 (C-2) dos
residuos de acido urdnico, e no C-3 ou C-6 da glucosamina. Além do nitrogénio
desse acgucar aminado poder apresentar-se na sua forma sulfatada (GIcNSO3),
acetilada (GIcNAc) ou, menos frequentemente, permanecer sem substituigdo (NOTI,
SEEBERGER, 2005; CAPILA; LINHARDT, 2002).
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FIGURA 6 - ESTRUTURA DAS UNIDADES MAJORITARIAS E MINORITARIAS DA HEPARINA
FONTE: Adaptado de Liu, Zhang e Linhardt (2009)

NOTAS: A) Sequéncia majoritaria de 2-O-sulfo-a-L-acido idurdénico-(1->4)-6-O-sulfo-N-sulfo-a D-
glucosamina. B) Sequéncia minoritaria, onde X = SO3 ou VTh, e VTh = SO3 ou COCH;

2.4.3.1.1 Mecanismo de Acgao da Heparina

A heparina catalisa a inibicdo de varias proteases da coagulacdo de forma
indireta, ou seja, ela atua potencializando a acéo inibitoria exercida pelas serpinas,
como a antitrombina (AT) e cofactor Il de heparina (HCII).

Essa acéo catalitica da heparina é principalmente atribuida a habilidade de
ligacdo a sitios basicos através de seus grupos sulfatos e carboxilicos carregados
negativamente (CIPRIANI et al., 2009).

Quando ligada, a heparina causa alteragado na conformacgéo da AT, fazendo
com que seu local reativo se torne mais acessivel, favorecendo a ligacdo da
trombina ou do fator Xa. A heparina, serpina e serino protease ligadas, formam um
complexo ternario capaz de aumentar a velocidade da reagdo de inibigdo da
trombina pela AT em até 1.000 vezes. Logo em seguida a heparina é liberada
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(MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).

Apenas as heparinas com cadeias maiores que dezoito residuos
monossacaridicos, conhecidas como n&o-fracionadas (unfractionated heparins -
UFH), conseguem fazer a ligagdo da AT com a trombina, isso porque elas
apresentam uma sequéncia pentassacaridica especifica, descrita em 1979 por
Lindahl et al., que contém um residuo de glucosamina 3-O-sulfatada (FIGURA 7)
(CLE et al., 2010). As cadeias de heparina que ndo apresentam o residuo de
glucosamina 3-O-sulfatada normalmente tem menor afinidade com a antitrombina e
acabam sendo responsaveis pela ligagdo ao cofator Il da heparina (VISKOV et al.,
2013).

GIcNAC6S04-GIcA-GIcNS043,6S04-Id0A2S04~GIcNS 4,650,
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FIGURA7-  SEQUENCIA PENTASSACARIDICA DE LIGACAO DA HEPARINA A
ANTITROMBINA
FONTE; Adaptado de Casu (2005)

2.4.3.1.2 Limitagbes do Uso da Heparina

Atualmente a heparina € o principal agente anticoagulante e antitrombaotico
utilizado na prevengao e no tratamento de disturbios tromboemboliticos. Em relagéo
a utilizagao s6 perde para a insulina no que diz respeito a agente terapéutico natural
(HIRSH et al., 2001), sendo que seu consumo anual ja ultrapassou 100 toneladas
(VISKQV et al., 2013).

Apesar de seu efeito comprovado e sua popularidade, o uso da heparina
como farmaco tem limitagdes e gera preocupacéo devido aos seus efeitos adversos,
que podem implicar em sangramento, osteoporose, erupgdes na pele, dermatite de

contato, urticarial, trombocitopenia induzida, falha hepatica entre outros (MAAS et
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al., 2012; MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006). Além disso, ha a possibilidade de
contaminagao por prion e virus ja que ela € proveniente de fontes animais como a
mucosa intestinal de porco ou pulmao bovino. Outro fator agravante € a diferencga
entre os lotes produzidos, uma vez que as moléculas de heparina sdo bastante
heterogéneas estruturalmente (LIU; ZHANG; LINHARDT, 2009).

Desde os anos 90, apdés serem observados casos de encefalopatia
espongiforme bovina, ou doenga da vaca louca ou doenga do prion, somente a
heparina derivada de porco pode ser utilizada nos EUA e Europa (NOGUEIRA,
2013; GRACHER, 2010).

O comportamento dose-resposta acentuado apresentado pela terapia com
heparina também €& uma limitacdo, pois um pequeno erro na dose pode levar a

casos de hemorragia grave, derrame ou até a morte (NOGUEIRA, 2013).

2.4.3.2 Heparina de Baixa Massa Molecular

Na tentativa de melhorar o comportamento farmacoldgico da heparina e
minimizar seus efeitos adversos, foram desenvolvidas as heparinas de baixa massa
molecular (low molecular weight heparins — LMWH) a partir da clivagem enzimatica
ou quimica da heparina nao-fracionada (UFH) (NOGUEIRA, 2013). Exemplos desse
tipo de farmaco € a enoxaparina, dalteparina, tinzaparina, ardeparina, nadroparina e
a reviparina (MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).

Assim como a UFH, a LMWH também apresenta a sequéncia
pentassacaridica especifica de ligacdo a AT, no entanto suas cadeias s&o menores
(2 a 10 kDa) e por isso ndo tem extensao suficiente para formar o complexo ternario
de UFH, AT e trombina. As altera¢des exercidas na AT pela LMWH sao suficientes
para catalisar apenas a inibicdo do fator Xa, como é o caso do pentassacarideo
sintético, fondaparinux (CLE et al., 2010; MAJERUS; TOLLEFSEN, 2006).

Mesmo apresentando menos efeitos adversos que as UFHs, as LMWHs
ainda possuem algumas limitagdes. Também s&o polimeros heterogéneos, de
massa molecular indefenida e cadeia polissacaridica variavel (CAUGHEY, 2003).
Além do fato delas ndo responderem bem ao sulfato de protamina, antagonista da
heparina, utilizado no caso de uma superdosagem (GRACHER, 2010).
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2.5 PROTAMINA

Um sangramento leve causado pelo tratamento com heparina pode ser
controlado sem a administragdo de antagonista. Ja numa hemorragia grave, o efeito
anticoagulante da heparina é revertido com a infusdo lenta de sulfato de protamina.
A neutralizagdo ocorre apos 5 minutos da infusao.

A protamina € uma proteina extraida do esperma de diversas espécies de
salmao, possui baixo peso molecular (5 kDa) e elevada proporgéo de arginina, um
aminoacido basico, carregado positivamente em condigbes fisioldgicas (AINLE et al.,
20009).

Clinicamamente, a protamina € utilizada para reverter o efeito anticoagulante
da heparina apoés cirurgia cardiaca e outros procedimentos vasculares. Ela deve ser
administrada por via intravenosa (até 5 mg durante 10 minutos) em quantidade
minima suficiente para neutralizar a heparina existente no organismo (1 mg de
protamina neutraliza 1000 U de heparina existente no paciente) (MAJERUS;
TOLLEFSEN, 2006).

2.6 ESTUDOS ALTERNATIVOS A HEPARINA

Além do risco de hemorragias que um paciente tratado com heparina pode
ter, existe a necessidade de monitoramento laboratorial continuo durante o
tratamento, o que o torna desvantajoso. Diante das limitacbes desse farmaco,
diversos estudos vém sendo realizados com polissacarideos naturalmente ou
quimicamente sulfatados, com o objetivo de descobrir novos agentes
anticoagulantes e antitromboticos, alternativos a heparina (MACKMAN, 2008;
PERRINAUD et al., 2006).

Polissacarideos sulfatados sdao amplamente distribuidos na natureza, sendo
encontrados como componentes de matriz extracelular, na superficie de células de
vertebrados ou s&o sintetizados por organismos marinhos (ALBAN; SCHAUERTE;
FRANZ, 2002).

Nagumo e Nishino (1996) estudaram fucanas naturalmente sulfatadas de
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alga parda, e obtiveram dois grupos distintos delas. O primeiro grupo de fucanas
apresentou altas porcentagens de acido glucurénico, mas baixo grau de sulfatagao.
A maioria dos grupos sulfatos ocupava a posi¢céo C-3 das unidades de fucose (1->4)
ligadas. Este grupo apresentou atividade anticoagulante muito baixa, assim como
para outras fucanas sulfatadas com caracteristicas quimicas similares. O segundo
grupo de fucanas apresentava baixa porcentagem de acido glucurdnico, mas alto
grau de sulfatacdo nas unidades de fucose. No entanto, foi verificado o mesmo
resultado que no grupo anterior, ou seja, baixa atividade anticoagulante,
demostrando que o teor de grupos sulfatos € apenas um dos fatores requeridos para
esta atividade. Esta observacao também foi feita nos estudos de Chevolot et al.
(1999) e Mulloy, Mourdo e Gray (2000), onde consideragdes sobre a posicdo do
grupo sulfato e sua relevancia para a atividade anticoagulante foram ditas como
importantes, visto que as fung¢des biologicas dependem da ligagdo especifica da
estrutura do carboidrato com seu alvo.

Mouréo e Pereira (1999) realizaram estudos com polissacarideos de algas
pardas e equinodermos e verificaram atividade anticoagulante e antitrombdtica para
ambos. No entanto, apds um processo de dessulfatacdo a propriedade
anticoagulante in vitro deixou de existir, mostrando a importancia e a necessidade de
grupos sulfato para o efeito sobre a coagulagdo. Eles também apresentaram
avaliacdes relacionadas com o mecanismo de agao sobre a inibicdo da a-trombina e
puderam verificar que, na presenca de antitrombina ou cofator Il de heparina, o
polissacarideo sulfatado era eficiente, mas trocando um monossacarideo, a posi¢cao
de entrada do grupo sulfato ou até mesmo a posigdo da ligagao glicosidica, esse
efeito ndo era consideravel.

Em 2014, Yufeng et al. estudaram um polissacarideo de Umbilicaria
esculenta, um liquen utilizado na culinaria chinesa. Eles verificaram que, in vivo e in
vitro, esse polissacarideo era um agente promissor no tratamento de doencgas
trombaticas.

Assim como os polissacarideos naturalmente sulfatados, polissacarideos
susceptiveis a sulfatacdo também s&o amplamente distribuidos na natureza.
Pensando nisso, muitos pesquisadores comecgaram a extrair polissacarideos de
liquens, invertebrados, frutos ou gomas, com intengao de sulfata-los e verificar sua

atividade bioldgica.
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Liu et al. (2009) e Jiang et al. (2015) sulfataram quimicamente os
polissacarideos provenientes de fungos e bivalves, respectivamente, a fim de
verificar alguma atividade biologica. A insergdo do grupo sulfato na posicédo C-6 da
glucose por Jiang resultou numa melhor atividade antitumoral in vitro em
comparagao com a mesma amostra ndo sulfatada. Ja a sulfatagdo em C-2, realizada
por Liu em 2009, na qual nao foi observado degradagao do polissacarideo durante o
processo de modificagdo quimica, tornou o polissacarideo potencialmente
antiangiogénico.

Trabalhando com glucanas de fungos, Vasconcelos (2009), verificou que o
processo de sulfatagdo quimica aumentava a solubilidade do polissacarideo além de
induzir uma atividade anticoagulante acentuada em relagcdo a molécula nao
sulfatada.

Martinichen-Herrero et al. (2005) sulfatou quimicamente uma glucana obtida
de liquen, sendo os grupos sulfatos inseridos, principalmente, nas posigdes C-2 e C-
3 da glucana. Testado como anticoagulante e antitromboético, o polissacarideo
quimicamente sulfatado se mostrou promissor.

Com a proposta de avaliar esses mesmos efeitos biologicos, Liang et al.
(2014), Dore et al. (2013) e Wang (2013) sulfataram quimicamente polissacarideos
de diferentes algas e verificaram atividade anticoagulante. No entanto, eles
apresentaram pontos de vista diferentes em relacdo ao motivo dessa atividade se
elevar. Liang atribui essa atividade exclusivamente a posicédo de entrada do grupo
sulfato, enquanto Dore, a presenga do grupo sulfato, ja Wang afirma existir uma
relagdo entre o grau de sulfatacdo e a posicdo C-3 substituida por grupamentos
sulfato para que haja uma atividade anticoagulante representativa.

Araujo et al. (2013) sulfataram regioseletivamente uma carragenana
naturalmente sulfatada e verificaram uma melhor atividade anticoagulante in vitro
quando a posigao de entrada do grupo sulfato ocorria no C-2 e C-6 das unidades de
galactoses. A densidade de grupos sulfato inseridos também foi importante para a
atividade.

ApoOs sulfatar quimicamente polissacarideos de cogumelos, Gracher et al.
(2010) concluiram que a atividade anticoagulante e antitrombdtica observada foi
dependente da estrutura, do teor de sulfato, da ocorréncia de oligossacarideos
especificos e da massa molecular dos polissacarideos. Este ultimo fator foi alvo da
investigacdo de Cipriani et al. (2009) que utilizaram polissacarideos quimicamente
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sulfatado derivados de pectina citrica com diferentes massas moleculares (Pec-
LWS: 3,600 g/mol e Pec-HWS: 12,600 g/mol). Eles verificaram que ambos os
polissacarideos quimicamente sulfatados apresentavam atividade anticoagulante in
vitro, mas in vivo a Pec-HWS apresentou maior potencial antitrombético e menor
risco de hemorragia comparado com a heparina, constatando a importancia do peso
molecular na atividade bioldgica acima mencionada.

Cipriani et al. (2009) chamaram a atengédo para o mecanismo de ag&do do
polissacarideo sulfatado mostrando que, ao contrario da heparina, Pec-HWS e Pec-
LWS eram capazes de inibir a a-trombina e o factor Xa por um mecanismo
independente de antitrombina ou cofactor de heparina Il.

Polissacarideos extraidos de goma de bael, do caqui e da laranja, quando
submetidos ao processo de sulfatagdo quimica por Jindal et al. (2013), Lu et al.
(2012), Maas et al. (2012), respectivamente, demonstraram potencial biologico,
incluindo atividade anticoagulante e antitromboética. Maas et al. (2012) verificaram
baixo risco de sangramento e um mecanismo de ag&o anticoagulante similar ao da
heparina, ou seja, dependente de serpina. Além de constatar que na auséncia dos
grupos sulfato, os polissacarideos n&o afetavam o teste de aPTT. Jindal et al. (2013)
observaram que a razao entre o polissacarideo, a piridina usada no processo de
sulfatacdo e a temperatura de reacdo tém um papel importante na quantidade final
de grupos sulfato inseridos na molécula. Lu et al. (2012) verificaram que além de
depender das condi¢gdes de sulfatagdo, a atividade anticoagulante observada em
seu trabalho, também foi dependente do grau de sulfatagdo e do peso molecular do
polissacarideo.

Ambos os efeitos, anticoagulante e antitrombotico, estdo relacionados a
presengca de grupos sulfato, suas posigdes e distribuigdo ao longo da cadeia do
polissacarideo. Além disso, estas propriedades sao influenciadas pelo tipo e
estereoquimica dos monossacarideo que constituem o polissacarideo, e pelo tipo de
ligacdo glicosidica que os une (POMIN, 2009).



44

2.7 Vochysia thyrsoidea

V. thyrsoidea € uma arvore da familia Vochysiaceae, muito comum nos
cerrados e campos de altitude (acima de 800 m), atingindo de 4 a 11 m de altura e
20 a 40 cm de diametro, dotada de copa irregular, tronco tortuoso e casca grossa
fissurada longitudinalmente (FIGURA 8). Sua madeira tem média resisténcia
mecanica e € pouco duravel, por isso € usada para construgdes rusticas, lenha e
carvao. A seiva fermentada fornece um liquido vinoso. Popularmente € conhecida
como pau doce, vinheiro, pau de vinho, pau d'agua, gomeira, goma arabica de lagoa
santa, vinheiro do campo, pau de goma. Sua floragcdo acontece nos meses de
novembro e dezembro e os frutos amadurecem em agosto e setembro. A exsudagao
caracteristica do tronco dessa arvore se assemelha a goma arabica, sendo, no
entanto, uma substancia adesiva muito mais aglutinante (LORENZI, 2002).

Segundo Sandford e Baird (1983) o termo goma, de um modo geral, é usado
para definir os produtos de natureza polissacaridica que sdo exsudatos vegetais,
geralmente resultantes de traumatismos. Estas gomas se acumulam em lacunas
situadas em diferentes tecidos da arvore e, quando ela passa por condi¢cdes de
estresse, como injuria fisica, ataque de microorganismos, periodos de estiagem e
outros fatores ambientais, ha um favorecimento na exsudacdo. Essas gomas sao
constituidas principalmente por polissacarideos e sao facilmente vistos nos troncos,
galhos ou frutos como massas de cor variavel e as vezes secas (WAGNER, 2007).

O polissacarideo extraido da goma da V. thyrsoidea foi caracterizado como
uma glicoglucuronomanana com massa molar média de 92.500 g/mol, constituida
por Ara:Xyl:Man:Gal:Glc:GIcA, na proporgdo molar de 28:4:29:10:5:24, tendo sua
cadeia principal formada por unidades dissacaridicas repetitivas de —4)-3-D-GIcpA-
(1—=2)-a-D-Manp-(1— (WAGNER et al., 2008).



FIGURA 8 - Vochysia thyrsoidea
FONTE: IBRAM - Instituto Brasilia Ambiental (2015)
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3 JUSTIFICATIVA

A heparina € muito empregada no controle de disturbios relacionados a
hipercoagulagdo sanguinea, no entanto, inumeros efeitos adversos ja foram
relatados. A busca por moléculas que possam ser uma alternativa ao uso da
heparina, que sejam potencialmente seguras e de facil e ampla obtencéo, tem
gerado grande interesse na area cientifica. O foco s&do as moléculas obtidas de
origem nao animal, ja que a heparina € proveniente da mucosa intestinal de porco
ou pulmado bovino, podendo apresentar contaminagdo por patogenos. Uma
alternativa é o estudo de polissacarideos de origem vegetal. Os resultados obtidos
com esses polissacarideos tém sido promissores, contudo, uma vez que
grupamentos sulfato ndo ocorrem naturalmente em polissacarideos de plantas, mas
sdo uma caracteristica essencial para os efeitos anticoagulante e antitromboticos da
heparina, uma estratégia para a obtencdo de novos agentes com atividade
anticoagulante e antitrombdética é a sulfatagdo quimica destes polissacarideos.
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4 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo obter polissacarideos com atividade
anticoagulante e antitrombdética a partir da goma de exsudato de V. thyrsoidea.

Os objetivos especificos foram:

a) Modificar estruturalmente o polissacarideo da goma de V. thyrsoidea por
meio de hidrdlise acida parcial e sulfatagdo quimica;

b) Caracterizar estruturalmente esse polissacarideo por técnicas de RMN e
metilagao;

c) Avaliar a atividade anticoagulante in vitro, por aPTT, do polissacarideo
nativo quimicamente sulfatado e do polissacarideo obtido apds a hidrélise acida
parcial, também quimicamente sulfatado;

d) Avaliar o efeito anticoagulante ex vivo, por aPTT, dos polissacarideos
guando administrados por via subcutanea em ratos;

e) Avaliar a atividade antitrombotica in vivo desses polissacarideos;

f) Determinar o provavel mecanismo anticoagulante e antitrombético destes
polissacarideos pela avaliacdo dos seus efeitos inibitérios in vitro sobre as enzimas

a-trombina e fator Xa da cascata de coagulagéo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Polissacarideo Nativo
(VTh)

Sulfatagdo quimica Hidrélise acida
(HSO;3Cl) parcial (TFA 0,5M)

Polissacarideo

Nativo Sulfatado Polissacarideo

Hidrolisado (Ph-VTh)

(VThS)
Analise estrutural Sulfatagao quimica
— (HSO3ClI)
Atividade anticoagulante
Atividade antitrombdtica Polissacarideo
Hidrolisado Sulfatado
(Ph-VThS)

Analise estrutural

Atividade anticoagulante
Atividade antitrombdética

FIGURA 9 - ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

FONTE: O autor (2015)

NOTA: Apos o processo de sulfatagdo quimica as amostras foram dialisadas em membrana de
excluséo de 12-14 kDa

5.2 MATERIAL DE ESTUDO

O polissacarideo escolhido para desenvolver esse estudo foi uma
glicoglucuronomanana obtida da goma de exsudato de Vochysia thyrsoidea. Ele foi
gentilmente cedido pela Dra. Fernanda F. Simas Tosin, do Laboratério de Quimica
de Carboidratos, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, da
Universidade Federal do Parana. Wagner et al. (2008) realizaram a extragdo e

caracterizagao estrutural desse polissacarideo nas suas formas nativa e hidrolisada
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parcialmente, e definiram que a sua cadeia principal é constituida pela repeticao da
unidade dissacaridica —4)-B-D-GlcpA-(1—2)-a-D-Manp-(1—.

5.3 MODIFICACAO QUIMICA DO POLISSACARIDEO

5.3.1 Hidrolise Acida Parcial

A hidrélise acida parcial do polissacarideo foi realizada para a obtencao da
sua cadeia principal. O polissacarideo nativo (VTh, 4 g) foi parcialmente hidrolisado
com TFA 0,5 M (600 mL), a 100 °C por 4h, em sistema de refluxo. O volume foi
reduzido, em evaporador rotativo, até 200 mL e a solugéo tratada com etanol (4
volumes) para precipitagdo do polissacarideo resistente a hidrolise acida parcial. Em
seguida o material foi filtrado, o precipitado ressolubilizado em agua destilada, a
solugédo neutralizada com NaOH e dialisada em membrana com limite de exclusao
de 6-8 kDa, em sistema fechado por 2 dias. Em seguida, o material foi concentrado
em evaporador rotativo e liofilizado, sendo essa amostra denominada Ph-VTh.

5.3.2 Sulfatagao Quimica

Os polissacarideos, nativo (VTh) e hidrolisado (Ph-VTh), foram sulfatados
por uma adaptagdo do método de O’Neill (1955). Cada polissacarideo (400 mg) foi
solubilizado em 40 mL de formamida e, em seguida, a esta solugdo foram
adicionados 40 mL de piridina. A mistura foi entdo colocada em banho de gelo para
a adicédo de acido clorossulfénico, gota a gota e sob agitagdo, na proporgéo de 10
mols de acido para cada mol de hidroxila livre do polissacarideo. A reacao foi
interrompida pela adigdo de gelo, seguida por neutralizagdo com solugdo de
NaHCO3; a 10% (p/v). O material foi dialisado contra agua destilada em sistema
fechado por 2 dias, usando uma membrana com limite de exclusdo de 12-14 kDa e,
entdo, foi concentrado em evaporador rotativo e liofilizado, obtendo-se o
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polissacarideo nativo sulfatado (VThS) e o polissacarideo hidrolisado sulfatado (Ph-
VThS).

5.4 ANALISE ESTRUTURAL

5.4.1 Composi¢gao Monossacaridica

As composigdes monossacaridicas de VThS e Ph-VThS foram determinadas
apos a hidrolise de 2 mg dos polissacarideos com 1 mL de TFA 2 M, a 100 °C em
estufa, por 8h. As solugdes foram evaporadas até a secura e o residuo dissolvido
em 1 mL de H,O com posterior adigdo de amébnia (até pH 14), para evitar a
formagao de glucuronolactona, e reduzido com 2 mg de NaBH4. Apos 18h, acido
acético foi adicionado, as solugcbes evaporadas até secura e, posteriormente,
lavadas por repetidas evaporagées com metanol (WOLFROM; THOMPSON, 1963a).
Os alditois obtidos foram acetilados com uma mistura de anidrido acético-piridina
(1:1 viv; 0,5 mL), a temperatura ambiente, overnight. As reagbes foram
interrompidas com gelo e os acetatos de alditois extraidos com cloroférmio, os quais
foram lavados diversas vezes com solugdo aquosa de CuSOs a 5% para a
eliminagcdo da piridina residual. A fase cloroférmica foi, entdo, desidratada com
Na,SO, anidro, filtrada e evaporada a temperatura ambiente (WOLFROM;
THOMPSON, 1963b). Os acetatos de alditéis foram analisados por GC-MS e
identificados pelos seus tempos de retencéo e perfis de fragmentagao obtidos por
impacto de elétrons.

5.4.2 Analise de Homogeneidade

A homogeneidade dos polissacarideos (VTh, Ph-VTh, VThS, Ph-VThS) foi
determinada por cromatografia de exclusédo estérica de alta eficiéncia (HPSEC). As

analises foram realizadas em cromatografo liquido equipado com quatro colunas de
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gel permeacdo, com limites de exclusdo de 7.10°, 4.10°, 8.10* e 5.10° dispostas em
série, e com detectores de indice de refracdo e de espalhamento de luz laser de
multiangulos. O eluente foi uma solugao de nitrito de sédio (NaNO;) 0,1 M contendo
200 ppm de azida de sodio (NaNs), com um fluxo de 0,6 mL/min. As amostras foram
solubilizadas na mesma solucédo utilizada como eluente, para uma concentragcao
final de 1 mg/mL. Posteriormente, foram filtradas em membrana de acetato de

celulose com poros de 0,22 um. O volume de injecdo foi de 100 ulL.

5.4.3 Determinagao da Massa Molar

Para determinar a massa molar dos polissacarideos, a taxa de variacdo do
indice de refragdo com relagdo a concentragdo (dn/dc) foi calculada para cada
amostra. Os polissacarideos foram solubilizados na solugdo usada como eluente,
para uma concentracédo final de 1 mg/mL, e filtradas através de membrana de
acetato de celulose com didmetro médio dos poros de 0,22 ym. As amostras foram
diluidas para as concentragdes de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 mg/mL e analisadas por
HPSEC utilizando-se apenas o detector de indice de refragdo, com as colunas
desacopladas. O fluxo do solvente foi de 0,1 mL/min, uma quantidade de 500 uL de
amostra foi injetada no equipamento e os resultados foram analisados pelo software
ASTRA 4.70.07.

5.4.4 Dosagem de Acidos Urénicos

A quantidade de acidos urbnicos dos polissacarideos VThS e Ph-VThS foi
determinada segundo Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). Foram misturados 0,4 mL de
uma solucao contendo uma quantidade conhecida de polissacarideo, 40 uL de uma
solucdo de acido sulfamico-sulfamato de potassio 4 M (pH 1,6) e 2,4 mL de
tetraborato de sodio (75 mM em H,SO4). A mistura foi incubada em banho-maria

fervente por 20 min e apds o resfriamento dos tubos foram adicionados 80 uL de m-
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hidroxibifenila (0,15% p/v em NaOH 0,5% p/v). A presenga de acidos urdnicos foi
visualizada pelo aparecimento de coloragao résea lida em 525 nm (sensibilidade do

meétodo = 0,97 - 38,8 ug de acido glucurdnico).

5.4.5 Carboxirredugao

O processo de carboxirredugdo dos acidos urdnicos dos polissacarideos
(VThS e Ph-VThS) foi realizado segundo Taylor e Conrad (1972). Cada
polissacarideo (20 mg) foi solubilizado em 2 mL de tampdo MES [acido 2-(N-
morfolina)-etanosulfénico] (0,2 M, pH 4,75) e 24 mg de carbodiimida [ciclo-hexil-3-(2-
morfolinoetil)-carbodiimida] foram adicionados para cada mg de acido urénico
contido na amostra. Apds 2h de agitagao, tampao TRIS (2 M, pH 7,0) foi adicionado
até a mistura atingir pH 7,0. Como agente redutor foi empregado NaBH4
(concentragao final de 2 M). Durante a adicdo do NaBHs o pH da solugdo foi
monitorado e ajustado para 7,0, quando necessario, com HCI diluido. Apds 12h, a
reducdo foi interrompida pela adicdo de acido acético até pH 5,0. O material foi
dialisado em membranas com limite de exclusdo de 3,5 kDa, concentrado e
liofilizado. Apds 2 ciclos de carboxirredugao foram obtidas as fragdes VThSCR; e
Ph-VThSCR..

5.4.6 Analise de Metilagao

Uma vez que polissacarideos sulfatados normalmente sdo insoluveis em
dimetilsulféxido (DMSO), o processo de metilagdo dos polissacarideos
quimicamente sulfatados foi conduzido com os polissacarideos na forma de sal de
piridineo. Este sal foi formado pela solubilizagdo de 10 mg dos polissacarideos
sulfatados (VThS e VThS) em 10 mL agua destilada com posterior adigdo de resina
catidbnica na forma H*, sob agitagdo magnética a temperatura ambiente, por 30
minutos. O pH do sobrenadante foi mantido entre 1,0 e 2,0. Os polissacarideos
sulfatados com os grupamentos sulfato protonados foram separados da resina por
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filtracdo. O material foi, entdo, neutralizado com piridina até pH 7,0 e liofilizado,
obtendo-se o polissacarideo sulfatado na forma de sal de piridineo (NAGASAWA;
INOUE; TOKUYASU, 1979).

Os polissacarideos sulfatados em forma de sal (VThS e Ph-VThS), n&o
sulfatado (VTh) e carboxirreduzidos (VThSCR; e Ph-VThSCR3) foram metilados de
acordo com o método de Ciucanu e Kerek (1984). Cada polissacarideo (2 mg) foi
solubilizado em 0,5 mL DMSO. Apés, foi adicionado hidréxido de sodio (NaOH)
desidratado e triturado (150 mg) e 0,5 mL de iodeto de metila (CHsl). A solugéo foi
mantida sob agitagdo em voértex por 30 minutos e posterior repouso por 24 horas.
Entdo o material foi neutralizado com acido acético, pH 5,0 - 7,0, em banho de gelo
e dialisado em membrana de 6-8 kDa de limite de exclus&do e posteriormente
liofilizado. Os polissacarideos metilados foram hidrolisados com H2SO4 5,5% v/v, por
16h a 100 °C. Apods a hidrolise o material foi neutralizado com BaCOg; até pH 7,0,
filtrado, reduzido com NaBD, e acetilado com uma mistura de anidrido
acético:piridina (1:1, v/v; 0,5 mL) a temperatura ambiente, overnight. A reacgao foi
interrompida com gelo, os acetatos de alditois parcialmente O-metilados foram
extraidos com cloroférmio e analisados por GC-MS e os acetatos de alditbis
parcialmente O-metilados foram identificados pelos seus tempos de retencédo e
perfis de fragmentacéo obtidos por impacto de elétrons (SASSAKI et al., 2005).

5.4.7 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

As analises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas foram realizadas em cromatografo a gas VARIAN, modelo 3.300 acoplado a
um espectrometro de massas de marca FINNIGAN MAT, modelo ITD 800, equipado
com coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) modelo DB-225. As
injecbes nas colunas foram feitas partindo-se de 50 °C (temperatura mantida por 1
min), seguindo-se um aumento gradual da temperatura em uma raz&o de 40 °C/min
até 215 °C (acetatos de alditois parcialmente O-metilados) ou 220 °C (acetatos de
alditois), sendo mantida isotermicamente até o final da analise. Hélio ultra puro foi

utilizado como gas de arraste, a um fluxo de 1,0 mL/min.
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5.4.8 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Espectros de RMN do tipo HSQC-editado 135 foram obtidos em
espectrometro BRUKER, modelo AVANCE-DRX-400, incorporados a transformador
de Fourier, com probe de 5 mm de diametro, do Centro de RMN do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular, da UFPR.

Os polissacarideos, VTh, Ph-VTh, VThS e Ph-VThS (3 mg), foram
solubilizados em 600 pL de 6xido de deutério (D2O) e analisados a 30 °C. Acetona
foi utilizada como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos (8) foram

expressos em p.p.m.

5.4.9 Determinagdo do Grau de Substituicdo por Grupos Sulfato (DS)

A dosagem de sulfato em VThS e Ph-VThS foi relalizada do método
turbidimétrico descrito por Dodgson e Price (1962). Em 40 mL de agua destilada
aquecida (60 — 70 °C) foram solubilizados 200 mg de gelatina (5 mg/mL). A solugao
foi mantida em refrigerador por 12h. Em seguida foram adicionados 200 mg de
cloreto de bario sob agitagdo lenta e novamente manteve-se a solugdo sob
refrigeracao por mais 2h. As fragdes polissacaridicas, VThS e Ph-VThS (4 mg) foram
submetidas a hidrdlise, utilizando 1 mL de HCI 1 N, a 105 °C - 110 °C por 5h. Cada
fragdo hidrolisada (0,2 mL) foi tratada com 3,8 mL de acido tricloroacético 3% (p/v) e
com 1,0 mL de solucédo de cloreto de bario-gelatina. Apdés 15 minutos em
temperatura ambiente, foi determinada a absorbé&ncia em espectrofotdmetro (360
nm) para cada amostra (triplicata). O teor de sulfato foi determinado em relagéo a
uma curva padrédo de sulfato de sédio (20 a 180 pg/mL). Em seguida, o grau de
substituicdo dos polissacarideos por grupos sulfato foi calculado utilizando a
seguinte féormula (WHISTLER; SPENCER, 1964):

DS = 155,53 ou 168,5 x S
3200 - (102 x S)
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Onde:

155,53 = massa molar média das unidades monossacaridicas de VThS
168,5 = massa molar média das unidades monossacaridicas de Ph-VThS
3200 = massa atébmica do enxofre (32 g) x 100

102 = representa 1 mol do éster substituinte (SO3sNa)

S = representa o teor de enxofre dado em porcentagem

5.5 ANALISES IN VITRO

5.5.1 Determinacdo da Poténcia Anticoagulante dos Polissacarideos

A atividade anticoagulante dos polissacarideos quimicamente sulfatados ou
nao, foi determinada in vitro por aPTT (activated partial thromboplastin time), por
comparagao com a atividade de um padrao de heparina ndo-fracionada. Uma curva
de calibragao (log de aPTT x Ul de heparina) foi obtida utilizando concentragbes
variadas de um padrao internacional de heparina suina nao-fracionada com 200,47
Ul/mg de atividade (6" International Standard 2009).

Para a analise foi utilizado o coaguldmetro COAG-A-MATE® XM (Organon
Teknika Corporation, Durhan, NC) e o kit HemosiL® (Instrumentation Laboratory)
para aPTT. Plasma ovino citratado (100 uL) (lote: 044/11 DFI — UFSM) foi incubado
a 37 °C com solugéo salina ou polissacarideo por 1 minuto (g.s.p. 100 pL). Em
seguida, cefalina de coelho foi adicionada (100 pL). Apos 2,5 minutos, CaCl; a 25
mM (100 pL) foi adicionado e o tempo de coagulagdo determinado. Cada amostra foi
analisada em duplicata.
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5.5.2 Ensaio de Inibigdo da Atividade Anticoagulante dos Polissacarideos com

Protamina

Para a analise foi utilizado o coaguldmetro COAG-A-MATE® XM (Organon
Teknika Corporation, Durhan, NC) e o kit HemosiL® (Instrumentation Laboratory)
para aPTT. Plasma ovino (100 uL) (lote: 044/11 DFI — UFSM) foi incubado a 37 °C
por 1 minuto com solug¢do salina ou 0,15 Ul de polissacarideo (VThS, Ph-VThS, ou
heparina ndo-fracionada) acrescidos de protamina (1 e 2 ug) (amostra + protamina =
100 pL). Em seguida, cefalina de coelho foi adicionada (100 pL). Apos 2,5 minutos,
CaCly a 25 mM (100 pL) foi adicionado e o tempo de coagulagdo determinado. Cada

amostra foi analisada em quadruplicata.

5.5.3 Ensaio de Inibicdo de a-Trombina ou Fator Xa

O ensaio foi realizado em placa com 96 pogos. A concentracdo final para a
reacao foi de 100 nM de antitrombina (AT) ou 15 nM de cofator Il de heparina (HCII),
6 nM de a-trombina ou 8 nM de fator Xa, adquiridos da empresa Haematologic
Technologies Inc. (Essex Junction, VT, USA), e 1 a 1x10° Ul/mL de polissacarideo
quimicamente sulfatado (VThS ou Ph-VThS), em tampao TS/PEG pH 7,4 (Tris/HCI
0,15 M, NaCl 0,15 M e polietilenoglicol 8000 1 mg/mL, pH 7,4 ajustado com HCI). A
a-trombina ou fator Xa foram adicionados para iniciar a reagdo. Apdés 1 minuto de
incubacdo a 37 °C foram adicionados 100 pM dos substratos cromogénicos
especificos (Chromogenix AB - Molndal, Suécia) S-2238 para a-trombina e S-2222
para fator Xa, sendo o volume final da reagdo de 100 pL. O volume de cada
componente adicionado a reacao foi de 25 pL. As atividades residuais da a-trombina
e do fator Xa foram determinadas pela leitura das absorbancias em 405 nm, por 15
min. A absorbancia obtida na auséncia dos polissacarideos foi considerada como
100% de atividade da a-trombina ou fator Xa. Cada amostra foi analisada em
triplicata. O ensaio também foi realizado na auséncia de AT e HCII.
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5.6 ANALISES IN VIVO

5.6.1 Animais

Os experimentos in vivo foram realizados com ratos Wistar machos pesando
de 180 a 220 g, obtidos do biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Parana.

Todos os protocolos experimentais com os animais foram submetidos a
aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (autorizacdo 767), e
foram realizados de acordo com Principles of Laboratory Animal Care (NIH
publicagdo 85 - 23, revisada em 1985), adotado pela Universidade Federal do

Parana.

5.6.2 Analise da Atividade Antitrombodtica: Modelo de Trombose Venosa Estase-

Induzida em Ratos

A formagdo do trombo foi induzida por uma combinagdo de estase e
hipercoagulabilidade (VOGEL et al., 1989; BERRY et al., 1994). Os ratos foram
anestesiados com uma inje¢cdo intramuscular de uma mistura de cetamina (100
mg/kg de peso corporeo) e xilasina (16 mg/kg de peso corpdreo) e colocados em
posic&o supina sobre a mesa cirurgica. A artéria carotida direita foi cuidadosamente
exposta, dissecada e canulada para administragdo de PBS (phosphate buffered
saline: 39,74 g de NaCl, 10 g de KCI, 5,75 g de Na;HPO,, 1 g de KH,PO4s em 1 L de
agua destilada, com pH ajustado para 7,2 com HCI 1 M), polissacarideos e
tromboplastina. A veia cava abdominal foi cuidadosamente dissecada e suturas
frouxas foram colocadas na veia cava logo abaixo da veia renal direita e logo acima
das veias femorais, e na veia renal esquerda. Veiculo (PBS), polissacarideos
quimicamente sulfatados (VThS ou Ph-VThS) ou heparina (10, 20 e 40 Ul/kg), foram
injetados pela artéria cardtida direita e, apds uma circulagao de 5 min, a formagéo do
trombo foi induzida pela infusdo de tromboplastina (5 mg/kg de peso corporeo) e,
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apos 20 segundos, pela estase de um segmento de 0,7 cm da veia cava abdominal
(segmento localizado entre as suturas). Apos 20 min, o trombo formado no interior
do segmento ocluido foi cuidadosamente removido, lavado com PBS, liofilizado e
pesado. Para cada grupo de animais testados (n = 6), a média do peso do trombo +
erro-padrao da média (EPM) foi determinada e expressa como uma porcentagem do
peso, com 100% representando a auséncia de qualquer inibigdo de trombose (peso
do trombo com a administracdo de PBS).

5.6.3 aPTT Ex Vivo

Foram injetados em ratos, subcutaneamente na regido dorsal, 0,2 mL de
veiculo (PBS), heparina de baixa massa molecular comercial (clexane; 300 Ul/kg),
ou polissacarideo quimicamente sulfatado (500 Ul/kg de VThS ou Ph-VThS). Apés
1,5h, os ratos foram anestesiados com uma injec&o intramuscular de uma mistura de
cetamina (100 mg/kg de peso corporeo) e xilasina (16 mg/kg de peso corporeo) e
colocados em posi¢cado supina sobre a mesa cirurgica. A artéria carotida direita foi
cuidadosamente exposta, dissecada e canulada para coletar 0,5 mL de sangue em
tubo com 50 uL de citrato de sédio 3,8%. O sangue foi colhido na segunda e terceira
horas apdés a injegcdo do veiculo ou da amostra. Posteriormente, o sangue foi
centrifugado a 2000 rpm por 10 min e o plasma foi usado no ensaio de aPTT. O
plasma (50 pL) foi incubado a 37 °C por 1 min. Posteriormente foi adicionado
cefalina de coelho (50 pL) e, apds 2,5 min, CaCl; 25 mM (50 uL) e, entdo, o tempo
de coagulagdo determinado. Os resultados foram expressos como aPTT + erro
meédio padréo (EPM) (n = 3).

5.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas pelo teste ANOVA e
sequencialmente pelo teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE ESTRUTURAL DO POLISSACARIDEO NATIVO E HIDROLISADO
PARCIALMENTE

6.1.1 Analise da Homogeneidade, Calculo da Massa Molar (My) e Composicéo
Monossacaridica

A analise estrutural ou caracterizagdo quimica de polissacarideos € um
processo trabalhoso, pois a estrutura dos agucares de ocorréncia natural € muito
diversificada e por isso € dificil definir um protocolo uUnico para analise,
principalmente para polimeros complexos. Portanto, a estrutura quimica é
determinada a partir de um conjunto de técnicas (VASCONCELOS, 2009).

A caracterizagdo quimica dos polissacarideos € precedida pela
comprovagdo da homogeneidade das moléculas, portanto a primeira analise
realizada nesse estudo, foi a analise de homogeneidade por cromatografia de
exclusao estérica de alta pressao (HPSEC). O polissacarideo nativo (VTh)
apresentou um perfil de eluigdo homogéneo em HPSEC, indicando a presencga de
apenas um tipo de polissacarideo (FIGURA 10). O mesmo perfil e tempo de eluicao
foram observados por Wagner et al. (2008) quando analisaram esse mesmo
polimero, o qual, segundo eles, apresentou massa molar (My) de 92.500 g/mol
(dn/dc = 0,212), com pequeno grau de polidisperséo, indicado pela largura do pico
obtido.

Wagner et al. (2008) descreveram a composi¢gao monossacaridica para VTh
e mostraram que a hidrdlise acida parcial desse polissacarideo produz uma cadeia
principal composta majoritariamente por acido glucurénico e manose (Ph-VTh)
(TABELA 2). As unidades de Glc observadas na analise de composigcéo
monossacaridica sao derivadas de glucuronolactona originada a partir de unidades
de GIcA, durante o processo de hidrolise acida dos polissacarideos (WAGNER et al.,
2008). Portanto, glucose n&o esta presente como um monossacarideo constituinte
da glicoglucuronomanana da goma de exsudato de V. thyrsoidea.
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Com a intencdo de se obter um polissacarideo constituido por unidades de
monossacarideos acidos e neutros alternadas, uma caracteristica observada na
heparina, foi empregado sobre VTh o mesmo protocolo de hidrdlise acida parcial
utilizado por Wagner et al. (2008). Além disso a redugdo da massa molecular do
polissacarideo, provocada pela hidrolise acida parcial, podera fornecer uma

molécula com possibilidade de administragdo subcutanea.

TABELA2-  COMPOSIGCAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES NATIVA E HIDROLISADA
OBTIDAS DO POLISSACARIDEO DA GOMA DE EXSUDATO DE V. thyrsoidea

Composigado monossacaridica (%)’

Fracoes 3 3
Ara Xyl Man Gal Glc GIcA
VTh 48 3 10 10 4 24
Ph-VTh 2 - 35 3 21 39

NOTAS: Dados retirados de Wagner et al. (2008)

' Hidrélise com TFA 2 M, 100 °C durante 8h. Monossacarideos derivados a alditois acetato e
analisados por GC-MS.

%0 teor de acido urdnico foi determinado pelo método de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991).

*Derivado da glucuronolactona originada a partir de GIcA durante a etapa de hidrolise do
polissacarideo.

Ao analisar o perfil de eluicdo obtido por HPSEC, do polissacarideo
parcialmente hidrolisado (Ph-VTh) (FIGURA 10), percebe-se que a hidrélise foi
efetiva em degradar parcialmente o polissacarideo nativo (VTh), pois o tempo de
eluicdo de Ph-VTh é superior ao do VTh, e sabe-se que moléculas menores eluem
mais lentamente em colunas de gel permeacdo. Esta observagédo foi confirmada
apos a determinagao da My, de Ph-VTh, que foi de 58.250 g/mol (dn/dc = 0,086),
enquanto VTh tem My de 92.500 g/mol (dn/dc = 0,212).
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FIGURA 10 - PERFIS DE ELUICAO POR HPSEC DOS POLISSACARiDEOS NATIVO (VTh) E
HIDROLISADO (Ph-VTh) DE V. thyrsoidea, UTILIZANDO DETECTOR DE iINDICE DE REFRACAO
NOTA: * M,, e dn/dc retirados de Wagner et al. (2008)

6.1.2 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O RMN baseia-se na observacéo de que ntcleos magnéticos como 'H e °C
podem absorver energia em frequéncias caracteristicas. Cada molécula tem um
espectro de RMN caracteristico, e uma das grandes vantagens dessa técnica é seu
carater nao destrutivo (VASCONCELOQOS, 2009). Existem varias formas de aquisi¢ao
de um espectro de RMN, a escolhida para esse trabalho foi a que gera mapas de
correlacédo do tipo HSQC-editado ("*C/'H).

O mapa de correlagao do tipo HSQC-editado gerado para VTh mostra sinais
na regido anomeérica caracteristicos de o-L-Araf (&6 106,8/5,16, 107,1/5,13 e
108,2/5,43 ppm) (FIGURA 11A), o monossacarideo majoritario presente na estrutura
deste polissacarideo (TABELA 2). E observada também a correlacdo 53,7/3,82
referente a grupo metil-éster de unidades de acido glucurdnico.

No HSQC referente a fragdo obtida apds hidrolise acida parcial (Ph-VTh;
FIGURA 11B) percebe-se que correlagdes '*C/'H de unidades de a-L-Araf e do
grupo metil-éster de unidades de GIcA n&o estdo presentes, indicando a remogao
destes pela hidrolise. Neste HSQC sao evidenciadas correlagdes "*C/'H em &
101,6/4,44 e 101,6/4,47 ppm correspondentes ao C1/H1 de unidades de B-D-GlcpA
e a correlacdo *C/'H em & 98,3/5,36 ppm de C1/H1 de unidades de o-D-Manp.
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Também sdo observadas correlagdes °C/'H em & 77,4/4,12 (C2/H2) e 76,5/3,75
ppm (C4/H4) de unidades de a-D-Manp 2-O-substituidas e de [(-D-GlcpA 4-O-
substituidas, respectivamente. Correlacbes muito semelhantes foram observadas
para o polissacarideo obtido por hidrélise acida parcial da glicoglucuronomanana da
goma de exsudato de Vochysia tucanorum (WAGNER et al., 2007). No HSQC de
Ph-VTh também sdo observadas correlacbes de '*C/'H relativas ao C1/H1 de
terminais redutores de a-D-Manp e (3-D-Manp em & 91.5/5,24 e 93.6/4,92 ppm,
respectivamente, em acordo com sinais observados por Wagner et al. (2004),
B-D-GlcpA-(1—2)-a,3-D-Manp da

glicoglucuronomanana da goma de exsudato de Vochysia lehmannii. Os resultados

analisando o oligossacarideo derivado

de HSQC obtidos para Ph-VTh estdo coerentes com uma estrutura polissacaridica
constituida por unidades repetitivas do dissacarideo —4)-B-D-GlcpA-(1—2)-a-D-
Manp-(1—, conforme descrito por Wagner et al. (2008). Esta estrutura corresponde

a cadeia principal da glicoglucuronomanana da goma de exsudato de V. thyrsoidea.
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FIGURA 11 - ESPECTROS DE HSQC-editado DAS FRAQOES POLISSACARIDICAS NATIVA

(VTh) (A) E HIDROLISADA (Ph-VTh) (B) DA GOMA DE EXSUDATO DE V. thyrosidea
NOTA: Os deslocamentos quimicos (0) estdo expressos em ppm
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6.2 POLISSACARIDEOS QUIMICAMENTE SULFATADOS

6.2.1 Processo de Sulfatagdo Quimica e Determinagao do Grau de Substituicdo
(DS)

A sulfatagdo quimica de polissacarideos € um dos processos mais utilizados
para obtencdo de analogos da heparina (ARAUJO et al., 2013). A literatura descreve
diversos reagentes que podem ser utilizados na reacdo de sulfatagdo quimica
quando se trata de polissacarideos, como por exemplo: complexos de trioxido de
enxofre (SO3) e piridina (MESTECKHINA; EGOROV; SHCHERBUKHIN, 2006; WU
et al., 1998), acido piperidina-N-sulfénico e DMSO (MIHAI; MOCANU; CARPQV,
2001; YOSHIDA et al., 1993), sulfato de metil-sddio e metil-piridinio (TAKANO et al.,
2000) e o acido clorossulfénico e piridina (O’NEILL, 1955). Os solventes mais
usados neses processos sao a piridina, formamida, DMF e DMSO (YANG, et al.,
2003).

Dentre os reagentes mais citados para sulfatagdo quimica, o acido
clorossulfénico (HSO3Cl) e a piridina s&do os mais usados, pois estdo relacionados
com maior grau de substituicdo (DS) e rendimento (JINDAL et al., 2013; WANG,; LI,
CHEN, 2009). A proporgédo molar do agente sulfatante em relagao as hidroxilas livres
do polissacarideo a ser sulfatado, a temperatura e o tempo de reagdo séao
considerados os fatores fundamentais para regular o numero de grupos sulfato
introduzidos por unidade monomérica (JINDAL et al, 2013; MESTECKHINA;
SHCHERBUKHIN, 2010).

Lu et al. (2012) e Yang et al. (2003) relatam a dificuldade encontrada em
aplicar o método certo numa primeira tentativa, pois polissacarideos podem
apresentar solubilidades e conformacgdes distintas em diferentes solventes e um
meétodo de sulfatagcdo aplicado com sucesso a um determinado polimero pode nao
ser aplicavel a outro. O método de sulfatacido escolhido para esse estudo foi o
método de O’NEILL (1955), que emprega acido clorossulfénico e piridina. O uso do
acido clorosulfénico como agente sulfatante apresenta certas desvantagens, uma
delas é a dificuldade de manusea-lo, por ser um reagente toxico e caustico (JINDAL
et al., 2013).
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Uma maneira de aumentar o grau de substituicdo por grupos sulfato (DS) &
através do aumento da temperatura da reagdo para 65-70 °C, no entanto o
polissacarideo pode ser degradado por hidrolise (O’NEILL, 1955). Para evitar a
degradacédo dos polissacarideos, as reagbes de sulfatagcdo foram realizadas em
banho de gelo.

Outra forma de aumentar o DS € através do aumento na proporcao de acido
clorosulfénico utilizado na reagdo. Alguns autores utilizaram varias proporgdes a fim
de conseguir uma de maior representatividade frente a atividade biologica. Lu et al.
(2012) utilizaram diferentes razdes entre o volume do acido e da amostra e Jindal et
al. (2013) utilizaram de 3 a 10 mols de acido clorossulfénico/mol de OH livre em
suas analises. Nesse trabalho foi utilizada apenas a propor¢cdo de 10 mols de acido
clorossulfonico/mol de OH livre. A piridina, utilizada como catalizador da reacéo,
possui um par de elétrons disponivel que possibilita a formacdo de pontes de
hidrogénio com as hidroxilas livres dos polissacarideos, resultando em um aumento
da nucleofilia desses grupamentos, fazendo com que estes sejam mais reativos
(HAINES, 1976).

Essa proporgao de acido clorossulfénico foi suficiente para gerar um DS de
0,20 e 0,24, para o polissacarideos nativo sulfatado (VThS) e polissacarideo
hidrolisado sulfatados (Ph-VThS), respectivamente, o que corresponde ao numero
de grupos sulfato substituintes por unidade monossacaridica (TABELA 3). Os baixos
valores de DS podem ser decorrentes de uma sulfatacdo dificultada pela
conformacao assumida por esses polissacarideos. Aléem disso, as cargas negativas
do grupo acido das moléculas podem ter impedido a entrada de novas cargas
negativas, como as apresentadas pelo grupo sulfato.

O DS foi determinado empregando-se a formula descrita por Whistler e
Spencer (1964), sendo, primeiramente, quantificado o teor de sulfato dos
polissacarideos pelo método turbidimétrico de Dodgson e Price (1962). Este método
envolve a hidrdlise acida do polissacarideo, seguida pela determinagéo do sulfato
inorganico liberado, o qual € determinado espectrofotometricamente como sulfato de
bario. E um método vantajoso pois é simples e rapido de ser realizado, necessita de
poucos materiais e apresenta poucos interferentes. A gelatina utilizada na
metodologia serve como estabilizador da turbidez gerada quando o sulfato da
amostra reage com o cloreto de bario formando sulfato de bario, que fica suspenso e
permite sua leitura em espectrofotdmetro (DODGSON; PRICE, 1962).



65

TABELA 3 - RENDIMENTO E DS DOS POLISSACARIDEOS QUIMICAMENTE SULFATADOS

Peso mols HSOsCl/mol Polissacarideo Peso %

Polissacarideo  Sigla (mg)® de OH livre sulfatado (mg)° Sulfato DS
Nativo VTh 400 10 VThS 490 12 0,20
Hidrolisado Ph-VTh 400 10 Ph-VThS 560 12,80 0,24

NOTAS: ® Quantidade de polissacarideo utilizado para sulfatacdo quimica
® Quantidade de polissacarideo recuperado apés o processo de sulfatagdo quimica
¢ Grau de substituigao por grupos sulfato

A verificagdo da presenca de grupos sulfato e a determinagdo do DS em
moléculas candidatas a agentes anticoagulantes e antitromboéticas sdo importantes,
uma vez que essas atividades biologicas resultam da interacdo das cargas negativas
dos grupos sulfato, com cargas positivas de sequéncias peptidicas de proteinas
reguladoras do processo de coagulagdo sanguinea (DORE et al, 2013;
MARTINICHEN, 2005; SCHOEN et al., 1990). Essas atividades sado dependentes de
muitos fatores, como o tipo de monossacarideo, ligagéo glicosidica, conformacéo da
cadeia polimérica e o peso molecular, mas geralmente ela € melhorada com o
aumento do DS do polissacarideo (LIANG et al., 2014; LU et al., 2012; MAAS et al.,
2012).

6.3 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS QUIMICAMENTE
SULFATADOS

6.3.1 Analise da Homogeneidade

Algumas condi¢cbes do processo de sulfatagdo permitem a degradagdo do
polissacarideo, ja que se trabalha com um acido forte. No entanto, reagcdes bem
controladas podem impedir essa situagdo, gerando um polissacarideo sulfatado e
sem degradacado. O total de polissacarideo recuperado apés a sulfatagdo (TABELA
3) pode ser um indicio de que ndo houve degradac&o durante o processo, mas o
perfil de eluicdo por HPSEC é a melhor forma de se avaliar esse fenébmeno.
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Os perfis de eluicdo dos polissacarideos antes e apos a sulfatacdo sao
muito similares e estdo mostrados na Figura 12. Percebe-se que VThS apresenta
um perfil de eluicdo com menor intensidade e mais alargado na base. Essa maior
polidispersdao € devida a presenca de um ombro no inicio do pico de VThS,
provavelmnte decorrente da formacdo de agregados. Ja Ph-VThS se apresenta
homogéneo e menos polidisperso que Ph-VTh. Esses resultados sugerem que nao
houve degradagao dos polissacarideos no processo de sulfatagao.
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FIGURA 12 - PERFIS DE ELUICAO POR HPSEC DOS POLISSACARiDJEOS VTh E Ph-VTh (A) E
VThS E Ph-VThS (B), UTILIZANDO DETECTOR DE INDICE DE REFRACAOQO (RI)
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6.3.2 Composi¢cao Monossacaridica e Analise de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)

Para determinar de quais monossacaridos um polissacarideo € constituido &
necessaria sua despolimerizagdo por hidrolise acida ou enzimatica. Estes
procediementos produzem, monossacarideos que sdo posteriormente analisados
por métodos cromatograficos. Diferentes tipos de acidos podem ser utilizados para a
hidrolise de carboidratos, como HCI e H,SO4 (VASCONCELOS, 2009). Neste
trabalho a hidrélise foi realizada com acido trifluoracético (TFA), que tem se
mostrado efetivo para polissacarideos. Uma das maiores vantagens desse acido é a
sua volatilidade, sendo facilmente removido do hidrolisado por evaporagdo, ja os
acidos inorganicos precisam ter suas solugdes neutralizadas e deionizadas antes de
serem analisados por cromatografia gasosa ou liquida (VASCONCELOS, 2009;
JOHANSSON et al., 2004).

A composicdo monossacaridica dos polissacarideos sulfatados esta
apresentada na Tabela 4, onde se constata que VThS & composto majoritariamente
por Ara, Man e GIcA (34:33:20), e Ph-VThS por Man e GIcA (52:48).

Comparando-se a composicdo monossacaridica dos polissacarideos nao
sulfatados (TABELA 2) e dos polissacarideos sulfatados (TABELA 4), a principal
diferenca observada é na propor¢cdo de arabinose e manose de VTh e VThS. VTh
apresenta 48% de Ara e 10% de Man, enquanto VThS apresenta 34% de Ara e 33%
de Man. Isso pode ser justificado pela hidrélise de unidades de arabinose do
polissacarideo durante o processo de sulfatacdo quimica com acido clorossulfénico.
As ligacOes glicosidicas entre unidades de arabinose s&o mais suscetiveis a
hidrolise acida do que as ligagbes entre outras unidades. Uma vez que o teor de
arabinose diminui, proporcionalmente o teor de manose aumenta no polissacarideo

sulfatado.
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TABELA 4 -  COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES SULFATADAS OBTIDAS A
PARTIR DO POLISSACARIDEO DA GOMA DE EXSUDATO DE V. thyrsoidea

Composigado monossacaridica (%)’

Fracbes

Ara Xyl Man Gal GlcA?
VThS 34 2 33 11 20
Ph-VThS - - 52 - 48

NOTAS:" Hidrolise com TFA 2 M, 100 °C durante 8h. Monossacarideos derivados a alditis acetato e
analisados por GC-MS
%0 teor de acido urdnico foi determinado pelo método de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991)

Os mapas de correlagdo ">C/'H (HSQC-editado) dos polissacarideos nao
sulfatados e dos respectivos polissacarideos sulfatados sdo muito semelhantes
(FIGURA 13). O aparecimento do sinal em & 67,0/4,18 ppm (invertido no editado) em
VThS pode ser decorrente de sulfatacdo em C-5 de unidades de arabinose ou C-6
de unidades de manose ou galactose. E, o deslocamento do sinal em & 75,6/3,80
ppm em Ph-VTh para 6 76,2/3,68 ppm em Ph-VThS pode ser devido a sulfatacéo de
C-3 de unidades de acido glucurbnico. De acordo com Wagner et al. (2007), a
correlacdo C3/H3 de unidades de GIcA é observada em & 75,6/3,80 ppm.

O fato de os mapas de correlagdo "*C/'H obtidos para os polissacarideos
antes e apods a sulfatacdo serem similares pode se justificado pelo baixo grau de

substibuigdo (DS) dos polissacarideos sulfatados (Tabela 2).
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FIGURA 13- ESPECTROS DE HSQC-editado DAS FRACOES POLISSACARIDICAS
QUIMICAMENTE SULFATADAS E NAO SULFATADAS DA GOMA DE EXSUDATO DE V. thyrosidea
NOTAS: Polissacarideo nativo (VTh) em A; polissacarideo nativo quimicamente sulfatado (VThS) em
B; polissacarideo hidrolisado (Ph-VTh) em C e polissacarideo hidrolisado quimicamente sulfatado
(Ph-VThS) em D. Os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em ppm

6.3.3 Analise de Metilagao

A analise de metilagdo € uma ferramenta importante para auxiliar na
caracterizacao estrutural de polissacarideos, pois ela torna possivel a visualizagao
de como a molécula esta ligada e/ou substituida. Ela envolve a metilagdo das
hidroxilas livres do polimero, seguida de hidrélise, que ira gerar monossacarideos

parcialmente metilados, que serdo reduzidos a alditéis parcialmente metilados e,
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entdo, acetilados, tornando os compostos volateis para que possam ser analisados
por cromatografia gasosa (PAZUR, 1994).

Os resultados dessa analise mostraram um aumento de derivados metilados
para as amostras sulfatadas (TABELA 5). A entrada de grupos sulfato no
polissacarideo ocasiona um aumento de substituicbes na molécula, o que é
demonstrado pelo maior numero de derivados metilados presentes na analise de
metilagao.

Os derivados metilados de glucose presentes na analise de metilagéo
(TABELA 5) estdo ausentes nas amostras ndo carboxirreduzidas dos
polissacarideos (dados contidos em Wagner et al., 2008). Portanto, estes derivados
metilados de glucose referem-se as wunidades de acido glucurénico
carboxirreduzidas.

Uma vez que as unidades de a-D-Manp e B-D-GlcpA dos polissacarideos
em estudo (nativo e hidrolisado) s&o, majoritariamente, 2-O- e 4-O-ligadas,
respectivamente, as posigdes O-2 da manose e O-4 do acido glucurdnico n&o foram
consideradas como pontos possiveis de sulfatagao.

De acordo com a analise de metilacdo € possivel indicar que a sulfatagao
ocorreu, preferencialmente, na posicdo O-5 das unidades de arabinose no
polissacarideo nativo sulfatado, e na posicdo O-6 das unidades de manose no
polissacarideo hidrolisado sulfatado. Contudo, outros pontos de sulfatacdo foram
evidenciados em ambos os polissacarideos.
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TABELA5-  ANALISE DE METILACAO DAS FRAGCOES CARBOXIRREDUZIDAS NAO
SULFATADAS E SULFATADAS OBTIDAS A PARTIR DO POLISSACARIDEO DA GOMA DE
EXSUDATO DE V. thyrsoidea

Derivado Mol (%)? Poziegéo Mol (%)? Poziegéo
metilado® CR;VTh' VThSCR, sulfatacdo Ph-VTh-CR? Ph-VThS-CR, sulfatagdo
2,3,5-Mes-Araf 25 30 - 1 - -
2,3,4-Mes-Arap 8 4 - - - -
2,5 Me,-Araf - 5 0-3 - - -
2,3-Mey-Araf - 17 0O-5 - - -
2,4-Me,-Arap - 3 0-3 - - -
2-Me-Araf - 4 0-3,5 - - -
Ara 1 3 0-2,3,5 - - -
2,3,4-Me;-Xylp 4 - - - - -
2,3,4,6-Me4s-Man - - - 4 - -
3,4,6-Mes-Manp 3 - - 48 49 -
3,4-Mex-Manp - - - - 8 0-6
4,6-Me,-Manp 17 14 - 4 - -
3/4-Me-Manp - - - 4 0-4,6/3,6
Man 5 0-3,4,6 - 8 0-3,4,6
2,3,4,6-Me4-Galp 8 1 - 2 - -
2,4,6-Me;-Galp 6 2 - 5 - -
2,6-Me,-Galp 12 4 - - - -
2,3,4,6-Me4-Glcp* - - - 4 - -
2,3,6-Me;-Glcp* 12 5 - 32 23 -
2,6-Me,-Glcp* 4 4 - - 3 0-3
Glcp* - 2 0-2,3,6 - 4 0-2,3,6

NOTAS: ®Valores < 1% néo inclusos

® O-metil alditol acetato analisado por CG-MS

* O-metil alditol acetato ausente nas amostras ndo carboxirreduzidas (ndo mostrado), ou seja, sédo
derivados originados a partir de unidades de GIcA

"2 Dados retirados de Wagner et al. (2008)

Existem muitas especulagdes quanto a posicdo de insercdo de grupos
sulfato e sua relacdo com a atividade biolégica. Para Gracher (2010), Alban,
Schauerte e Franz (2002), o grupo OH-2 de glucanas sulfatadas € o grupo mais
favoravel a sulfatagao, seguido por OH-3. Em polissacarideos acidos, esses sao os
grupos que geram atividade anticoagulante elevada, quando sulfatados (KAMIDE et
al., 1983). Para Chen et al. (2013) a substituicdo em OH-3 de fucoses sulfatadas,
mostrou bons resultados na atividade antitrombdtica, mas ndo na atividade
anticoagulante, enquanto que em OH-2 se mostrou igualmente relevante para

ambas as atividades. Outros autores afirmam que a chave do bom desempenho do
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polissacarideo esta relacionada a sulfatacdo do grupo OH-6 (JIANG et al., 2015;
WANG, et al., 2013; LIU et al., 2009; YANG, et al., 2005).

6.4 ANALISES IN VITRO

6.4.1 Determinacdo da Poténcia Anticoagulante dos Polissacarideos

Um dos passos comumente utilizado para determinar a atividade
anticoagulante dos polissacaridicos é a construgdo de uma curva de calibragdo a
partir de um padrdo de heparina com atividade conhecida (CHEN et al., 2013;
WANG et al., 2013; YOON et al.,, 2007; RODRIGUES et al., 2010; YANG et al.,
2005). Neste trabalho o padrao de heparina utilizado apresenta 200,47 Ul/mg (6th
International Standard 2009). O logaritimo dos tempos de aPTT versus Unidades
Internacionais de heparina (Ul) ira fornecer a reta (FIGURA 14) necessaria para
determinar a poténcia dos polissacarideos.
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FIGURA 14 - CURVA DE CALIBRAGCAO DE HEPARINA, PARA DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
ANTICOAGULANTE

NOTA: Padrao de heparina contendo 200,47 Ul/mg (6th International Standard, 2009)
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Os resultados de aPTT mostraram que a presenga de grupos sulfato é
essencial para a atividade anticoagulante, uma vez que o0s polissacarideos
desprovidos de grupos sulfatos (VTh e Ph-VTh) ndo apresentaram efeito sobre a
coagulagdo do plasma, enquanto os polissacarideos sulfatados VThS e Ph-VThS
apresentam atividade anticoagulante de 8,59 e 2,67 Ul/mg, respectivamente.
Também foi verificado que aumentando a quantidade de VThS e Ph-VThS no
experimento, aumenta o tempo de aPTT (TABELA 6).

Uma vez que o polissacarideo Ph-VThS é constituido por unidades de
monossacarideos acidos e neutros alternadas, uma caracteristica observada na
heparina, acreditava-se que sua atividade anticoagulante seria superior a de VThS.
Contudo, um resultado oposto foi observado, sugerindo que a presenga das
unidades de arabinose sulfatadas, principalmente, na posigcdo O-5, favorece a
atividade anticoagulante.

TABELA6-  ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DAS FRACOES POLISSACARIDICAS OBTIDAS
DE V. thyrsoidea

Fracbes Salina VTh VThS Ph-VTh Ph-VThS
Mg - 100 12,5 25 100 50 75
aPTT' (s) 251 25,45 75,75 131,5 26,4 102,45 137,3
Atividade
anticoagulante - - 8,59 - 2,67

média? (Ul/mg)

NOTA: ' média de quadruplicatas

% calculado a partir do log dos tempos médios de aPTT substituido na equacgéo da reta gerada pela
curva padréo de heparina da Figura 14

Os polissacarideos VThS e Ph-VThS apresentaram semelhantes DS (0,20 e
0,24, respectivamente - TABELA 2), mas atividades anticoagulantes distintas,
indicando que n&o somente a existéncia de grupos sulfato, mas também a
composi¢do monossacaridica, o tamanho da molécula, e a conformagdo do

polissacarideo como um todo tém grande relevancia na sua atividade.
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6.4.2 Ensaio de Inibicdo da Atividade Anticoagulante dos Polissacarideos com

Protamina

Tao importante como encontrar um polissacarideo com atividade
anticoagulante, é encontrar um agente que possa reverter seus efeitos. No caso da
heparina utiliza-se a protamina para inibir sua atividade.

Neste trabalho também foi avaliado se a protamina é capaz de neutralizar o
efeito anticoagulante de VThS e Ph-VThS. A avaliagéo foi realizada pelo teste de
aPTT, utilizando 0,15 Ul de cada polissacarideo (VThS, Ph-VThS e heparina), na
presenca e na auséncia de protamina. Duas quantidades de protamina foram
testadas (1 e 2 ug).

A protamina, nas duas concentragdes testadas, foi eficiente em inibir
completamente a atividade anticoagulante da heparina (FIGURA 15). Ja para os
polissacarideos quimicamente sulfatados a inibicdo da atividade n&o foi completa.
Mesmo na presengca de protamina, VThS e Ph-VThS apresentaram efeito
anticoagulante. Contudo, as atividades de VThS e Ph-VThS foram significativamene
reduzidas com 1 ug de protamina (FIGURA 15A) e, reduziram ainda mais com 2 ug
(FIGURA 15B). Estes resultados mostraram que é possivel controlar os efeitos
anticoagulantes de VThS e Ph-VThS por meio do mesmo antagonista da heparina.

Uma vez que VThS e Ph-VThS apresentam uma atividade anticoagulante
consideravelmente menor do que a heparina (em Ul/mg), a quantidade em peso de
VThS e Ph-VThS necessaria para se obter 0,15 Ul &€ muito maior do que a
quantidade de heparina. Portanto, a relagdo protamina/polissacarideo (p/p) € muito
menor para os polissacarideos quimicamente sulfatados do que para a heparina.
Além disso, a diferenga de massa molar existente entre VThS, Ph-VThS e heparina,
influencia o numero de moléculas presentes em um determinado peso destes
materiais. Assim, as diferengas observadas na eficiéncia da protamina em inibir o
efeito anticoagulante de VThS, Ph-VThS e da heparina pode ter sido uma
consequéncia do diferente numero de moléculas presentes no ensaio realizado, ou
seja, nas diferentes relagdes entre mols de polissacarideo/mols de protamina.
Embora esta hipotese ndo possa ser comprovada neste momento, os resultados
obtidos (FIGURA 15) demonstram que a protamina é capaz de inibir o efeito
anticoagulante de VThS e Ph-VThS.
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FIGURA 15 - ENSAIO DE INIBIGAO DA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE POR PROTAMINA

NOTAS: A) aPTT dos polissacarideos na presenca de salina ou 1 yg de protamina. B) aPTT dos
polissacarideos na presenga de salina ou 2 ug protamina. Os resultados foram expressos como a

média do aPTT (s) £+ EPM (n = 4). *** p < 0,001

6.4.3 Determinacdo do Mecanismo de A¢éo Anticoagulante

6.4.3.1 Ensaio de Inibigdo da a-Trombina e Fator Xa na Presenga de AT OU HCII

A heparina atua como anticoagulante e antitromboético por catalisar e

potencializar a agao inibitoria exercida pelas serpinas, como a antitrombina (AT) e o
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cofactor Il de heparina (HCIl), sobre as enzimas da cascata de coagulagao,
principalmente a-trombina e fator Xa.

O estudo do mecanismo de agao anticoagulante dos polissacarideos
sulfatados estda baseado no modo de agcdo da heparina. Para verificar se os
polissacarideos também atuam na potencializacdo das serpinas, eles foram
incubados com a-trombina ou fator Xa, na presenca ou auséncia de AT ou HCII, e a
atividade residual dessas serino proteases foi determinada pelo uso de um substrato
cromogénico especifico.

Nas suas maiores concentragdes (1 Ul/mL), os polissacarideos sulfatados
foram eficientes em inibir a a-trombina na presencga de AT, com efeito semelhante ao
da heparina. No entanto, VThS foi mais eficiente, pois na concentragédo de 0,1 Ul/mL
ele conseguiu inibir a atividade da a-trombina em aproximadamente 100%, assim
como a heparina (FIGURA 16A).

A heparina favorece a interagdo do HCIl com a a-trombina somente em
concentragbes altas (TOLLEFSEN, 2007). Nas concentragbes testadas, VThS
apresentou melhor desempenho que a heparina em inibir a a-trombina na presenca
de HCII (FIGURA 16B). Este resultado sugere que em individuos com deficiéncia de
AT, o polissacarideo VThS poderia ser utilizado como anticoagulante com uma
eficiéncia superior ao da heparina. Ja Ph-VThS se mostrou menos eficiente que a
heparina em todas as concentracdes. Na maior concentragao avaliada, Ph-VThS foi
capaz de inibir a a-trombina em 40%, contra 50% da heparina e 70% de VThS,
aproximadamente.

Na avaliacdo da atividade do fator Xa em presenca de AT a heparina foi
eficiente em todas as concentracdes testadas, inibindo aproximadamente 100% da
atividade do fator Xa, resultado alcangcado por VThS apenas na sua maior
concentragéo (1 Ul/mL). VThS foi capaz de reduzir a atividade do fator Xa em mais
de 90% na concentragédo de 0,1 Ul/mL, no entanto foi estatisticamente diferente da
heparina. O melhor resultado alcangado por Ph-VThS foi de 50% de inibi¢do do fator
Xa, na concentracdo de 1 Ul/mL (FIGURA 16C).
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FIGURA 16 - EFEITO DOS POLISSACARIDEOS NA INIBICAO DA a-TROMBINA E FATOR Xa NA
PRESENCA DE AT OU HCII

NOTAS: A) a-Trombina na presenga de AT, B) a-Trombina na presenga de HCII, C) Fator Xa na
presencga de AT. A absorbancia obtida a 405 nm na auséncia das amostras (controle negativo - dados
ndo mostrados) foi considerada como 100% de atividade da a-trombina ou do fator Xa. Os resultados
foram expressos com a média + EMP (n = 3), com p < 0.5%,< 0.01** ou < 0.001*** quando
comparados, por Tukey, com o grupo controle positivo (heparina)
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6.4.3.2 Ensaio de Inibicdo da a-Trombina e Fator Xa na Auséncia de AT OU HCII

A heparina € o padrao de comparagcdo na determinagdo de mecanismos
anticoagulantes de polissacarideos sulfatados. Sua atividade deve-se a uma
sequéncia pentassacaridica especifica, a qual se liga a AT, favorecendo a ligagao
deste com a a-trombina e com o fator Xa (LINDAHL et al., 1979), ou também
favorecendo a interacdo do HCII com a a-trombina, quando em altas concentragdes
(TOLLEFSEN, 2007). Portanto, o efeito da heparina é conhecido como serpino-
dependente ou indireto.

Mesmo quando em altas concentragées (10 Ul/mL), nenhum dos
polissacarideos sulfatados foi capaz de inibir diretamente a a-trombina ou o fator Xa
a ponto de cessar suas atividades, ou seja, na auséncia das serpinas (AT e HCII) os
polissacarideos, assim como heparina, ndo apresentam atividade (FIGURA 17),

suportando a hipétese de um mecanismo serpino-dependente.
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FIGURA 17 - EFEITO DOS POLISSACARIDEOS NA INIBICAO DA a-TROMBINA (A) E FATOR Xa
(B) NA AUSENCIA DE AT OU HCIl

NOTAS: A absorbéancia obtida a 405 nm na auséncia das amostras (controle negativo - dados nao
mostrados) foi considerada como 100% de atividade da a-trombina ou do fator Xa. Os resultados
foram expressos com a média + EMP (n = 3) e comparados, por Tukey, com o grupo controle positivo
(contendo heparina)

Maas et al. (2012) estudaram uma pectina citrica quimicamente sulfatada e
observaram, assim como para VThS, Ph-VThS e heparina, um mecanismo serpino-

dependente na inibicdo da a-trombina e do fator Xa. A dependéncia de serpinas
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também foi constatada por Mourdo e Pereira (1999) quando testaram a atividade
anticoagulante de galactanas sulfatadas de equinodermos.

Fucanas sulfatadas de Laminaria cichorioides (YOON et al., 2007) inibiram a
atividade da a-trombina e do fator Xa mediada por AT. Na presenca de HCII, a
inibicdo da a-trombina exigiu menor concentragéo do polissacarideo que para AT.

Polissacarideos podem apresentar diferentes mecanismos anticoagulantes,
como o caso do polissacarideo quimicamente sulfatado isolado de basidiomiceto
que inibiu a a-trombina mediada pela AT e HCIIl, mas nao teve efeito sobre a inibicdo
do fator Xa na presenca de AT (GRACHER et al., 2010).

Ja a pectina citrica de alto e baixo peso molecular quimicamente sulfatada
por Cipriani et al. (2009) mostrou uma agao direta ou independente, apresentando
efeitos inibitérios sobre a-trombina e fator Xa na auséncia de suas respectivas
serpinas. Dore et al. (2013) isolaram fucanas sulfatadas de Sargassum vulgare e

verificaram o mesmo efeito inibitério independente de serpinas.

6.5 ANALISES IN VIVO

Muitos modelos animais tém sido desenvolvidos a fim de testar a eficacia de
agentes antitrombdticos (MARTINICHEN-HERRRERO et al., 2005), permitindo
estudos sobre a formagdo de trombo, bem como de seus inibidores (HANSON;
SAKARIASSEN, 1998). Dentre esses modelos podemos citar os estudados por Ku e
Bae (2014), Wang et al. (2014), Chen et al. (2013), Berry et al. (1994), Vogel et al.,
(1989) e Reyers et al. (1980). Normalmente, nestes modelos animais a formacéo do
trombo é desencadeada pela combinagdo de hipercoagulabilidade e estase venosa
(VOGEL et al., 1989).
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6.5.1 Analise da Atividade Antitrombdtica: modelo de trombose venosa estase-

induzida em ratos

No presente estudo, a formacgao do trombo foi induzida por uma combinagao
de estase e hipercoagulabilidade (VOGEL et al., 1989; BERRY et al., 1994) pela
administragdo de tromboplastina e redugédo do fluxo sanguineo por estase da veia
cava em ratos. Este modelo foi escolhido por ja ter um protocolo estabelecido no
laboratorio, pela facilidade de manuseio dos animais e por ser de mais facil
execugao.

Nos experimentos de atividade antitrombdtica a média dos pesos dos
trombos secos dos animais que receberam apenas veiculo (PBS) foi de 3,2 mg, e
correspondeu a 100% de trombose.

Os polissacarideos quimicamente sulfatados apresentaram efeito
antitrombdtico igual, estatisticamente, a heparina em todas as concentragbes
testadas, conseguindo reduzir a trombose em aproximadamente 50% na
concentracéo de 40 Ul/kg (FIGURA 18).
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FIGURA 18 - EFEITO ANTITROMBOTICO IN VIVO DOS POLISSACARIDEOS QUIMICAMENTE
SULFATADOS

NOTAS: Os resultados foram expressos como a média do peso do trombo + EMP (n = 6) em
porcentagem, com 100% representando a auséncia de qualquer inibicado de trombose (peso do
trombo com a administragdo de PBS). Os resultados foram comparados por Tukey, com o grupo
controle positivo (contendo heparina)
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A fucana sulfatada extraida de Sargassum vulgare por Dore et al. (2013)
apresentou efeito similar ao da heparina quando administrada em concentragdes 10
vezes maiores (10 pg/g) conseguindo reduzir em aproximadamente 80% a formacao
do trombo.

Chen et al. (2013) verificaram que diferentes polissacarideos sulfatados de
pepino-do-mar (0,5 mg/mL) conseguiram inibir a trombose em 70% mas néo se
equipararam a heparina, que em menor concentracdo evitou completamente a
formagao do trombo.

Martinichen-Herrero et al. (2005) sulfataram quimicamente uma glucana de
liqguen e verificaram atividade antitrombdtica. Eles verificaram um efeito dose-
dependente e observaram que era necessaria uma concentragado 5 vezes maior da
glucana sulfatada (0,500 mg/kg), que de heparina, para conseguir 0 mesmo
resultado.

Cipriani et al. (2009) também observaram uma resposta dose-dependente
na avaliacdo da atividade antitrombdtica da pectina citrica quimicamente sulfatada
de alto peso molecular. Na concentragdo de 2,0 mg/kg, a inibicdo foi de
aproximadamente 45%, ja com 3,5 mg/kg, n&o foi observado formagédo de trombo.
Ja a pectina citrica quimicamente sulfatada de baixo peso molecular s6 conseguiu
total inibicdo da trombose com 4,0 mg/kg, efeito gerado pela heparina na
concentracdo de 150 ug/kg. Doses menores que 1 mg/kg apresentaram efeito
protrombatico.

Gracher (2010) testou uma B-D-glucana quimicamente sulfatada com cadeia
principal (1->3) ligada de Pleurotus florida, com DS 0,60, e verificou atividade
antitrombdtica, sendo que com 1 mg/kg por peso animal, a redugédo na formacéo de
trombo foi de aproximadamente 73% e com 1,5 mg/kg a inibi¢ao subiu para 87%.

Gracher (2010) também sulfatou quimicamente e testou uma B-D-glucana
linear (1->6) ligada de Agaricus blazei. O DS obtido foi de 1,3. Na concentragdo de
0,250 mg/kg houve redugcdo na formacdo do trombo em 72% e dobrando a
concentragéo a redugao caiu para 48%. Aumentando a concentragao para 1 mg/kg o
efeito foi protrombdtico, aumentando em 13% o peso do trombo. Ja a heparina
apresentou uma dose-resposta, inibindo completamente a formagédo do trombo com

uma concentragao de 0,200 mg/kg.
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A heparina, quando utilizada como medicamento, € administrada ao
paciente em quantidades definidas em Ul. Neste estudo os efeitos antitrombadticos
de VThS, Ph-VThS, bem como da heparina, foram avaliados em fungdo das suas
quantidades em Ul. Na literatura foram encontrados apenas estudos que avaliavam
o efeito antitromboético em fungdo da quantidade em peso dos polissacarideos
quimicamente sulfatados. Uma vez que as atividades anticoagulantes de VThS e Ph-
VThS (8,59 e 2,67, respectivamente) sdo consideravelmente menores do que a da
heparina (200,47 Ul/mg), a quantidade em peso de VThS e Ph-VThS utilizada no
experimento de atividade antitrombdtica foi muito maior do que a quantidade de
heparina. Contudo, os resultados obtidos demonstraram que VThS e Ph-VThS séao
tdo eficientes quanto a heparina se o efeito antitrombdtico for expresso como uma
funcéo da quantidade dos polissacarideos em UI.

6.5.2 aPTT Ex Vivo

Normalmente, heparinas de baixa massa molecular mostram bons efeitos
quando aplicadas subcutdneamente, pois sdo bem absorvidas por esta via de
administragao. Por outro lado, as heparinas ndo-fracionadas sao administradas por
via endovenosa (NOGUEIRA, 2013).

Como controle positivo foi utilizado o Clexane (300 Ul/kg), uma heparina
comercial de baixa massa molecular. A média dos tempos de aPTT para o controle
negativo (PBS) foram de 18,83 e 20,20 segundos, para as coletas de sangue
realizadas na segunda e terceira hora apdés a administragdo do PBS,
respectivamente.

O teste foi padronizado em Ul, sendo necessarios 40,6 mg de VThS e
131,11 mg de Ph-VThS para se ter 500 Ul e 20,49 mg de clexane para se obter 300
Ul

A absorgao dos polissacarideos foi comprovada pelo aumento no aPTT ex
vivo em relagdo ao grupo controle negativo. A administragdo subcutédnea de VThS
praticamente nao alterou o aPTT dos animais, indicando auséncia de absorcéo. Por
outro lado a administracdo subcutanea de Ph-VThS aumentou o aPTT dos animais
em 106 e 36% na 2 e 3h, respectivamente, em relacdo ao controle negativo. A
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menor massa molecular de Ph-VThS em relagdo a VThS pode justificar este
resultado. Como esperado, o Clexane também aumentou o aPTT dos animais, 2 e
3h apos sua administracéo (FIGURA 19).
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FIGURA 19 - EFEITO NA COAGULACAO DO PLASMA DE RATOS, 2 E 3 HORAS APOS
INJECAO SUBCUTANEA DOS POLISSACARIDEOS QUIMICAMENTE SULFATADOS

NOTA: Os resultados foram expressos como aPTT + EMP (n = 3) p < 0.001*** quando comparados,
por Tukey, com o grupo controle negativo (PBS) do mesmo tempo de coleta. Clexane - 300 Ul/kg,
VThS e Ph-VThS - 500 Ul/kg (n=3)

Pode-se perceber que as atividades de Ph-VThS e do clexane diminuiram
na terceira hora apos a administragdo, em relagdo a segunda hora, o que sugere
que eles foram gradativamente biodegradados e/ou excretados. Nogueira (2013)
também observou que heparinas suina e bovina de baixa massa molecular
apresentaram reducao no aPTT na terceira hora apos a administracdo, em relagao a
segunda hora.

Os resultados demonstram que Ph-VThS (M =58.250 g/mol) tem potencial
para ser utilizado como um agente anticoagulante e antitromboético que pode ser
administrado subcutaneamente, assim como as heparinas de baixa massa
molecular. Por outro lado, VThS (My =92.500 g/mol) mostra atividade apenas se

administrado por via endovenosa, semelhante as heparinas nao-fracionadas.
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7 CONCLUSOES

ApOos analise dos resultados, pode-se concluir que:

- O processo de hidrolise acida parcial do polissacarideo nativo (VTh)
com My = 92.500 g/mol, da goma de exsudato de V. thyrsoidea, produz uma
glucuronomanana (Ph-VTh) com My =58.250 g/mol;

- A sulfatagdo quimica de VTh e Ph-VTh gerou as fragbes VThS e Ph-
VThS com DS de 0,20 e 0,24, respectivamente;

- Os espectros de RMN (HSQC-editado) dos polissacarideos antes e
apo6s a sulfatacdo foram muito similares, provavelmente, devido ao baixo DS dos
polissacarideos quimicamente sulfatados.

- A partir da analise de metilacdo é possivel indicar que a sulfatagao
ocorreu, preferencialmente, na posicado O-5 das unidades de arabinose de VThS, e
na posigcdo O-6 das unidades de manose de Ph-VThS;

- Na avaliagcédo da atividade anticoagulante in vitro, por aPTT, VTh e Ph-
VTh ndo mostraram efeito sobre a coagulacdo do plasma, enquanto que os
polissacarideos sulfatados, VThS e Ph-VThS, apresentam atividade anticoagulante
de 8,59 e 2,67 Ul/mg, respectivamente;

- Assim como ocorre para a heparina, o efeito anticoagulante dos
polissacarideos quimicamente sulfatados pode ser controlado com protamina;

- Como a heparina, os polissacarideos quimicamente sulfatados
apresentaram um mecanismo anticoagulante do tipo serpino-dependente, sendo
capazes de inibir a a-trombina na presenca de AT e HCII, e o fator Xa na presenca
de AT;

- Na presenca de HCII, VThS apresentou melhor desempenho que a
heparina em inibir a a-trombina;

- VThS e Ph-VThS apresentaram efeito antitromboético in vivo igual,
estatisticamente, a heparina em todas as concentragbes testadas, conseguindo
reduzir a trombose em aproximadamente 50% na concentrac&o de 40 Ul/kg;

- Assim como as heparinas de baixa massa molecular, Ph-VThS é

absorvido quando administrado por via subcutanea.
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- Os resultados sugerem que VThS e Ph-VThS sédo promissores agentes

anticoagulantes e antitrombdticos.
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