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RESUMO

A mistura polissacarídica obtida por extração aquosa do endosperma de 
sementes de Senna macranthera foi purificada por centrifugação, originando a amostra 
SP, e por cromatografia de troca iônica (DEAE-celulose) dando origem a uma 
galactomanana - FA, com razão molar manose : galactose aproximada de 3 : 1. Essa é 
constituída de uma cadeia principal de unidades (3-D-manopiranosídicas ligadas (1—»4) 
com algumas unidades subtituídas em 0-6 por a-D-galactopiranose e outras 
unidadespodem estar substituídas nesta posição por a-D-manopiranose e essas 
substituídas em 0-6 por a-D-galactopiranose.

Após a reação de sulfatação, os derivados de SP e FA foram caracterizados por 
métodos químicos e fisico-químicos. O grau de substituição (DS) foi determinado como 
sendo 0,17 e 0,54 para sulfatações seqüenciais da galactomanana SP e 0,4 para FA. 
Analisando seus espectros de RMN - C13, percebeu-se que a substituição por sulfato 
deu-se preferencialmente no 0-6 das unidades de a-Z>-galactopiranose e $ -D -  
manopiranose. Os valores de massa molecular aparente, determinados pela técnica de 
gel permeação foram de 1,2 e 2,4 MDa para SP e FA, respectivamente; e 1,9; 1,7 e 2,4 
MDa para os derivados SPS-0,17; SPS-0,54 e FAS-0,4, respectivamente.

Estudos de propriedade anticoagulante, usando plasma normal humano 
liofílizado para as análises antes e após a cromatografia de afinidade utilizando-se 
matriz de agarose-AT III, foram realizados através dos testes de APTT e Heptest. Os 
resultados obtidos foram relacionados com a heparina padrão (183 Ul/mg, D. S. 0,6).

Concentrações de SPS-0,17; SPS-0,54 e FAS-0,4, respectivamente com valores 
de 31; 8 e 20 pg / mL de plasma foram necessárias para se atingir a mesma atividade 
que a heparina com 1 pg ou 4,57 UI / mL de plasma. Estes derivados foram filtrados em 
membranas de poros 3 e 1,2 pm, obtendo-se aumento de atividade de 33 e 13 % para 
SPS-0,17 e SPS-0,54, respectivamente; enquanto o derivado FAS-0,4, após filtração, 
não apresentou aumento significativo em sua atividade.

Amostras de SPS-0,54 e FAS-0,4 após filtração em membrana foram eluídas em 
coluna de agarose-ATIII com tampão tris/HCl pH 7,2 e NaCl seqüencialmente. Toda a 
atividade anticoagulante obtida para o material não eluído estava presente na fração 
aderida à coluna podendo-se sugerir que a atividade anticoagulante desta fração é 
devido à interação com a AT III.

As amostras sulfatadas que ficaram aderidas à matriz de AT III foram 
submetidas ao Heptest e os resultados obtidos mostraram que os derivados sulfatados 
aceleraram a taxa de inibição do fator Xa pela antiprotease, confirmando a interação 
específica do polieletróíito com a AT III. Pode-se, assim, concluir que a galactomanana 
obtida a partir do endosperma de Senna macranthera, quando sulfatada, adquire 
atividade anticoagulante, podendo ser chamada de um heparinóide, principalmente por 
interagir de maneira específica com a AT III.

x iv



INTRODUÇÃO



2

1. GALACTOMANANAS - ASPECTOS GERAIS

Os polissacarídeos constituem uma das mais abundandes e diversas famílias de 

biopolímeros, cuja estrutura primária varia na composição, seqüência, massa molecular, 

configuração anomérica, posição da ligação e densidade de carga. São macromoléculas 

encontradas em grandes quantidades nos organismos vivos, estando envolvidos em 

funções de proteção, suporte, rigidez e elasticidade dos tecidos animais e vegetais. Sua 

diversidade estrutural é refletida na grande variedade de propriedades, que têm sido 

usadas para muitas aplicações (MATHEWS, 1975; CURLING, 1970).

Dentre tais macromoléculas destacam-se as galactomananas, as quais são 

geralmente compostas de um esqueleto |3-l,4-D-manana que é total ou parcialmente 

substituída nos grupos hidroximetil (6-OH) por unidades a-D-galactopiranosil (DEA, 

1975), fig.l. A percentagem de substituição varia com a fonte botânica, parecendo ser 

constante para as espécies e variando de 30% em Cassia spp. à quase 100% em 

Tricofolieae spp.. A presença de ligações a-D-galactosídicas confere rotação óptica 

positiva e estimativas de DP (grau de polimerização), por métodos físico-químicos, têm 

sido geralmente em tomo de 1000 a 10 000 (DEA & MORRISON, 1975; DEY, 1978).

A distribuição das galactomananas no reino vegetal é limitada, sendo as fontes 

mais ricas os membros da família Mimosaceae. Também têm sido encontradas em 

espécies de Annonaceae; Convolvulaceae e Arecaceae (KOOIMAN, 1971) entre outras.
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Fig. 1 - Estrutura geral de galactomananas.

A análise por difração de raio X das fibras de algumas galactomananas lembra o 

observado para mananas, implicando em simetria de eixo de ordem dois e um passo de

10,3 A. Por causa das três rotações livres da ligação (l-»6), as cadeias laterais são mais 

flexíveis. Como exemplo, uma geometria típica regular de uma hélice de 

galactomanana, com esqueleto de manose e x(C-4—C-5—C-6—0-6) = 60° e cadeias 

laterais em unidades de manose alternadas adotando a mesma conformação, é mostrada 

na fig. 2 (CHANDRASEKARAN, 1997).

Para os outros domínios, as orientações relativas das cadeia laterais são 

significativamente alteradas, mas as suas energias são similares. No entanto, as cadeias 

laterais poderiam não adotar preferencialmente a mesma conformação nas unidades 

vizinhas da mesma fibra. Atualmente, os detalhes exatos da estrutura molecular e o 

empacotamento subsequente na unidade celular ortorrômbica, compatíveis com o 

observado por raio X, não foram publicados (CHANDRASEKARAN, 1997).
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Fig. 2 - Vista estereoscópica das três voltas de uma galactomanana com eixo 
de ordem dois, contendo cadeia lateral de galactose em unidades alternadas de 
manose. Nesta conformação, as cadeias laterais são voltadas em direção ao terminal 
não redutor, e o esqueleto é estabilizado por pontes de hidrogênio intracadeia. A hélice 
axial está representada por uma linha vertical (CHANDRASEKARAN, 1997).

Esse modelo de biopolímero representa um grupo de mucilagens ou gomas que 

tem como função primária o fornecimento de carboidratos para o desenvolvimento do 

embrião durante a germinação ou das gemas durante a brotação, além de possuírem um 

importante papel fisiológico protegendo as sementes contra flutuações no balanço 

hídrico e assim evitando a desidratação (DEA & MORRISON, 1975). Podem ser 

extraídas, em geral, do endosperma de sementes de plantas (DEA & MORRISON, 

1975; DEY, 1978) em quantidade variável de 0,1 a 35 % da massa seca das sementes 

(McCLEARY & NEUKON, 1982).



A manana em si é insolúvel em água sendo a presença da substituição por 

galactose que confere solubilidade ao polímero. Estudos anteriores demonstraram a 

necessidade de um nível de substituição de, no mínimo, 10% para se comportarem 

como polissacarídeos hidrossolúveis (DEA, 1987).

Com relação à sua utilização, as galactomananas têm uma longa história de 

usos, sendo o “carob bean” ou “locust bean” ou alfarrobo (Ceratonia siliquá), nativo do 

sul da Europa e do Oriente do Mediterrâneo, o exemplo mais antigo. É conhecido e 

utilizado desde quatro séculos antes de Cristo para alimentação humana e bovina. Seu 

cultivo foi exportado para outras partes do mundo, incluindo Austrália e Estados 

Unidos e, dois milênios após a sua descoberta, continua sendo utilizada 

comercialmente. Além desta espécie, destacam-se as galactomananas de guar 

(Cyamopsis tetragonolobus) e tara (Ceasalpinia spinosa), sendo a primeira uma espécie 

da família das Fabaceae que cresce particularmente na índia e no Paquistão, onde 

possui considerável importância econômica. A última é uma espécie que fornece 

galactomanana de uso comercial em menor proporção que as outras duas já  citadas, 

cresce no Peru e suas sementes são semelhantes às de alfarrobo. Apesar da 

galactomanana de tara ser conhecida há longo tempo, a sua produção comercial regular 

da goma é recente (LAWRENCE, 1976; MATHESON, 1990).

Os laboratórios de Química de Carboidratos Vegetais e de Biopolímeros da 

UFPR extraíram e determinaram a estrutura de algumas galactomananas de sementes 

vegetais nativos que apresentaram diferentes relações molares manose:galactose 

(GANTER et al., 1992; GANTER, et al., 1994; TAVARES, 1994; GOTTARDI, 1994; 

RECHLA et al, 1995) e, recentemente, estudos de interação destes polissacarídeos com
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outros biopolímeros também vêm sendo realizados (BREZOLIN et al, 1997; 

BREZOLIN, 1998).

2. PROPRIEDADES E APLICAÇÕES DAS GALACTOMANANAS

O principal biopolímero vegetal de uso industrial é a galactomanana, em 

particular as obtidas de fontes onde a substituição por galactose é relativamente baixa, 

como o alfarrobo.

O grande interesse por estes polissacarídeos tem resultado da alta capacidade 

interagir com a água, formando soluções viscosas, mesmo em baixas concentrações, e 

da capacidade de formar géis em associação com outros polissacarídeos, como a 

agarose, xantana e carragenana.

Em alimentos de baixo teor calórico, são utilizadas em regimes dietéticos e de 

redução de peso, pois não são hidrolisados pelas enzimas digestivas humanas, não 

sendo, portanto, digeridas e não são uma fonte calórica biodisponível. Pode ser utilizada 

na diminuição da hiperglicemia pós-prandial, da concentração de colesterol plasmático 

e da pressão sangüínea em indivíduos diabéticos e obesos e como antioxidantes de 

lipídicos em alimentos processados (ROL, 1973).

E utilizada na indústria de panificação; como impermeabilizante para algodão e 

fios de fibra e como agentes finais de texturização na indústria têxtil (ROL, 1973).

Na indústria de tintas e papel é utilizada para melhoria das características finais 

de todos os tipos de papel, como espessantes universais de tintas para impressão, 

aumentando a maciez, a aparência atraente e as cores brilhantes; como aditivos nos



líquidos de brocas; como agente de separação de espuma de potassa, na precipitação de 

minérios, resíduos e auxiliar de fíltração, em mineração (ROL, 1973).

No tratamento de água também pode ser utilizada, pois não é tóxica e é 

aprovada pelo U.S. Public Health Service, como coagulante. Também são utilizadas 

como excipiente de comprimidos; como espessante de cremes dentais, loções e cremes; 

como agentes impermeabilizantes em bastões explosivos; como biopolímeros 

funcionais de excelente efeito antimicrobiano; além de muitas outras propriedades 

(ROL, 1973).

Nas últimas décadas, muitos polissacarídeos neutros, incluindo as 

galactomananas, têm sido sulfatados através de reação semi-síntese a fim de que os 

poliânions resultantes atuem como potentes agentes biológicos, sendo utilizados, por 

exemplo, em ensaios de atividade anticoagulante sanguínea.

3. COAGULAÇÃO SANGUÍNEA E POLISSACARÍDEOS 

SULFATADOS

Os processos inflamatórios ou de injúria vascular resultam na ativação de 

fatores pró-coagulantes, conhecidos como zimogênios, que existem normalmente na 

forma inativa no plasma, comportando-se como substratos de enzimas. Uma vez 

ativados, tais fatores passam a comportar-se também como agentes enzimáticos, os 

quais vão atuar sobre o fator subseqüente da coagulação originando assim uma cascata 

(fig. 3), que culmina na ativação da trombina (ROSEMBERG, 1987; JACKSON & 

NEMERSON, 1980).
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Fig. 3 - Coagulação Sangüínea (STRYER, 1992). As formas inativas dos fatores de 
coagulação estão em cor de rosa, e suas correspondentes formas ativadas em verde. 
Proteínas estimuladoras que não são enzimas por si só são mostradas em azul.



A função clássica da trombina (fator lia) neste processo é clivar o fibrinogênio 

levando à formação do gel de fíbrina (MANN et al., 1988; GAILANI & BROZE, 1991), 

que é o constituinte essencial do coágulo sanguíneo. Entretanto, a trombina também 

tem funções regulatórias importantes, como ativar os fatores V e VIII, que funcionam 

como cofatores da coagulação, em um feedback positivo que acelera a formação desta 

enzima e assim aumenta a taxa de formação da fíbrina (OLSON & BJÒRK, 1994).

Adicionalmente, a trombina também pode retardar a coagulação em um 

feedback negativo, quando ligada a uma proteína de membrana, trombomodulina, na 

superfície das células endoteliais. A trombina, assim, ativa a proteína C, a qual, por sua 

vez, inativa os fatores V e VIII, diminuindo a geração de trombina e, 

conseqüentemente, também a de fíbrina. Uma outra função da trombina é ativar o fator 

XIII, o qual então estabiliza o coágulo por ligações covalentes cruzadas. Assim, o 

controle preciso da trombina é de grande importância na hemostasia normal (OLSON & 

BJÕRK, 1994). Em 1991, GAILANI & BROZE demonstraram a possibilidade da 

trombina também clivar o fator XI em presença de kininogênio de alta MM e uma 

superfície negativamente carregada.

A modulação inibitória da atividade da trombina pode se dar por quatro 

diferentes inibidores de proteinases. Dois deles, inibidor de ai-proteinase e ot2- 

macroglobulina, são inibidores gerais de proteinases que podem inativar uma série de 

enzimas. Os outros dois, antitrombina III (AT III) e cofator II da heparina (HC II), são 

mais específicos para a trombina.

A AT III é uma glicoproteína plasmática de 58 KDa que ocorre 

presumivelmente em todos os vertebrados. É sintetizada no fígado e apresenta tempo de
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meia vida no plasma em torno de três dias (LEON et al., 1983 e COLLEN et al. 1977). 

A concentração normal de AT III no plasma é aproximadamente 0,12 mg/mL, o que 

corresponde a 2,3 pM (CONARD et al., 1983).

A AT III pertence ao grupo de inibidores de serina proteases, também chamadas 

de serpinas, e inibe a trombina em dois passos cineticamente distintos: a formação de 

um complexo inicial, seguida pela rápida conversão a um complexo estável. A AT III 

também inativa outras serina proteases da via intrínseca, como os fatores IXa, Xa, Xla e 

Xlla (OLSON & SHORE, 1982).

O HC II é a outra serpina importante no processo de hemostasia. Está presente 

no plasma e inibe a trombina e quimotripsina, mas não tem nenhuma atividade contra 

as outras enzimas da coagulação (PARKER & TOLLEFSEN, 1985; CHURCH et al.,

1985).

Os mecanismos de ação da AT III e HC II são profundamente influenciados pela 

presença de heparina, a qual acelera as taxas de inibição das serinas proteases por estas 

serpinas (BOURIN & LINDAHL, 1993).

A heparina é uma glicosaminoglicana (ou mucopolissacarídeo) biossintetizada e 

estocada em mastócitos e basófilos como uma proteoglicana (HORNER & YOUNG, 

1982). Foi isolada por Mac Lean, em 1916, de fígado e coração bovinos e, mais 

recentemente, a heparina comercial é isolada principalmente de intestino de porco ou 

de boi e pulmão, fígado ou coração bovinos (HORNER & YOUNG, 1982; REINHOLD 

et a l, 1987; BOURIN & LINDAHL, 1993).
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Estruturalmente, é composta por unidades alternadas de ácido urônico e 

glucosamina, sendo unidades de ácido a-L-idopiranosilurônico unidas por ligação 

(l-»4), unidades 2-amino-2-deoxi-a-D-glucopiranosil e uma pequena proporção de 

unidades de ácido P-D-glucopiranosil. As unidades são parcialmente O-sulfatadas, e a 

maioria das unidades 2-amino-2-deoxi-a-D-glucopiranosil são iV-sulfatadas, sendo o 

restante YV-acetiladas. A sulfatação ocorre principalmente nos carbonos 2 e 6 das 

unidades de L-idurônico e da D-glucosamina. Menos freqüentemente pode ocorrer 

sulfatação nos carbonos 2 e 3 das unidades de ácido D-glucurônico e da glucosamina, 

respectivamente (LARM et a l , 1979; REINHOLD et a l , 1987; RAZI et a l , 1995).

Inúmeras publicações têm mostrado a grande distribuição da heparina em 

tecidos de mamíferos (CHARLES & SCOTT, 1933; TOLEDO & DIETRICH, 1977) e 

também em certos invertebrados (CÀSSARO & DIETRICH, 1977).

A heparina é clinicamente aplicada de três maneiras: (i) em baixa dosagem por 

injeção subcutânea para profilaxia de trombose venosa; (ii) em dosagem padrão, 

intravenosamente, para o tratamento de trombose manifesta e (iii) como anticoagulante 

geral para manutenção da fluidez do sangue na circulação extracorpórea, como em 

diálise renal (BARROWCLIFFE et al, 1978).

Somente uma porção da heparina em preparações clinicamente empregadas tem 

afinidade pela AT III. Assim, utilizando-se cromatografía de afinidade com matriz 

ligada à AT III, a heparina pode ser dividida em uma fração, que corresponde a um 

terço do total, com alta atividade anticoagulante e outra fração quase inativa (LAM et 

al, 1976).
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O mecanismo de ação da heparina, acelerando a inibição da trombina pela AT 

III (JORDAN et a l, 1980) parece ser mediado por dois processos. A formação de um 

complexo binário entre a AT III e a heparina induz uma mudança conformacional na 

AT III que aumenta a associação com a trombina. A interação da heparina 

simultaneamente com sítios de ligação da AT III e da trombina, em um complexo 

temário, diminui a dissociação do complexo binário inicial (TSIANG et al., 1997).

Bioquimicamente, a heparina atua como um catalisador na aceleração da reação 

da AT III com as enzimas alvo, significando que uma única molécula de polissacarídeo 

é suficiente para acelerar a formação do complexo entre várias moléculas de AT III e 

proteinase (JORDAN et al., 1979; JORDAN et al, 1980; GRIFFITH, 1982; 

PLETCHER & NELSESTUEN, 1983; EVINGTON et a l, 1986; OLSON & SHORE,

1986). Este efeito implica na dissociação da heparina do complexo temário heparina- 

AT III-proteinase uma vez que um complexo estável entre o inibidor e a enzima tenha 

sido formado. Ela de fato liga-se ao complexo AT III-trombina com uma afinidade 

substancialmente menor do que com a AT III (CALSTRÕM et a l, 1977, JORDAN et 

al, 1979; JORDAN et al, 1980; OLSON & SHORE, 1986), mas comparável com a 

trombina (NORDENMAN & BJÕRK, 1978) ou com o sítio ativo clivado da AT III 

(BJÕRK & FISH, 1982) que é 1000 vezes menor que a afinidade para a ligação à AT

III.

Em contraste, a potencialização na inibição do fator Xa pela AT III é devido à 

ligação da heparina a AT III, não sendo necessário a formação do complexo temário 

(AGNELLI, 1996).
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A velocidade da inativação da trombina pela AT III é criticamente dependente 

do comprimento da cadeia sacarídica da heparina. Moléculas com menos de dezoito 

monossacarídeos (MM < 5,4 KDa) não podem se ligar à trombina e AT III 

simultaneamente e, assim, são incapazes de aumentar a inibição da trombina pela AT 

III, embora elas possam, ainda, catalisar a inibição do fator Xa pelo mesmo cofator 

plasmático (AGNELLI, 1996). Frações de heparina com alta afinidade pela AT III 

existem em duas formas funcionalmente diferentes: (i) as moléculas de comprimento 

abaixo do crítico (MCB), que contêm 5 a 17 unidades monossacarídicas e MM menor 

4que 5 ,4 KDa, e que catalisam a inibição do fator Xa, mas não a inativação da 

trombina; e (ii) as moléculas de comprimento acima do crítico (MAC), com 18, ou mais 

unidades monossacarídicas e MM maior que 5,4 KDa e que catalisam a inativação de 

ambos, fator Xa e trombina (HEMKER & BÉGUIN, 1992).

Nos anos 40, foi assumido que a atividade anticoagulante da heparina era em 

parte devido à alta densidade de cargas negativas. Essa hipótese foi confirmada pelo 

achado de que a sulfatação química de polissacarídeos, até então neutros, tomava-os 

similarmente ativos. Estes componentes com um esqueleto de carboidratos e contendo 

funções carboxil e / ou sulfato foram chamados de “heparinóides”

Hoje sabe-se que o efeito anticoagulante da heparina sobre a AT III é devido ao 

polissacarídeo acelerar em 10 000 vezes a inativação de proteinases da cascata de 

coagulação por este inibidor (JORDAN et al., 1982).

A afinidade de ligação da heparina com a AT III diminui significativamente 

com o aumento da força iônica, indicando que interações entre o polissacarídeo 

negativamente carregado e cargas positivas da proteína são importantes para a afinidade
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(NORDENMAN et a i, 1978; JORDAN et al., 1979; OLSON & SHORE, 1981; OLSON 

& BJÕRK, 1991). A análise quantitativa deste efeito tem sugerido que quatro a cinco 

interações iônicas estão envolvidas, (OLSON & BJÕRK, 1991; OLSON et a l, 1992) o 

que concorda com o número de grupos carregados na seqüência pentassacarídica que 

tem sido mostrada como essencial para a alta afinidade (fig 4). Entretanto, interações 

não iônicas também contribuem substancialmente para a energia livre da ligação 

(OLSON & BJÕRK, 1991; OLSON et al, 1992).

Fig. 4 - Estrutura da seqüência pentassacarídica da heparina a qual se liga à
AT 1XL Variações estruturais são indicadas por R'(-H ou -S03') e R " (-SO{ ou - 
COCE13). Os grupos sulfato marcados com asterisco têm sido mostrados como sendo 
essenciais para a ligação de alta afinidade da heparina com a AT III (LINDAHL et al,
1984).

Em 1935, JORPES reportou que a atividade anticoagulante da heparina é 

dependente do seu conteúdo de sulfato. No entanto, UCHIYAMA et al., em 1990, 

demonstraram que a atividade anticoagulante da heparina supersulfatada diminuiu 

significativamente quando comparada àquela da heparina padrão. Tal efeito deve-se à 

provável ocorrência de sulfatação em posições artificiais junto com posições 

naturalmente sulfatadas no polissacarídeo, sugerindo que a atividade anticoagulante da 

heparina, via AT III, não depende somente do seu conteúdo de sulfato, mas também da



posição destes grupamentos na molécula, os quais promovem uma conformação própria 

que é necessária para a interação.

A seqüência específica contendo um pentassacarídeo (fig. 4) (THUNBERG et 

al, 1982; CHOAY et a l, 1983; ATHA et al., 1984) se liga à AT III com alta afinidade 

em uma região rica em resíduos de lisina e arginina induzindo uma mudança 

conformacional que ativa o inibidor (NORDEMANN et al, 1978; NORDEMANN & 

BJÕRK, 1978; OLSON & SHORE, 1981; GETTINS, 1987; OLSON, et a l, 1992). Tal 

seqüência possui como característica estrutural distinta da região ligante à AT III, a 

unidade de glucosamina N-sulfato 3-O-sulfatada, que está presente em 

aproximadamente um terço da cadeia de heparina comercial (RAZI et al., 1995).

GROOTENHUIS & BOECKEL, em 1991, levantaram evidências sugerindo que 

o sítio de ligação na AT III para os grupos negativamente carregados do pentassacarídeo 

são compostos dos seguintes resíduos básicos: Arg24, Arg47, Lys125, Arg129 e Lys139. No 

entanto, KRIEDEL & KNAUER em 1997, propuseram um refinamento no modelo do 

sítio de ligação na AT III para o pentassacarídeo, o qual inclui a Lys114 como um resíduo 

chave (fig. 5).
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Fig. 5 - Sítio de ligação do pentassacarídeo na AT I I I  humana. A posição do 
sítio de clivagem para a serina protease no centro reativo é representada por uma 
asterisco (KRIEDEL & KNAUER, 1997).

A ligação Pi - P] ' do HCII (Leu444 - Ser445) não é um substrato usual da trombina 

já  que todas as proteinases da coagulação preferem Arg na posição Pj (GRIFFITH et al.,

1985). Assim, na ausência de heparina, o HC II é um fraco inibidor da trombina mas, 

em presença desta glicosaminoglicana, sofre uma mudança conformacional permitindo 

que seu domínio N-terminal ácido interaja com o sítio aniônico de ligação da trombina. 

Esta interação facilita o ataque proteolítico da trombina no sítio ativo do HC II. A taxa 

de inibição da trombina aumenta mais de nove mil vezes, enquanto a inibição da 

quimotripsina não é afetada (TOLLEFSEN et al., 1983).

Em 1997, CIACCIA et al. sugeriram que a atividade inibitória HC II-trombina 

está localizada na superfície rica em proteoglicana, uma vez que ambos o HC II e



trombina ligam-se à glicosaminoglicana. Sua co-localização nestes sítios poderia 

resultar na formação de um complexo temário concomitante com a reação de inibição.

O efeito potencializador da trombina pelo HC II em presença de heparina parece 

ser devido, principalmente, ao conteúdo de carga total do polímero (BOURIN & 

LINDAHL, 1993) sem requerimento de qualquer seqüência oligossacarídica específica 

(GRLFFITH, 1983; PETITOU et al., 1988). SCULLY et al. em 1988, observaram que a 

supersulfatação de heparina, heparan, dextran e condroitan sulfato aumenta a habilidade 

destes polissacarídeos na ativação do HC II.

Muitas proteínas plasmáticas ou liberadas pelas plaquetas são conhecidas por se 

ligarem à heparina e assim atuarem como antagonistas do efeito estimulador desta 

glicosaminoglicana nas reações entre AT III e proteinases. As mais importantes 

proteínas, baseadas na sua afinidade pela heparina e concentração plasmática são as 

glicoproteínas ricas em histidina (LIJNEN et al., 1983; PETERSON et al, 1987), fator 

plaquetário 4, (HANDIN & COHEN, 1976; JORDAN, et al., 1982), vitronectina ou 

proteína S (PREISSNER & MUELLER-BERGHAUS, 1986; LANE et a l, 1987), 

fibronectina, (HA YAISHI & YAMADA, 1982), e kininogênio de alta massa molecular 

(BJÕRK et a l, 1989). Estas proteínas dividem a habilidade de neutralizar 

completamente o efeito acelerador da heparina com alta afinidade pela AT III. Seus 

níveis elevados em alguns pacientes com tromboembolismo pode contribuir para a 

resistência destes pacientes à heparinoterapia (YOUNG et a l, 1992).

Além de retardar a coagulação sanguínea, a heparina possui muitos outros 

efeitos biológicos, como se ligar a componentes do sistema complemento e fatores de 

crescimento (WEILER et a l, 1992); ação antilipêmica, antihemostática, antihemolítica
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e atividade inibitótria de algumas enzimas, dentre elas, ATPase DNA polimerase RNA 

dependente, hialuronidase, helastase, renina e ociantitripsina (DIETRICH et al., 1991; 

NADER & DIETRICH, 1994; FINOTTI & LAURETO, 1997).

Outros trabalhos têm mostrado a atividade antitumoral da heparina e compostos 

estruturalmente relacionados, causando a regressão de tumor e inibindo metástases 

(FOLKMAN et al., 1983; COOMBE et al., 1987). Em 1989, MURATA et a l, 

demonstraram que derivados de quitina, quando administrados intratumoralmente ou 

intravenosamente vários dias antes ou após a excisão do tumor primário, causaram a 

diminuição no número de colônias tumorais no pulmão em um modelo de metástase 

pulmonar espontânea.

Em se tratando de atividade tumoral, deve-se, ainda, ressaltar a interação da 

heparina com o fator de crescimento fibroblástico (BAIRD et al., 1988; TYRREL et al., 

1993) e a modulação de crescimento celular (CASTELLOT et a l, 1986).

A atividade antiviral de polissacarídeos sulfatados foi demonstrada pela 

primeira vez por GERBER et al. em 1958. Esse autor verificou a proteção de ovos 

embrionários contra o vírus da caxumba e da influenza B por polissacarídeos do grupo 

ágar, extraídos de Gelidium cartilagenium, e do grupo carragenana de Chondrus 

crispus.

A partir de 1981, vários polissacarídeos têm sido testados quanto à sua atividade 

contra a infecção pelo vírus HIV. Artigos mais recentes têm mostrado a heparina e 

análogos funcionais como dextrana e curdlana sulfato, como potentes agentes antivirais, 

inibindo a infecção dos linfócitos T humanos, pelo vírus acima mencionado, por 

interferir na ligação deste vírus aos linfócitos T CD4+(LEDERMAN et al., 1989). Em
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1991, HOLODNTY et al. demostraram que a heparina também pode causar atenuação 

ou inibição da amplificação do gene do HIV. Tem sido sugerido que a atividade 

antiviral é devido à carga aniônica total do polímero, podendo a cadeia principal variar 

desde um polímero simples até um polímero complexo (BABA et al., 1990; 

DeCLERCQ et al., 1991).

BOEVÉ et al., em 1994, demonstraram a atividade inibitória relativa de vários 

polissacarídeos sulfatados, heparina e heparan sulfato no crescimento de cristais de 

oxalato de cálcio em calculogênese.

Apesar dos conhecimentos benéficos que se tem, a heparina possui muitos 

efeitos colaterais como hemorragia, trombocitopenia e osteoporose, além de outras 

desvantagens como heterogeneidade química, variabilidade nos seus efeitos 

fisiológicos, possibilidade de contaminantes como certos vírus animais (MULLOY et 

al., 1994), além da supressão das células natural killer (JOHANN et al., 1995) que 

representam o principal mecanismo de defesa contra infecção por vírus e células 

tumorais (FERRARINI & GROSSI, 1984; HERBERMAN, 1986). Em 1991, GORSKI et 

al. demonstraram a heparina como um inibidor de heparanase causando alterações no 

tráfego de linfócitos T.

As tentativas de substituir a heparina por outros anticoagulantes não foram bem 

sucedidas. Recentemente, muitos agentes derivados de glicosaminoglicanas como 

heparan, dermatan e condroitan sulfato têm sido examinados (VOLPI, 1994; 

NADKARNI et al., 1996). Entretanto, a maioria destes mostrou fraca ação 

anticoagulante (DOCTOR et al., 1991; PAVÃO et al., 1995), sendo muitas vezes 

destituídos de ação antiplaquetária ou tem encontrado sucesso restrito, em função da
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dificuldade em estimular a AT III de maneira correta e específica (RAZI et a l, 1995). 

Com o objetivo de eliminar estas diferenças, esforços têm sido feitos para estabelecer 

novos polímeros cujos aspectos críticos possam ser controlados, como, por exemplo, o 

comprimento da cadeia, o tipo de ligação glicosídica, o grau de sulfatação e a posição 

dos grupos sulfato.

Entre os polissacarídeos modificados por sulfatação, destacam-se as glucanas, 

arabinogalactanas, galactomananas (BODE & FRANZ, 1990), xilanas (HRÍNCOVINI 

& TORRI, 1995) e dextranas (SIÉ et al., 1996), que têm sido mostrados como prováveis 

substitutos da heparina, em ensaios in vitro.

Outra possibilidade, em tais análises, é a utilização de polissacarídeos 

naturalmente sulfatados, principalmente originados de algas, como as fucanas isoladas 

de parede celular de algas marinhas marrons e equinodermos, cuja atividade 

anticoagulante é variável quando comparada com a heparina, podendo chegar a 85 % 

em relação a esta (NISHINO et a l, 1989; NISHINO & NAGUNO, 1992).

Face ao que se relatou, os Laboratórios do Grupo de Carboidratos da IJFPR, em 

especial os de Biopolímeros e de Líquens, têm se dedicado à extração, análise estrutural 

e algumas modificações por semi-síntese de polissacarídeos de espécies nativas, 

pesquisando, quando possível, as propriedades e aplicações destes polímeros. Uma série 

de heparinóides têm sido produzidos, como exemplos os obtidos por reação de 

sulfatação a partir de galactomananas de Cassia fastuosa e Mimosa scabrella 

(TAVARES, 1995 e GERMANO, 1996); xiloglucana de Hymenaea courbaril (LIMA, 

1997) e glucanas de Ramalina celastri (STUELP, 1997).
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Assim, continuando o propósito do grupo e tendo em vista a facilidade da reação 

de sulfatação, bem como a eficiência dos derivados produzidos por este método, com o 

presente trabalho visamos à obtenção de outro heparinóide pela modificação química 

do polissacarídeo obtido do endosperma de sementes de Sen na macranthera. Em se 

tratando desta espécie, uma breve descrição botânica será relatada a seguir.

Senna macranthera

O vegetal Senna macranthera é uma árvore da família Leguminosae, subfamília 

Caesalpinoideae, que apresenta comumente 3 a 9 m de altura, com tronco de 6 a 15 cm 

de diâmetro. Apresenta, quando em espaço aberto, uma copa arredondada (fig. 6) 

(IRWIN& BARNEBY, 1982).

Fig. 6 - Senna macranthera (HARR1, 1992).



A árvore produz flores amarelas vistosas sendo cultivada como ornamental nas 

cidades das regiões sul e leste do Brasil e, também, para composição de plantios em 

áreas degradadas (IRWIN & BARNEBY, 1982).

As folhas são pinadas com até 20 cm de comprimento, compostas de dois pares 

de folíolos sendo o superior bem maior que o inferior e podem apresentar glândulas 

atrás dos pulvínulos distais (IRWIN & BARNEBY, 1982).

As flores são dispostas em rácimos carimbosos, abertos, desprovidos de folhas e 

localizados no ápice dos ramos (IRWIN & BARNEBY, 1982).

2 2

Fig. 7 - Flores deSenna macranthera(HARRI, 1992).

O fruto é uma vagem de comprimento variando de 15 a 36 cm podendo 

apresentar de 140 a 208 sementes. Popularmente é conhecida como madurana, pau- 

fava, aleluia, cabo-verde entre outros (IRWIN & BARNEBY, 1982).

Fig. 8 - Frutos (esquerda) e sementes (direita) de Senna macranthera (FIARRI,

1992).



CECY, em 1993, demonstrou a ocorrência de heterosídeos saponosídeos na 

casca do caule e na raiz; de flavonóides nas folhas; de traços de taninos nas folhas, nos 

frutos e na casca do caule; de compostos esteróides nas folhas e frutos; de traços de 

alcalóide nas folhas, nos frutos, na casca e no lenho do caule; e de heterosídeos 

antraquinônicos nos frutos, os quais foram identificados como crisofanol, fiscion e 

emodina. Ensaios de atividade biológica mostraram a inexistência de ação laxativa nos 

frutos.



OBJETIVOS



A fim de estudar estruturalmente o polissacarídeo do endosperma de sementes 

de Senna macranthera e produzir um possível heparinóide a partir deste, foram traçados 

os seguintes objetivos:

1. Extrair e purificar os polissacarídeos hidrossolúveis do endosperma de sementes de 

Senna macranthera;

2. Derivatizar estes polissacarídeos por método químico para a obtenção de derivados 

sulfatados com diferentes graus de substituição (DS);

3. Determinar o grau de substituição (DS) dos derivados por métodos químicos, físico- 

químicos e espectroscópicos;

4. Caracterizar o polissacarídeo derivatizado por métodos físico-químicos;

5. Avaliar a possível atividade anticoagulante da molécula, no estado nativo e 

modificado, bem como a via de atuação na cascata da coagulação pelos métodos de 

tempo de trombina (TT) e tempo parcial de tromboplastina ativada (APTT), em 

experimentos in vitro.

6. Verificar se o polímero com atividade anticoagulante tem afinidade pela AT III.
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MATERIAIS E MÉTODOS



1. OBTENÇÃO DAS SEMENTES E DOS POLISSACARÍDEOS

Os frutos de Senna macranthera foram coletados em vários locais da região 

metropolitana de Curitiba onde esta espécie é utilizada nas ruas como árvores 

ornamentais, sendo a sua classificação botânica já  estabelecida.

Separadas as sementes, estas foram moídas em liquidificador, com velocidade 

controlada, até que a casca pudesse ser removida. O embrião e o endosperma contendo, 

ainda, algum resíduo de casca, foram separados por peneiração seqüencial. A porção 

contendo o endosperma foi submetida à extração em soxhlet com os solventes: 

tolueno:etanol (2:1, v/v) por 105 horas e metanol:água por 48 horas. Os produtos 

solúveis em tais extrações não foram objetivos de estudo, mas o resíduo obtido foi 

submetido à extração aquosa exaustiva à 25 °C em liqüidificador. A solução obtida foi 

acrescida de NaCl q.s.p. 0,1 Mol/L e precipitada em 2 volumes de etanol. O precipitado 

obtido foi lavado com etanol e acetona P.A. e seco à temperatura ambiente. Este 

material foi denominado de SN.

2. PURIFICAÇÃO DA AMOSTRA OBTIDA POR EXTRAÇÃO 

AQUOSA DO ENDOSPERMA DE SEMENTES DE Senna 

macranthera

2.1. Pré-purificação por centrifugação

O processo de pré-purificação foi realizado por centrifugação a 2 000 g em 

centrífuga HITACHI modelo HIMAC CR 21-E, por 3 minutos e à temperatura
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ambiente, de uma solução lg/L da amostra (SN) obtida por extração aquosa. Após a 

centrifugação o sobrenadante foi precipitado e seco como descrito para SN sendo, 

então, chamado de SP.

2.2.Purificação por passagem em coluna de troca iônica (DEAE-celulose forma Cl')

Uma solução contendo lg do material parcialmente purificado (SP) em 300 ml 

de água destilada foi aplicada em uma coluna de DEAE-celulose forma C f (3 x 33cm) 

e eluída seqüencialmente com água, NaCl 0,2 Mol/L, NaOH 0,1 Mol/L e HC1 0,1 Mol/L 

obtendo-se, na seqüência da eluição, as frações FA, FB, FC e FD, respectivamente.

Após as eluições as frações foram neutralizadas, quando necessário, depois 

dialisadas, concentradas, precipitadas com 2 volumes de etanol, lavadas com etanol e 

acetona P.A. e secas à temperatura ambiente. Em todas as frações da coluna foi feito 

controle de açúcar total pelo método do fenol-ácido sulfúrico (DUBOIS et al, 1956).

3. ANÁLISES QUÍMICAS E FÍSICO-QUÍMICAS DOS 

POLISSACARÍDEOS

3.1. Quantificação de carboidratos e proteínas

As proteínas foram determinadas pelo método de HARTREE (1972), utilizando- 

se curva padrão de albumina bovina para as determinações .



A concentração total de carboidratos foi determinada pelo método de fenol 

ácido-sulfúrico (DUBOIS et al., 1956), a de açúcar redutor, pelo método de SOMOGYI 

(1945) e NELSON (1944) utilizando-se, em ambos os casos , uma curva padrão de 

manose e a concentração de açúcares ácidos foi determinada pelo método de 

BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN, 1973, utilizando-se para a curva padrão o 

ácido glucurônico.

3.2. Determinação da composição monossacarídica

3.2.1. Hidrólise ácida dos polissacarídeos do endosperma de sementes de Senna 

macranthera

Todas as amostras (10 mg) foram hidrolisadas com ácido trifluoracético (TFA) 1 

Mol/L, durante 4,5 horas, em banho de água fervente. Após a hidrólise o TFA foi 

totalmente evaporado e as amostras foram lavadas com água até remoção total do ácido 

(ADAMS, 1962 e 1965).

3.2.2. Redução e acetilação dos produtos resultantes do processo de hidrólise

Os monossacarídeos resultantes dos processos de hidrólise foram reduzidos em 

presença de borohidreto de sódio (NaBH4) à temperatura ambiente por pelo menos 12 

horas. A reação foi neutralizada com ácido acético, tratada com resina LEWATIT S-100 

(H+) e o filtrado foi seco sob baixa pressão à temperatura de 50 °C. O ácido bórico foi 

eliminado por codestilação com metanol anidro e os alditóis secos foram submetidos à 

reação de acetilação em presença de piridina e anidrido acético 1:1 (v/v), à temperatura
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ambiente durante 15 horas. A reação foi interrompida pela adição de gelo, e os alditóis 

acetato, extraídos com clorofórmio. Os produtos foram analisados por CG-EM 

(WOLFROM & THOMPSON, 1963), em um cromatógrafo líquido-gasoso, modelo 

V ARI AN 3300 acoplado à um espectrômetro de massa FINNIGAN MAT, usando uma 

coluna capilar DB 225 ou OV-225. A temperatura inicial foi de 50 °C seguida de 

elevação de 4°C/min até 230 °C, sendo utilizado hélio como gás de arraste. Para análise 

de CG simplesmente, foi utilizado um cromatografo líquido-gasoso HP modelo 5890 

série 2, com detector e injetor à 250°C e coluna capilar DB-225, à 200°C e nitrogênio 

como gás de arraste.

3.3. Obtenção dos derivados O-metil-alditóis acetato

O polissacarídeo FA, após ter sido previamente acetilado, foi submetido à 

reação de metilação, tantas vezes quanto necessário, pelo método de CIUCANU & 

KEREK (1984). Após completa derivatização, monitorada por análises 

espectroscópicas de infra-vermelho, o polissacarídeo metilado foi parcialmente 

hidrolisado por metanólise durante 2 horas à 100°C, neutralizado com carbonato de 

prata, lavado com metanol e secos à temperatura ambiente para, então, ser submetido à 

hidrólise ácida total com ácido sulfúrico 0,5 Mol/L por 18 horas a 100°C. Os derivados 

parcialmente metilados, provenientes do processo de hidrólise, foram neutralizados e 

submetidos às reações de redução e acetilação, como descrito no item 3.2.2. para 

posterior análise por CG e CG-EM (HARRIS et al., 1984).



3.4. Oxidação com metaperiodato de sódio

A amostra FA (50 mg) foi oxidada com solução de metaperiodato de sódio 0,05 

Mol / L, durante 10 dias, à temperatura ambiente e na ausência de luz, sendo agitada 

ocasionalmente. A reação foi interrompida pela adição de etilenoglicol (0,5 ml), 

mantendo-se o sistema por mais 40 minutos no escuro. Em seguida, o material oxidado 

foi reduzido com NaBH4 e dialisado contra água corrente por 48 horas. A solução 

dialisada foi concentrada para posterior hidrólise do poliol resultante com TFA 1 

Mol/L, como descrito anteriormente (item 3.2.1.1). O material hidrolisado foi reduzido 

com NaBFfi, acetilado e analisado por CG-EM (item 3.2.2.) (GOLDSTEIN et al., 

1965).

3.5. Determinação da rotação óptica específica

Uma solução de FA na concentração de 0,5 g / L foi analisada quanto à sua 

rotação óptica especíica ([a]D25) em aparelho AUTOPOLIII, marca Rudolf Research.

A rotação óptica específica foi calculada através da equação:

[a]D 25= oc / L . c

onde:

a  é o ângulo de rotação da luz polarizada, expresso em graus;

L é o caminho óptico, em dm;

c é a concentração da solução em g / L (MATHESON, 1990).
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3.6. Determinação da massa molar aparente

Uma solução a lmg / mL de cada amostra foi filtrada por membranas com poros 

de 3 e 1,2 pm de diâmetro. Após a fíltração as soluções foram concentradas à 

temperatura de 60°C para o material nativo e 40°C para o sulfatado. O polissacarídeo 

obtido foi ressuspenso em NaCl 0,15 Mol / L q.s.p. a concentração final de 10 mg/mL.

Uma gota desta solução foi aplicada em uma coluna de SEPHAROSE CL-4B 

calibrada com padrões de dextrana (77,8 x 103 - 2,0 x 106 g / mol) e eluída com o 

mesmo solvente. Alíquotas de 1 ml foram coletadas nas quais foi dosado açúcar total 

através do método do fenol-ácido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

4. ANÁLISES POR MÉTODOS ESPECTROSCÓPICOS

4.1. Espectroscopia de infravermelho (IV)

Os espectros de IV das várias amostras nativas e sulfatadas foram determinados 

usando um espectrômetro BOMEM, Hartman & Baum-MB, em pastilhas de KBr ou, 

em clorofórmio utilizando célula de NaCl como suporte, para as amostras metiladas.

4.2. Espectroscopia de ressonância magnética nuclear

Os espectros de RMN-13C e RMN^El foram obtidos de um espectrômetro 

BRUKER, modelo AVANCE-DRX-400 acoplado a um transformador de Fourier. As 

amostras foram solubilizadas em água deuterada (D20 ) e o espectro efetuado à 

temperatura de 70° C para as amostras nativas e 27° C para as sulfatadas. Os
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deslocamentos químicos (6) foram expressos em p.p.m., utilizando-se como padrão 

dimetil sulfóxido-D6 (8 39,7) para a análise de RMN-13C e acetona (8 2,23) para RMN-

5. SULFATAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS

A derivatização das amostras pré-purificadas por centrifugação e purificadas por 

cromatografía de troca iônica foi feita como descrito por 0 ’NEILL, 1955, onde cada 

amostra é primeiramente dissolvida em piridina e formamida sob agitação em câmara 

fria. A adição de ácido clorossulfônico foi realizada lentamente, sob agitação constante 

e em banho de gelo, obedecendo-se a seguinte relação 1 : 20 : 75 : 12, respectivamente, 

para a massa do polissacarídeo (g), volume (mL) de piridina, formamida e ácido 

clorossulfônico.

Após a adição completa do ácido, o sistema foi mantido sob agitação à 4°C por 

mais 24 horas, sendo, em seguida, neutralizado com solução saturada de bicarbonato de 

sódio e dialisado contra 5 L de água destilada trocada três vezes por dia, durante 5 dias. 

Terminada a diálise, a solução contendo o polissacarídeo sulfatado teve seu volume 

reduzido à baixa pressão e temperatura de 40°C, ao qual foi acrescido de NaCl q.s.p. 

uma solução a 0,1 Mol / L que, em seguida, foi precipitada com 2 volumes de etanol. O 

polissacarídeo obtido foi, então, lavado com etanol e acetona P. A. e seco à temperatura 

ambiente.
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6. DETERMINAÇÃO DO GRAU DE SUBSTITUIÇÃO (DS)

O grau de substituição (DS) foi determinado através do método turbidimétrico 

por precipitação com cloreto de bário (DOGSON & PRICE, 1962), onde uma amostra 

do polissacarídeo sulfatado (3 mg) foi hidrolisado em HC1 3 Mols/L, em banho de água 

fervente por 12 horas. Em seguida, o ácido foi evaporado à pressão reduzida, sendo o 

resíduo resultante, ressuspenso em água. Uma alíquota de 0,5 ml da amostra foi tratada 

com 3,8 mL de ácido tricloroacético a 4 % e 1 mL do reagente gelatina-cloreto de 

bário. A mistura reacional foi mantida à temperatura ambiente por 30 minutos para a 

formação dos cristais e medida a absorbância à 360 nm. Uma solução de sulfato de 

sódio foi utilizada para curva padrão, sendo o grau de substituição (DS) calculado a 

partir do conteúdo de enxofre através da equação abaixo:

DS = 162*5' / 3200 -  102x5*

7. ANÁLISE DAS PROPRIEDADES ANTICOAGULANTES

7.1. Tempo parcial de tromboplastina ativada (APTT)

As várias amostras nativas e sulfatadas antes e após filtração por membranas de 

poros 3 e 1,2 pm, foram submetidas ao teste do Tempo Parcial de Tromboplastina 

Ativada (APTT), usando plasma normal humano liofilizado como controle e curva de 

heparina (183 Ul/mg) como padrão. Os ensaios foram realizados no Laboratório de 

Análises Clínicas do Hospital Pequeno Príncipe em um fíbrômetro OPTION, operado a 

37°C.

Para o teste, foram incubados 0,02 mL da amostra em questão solubilizada em 

solução salina 0,9 %, nas diversas concentrações, com 0,08 mL de plasma normal
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Para o teste, foram incubados 0,02 mL da amostra em questão solubilizada em 

solução salina 0,9 %, nas diversas concentrações, com 0,08 mL de plasma normal 

humano (uniplasmatrol - Biomerieux) e 0,1 mL de cefalina ativada por 4 minutos a 

37°C, sendo a reação disparada pela adição de solução de cloreto de cálcio 0,025 Mols / 

L, sendo marcado o tempo necessário para a formação do coágulo.

7.2. Determinação da afinidade por AT III

As amostras que previamente apresentaram atividade anticoagulante foram 

aplicadas em uma coluna (5 x 1,5 cm) contendo matriz de agarose-antitrombina Sigma 

e eluídas com tampão Tris/HCl 0,05 Mols/L pH 7,2 e solução de NaCl 2 Mols/L 

seqüencialmente (CASU et al., 1981). Todas as amostras eluídas foram dialisadas, por 

pelo menos 14 dias, contra 5 L de água destilada trocada três vezes por dia, sendo 

posteriormente evaporadas até a secura sob baixa pressão à temperatura de 40 °C e 

ressuspensas em solução salina para a determinação da atividade anticoagulante pelo 

teste de APTT.

7.3. Atividade do fator Xa

A atividade do fator Xa foi medida pelo Heptest®, utilizando-se 0,08 mL de 

plasma normal humano (uniplasmatrol), 0,02 mL de amostra devidamente diluída e 0,1 

mL de fator Xa (0,1 UI). A mistura foi incubada por 120 s, à 37 °C. Em seguida, 0,1 mL 

de uma solução de cefalina e cloreto de cálcio 1:1 foi adicionada e o tempo de 

coagulação foi medido (BODE & FRANZ, 1991).
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RESULTADOS E DISCUSSÃO



1. EXTRAÇÃO, PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DO 

POLISSACARÍDEO OBTIDO DAS SEMENTES DE Senna 

macranthera

O endosperma das sementes de Senna macranthera, contendo ainda, algum 

resíduo de casca, após remoção de parte do pigmento e inativação enzimática, induzida 

por solvente e aquecimento por tratamento em soxhlet com as misturas tolueno : etanol 

e metanol : água, apresentou um rendimento de 30 % em massa, após moagem e 

extração com água a 25 °C, precipitação com etanol e secagem. Este material foi 

chamado de SN.

A composição química da amostra SN em açúcar total e proteína mostrou ser 

constituída de 85,5 e 6,5 %, respectivamente. A análise qualitativa e quantitativa dos 

monossacarídeos foi feita por CG-EM e demonstrou a presença de unidades de manose 

e galactose com razão molar de 3,7:1 (tabela I). Unidades de xilose, arabinose, ramnose 

e glucose também foram encontradas em menores proporções (tabela I). Observou-se 

macroscopicamente a presença de um pigmento marrom insolúvel em água, 

provavelmente oriundo da casca.

Com o objetivo de remover tal pigmento, uma solução a lg  / L de amostra em 

água destilada foi centrifugada a 2000 g, à temperatura ambiente. Após esta pré- 

purificação o rendimento em massa obtido foi de 50 % em relação à SN. O pigmento 

visível na amostra original foi removido por esse processo, e a amostra parcialmente 

purificada apresentou composição química, em açúcar total e proteína em relação à 

massa seca, de 80,4 e 3,8 %, respectivamente. Esse material foi denominado de SP, 

caracterizado através da análise dos acetatos de alditóis, apresentando relação molar
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manose : galactose de 3,3:1, além dos demais monossacarídeos que foram identificados 

em SN. Parte das prováveis outras famílias de galactomananas, presentes em SN, foram 

retiradas com o resíduo da centrifugação, denominado RS, já  que este apresentou 

proporção manose:galactose de 4,3:1, após a análise dos alditóis acetatos (tabela I).
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Tabela I - Análise dos monossacarídeos presentes nos polissacarídeos do endosperma 
de sementes de Senna macranthera.

Amostras

Man Gal Glc

Mol %* 

Xil Rh a Ara

Rendimento2

%

SN3 66,1 17,8 4,9 4,3 4,8 2,0 30

SP4 70,7 21,7 1,2 3,6 n.d. 2,0 15

FA* 71,8 26,0 1,0 0,08 0,05 0,06 9,8

FB* 55,4 26,5 1,7 12,2 0,05 4,2 0,4

FC* 5,8 4,4 44,2 44,9 n.d. 0,6 2,9

FD* 59,8 29,5 2,4 1,9 4,6 1,8 0,3
n .d .: não detectado.
1 Por CG-EM, como alditóis acetatos, coluna OV-225, temperatura 50-220°C.
2 Em relação ao endosperma.
3 Amostra nativa.
4 Amostra parcialmente purificada por centrifugação (ítem2 .1).

Amostras purificadas em cromatografia de troca iônica e eluídas com água, NaCl 0,2 
Mols/L, NaOH 0,1 Mol/L e HC10,1 Mol/L respectivamente (item 2.2).

A fim de separar melhor a mistura de polissacarídeos contida em SP, esse 

material foi eluído em coluna de troca iônica DEAE-celulose (forma Cl"), obtendo-se 

quatro frações, denominadas FA (fração aquosa), FB (fração eluída em NaCl), FC 

(fração eluída em NaOH) e FD (fração eluída em HC1) cujos rendimentos foram, 

respectivamente, de 65,6; 2,8; 19,5 e 1,8 % em relação à SP.



A análise dos alditóis acetatos da fração FA, que corresponde à eluída com água 

e, portanto, a um polímero neutro, mostrou que o polissacarídeo é constituído por uma 

galactomanana praticamente pura com proporção manose : galactose de

aproximadamente 2,8 : 1 (tabela I). O principal biopolímero do endosperma de 

sementes de Senna macranthera pode ser caracterizado pela simples razão molar 

manose : galactose como uma galactomanana pouco substituída. A análise química da 

amostra FA mostrou a presença de 94,6 % de carboidratos, 3,8 % de proteínas (tabela 

II) e não foi detectada a presença de açúcares ácidos pela análise de BLUMENKRANZ 

& ASBOE-HAN SEN, 1973.

Tabela II - Composição química e rendimento das frações polissacarídicas obtidas do 
endosperma de sementes de Senna macranthera
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Amostras Açúcar Total1 Proteína2

(%) (%)
SN 85,5 6,5

SP 80,3 5,2

FA 94,6 3,8
1 Pelo método de fenol-ácido sulfúrico. (DUBOIS et al, 1956)
2 Pelo método de HARTREE, 1975.
3 Em relação ao endosperma.

O baixo conteúdo de proteína obtido em SN, SP e FA deve-se à adição de NaCl 

q.s.p. 0,1 Mol/L nos extratos, antes da precipitação etanólica, o que promoveu salting in 

e, portanto, auxiliou no processo de pré-purificação, conduzindo-se à obtenção de 

proteoglicanas.

As unidades de açúcares aminados na natureza ocorrem principalmente no reino 

animal, onde aparecem como constituintes de um grande grupo de substâncias, os



mucopolissacarídeos ou glicosaminoglicanas (FOSTER & STACEY, 1952). A 

ocorrência de hexosaminas foi também constatada como componente do exoesqueleto 

de muitos crustáceos e do esqueleto de vertebrados, formando estruturas resistentes e de 

alta estabilidade química (GARDELL, 1958). No entanto, após a hidrólise ácida com 

TF A 5 Mols / L (item 3.2.1.2.) da amostra FA não foi observado qualquer indício da 

presença de tais unidades.

A análise dos acetatos de alditóis da fração FC, a segunda mais importante em 

termos de rendimento e que corresponde à eluída com NaOH 0,1 Mol/L, sugere que 

esta é constituída de uma mistura de polissacarídeos. Entre eles há a possibilidade da 

existência de uma xiloglucana conforme resultados da tabela I.

Deve-se destacar que os métodos de extração aquosa e purificação, por 

centrifugação e cromatografía de troca iônica, da galactomanana do endosperma de 

Senna macranthera, constituem processos simples e econômicos.

Na seqüência, para fins de análise estrutural, optou-se pela escolha da amostra 

FA, que corresponde àquela fração mais purificada.
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2. ANÁLISE ESTRUTURAL DA GALACTOMANANA 

PURIFICADA
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2.1. Análise dos 0-metil-alditóis acetato

Com o objetivo de verificar, quantitativamente, os tipos de ligações glicosídicas 

presentes no polissacarídeo e avaliar o grau de ramificação, a galactomanana (FA) foi 

submetida ao processo de metilação, pelo método de CIUCANU e KEREK (1984). Para 

promover a melhor solubilidade em DMSO, a amostra foi previamente acetilada e os 

dados obtidos são apresentados na tabela III.

Tabela EI - Análise dos alditóis acetatos parcialmente metiladosa b da galactomanana da 
fração FA.

Derivados parcialmente metilados Mols %

1,4,5- tri-0-acetil-2,3,6-tri-0-metil manose 40,2

1,5,6- tri-0-acetil-2,3,4-tri-0-metil manose 6,4

1,5- di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil manose 0,7

1,4,5,6-tetra-0-acetil-2,3-di-0-metil manose 26,7

1,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil galactose 26,0

a Método de CIUCANU e KEREK, 1984. 
b Análise por CG-EM, como acetatos de alditóis, coluna DB-225.

Tendo em vista os resultados obtidos na tabela acima, verificou-se a presença de 

ligações glicosídicas do tipo (l-»4) entre as unidades de manose da cadeia principal 

que apresentam algumas substituições em 0 -6  por unidades galactopiranosil e outras 

por manopiranosil, as quais também estão substituídas no C-6 por unidades 

galactopiranosil. Essa conclusão deve-se à presença dos derivados parcialmente 

metilados, a saber: l,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-manose que corresponde ao 

terminal não redutor; l,4,5,6-tetra-0-acetil-2,3~di-0-metil-manose que corresponde a 

unidades contendo ligações glicosídicas em 0-4 e 0-6; 1,5,6- tri-0-acetil-2,3,4-tri-0-



metil manose que corresponde a unidades de manose contendo ligações glieosídicas em 

0-6; 1,4,5 -tri-O-aceti 1 ~2,3,6-tri-0-metil-manose que corresponde a unidades contendo 

ligações glieosídicas em 0-4 e l,5-di-0-acetil-2,3,4,6-tetra-0-metil-galactose o qual 

corresponde ao terminal não redutor dessa unidade. Os valores de percentagem molar 

obtidos para cada derivado confirmam a mesma relação manose : galactose, obtida 

anteriormente por análise dos monossacarídeos como acetatos de alditóís (tabela I).

2.2. Oxidação com metaperiodato de sódio

A análise estrutural foi complementada pelo processo de oxidação com 

periodato de sódio que é um dos métodos que auxiliam na elucidação da estrutura 

química de polissacarídeos. Os resultados obtidos dos produtos analisados como 

alditóis acetatos (tabela IV) mostram que todas as unidades de galactose presentes no 

polímero como terminais não redutores foram degradadas, como pode ser observado 

pela presença de grande quantidade de glicerol.
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Tabela IV - Análise da Oxidação com Metaperiodato de Sódio da galactomanana (FA) 
de sementes de Senna macranthera.

Man Gal Eritritol Glicerol
Mols % 1,0 n.d. 65,0 34,0

Por CG-EM como alditóis acetatos, coluna OV-225.

As unidades de manose foram, também, muito degradadas como pode ser 

observado pela diminuição de tais unidades e concomitante detecção de grande 

quantidade de eritritol oriundo daquelas unidades substituídas em 0-4 e 0-6 (2,3,6- 

Me3-Man e 2,3-Me2-Man).



A presença de glicerol indica que unidades galactopiranosil e manopiranosil 

substituintes encontram-se ligadas ao “core” de manose por ligações glicosídicas do 

tipo 1—>6.

A análise dos derivados obtidos pela oxidação com metaperiodato de sódio 

concorda com os resultados obtidos por metilação.

2.3. Rotação óptica específica

Os polissacarídeos ramificados ou substituídos possuem valor de rotação óptica 

específica dependente das proporções relativas de ligações a-D e P-D, sendo, portanto, a 

presença de ligações a-D-galactopiranosídicas que confere rotação óptica positiva em 

galactomananas. Assim, a [oc]D destes polímeros depende do número de ligações P das 

unidades de manose e a  das unidades de galactose, sendo o fator limitante de [a]D, o 

número de unidades de D-galactose que substituem a cadeia principal de manana 

(NOBLE, 1986).

A rotação óptica específica obtida para a galactomanana purificada (FA) foi de 

+ 7 °, sendo inferior ao obtido para a galactomanana de Cassia fastuosa (+10°) e que 

apresenta relação molar manose : galactose de 4:1 (GERMANO, 1996). O resultado 

obtido para a galactomanana de Senna macranthera pode ser devido a erros nas 

determinações experimentais, face à opacidade característica das galactomananas em 

solução (LESCHZINER & CEREZO, 1969; KOOIMAN, 1972).
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2.4. Espectroscopia de ressonância nuclear magnética do carbono treze

Fig. 9 - Espectro de RMN-13C da amostra SP obtida do endosperma de sementes de 
Senna macranthera, realizado em solução de óxido deuterado (D20), a 70°C. Os 
deslocamentos químicos são expressos em p.p.m.

Fig. 10 - Espectro de RMN-13C da galactomanana do endosperma de sementes de 
Senna macranthera purificada em coluna de DEAE-celuIose, fração aquosa (FA), 
realizado em solução de óxido deuterado (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos 
são expressos em p.p.m.



A região de C-4 das unidades de manose, ampliada na fig. 11, mostra dois 

sinais, bem característicos, em S 76,56 e 8 76,33, correspondentes, respectivamente, às 

regiões das díades de manose não substituídas em 0-6, representadas por III, e à região 

das díades parcialmente substituídas em 0-6 por galactose, representada por II. A 

absorção correspondente às díades de manose totalmente substituídas, representada por 

I está praticamente sobreposta ao sinal da região II.
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Fig. 11. Região de C-4 ampliada do espectro de RMN-13C, de unidades de manose 
da galactomanana purificada do endosperma de sementes de Senna macranthera, 
com as respectivas díades de manose representadas em algarismos romanos.

A absorção mais intensa observada na região de C-4 das unidades de manose 

não substituída é muito semelhante à obtida para a galactomanana de Cassia fastuosa 

(TAVARES, 1994) e mostra que, também para o polissacarídeo de Senna macranthera, 

há maior percentagem de regiões lisas, ou seja, não substituídas na cadeia.



A região de C-6 foi melhor caracterizada através do espectro do tipo DEPT 

(fíg.12), onde ocorre a inversão dos sinais correspondentes aos carbonos do tipo CH2. 

Os sinais em 8 61,0 e 8 60,4 correspondem respectivamente ao C-6 das unidades a-D- 

galactopiranose e J3-D-manopiranose não substituídas e os sinais entre 8 66,3 e 8 66,58 

correspondem ao C-6 das unidades de (3-D-manopiranose substituídas por 

galactopiranose.

O sinal em 8 66,88 corresponde ao C-6 de a-D-manopiranose substituídas em C- 

6 por galactopiranose. O esclarecimento da presença de outros sinais de unidades a-D- 

manopiranosídicas não foi possível devido à sobreposição dos sinais dessas unidades 

com aqueles das unidades (3, bem como com os sinais de unidades a-D-galactopiranose.
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Fig.12 - Espectro de RMN-UC do tipo DEPT da galactomanana purificada (FA - 
item 2 .2) do endosperma de sementes de Senna macranthera, realizado em solução de 
óxido deuterado (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos são expressos em p.p.m. 
utilizando-se como padrão dimetil sulfoxido-dg (8 39,7).



A análise da região anomérica por RMN-JH (fíg. 13) fornece um sinal em 8 4,76, 

correspondente a p-D-manopiranose, bastante largo, devido à distribuição randômica 

dos substituintes e dois sinais em 8 5,04 e 8 5,05 correspondentes às unidades de a-D- 

galactopiranose próximas a uma região pouco substituída e às unidades de a-D- 

galactopiranose próximas a uma região bastante substituída, respectivamente. O sinal 

em 8 4,9 provavelmente corresponde ao C-l das unidades a-D-manopiranose.
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Fig.13 - Espectro de RMN-1!! da galactomanana purificada (FA - item 2.2) do 
endosperma de sementes de Senna macranthera, realizado em solução de óxido 
deuterado (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos são expressos em p.p.m. 
utilizando-se como padrão acetona (8 2,23).

A intensidade dos sinais de manose e galactose confirmam a relação 3:1 entre 

tais unidades, conforme dados já  descritos por outros métodos.



A partir dos resultados apresentados, pode-se sugerir a seguinte estrutura parcial 

para a galactomanana (FA) do endosperma de sementes de Senna macranthera:

(l->4)-P-D-Manp-(l-^4)-p-D-Manp-(l~»4)-p-D-Maii/?-(l-»]
6
t  
1

oc-D-Manp
r»
6
t
1KJ

a-D-Galp

Os laboratórios de Química de Carboidratos Vegetais e de Biopolímeros, 

determinaram nos últimos 10 anos a estrutura de mais de 30 galactomananas, sendo 

estas constituídas de uma cadeia principal composta por unidades p-D- 

manopiranosídicas unidas por ligação glicosídica do tipo (l-»4) com substituição em 

0-6 por unidades a-D-galactopiranosídicas (GANTER, 1993; GOTTARDI et al, 1994; 

TAVARES, 1994; RECHIA et al, 1995). Inúmeras outras publicações tem demonstrado 

que esta estrutura estrutura é convencional para galactomananas de leguminosas. No 

entanto, para algumas espécies na literatura, têm sido demonstrada a possibilidade de 

ligação glicosídica do tipo (1—»2) e (1—>3) na cadeia principal.

SOUZA LIMA em 1997 demonstrou a presença de galactobiose na cadeia 

lateral em uma galactomanana presente no endosperma de H. courbaril.

Entretanto, ainda não havia sido relatada a possibilidade de unidades oc-D- 

manopiranosídicas em plantas superiores, sendo estas características de fungos e 

líquens (GORIN & SPENCER, 1972; GORIN & MAZUREK, 1981; GORIN &
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IACOMINI, 1984). Assim deve-se ressaltar a necessidade de se confirmar a estrutura 

sugerida por outros métodos, como, por exemplo, através da análise de oligossacarídeos 

produzidos a partir de hidrólise ácida parcial ou enzimática.

Com a estrutura acima proposta, as amostras purificada (FA) e parcialmente 

purificada por centrifugação (SP) foram submetidas ao processo de sulfatação, com o 

intuito de se fazer uma analogia com a heparina e também com os derivados obtidos 

destas duas amostras.

3. REAÇÃO DE SULFATAÇÃO

A sulfatação química é um processo bastante eficiente, sendo utilizada piridina 

como catalisador. Esta aumenta a reatividade dos componentes em solução, por possuir 

um par de elétrons disponível, e assim fonnar pontes de hidrogênio com as hidroxilas 

livres do polissacarídeo, aumentando desta forma a nucleofilia destes grupamentos 

(OTMEILL, 1955; HAINES, 1976).

A presença de formamida ou outros solventes apolares e apróticos, confere 

maior solubilidade ao polissacarídeo, sem interferir na efetividade do nucleófilo, 

constituindo, assim, um reagente adicional importante (YALPANI & STANDFORD, 

1987; LANG et al., 1992).

O grau de sulfatação aumenta proporcionalmente com o aumento da 

temperatura e com a adição de ácido clorossulfônico (SPENCER, 1961; YALPANI & 

STANFORD, 1987). No entanto, tais condições aumentam, também, a probabilidade de
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degradação do polímero e, conseqüentemente, a perda de suas propriedades (OTSIEILL, 

1955).

Para se poder efetuar uma análise comparativa de derivatização e da atividade 

biológica proposta no projeto, as amostras SP e FA foram escolhidas para a sulfatação, 

sendo a primeira submetida a dois processos seqüenciais, que foi feito pela adição lenta 

de ácido clorossulfônico em banho de gelo com o objetivo de minimizar as reações de 

degradação.

Para facilitar a representação, os derivados sulfatados de FA e SP foram 

denominados por SPS e FAS, respectivamente.

4. CARACTERIZAÇÃO DOS DERIVADOS SULFATADOS

4.1. Análise por infravermelho (IV)

A introdução dos grupamentos sulfato nos derivados foi verificada por 

espectroscopia de infra-vermelho, que evidenciou a presença de uma banda forte 

próxima a 1250 cm' 1 como vibração de alongamento da ligação S=0, característica de 

todos os ésteres sulfatados (semi-éster) que estava ausente nas amostras nativas. Como 

modelo para representar tal informação, segue a fig. 14, correspondente as amostras 

nativa e sulfatada de SP.
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numero de onda (c m '1)

Fig. 14 - Espectro de infravermelho em pastilha de KBr da galactomanana 
parcialmente purificada ( ___) e do seu derivado sulfatado ( ___ ).

A presença do grupo éster sulfato em posição equatorial do carbono primário 

(C-6) ou secundário pode ser evidenciada por bandas de absorção em 810-820 cm 1 e 

830 cm'1, respectivamente (LLOYD & DOGSON, 1961; LLOYD et al., 1961).Por 

analogia, pode-se sugerir para a amostra SPS, localização dos grupos éster sulfato em 

posição equatorial de carbono primário pela presença de uma banda de absorção em 

820 cm Essa comparação também pode ser feita com os espectros das 

galactomananas sulfatadas por GERMANO, 1996, que mostraram a presença de bandas 

de absorção em 818 cm' 1 correspondentes à D-galactose 6-sulfato, que também está 

presente nos derivados sulfatados de Senna macranthera.



4.2. Rotação óptica específica

Devido à opacidade apresentada pelas soluções em água e NaCl, não foi 

possível determinar a [a]o dos derivados sulfatados. No entanto, teoricamente seriam 

esperados valores diferentes do obtido para a galactomanana nativa, devido à provável 

mudança conformacional induzida pela introdução dos grupamentos sulfato, a qual 

poderia expor mais ou menos as unidades a.

4.3. Determinação do grau de substituição (DS)

O grau de substituição das hidroxilas por sulfato foi determinado por método 

turbidimétrico, o qual permite a avaliação do conteúdo de éster no polissacarídeo.

Esta técnica envolve hidrólise ácida, seguida pela determinação do sulfato 

inorgânico liberado, o qual forma cristais em presença de bário que podem ser medidos 

espectrofotometricamente. Trata-se de um método bastante sensível e de fácil 

execução, sendo, portanto, satisfatório e facilmente reprodutível. Utiliza pequenas 

quantidades de amostra para a análise, o que pode ser considerado fator limitante.

Conforme a análise espectrofotométrica, os valores obtidos para grau de 

substituição (DS) das várias amostras são mostrados na tabela V.
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Tabela V - Determinação do grau de Substituição (DS) dos derivados sulfatados dos 
polissacarídeos de Senna macranthera.

Frações DS1 %  SO4

SPS 0,17 9,06

SPS2 0,54 23,70

FAZ 0,40 18,92
1 Método de precipitação com cloreto de bário (DOGSON & PRICE, 1962).
2 SP com D. S. 0,17 novamente sulfatada.

Com esses resultados observa-se a presença de baixos valores de DS em 

comparação com outras galactomananas sulfatadas na mesmas condições (TAVARES, 

1994; GERMANO, 1996). Isso pode ser devido à baixa solubilidade do polissacarídeo 

em estudo nos solventes utilizados na reação de sulfatação, como pela provável 

presença de interações inter e intracadeia (DEA & MQRRISON, 1975; DEA, 1977; 

DEA et al., 1986) e, também, devido a fatores externos como a variação na umidade 

relativa do ar, a qual pode decompor o ácido clorossulfônico em HC1 e H2SO4 

perdendo, assim, o seu poder sulfatante.

Para facilitar a compreensão, as amostras sulfatadas de SP, com DS 0,17 e 0,54, 

e de FA, com DS 0,4, serão representadas por SPS-0,17; SPS-0,54 e FAS-0,4, 

respectivamente.

4.4. Gel permeação

Como os polissacarídeos variam nos tamanhos moleculares e têm conformações 

em solução que diferem da forma globular da maioria das proteínas, a determinação 

exata da massa molecular por cromatografia em gel é geralmente impossível. No



entanto, uma estimativa do tamanho molecular pode ser feita por comparação do Kav 

das amostras com o obtido para padrões de dextrana e pululana. (ANDREWS, 1970).

Assim, a análise das massas moleculares das várias amostras de galactomananas 

nativas e sulfatadas foi realizada por cromatografia em gel permeação em coluna de 

SEPHAROSE-CL 4B (item 3.6), utilizando-se padrões de dextrana. Nesse experimento 

notou-se um aumento da massa molecular dos derivados sulfatados em relação às 

amostras nativas segundo resultados demonstrados na tabela VI, o que pode ser 

explicado pela adição de grupamentos sulfato nas moléculas.

Observou-se, que as amostras SPS-0,17 e SPS-0,54 apresentaram massa 

molecular experimental maior que a esperada, sugerindo que a sulfatação promoveu 

mudança no volume hidrodínâmico maior do que era esperado pela simples introdução 

de grupamentos sulfato nestes polímeros, o que pode ser oriundo da mudança 

conformacional ocorrida durante o processo de sulfatação. Por se tratar de uma amostra 

que contém predominantemente dois polissacarídeos (tabela I), ou seja, uma 

galactomanana e uma xiloglucana, há uma maior desagregação provocada pelo aumento 

do DS, conseqüentemente, isso originou uma MMa calculada e experimental mais 

próximas para a amostra ressulfatada, que estava mais purificada após a primeira 

derivatização.
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Tabela VI: Massa molecular aparente (MMa) das galactomananas nativas e modificadas 
obtidas do endosperma de sementes de Senna macranthera.

Amostras MMa1 Experimental 

. 10* Da

MMa Esperada2 

. 106 Da

SP3 1,2 ......

SPS-0,174 1,7 1,3

SPS-0,545 1,9 1,6
FA6 2,2 ......

FAS-0,4 2,4 2,4
1 Massa molecular aparente, por GPC em relação a padrões de dextrana.
2 Calculada matematicamente em ftmção do DS.
3 Amostra parcialmente purificada por centrifugação (item 2.1)
4 Amostra parcialmente purificada por centrifugação e sulfatada (item 5)
5 Amostra parcialmente sulfatada com DS 0,17 ressulfatada.
6 Galactomanana purificada (item 2.2).

Como pode ser observado na tabela VI, a massa molecular aparente obtida para 

FA foi maior que a obtida para SP, esse resultado sugere que houve alguma mudança 

conformacional durante a purificação da amostra por cromatografia de troca inônica 

(DEAE-celulose). Essa observação reforça a sugestão acima de que o volume 

hidrodinâmico é alterado a cada etapa de desagregação, quer pela purificação, quer pela 

sulfatação, o que é melhor observado para o derivado FAS-0,4, o qual apresentou 

valores de massa molecular esperada e experimental idênticos (tabela VI). Isso sugere 

que, em FA, os grupamentos sulfato estão distantes uns dos outros na molécula, 

havendo, portanto, somente o efeito da introdução dos substituintes no aumento do 

volume hidrodinâmico e, conseqüentemente, da massa molar, sem que tenha havido 

alteração conformacional na molécula pela derivatização. Na figura 15 podem ser 

visualizados os perfis de eluiçâo semelhantes, obtidos para as amostras FA nativa e seu 

derivado sulfatado, o que sustenta a proposição sugerida.
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Fig. 15. Perfil de eluição das galactomananas FA ( ♦ )  e FAS-0,4 (□). Cromatograma 
obtido pela eluição das moléculas em Sepharose CL-4B (coluna 62,5 x 1,1 cm), usando 
como eluente solução de NaCl 0,15 Mol/L, após as amostras terem sido filtradas por 
membranas de póros 3 e 1,2 pm de diâmetro.

Deve-se, também, ser salientado que, pelo perfil de eluição de todas as 

amostras, houve aumento na polidispersão dos derivados sulfatados em relação às 

frações nativas. Uma explicação para tal comportamento pode ser sugerida, 

especialmente, pela presença de várias famílias de galactomananas nas amostras, que 

originaram famílias de derivados sulfatados onde, de alguma forma, em posições 

neutras, as cadeias interagem entre si por pontes de hidrogênio.



4.5. Espectroscopia de ressonância nuclear magnética do carbono treze dos 

derivados sulfatados

A análise por RMN-13C dos derivados sulfatados (fig.16) forneceu espectros 

com sinais mais alargados e com conseqüente resolução comprometida devido à 

introdução dos grupamentos sulfato, os quais diminuem a mobilidade molecular, 

dificultando a aquisição dos sinais.
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Fig. 16 - Espectro de RMN-13C da amostra SPS-0,17 (item 5), realizado em solução 
de óxido deuterado (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos são expressos em p.p.m. 
utilizando-se como padrão dimetil sulfóxido-D6 (8 39,7).
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Fig. 17 - Espectro de RMN-13C da amostra SPS-0,54 (item 5), realizado em solução de 
óxido deuterado (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos são expressos em p.p.m. 
utilizando-se como padrão dimetil sulfóxido-D6 (8 39,7).

Os espectros obtidos para as amostras SPS-0,17; SPS-0,54 e FAS-0,4, 

apresentaram diminuição da intensidade de absorção na região do C-6 livre das 

unidades de galactose e manose. Por exemplo, para o espectro de FAS-0,4 quando 

comparado ao do polímero origial observou-se uma relação man : gal livre no primeiro 

de 1,71 : 1, enquanto no nativo essa relação era de 2,7 :1.



Fig. 18 - Espectro de RMN-°C da amostra FAS-0,4 (item 5), realizado em solução de 
óxido deuterado (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos são expressos em p.p.m. 
utilizando-se como padrão dimetil sulfóxido-D6 (8 39,7).

O aparecimento dos sinais em 8 68,4 (para SPS-0,17), 8 67,4 (para SPS-0,54) e 8

67,4 (para FAS-0,4), correspondem ao C-6 das unidades de galactopiranose substituído 

por sulfato, sendo que absorção semelhante é encontrada no espectro de polissacarídeos 

sulfatados de algas, onde essas unidades substituídas em 0-6 por sulfato apresentam 

sinais nesta região (DOCTOR 8c ESHO, 1983; ROCHA, 1982).

Analisando-se a região de C-6 substituído para unidades de manopiranose 

observa-se maior número de sinais em 8 67,8 (SPS-0,17); 8 66,91 (SPS-0,54) e 8 66,6 

(FAS-0,4). Esses resultados sugerem substituição por grupamentos sulfato também nos 

C-6 de unidades de manopiranose.



Uma vez caracterizada parcialmente a posição dos substituintes, segue-se a 

discussão com os ensaios de atividade anticoagulante in vitro.

5. DETERMINAÇÃO DA PROPRIEDADE ANTICOAGULANTE in vitro

A integridade da via comum da coagulação é medida pelo tempo de trombina 

(TT), também conhecido por teste anti-fator Ha. Este método consiste em adicionar-se 

ao plasma citratado do paciente, uma quantidade conhecida de trombina, a qual atua 

sobre o fibrinogênio formando monômeros de fíbrina. A agregação espontânea de tais 

monômeros produz um gel que é estabilizado pela formação de interligações entre as 

cadeias de diferentes moléculas na fibra, por ligações peptídicas entre cadeias laterais 

de glutamato e lisina, em uma reação de transamidação (DOOLITLE, 1984). De um 

modo geal, o tempo de trombina normal está compreendido entre os valores de 10 a 15 

segundos.

Entretanto, devido ao seu alto custo e, também, à pouca sensibilidade do 

observada para heparinóides derivados de galactomananas e xiloglucanas (LIMA, 

1997), este método não foi utilizado neste trabalho de tese como método para a 

avaliação da propriedade anticoagulante.

Assim as várias amostras sulfatadas foram testadas quanto à sua atividade 

anticoagulante pelos testes de APTT (item 7.1) e Heptest (item 7.3).

O tempo de tromboplastina parcialmente ativada (APTT) baseia-se na ativação 

do mecanismo intrínseco da coagulação sanguínea, através da cefalina, um substituinte 

plaquetário, e da adição de cálcio ao plasma a ser testado. Geralmente os valores
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normais para este teste estão compreendidos entre 30 e 40 segundos (FIRSCHBACH & 

FOGDALL, 1985; AIZU, 1991; BOURIN & LINDAHL, 1993).

Nos experimentos realizados pelo teste APTT foram utilizadas concentrações 

variáveis de polissacarídeo, sendo a de 155 pg/mL de plasma a concentração máxima 

em todos os ensaios. Os resultados foram convertidos em razão APTT através da 

divisão do tempo obtido para cada concentração de polissacarídeo pelo tempo do 

controle de plasma. Os resultados em razão APTT foram, então, comparados aos 

obtidos para heparina padrão (183 UI / mg, DS 0,6), podendo-se assim expressar tais 

resultados em UI / mL. Como pode ser observado na figura 19, as amostras de 

polissacarídeo nativo foram utilizadas como controle.

A partir de dados anteriores dessa discussão, verificou-se que SP possui outros 

polissacarideos em sua composição, além da galactomanana e, embora as frações 

possuam composição distinta, pôde-se observar que a atividade anticoagulante foi 

dependente do DS (fig. 19). Comportamento similar foi observado em trabalhos 

anteriores da literatura para NISHINO & NAGUNO, 1992 e STUELP, 1997.
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Concentração ug/ml de plasma

Fig. 19 - Atividade anticoagulante medida pelo teste de APTT das amostras nativas 
e sulfatadas de SP e FA. Heparina (-♦ -); SP e FA nativos ( SPS-0,57 (-o-); SPS- 
0,17 (-A-) e FAS-0,4 (-■-). O teste foi realizado com uniplasmatrol (Biomerieux), em 
um fibrômetro OPTION, operado a 37 °C. Os resultados são expressos através da razão 
do tempo de coagulação da amostra em relação ao plasma normal. Para esse teste, o 
tempo máximo utilizado foi de 120 s e a unidade amostrai foi 4.

Deve-se ressaltar que a atividade anticoagulante dos derivados de SP pode ser, 

portanto, em parte devido à sulfatação dos outros polissacarídeos constituintes (tabela 

I), além da atividade da própria galactomanana sulfatada presente na mistura.

Para o derivado sulfatado de FA pode-se sugerir que a atividade anticoagulante é 

devido à sulfatação da galactomanana nos C-6 das unidades de manose e de galactose.

Com a finalidade de purificar melhor as amostras sulfatadas, estas foram 

filtradas e os resultados comparativos, antes e após o processo de filtração por 

membrana (poros 3 e 1,2 pm), estão demonstrados na tabela VII e nas figuras 20,21.
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Tabela VII - Concentração (m/v) para atividade anticoagulante máxima dos derivados 
sulfatados medida pelo teste de APTT1

Derivado pg/mL de plasma2
SPS-0,17 31
SPS-0,17 PM* 24
SPS-0,54 8
SPS-0,54 PM* 7
FAS-0,4 20
FAS-0,4PM* 20

- Realizado em fibrômetro operado a 37°C, utilizando-se como controles as amostras 
nativas e um pool de plasma normal humano. Para os testes foi utilizado kit da Biolab- 
Biomerieux.
* Derivados sulfatados filtrados por membranas de poros 3 e 1,2 pm.
'Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada.
2 Concentração necessária para atingir a mesma atividade que a heparina com 4,57 
UI/mL que corresponde a uma Razão APTT de 3,55 ou a um tempo máximo de 
coagulação de 120 segundos.

Com esses valores, observou-se que os derivados sulfatados de SP filtrados por 

membrana (figs. 20 e 21) apresentaram atividade anticoagulante, em relação ao ponto 

4,57 UI/mL de plasma, 35 e 13 % maior que a obtida para os derivados não filtrados 

SPS-0,17 e SPS-0,54, respectivamente.
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Fig. 20 - Atividade anticoagulante medida pelo teste de APTT. (A) Derivado 
sulfatado SPS-0,17 antes (-♦ -)  e após (-A-) a filtração em membranas de póros 3 e 1,2 
pm de diâmetro. (B) Derivado sulfatado SPS-0,54 antes (-♦ -)  e após (-o-) a filtração 
em membranas de póros 3 e 1,2 pm de diâmetro. Os testes foram realizados com 
uniplasmatrol (Biomerieux), em um fibrômetro OPTION, operado a 37 °C. Os 
resultados são expressos através da razão do tempo de coagulação da amostra em 
relação ao plasma normal. Para esse teste, o tempo máximo utilizado foi de 120 s e a 
unidade amostrai foi 4.

Tal aumento deve-se, provavelmente, à remoção de possíveis agregados durante 

o processo de filtração. Este efeito de massa foi menor para o derivado de SPS-0,54



(fig. 22), em comparação com o SPS-0,17, provavelmente devido à melhor 

desagregação do material durante o processo de ressulfatação, conforme já  discutido.

Não foi observado alteração significativa na atividade anticoagulante para o 

derivado sulfatado de FA antes e após a fíltração (fig. 21), provavelmente, pela prévia 

purificação e desagregação de FA durante a cromatografía de troca iônica (item 2.2), 

além daquela ocorrida durante o processo de sulfatação.
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Concentração ug/ml plasma

Fig. 21 - Atividade anticoagulante medida pelo teste de APTT. Derivado sulfatado 
FAS-0,4 antes (-A-) e após (-♦ -)  a fíltração em membranas de póros 3 e 1,2 pm de 
diâmetro. O teste foi realizado com uniplasmatrol (Biomerieux), em um fibrômetro 
OPTION, operado a 37 °C. Os resultados são expressos através da razão do tempo de 
coagulação da amostra em relação ao plasma normal. Para esse teste, o tempo máximo 
utilizado foi de 120 s e a unidade amostrai foi 4.

Apesar do efeito da sulfatação na atividade anticoagulante permanecer pouco 

explorado, acredita-se que os heparinóides, pela analogia funcional com a heparina, 

possam atuar de maneira semelhante à ela. Assim, a atividade anticoagulante pode ser



devido à alta densidade de cargas no polieletrólito atuando sobre o cofator II da 

heparina (HC II) por interação eletrostática e / ou devido a uma seqüência específica de 

carga negativa, a qual atuaria como uma catalisador na reação da AT III com serina 

proteases, favorecendo a exposição do sítio de ligação da antiprotease.

Outra possibilidade seria a quelação do cálcio, o qual é necessário para a 

estabilização do fator V, polimerização dos monômeros de fibrina (LAUDANO & 

DOOLITTLE, 1981) e muitas reações proteolíticas (MORITA & JACKSON, 1979). No 

entanto, esta hipótese é descartada pela utilização de cálcio em concentração de teste 

mil vezes superior à necessária para ser completamente quelada pelos derivados 

sulfatados nos ensaios de atividade .

A propriedade anticoagulante dos heparinóides produzidos a partir do 

endosperma das sementes de Senna macranthera poderia ser, ainda, decorrente de 

interações diretas entre o polissacarídeo e enzimas da cascata da coagulação como foi 

observado para glucanas sulfatadas que são capazes de inibir diretamente a ação da 

trombina (ALBAN et al., 1995).

Na tentativa de se descobrir o possível mecanismo de ação dos derivados 

sulfatados SPS-0,54 PM e FAS-0,4 PM, foi verificada a afinidade destes pela AT III, 

através de cromatografia de afinidade utilizando-se matriz de agarose ligada à AT III 

(item 7.2). As amostras eluídas com tampão Tris/HCl apresentaram apenas traços de 

sulfato, sugerindo que estas frações provavelmente sejam constituídas do material que 

ficou mais insolúvel durante a reação de sulfatação. Enquanto as amostras que só foram 

eluídas pelo aumento da força iônica, através da eluíção com NaCl, ou seja, as amostras 

que se ligaram à AT III, apresentaram valores de DS de 1,8 e 1,6 para as amostras FA
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PM e SP PM respectivamente, tendo havido aumento relativo nos valores de DS já  que 

foram separadas as moléculas que não estavam sulfatadas. Com relação às atividades 

anticoagulantes, as frações eluídas foram testadas quanto à sua pelos testes de APTT e 

Heptest (tabela IX).

O Heptest mede a taxa de inibição do fator Xa e como esta inibição ocorre pela 

ação da AT III, testando-se a afinidade da anti-protease (AT III) por este fator, pode-se 

verificar a interação específica do polissacarídeo com a AT III que, por sua vez, irá 

inibir o fator Xa (BROWN, 1984).

Após a eluição dos derivados de SPS-0,54 PM e FAS-0,4 PM, com tampão Tris / 

HC1 pH 7,2 (item. 7.2), foram recuperados, respectivamente, 70 e 66 % em massa, 

sendo que as frações recuperadas, que não ficaram retidas na matriz de agarose ligada à 

AT III, foram testadas na concentração de 1000 pg / mL de plasma e não apresentaram 

qualquer atividade anticoagulante medida pelo teste de APTT.

As frações retidas pela AT III só foram removidas pelo aumento da força iônica, 

com NaCl 2 Mols / L como eluente, e corresponderam a 27 % e 32 % m/m de SPS-0,54 

PM e FAS-0,4 PM, respectivamente. Tais frações, nos testes de APTT (tabela IX) 

apresentaram atividade anticoagulante com uma diminuição em massa de 71,4 % para 

SPS-0,54 PM e 84 % para FAS-0,4 PM, em relação aos derivados sulfatados não 

fracionados de SPS-0,54 PM e FAS-0,4 PM, respectivamente.
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Tabela VIII - Atividades anticoagulantes dos derivados sulfatados pós cromatografia em 
coluna de agarose-AT III.

Derivado APTT1 
pg/mL de plasma2

APTT 
UI/mL de plasma

Heptest 
pg/mL de plasma3

SPS-1,8 NaCT 2,3 9,7 2,1
SPS-0,0019 Tris° n.d. — —

FAS-1,4 NaCl* 3,7 6,0 3,5
FAS-0,12 Tris° n.d. — —

Heparina 4,9 4,6 4,3

1 Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada.
2 Concentração necessária para atingir a mesma atividade que a heparina com 4,57 
UI/mL plasma que corresponde a uma Razão APTT de 3,55, a uma concentração de
24,5 pg/mL de plasma ou a um tempo máximo de coagulação de 120 segundos para o 
APTT.

Concentração necessária para atingir a mesma atividade que a heparina com 7,9 UI / 
mL de plasma que corresponde a uma concentração de 4,3 pg/mL de plasma ou a um 
tempo máximo de coagulação de 300 segundos para o Heptest.

- Realizado em fibrômetro operado a 37°C, utilizando-se como controles as amostras 
nativas e um pool de plasma normal humano. Para o teste APTT foi utilizado kit da 
Biolab-Biomerieux (item 7.1) e, para o Heptest, fator Xa da Sigma (item 7.3).
O

Amostras eluídas com tampão Tris / HC1 pH 7,2 (item 7.2).

* Amostras eluídas com NaCl 2 Mols/L (item 7.2).

Com esses experimentos, pode-se comparar as atividades anticoagulantes 

obtidas para os derivados sulfatados eluídos com NaCl com as obtidas para as 

galactomananas sulfatadas de Cassia fastuosa e Mimosa scabrella com DS de 0,87 e 

1,13, respectivamente, e que embora não tenham sido fracionadas, apresentaram tempo 

de coagulação de 120 segundos, pelo teste APTT, com concentrações de 50 e 40 pg/mL 

respectivamente.

As amostras FAS-0,4 PM e SPS-0,54 PM eluídas com NaCl, aceleraram a taxa 

de inibição do fator Xa pela AT III como pode ser observado na tabela IX, confirmando



a interação específica do polieletrólito com a antiprotease. A maior atividade 

encontrada para o derivado de SP em comparação ao de FA, deve-se provavelmente à 

presença de maior grau de substituição.

Para melhor compreensão da relação estrutura-atividade, foi feita a análise dos 

espectros de RMN-13C obtidos para as amostras SP e FA sulfatadas, pós cromatografia 

de troca iônica e eluídas com tampão tris / HC1 pH 7,2, que mostraram a ausência do 

sinal correspondente ao C-6 das unidades de galactose substituídas por sulfato, como 

esperado pelo baixo DS encontrado (fig. 22 e 23). O espectro obtido para FAS pós 

coluna de AT III foi muito semelhante à fração mãe, FA nativa, enquanto que, para o 

espectro obtido para SPS, a diferença maior é com relação ao aumento da intensidade 

de C-2 das unidades de gaíactopiranose, mesmo considerando que a amostra 

corresponde a uma mistura de dois polímeros principais (tabela I).

66



67

Fig. 22 - Espectro de RMN-13C da amostra SPS-0,54 PM e eluída em coluna de 
agarose-ATIII com tampão Tris/HCl pH 7,2 (SPS-0,0019 Tris - item 7.2), realizado 
em solução de óxido deuterado (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos são 
expressos em p.p.m.

Fig. 23 - Espectro de RMN-13C da amostra FAS-0,4 PM e eluída em coluna de 
a g a r o s e - A T I I I  com tampão Tris/HCl pH 7,2 (FAS-0,12 Tris - item 7.2), realizado em 
solução de óxido deuterado (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos são expressos 
em p.p.m..



Em se tratando das amostras eluídas com NaCl, não foi possível a aquisição dos 

sinais correspondentes à galactomanana sulfatada da fração FA purificada (FAS). No 

entanto, a análise do espectro obtido para o derivado da amostra SP (fig. 24) sub- 

fracionado em coluna com AT III, mostra sinais de C-6 de unidades de manopiranose (8 

66,4) e galactopiranose (8 67,0) substituídas, cujas intensidades são muito superiores ao 

obtido para esta amostra antes do fracionamento por cromatografia de afinidade (fig. 

18). A presença de grupamento sulfato em outras posições também deve ser 

considerada, devido ao D.S. de 1,8, apresentado por esta amostra, bem como pelo 

aparecimento de sinal em 8 97,06 correspondente ao C-l de unidade substituída por 

sulfato em carbono secundário.
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Fig. 24 - Espectro de RMN-13C da amostra SPS-0,54 PM eluída em coluna de 
agarose-ATUI com NaCl 2 Mols/L (SPS-1,8 NaCl - item 7.2), realizado em solução de 
óxido deuterado (D20), a 70°C. Os deslocamentos químicos são expressos em p.p.m.



No entanto, pelo alargamento dos sinais e complexidade observada nos 

espectros obtidos para as frações sulfatadas, não foi possível a localização de 

substituição em outras posições além do carbono primário.

Assim, pode-se sugerir que o mecanismo de ação dessa galactomanana sulfatada 

preferencialmente nas posições C-6 de unidades de manose e de galactose se dá por 

interação com a AT III, provavelmente induzindo uma mudança conformacional nesta 

e, assim, favorecendo a interação com serina-proteinases da coagulação e

consequentemente inativando-as.

Com essas análises, pode-se sugerir que o DS interfere na afinidade da 

galactomanana sulfatada pela AT UI, como já  descrito para a heparina e outros 

polissacarídeos sulfatados (JORPES, 1935; SCULLY et a!., 1988, NISHINO &

NAGUNO, 1992).

Entretanto, não se descarta a possível interação da galactomanana sulfatada com 

o HCII, o qual poderia estar, também, contribuindo para a atividade anticoagulante, por 

se tratar de um polímero altamente carregado; ou a interação direta do polímero

sulfatado com proteases da cascata da coagulação sangüínea.

BIACHINI et al. demonstraram, em 1985, uma ausência de correlação entre 

atividades in vitro medida pelos testes de APTT e TT, e atividade antitrombótica in 

vivo. Por exemplo o heparan sulfato, o qual mostra atividades farmacológicas 

desprezíveis in vitro, é um potente agente antitrombótico in vivo, podendo-se concluir 

que os testes in vitro, não podem predizer a atividade antitrombótica in vivo.

Assim, outros estudos ainda devem ser realizados para verificar se a propriedade 

anticoagulante da molécula em questão também estará presente com os mesmos
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resultados em ensaios in vivo, bem como a possível utilização de oligossacarídeos do 

polieletrólito em estudo, para se verificar outras posições sulfatadas que também são 

responsáveis pela interação específica com a AT III, além daquelas dos carbonos 

primários.

Deve-se também ressaltar a importância de se fazerem testes in vivo com a 

amostra SPS, não só por ter mostrado resultado melhor que FA, provavelmente devido 

ao seu maior DS, mas, também por apresentar maior rendimento e pela ausência da 

purificação por cromatografla de troca iônica, sendo, portanto, economicamente mais 

viável.

Em se tratando da atividade in vitro, pode-se considerar os resultados obtidos 

como sendo bastante interessantes, principalmente, para a utilização dos polissacarídeos 

sulfatados na manutenção da fluidez do sangue em ensaios de bioquímica clínica e 

hematologia. Neste casos, ainda precisam ser estudadas possíveis alterações celulares, 

provocadas pelas moléculas em questão, para garantir a viabilidade da sua utilização.
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CONCLUSÕES



1. Os polissacarídeos obtidos por extração aquosa do endosperma de sementes de 

Senna macranthera apresentaram rendimentos de 30 e 15 % para as amostras bruta 

(SN) e parcialmente purificada por centrifugação (SP) em relação à massa seca. A 

amostra SP foi purificada por cromatografia de troca iônica obtendo-se duas frações 

principais, um neutra eluída com água (FA) e outra aniônica eluída com NaOH (FB) 

com 65,6 e 19,5 % de rendimento, respectivamente, com relação à SP.

2. A análise dos acetatos de alditóis mostrou que o polissacarídeo FA possuí relação 

molar manose : galactose de aproximadamente 3 : 1 e o polissacarídeo FB 

apresentou relação molar glucose : xilose de 1 : 1, sugerindo que estes polímeros 

sejam constituídos de uma galactomanana e uma xiloglucana, respectivamente.

3. A análise estrutural da fração FA mostra que esta é composta por uma cadeia 

principal de unidades de manose ligadas p -(l—>4) com 26,7 mols % das unidades 

substituídas por unidades de galactose e 6,4 mols % por unidades de manose na 

posição 0-6, sendo as últimas também substituídas por unidades de galactose na

posição 0-6 conforme determinado por análise dos (9-metil-alditóis acetato por CG-

1 ̂EM, e por oxidação com metaperiodato. O espectro de RMN- C mostrou a presença 

de sinais em 8 99,99; 8 99,8 e 8 98,67 correspondentes ao C-l das unidades de 

manopiranose não substituídas; substituídas e a-D-galactopiranose, respectivamente. 

Os sinais observados na região de C-4 (8 76,33) indicaram maior ocorrência de 

díades de manose não substituídas.

4. Após a sulfatação das amostras SP e FA, foram obtidos os derivados SPS-0,17, SPS- 

0,54 e FAS-0,4. A M.M.a. obtida em relação a padrões de dextrana para as amostras 

nativas foi de 1,2 para SP e 2,2 MDa para FA; e 1,7; 1,9 e 2,4 MDa para as amostras



SPS-0,17, SPS-0,54 e FAS-0,4, respectivamente. Apesar da complexidade dos 

espectros, a análise por RMN-I3C mostrou que a substituição ocorreu 

preferencialmente nos carbonos primários das unidades de P-D-manopiranose e a-D- 

galactopiranose.

5. As amostras sulfatadas apresentaram atividade anticoagulante dependente do DS, 

medida pelo teste de APTT. Os derivados SPS 0,54 PM e FAS-0,4 PM, foram 

eluídos em matriz ligada à AT III e aproximadamente 30 % da massa total das 

amostras sulfatadas apresentaram afinidade pela AT III imobilizada. As frações dos 

derivados que não ficaram retidas na cromatografia de afinidade (SPS-0,0019 Tris e 

FAS-0,12 Tris) não apresentaram qualquer atividade anticoagulante. As amostras 

com afinidade pela AT III SPS-1,8 NaCl e FAS-1,4 NaCl aceleraram a taxa de 

inibição do fator Xa pela antiprotease medida pelo Fíeptest, podendo-se concluir que 

a galactomanana sulfatada atua na cascata da coagulação por interação específica 

com a AT m.
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