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RESUMO

A mistura polissacaridica obtida por extragdo aquosa do endosperma de
sementes de Senna macranthera foi purificada por centrifugacéo, originando a amostra
SP, e por cromatografia de troca idnica (DEAE-celulose) dando origem a uma
galactomanana - FA, com razdo molar manose : galactose aproximada de 3 : 1. Essa ¢
constituida de uma cadeia principal de unidades -D-manopiranosidicas ligadas (1—4)
com algumas unidades subtituidas em O-6 por a-D-galactopiranose e outras
unidadespodem estar substituidas nesta posigdo por o-D-manopiranose € essas
substituidas em O-6 por a-D-galactopiranose.

Ap0s a reagdo de sulfatacdo, os derivados de SP e FA foram caracterizados por
métodos quimicos e fisico-quimicos. O grau de substitui¢do (DS) foi determinado como
sendo 0,17 e 0,54 para sulfatagdes sequenciais da galactomanana SP e 0,4 para FA.
Analisando seus espectros de RMN - C", percebeu-se que a substituiciio por sulfato
deu-se preferencialmente no O-6 das unidades de o-D-galactopiranose e [3-D-
manopiranose. Os valores de massa molecular aparente, determinados pela técnica de
gel permeagdo foram de 1,2 e 2,4 MDa para SP e FA, respectivamente; e 1,9; 1,7 ¢ 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
liofilizado para as andlises antes e apos 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 padrdo (183 Ul/mg, D.S. 0,6).

Concentragdes de SPS-0,17; SPS-0,54 ¢ FAS-0,4, respectivamente com valores
de 31; 8 € 20 ng / mL de plasma foram necessarias para se atingir a mesma atividade
que a heparina com 1 pg ou 4,57 Ul / mL de plasma. Estes derivados foram filtrados em
membranas de poros 3 e 1,2 um, obtendo-se aumento de atividade de 33 ¢ 13 % para
SPS-0,17 e SPS-0,54, respectivamente; enquanto o derivado FAS-0.4, apos filtragéo,
ndo apresentou aumento significativo em sua atividade.

Amostras de SPS-0,54 e FAS-0,4 apds filtragdo em membrana foram eluidas em
coluna de agarose-ATIII com tampdo tris/HCI pH 7,2 ¢ NaCl seqiiencialmente. Toda a
atividade anticoagulante obtida para o material ndo eluido estava presente na fragéo
aderida a coluna podendo-se sugerir que a atividade anticoagulante desta fracdo ¢
devido a interagdo com a AT IIL

As amostras sulfatadas que ficaram aderidas a matriz de AT III foram
submetidas ao Heptest € os resultados obtidos mostraram que os derivados sulfatados
aceleraram a taxa de inibi¢do do fator Xa pela antiprotease, confirmando a interagio
especifica do polieletrolito 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 heparinoide, principalmente por
interagir de maneira especifica com a AT IIL

Xiv
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1. GALACTOMANANAS - ASPECTOS GERAIS

Os polissacarideos constituem uma das mais abundandes e diversas familias de
biopolimeros, cuja estrutura primaria varia na composicao, seqii€ncia, massa molecular,
configuragdo anomérica, posicdo da ligagdo e densidade de carga. S3o macromoléculas
encontradas em grandes quantidades nos organismos vivos, estando envolvidos em
fungdes de protecdo, suporte, rigidez e elasticidade dos tecidos animais e vegetais. Sua
diversidade estrutural ¢ refletida na grande variedade de propriedades, que tém sido®

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

Dentre tais macromoléculas destacam-se as galactomananas, as quais sdo
geralmente compostas de um esqueleto B-1,4-D-manana que € total ou parcialmente
substituida nos grupos hidroximetil (6-OH) por unidades a-D-galactopiranosil (DEA,
1975), fig.1. A percentagem de substituigdo varia com a fonte botanica, parecendo ser
constante para as espécies € variando de 30% em Cassia spp. a quase 100% em
Tricofolieae spp.. A presenga de ligagdes a-D-galactosidicas confere rotagdo Optica
positiva e estimativas de DP (grau de polimerizaggo), por métodos fisico-quimicos, t€ém

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

A distribuigo das galactomananas no reino vegetal € limitada, sendo as fontes
mais ricas os membros da familia Mimosaceae. Também tém sido encontradas em

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

A analise por difracdo 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 trés rotagdes livres da ligag@o (1—6), as cadeias laterais sdo mais
flexiveis. Como exemplo, uma geometria tipica regular de uma hélice de
galactomanana, com esqueleto de manose e (C-4—C-5—C-6—0-6) = 60° e cadeias
laterais em unidades de manose alternadas adotando a mesma conformagéo, ¢ mostrada

na fig. 2 (CHANDRASEKARAN, 1997).

Para os outros dominios, as orientagdes relativas das cadeia laterais sdo
significativamente alteradas, mas as suas energias sdo similares. No entanto, as cadeias
laterais poderiam ndo adotar preferencialmente a mesma conformagido nas unidades
vizinhas da mesma fibra. Atualmente, os detalhes exatos da estrutura molecular e o
empacotamento subsequente na unidade celular ortorrdmbica, compativeis com o

observado por raio X, ndo foram publicados (CHANDRASEKARAN,1997).



Fig. 2 - Vista estereoscépica das trés voltas de uma galactomanana com eixo
de ordem dois, contendo cadeia lateral de galactose em unidades alternadas de
manose. Nesta conformacédo, as cadeias laterais sdo voltadas em dire¢do ao terminal
ndo redutor, e o esqueleto ¢ estabilizado por pontes de hidrogénio intracadeia. A hélice
axial esta representada por uma linha vertical (CHANDRASEKARAN, 1997).

Esse modelo de biopolimero representa um grupo de mucilagens ou gomas que
tem como funcdo primaria o fornecimento de carboidratos para o desenvolvimento do
embrido durante a germinac@o ou das gemas durante a brotacdo, além de possuirem um
importante papel fisiologico protegendo as sementes contra flutua¢des no balango
hidrico e assim evitando a desidratagdo (DEA & MORRISON, 1975). Podem ser
extraidas, em geral, do endosperma de sementes de plantas (DEA & MORRISON,
1975; DEY, 1978) em quantidade variavel de 0,1 a 35 % da massa seca das sementes

(McCLEARY & NEUKON, 1982).



A manana em si € insoluvel em agua sendo a presenca da substituigdo por
galactose que confere solubilidade ao polimero. Estudos anteriores demonstraram a
necessidade de um nivel de substituicdo de, no minimo, 10% para se comportarem

como polissacarideos hidrossoluveis (DEA, 1987).

Com relagdo a sua utilizacdo, as galactomananas tém uma longa histéria de
usos, sendo o “carob bean” ou “locust bean” ou alfarrobo (Ceratonia siliqua), nativo do
sul da Europa e do Oriente do Mediterraneo, o exemplo mais antigo. E conhecido e
utilizado desde quatro séculos antes de Cristo para alimentagdo humana e bovina. Seu
cultivo foi exportado para outras partes do mundo, incluindo Australia ¢ Estados
Unidos e, dois milénios apds 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 familia das Fabaceae que cresce particularmente na India e no Paquistio, onde
possui consideravel importancia econdmica. A ultima ¢ uma espécie que fornece
galactomanana de uso comercial em menor propor¢do que as outras duas ja citadas,
cresce no Peru e suas sementes sdo semelhantes as de alfarrobo. Apesar da
galactomanana de tara ser conhecida ha longo tempo, a sua produgdo comercial regular

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

Os laboratérios de Quimica de Carboidratos Vegetais ¢ de Biopolimeros da
UFPR extrairam e determinaram a estrutura de algumas galactomananas de sementes
vegetais nativos que apresentaram diferentes relagdes molares manose:galactose
(GANTER et al., 1992; GANTER, et al., 1994; TAVARES, 1994; GOTTARDI, 1994;

RECHIA et al, 1995) e, recentemente, estudos de interagdo destes polissacarideos com



outros biopolimeros também vém sendo realizados (BREZOLIN et al,1997,

BREZOLIN, 1998).

2. PROPRIEDADES E APLICACOES DAS GALACTOMANANAS

O principal biopolimero vegetal de uso industrial € a galactomanana, em
particular as obtidas de fontes onde a substituicdo por galactose ¢ relativamente baixa,

como o alfarrobo.

O grande interesse por estes polissacarideos tem resultado da alta capacidade
interagir com a agua, formando solugdes viscosas, mesmo em baixas concentragdes, €
da capacidade de formar géis em associagdo com outros polissacarideos, como a

agarose, xantana e carragenana.

Em alimentos de baixo teor calodrico, sdo utilizadas em regimes dietéticos ¢ de
reducdo de peso, pois ndo sdo hidrolisados pelas enzimas digestivas humanas, nio
sendo, portanto, digeridas e nfo sdo uma fonte calorica biodisponivel. Pode ser utilizada
na diminuigdo da hiperglicemia pos-prandial, da concentragdo de colesterol plasmatico
e da pressdo sangiiinea em individuos diabéticos e obesos ¢ como antioxidantes de

lipidicos em alimentos processados (ROL, 1973).

’

E utilizada na industria de panificagfio; como impermeabilizante para algoddo ¢

fios de fibra e como agentes finais de texturizagfo na inddstria téxtil (ROL, 1973).

Na inddstria de tintas e papel ¢ utilizada para melhoria das caracteristicas finais
de todos os tipos de papel, como espessantes universais de tintas para impressio,

aumentando a maciez, a aparéncia atraente ¢ as cores brilhantes; como aditivos nos



liquidos de brocas; como agente de separagdo de espuma de potassa, na precipitacio de

minérios, residuos e auxiliar de filtragdo, em mineragdo (ROL, 1973).

No tratamento de agua também pode ser utilizada, pois ndo € toxica e ¢
aprovada pelo U.S. Public Health Service, como coagulante. Também sdo utilizadas
como excipiente de comprimidos; como espessante de cremes dentais, loges € cremes;
como agentes impermeabilizantes em bastdes explosivos; como biopolimeros
funcionais de excelente efeito antimicrobiano; além de muitas outras propriedades

(ROL, 1973).

Nas ultimas décadas, muitos polissacarideos neutros, incluindo as
galactomananas, t€m sido sulfatados através de reagdo semi-sintese a fim de que os
polidnions resultantes atuem como potentes agentes biologicos, sendo utilizados, por

exemplo, em ensaios de atividade anticoagulante sanguinea.

3. COAGULACAO SANGUINEA E POLISSACARIDEOS

SULFATADOS

Os processos inflamatorios ou de injiria vascular resultam na ativa¢do de
fatores pro-coagulantes, conhecidos como zimogénios, 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 enzimaticos, os
quais vao atuar sobre o fator subseqiiente da coagulagfo originando assim uma cascata
(fig. 3), que culmina na ativagdo da trombina (ROSEMBERG, 1987, JACKSON &

NEMERSON, 1980).
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Fig. 3 - Coagulagdo Sangiiinea (STRYER, 1992). As formas inativas dos fatores de
coagulagdo estdo em cor de rosa, e suas correspondentes formas ativadas em verde.
Proteinas estimuladoras que ndo sdo enzimas por si s0 sdo mostradas em azul.



A funcfo classica da trombina (fator Ila) neste processo ¢é clivar o fibrinogénio
levando a formagdo do gel de fibrina (MANN ez al., 1988; GAILANI & BROZE, 1991),
que € o constituinte essencial do codgulo sanguineo. Entretanto, a trombina também
tem fungdes regulatorias importantes, como ativar os fatores V e VIII, que funcionam
como cofatores da coagulagdo, em um feedback positivo que acelera a formacdo desta

enzima e assim aumenta a taxa de formagcéo da fibrina (OLSON & BJORK, 1994).

Adicionalmente, a trombina também pode retardar a coagulagdio em um
feedback negativo, quando ligada a uma proteina de membrana, trombomodulina, na
superficie das células endoteliais. A trombina, assim, ativa a proteina C, a qual, por sua
vez, Inativa os fatores V e VIII, diminuindo a geragdo de trombina e,
conseqiientemente, também a de fibrina. Uma outra fung@o da trombina ¢ ativar o fator
X1, o qual entdo estabiliza o coagulo por ligacdes covalentes cruzadas. Assim, o
controle preciso da trombina ¢ de grande importancia na hemostasia normal (OLSON &
BJORK, 1994). Em 1991, GAILANI & BROZE demonstraram a possibilidade da
trombina também clivar o fator XI em presenca de kininogénio de alta MM e uma

superficie negativamente carregada.

A modulag@o inibitéria da atividade da trombina pode se dar por quatro
diferentes inibidores de proteinases. Dois deles, inibidor de o;-proteinase e o,-
macroglobulina, sdo inibidores gerais de proteinases que podem inativar uma série de
enzimas. Os outros dois, antitrombina III (AT III) ¢ cofator II da heparina (HC II), sdo

mais especificos para a trombina.

A AT III ¢ uma glicoproteina plasmatica de 58 KDa que ocorre

presumivelmente em todos os vertebrados. E sintetizada no figado e apresenta tempo de
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meia vida no plasma em torno de trés dias (LEON ez al., 1983 e COLLEN et al. 1977).
A concentragdo normal de AT III no plasma ¢ aproximadamente 0,12 mg/mL, o que

corresponde a 2,3 uM (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 formagdo de
um complexo inicial, seguida pela rapida conversdo a um complexo estavel. A AT III
também inativa outras serina proteases da via intrinseca, como os fatores IXa, Xa, Xla e

XIIa (OLSON & SHORE, 1982).

O HC II € a outra serpina importante no processo de hemostasia. Esta presente
no plasma e inibe a trombina e quimotripsina, mas ndo tem nenhuma atividade contra
as outras enzimas da coagulagio (PARKER & TOLLEFSEN, 1985; CHURCH er al.,

1985).

Os mecanismos de acdo da AT III e HC II sdo profundamente influenciados pela

presenca de heparina, a qual acelera as taxas de inibi¢do das serinas proteases por estas

serpinas (BOURIN & LINDAHL, 1993).

A heparina ¢ uma glicosaminoglicana (ou mucopolissacarideo) biossintetizada e
estocada em mastocitos ¢ basofilos como uma proteoglicana (HORNER & YOUNG,
1982). Foi isolada por Mac Lean, em 1916, de figado e coragdio bovinos e, mais
recentemente, a heparina comercial € isolada principalmente de intestino de porco ou
de boi e pulmao, figado ou coragdo bovinos (HORNER & YOUNG, 1982; REINHOLD

et al., 1987, BOURIN & LINDAHL, 1993).



11

Estruturalmente, ¢ composta por unidades alternadas de acido urdnico e
glucosamina, sendo unidades de acido a-L-idopiranosilurénico unidas por ligagdo
(1—4), unidades 2-amino-2-deoxi-a-D-glucopiranosil € uma pequena propor¢do de
unidades de acido B-D-glucopiranosil. As unidades sdo parcialmente O-sulfatadas, ¢ a
maioria das unidades 2-amino-2-deoxi-o-D-glucopiranosil sdo N-sulfatadas, sendo o
restante N-acetiladas. A sulfatacdo ocorre principalmente nos carbonos 2 e 6 das
unidades de L-idurdénico e da D-glucosamina. Menos freqiientemente pode ocorrer
sulfatagdo nos carbonos 2 ¢ 3 das unidades de acido D-glucurénico e da glucosamina,

respectivamente (LARM er al., 1979; REINHOLD et al., 1987, RAZl et al. , 1995).

Inumeras publicagdes t€ém mostrado a grande distribuicdo da heparina em
tecidos de mamiferos (CHARLES & SCOTT, 1933; TOLEDO & DIETRICH, 1977) e

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

A heparina € clinicamente aplicada de trés maneiras: (i) em baixa dosagem por
injecdo subcutidnea para profilaxia de trombose venosa; (ii) em dosagem padrio,
intravenosamente, para o tratamento de trombose manifesta e (iii) como anticoagulante
geral para manutencdo da fluidez do sangue na circulagdo extracorpdrea, como em

dialise renal (BARROWCLIFFE er al, 1978).

Somente uma por¢do da heparina em preparagdes clinicamente empregadas tem
afinidade pela AT IIl. Assim, utilizando-se cromatografia de afinidade com matriz
ligada a AT III, a heparina pode ser dividida em uma fragio, que corresponde a um
tergo do total, com alta atividade anticoagulante ¢ outra fragdo quase inativa (LAM er

al., 1976).
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O mecanismo de agdo da heparina, acelerando a inibigdo da trombina pela AT
III (JORDAN et al.,1980) parece ser mediado por dois processos. A formagdo de um
complexo bindrio entre a AT III e a heparina induz uma mudanca conformacional na
AT II que aumenta a associagdo com a trombina. A interacdo da heparina
simultaneamente com sitios de ligagio da AT Il e da trombina, em um complexo

ternario, diminui a dissociagdo do complexo bindrio inicial (TSIANG et al., 1997).

Bioquimicamente, a heparina atua como um catalisador na aceleragio da reagdo
da AT III com as enzimas alvo, significando que uma tnica molécula de polissacarideo
¢ suficiente para acelerar a formagdo do complexo entre varias moléculas de AT III e
proteinase (JORDAN et al., 1979; JORDAN et al, 1980; GRIFFITH, 1982;
PLETCHER & NELSESTUEN, 1983; EVINGTON et al., 1986; OLSON & SHORE,
1986). Este efeito implica na dissociagdo da heparina do complexo ternario heparina-
AT 1lI-proteinase uma vez que um complexo estavel entre o inibidor e a enzima tenha
sido formado. Ela de fato liga-se ao complexo AT Ill-trombina com uma afinidade
substancialmente menor do que com a AT III (CALSTROM et al., 1977, JORDAN et
al., 1979; JORDAN et al., 1980; OLSON & SHORE, 1986), mas comparavel com a
trombina (NORDENMAN & BJORK, 1978) ou com o sitio ativo clivado da AT III
(BJORK & FISH, 1982) que é 1000 vezes menor que a afinidade para a ligagio a AT

11

Em contraste, a potencializacdo na inibi¢do do fator Xa pela AT III € devido a
ligagdo da heparina a AT III, ndo sendo necessario a formagdo do complexo ternario

(AGNELLI, 1996).
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A velocidade da inativagdo da trombina pela AT III € criticamente dependente
do comprimento da cadeia sacaridica da heparina. Moléculas com menos de dezoito
monossacarideos (MM < 54 KDa) nido podem se ligar 4 trombina € AT 1II
simultaneamente e, assim, sdo incapazes de aumentar a inibi¢do da trombina pela AT
III, embora elas possam, ainda, catalisar a inibi¢do do fator Xa pelo mesmo cofator
plasmatico (AGNELLI, 1996). Fragdes de heparina com alta afinidade pela AT III
existem em duas formas funcionalmente diferentes: (i) as moléculas de comprimento
abaixo do critico (MCB), que contém 5 a 17 unidades monossacaridicas € MM menor
4que 5 4 KDa, e que catalisam a inibigdo do fator Xa, mas ndo a inativagdo da
trombina; e (ii) as moléculas de comprimento acima do critico (MAC), com 18, ou mais
unidades monossacaridicas e MM maior que 5,4 KDa e que catalisam a inativagdo de

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

Nos anos 40, foi assumido que a atividade anticoagulante da heparina era em
parte devido a alta densidade de cargas negativas. Essa hipétese foi confirmada pelo
achado de que a sulfatagio quimica de polissacarideos, até entdo neutros, tornava-os
similarmente ativos. Estes componentes com um esqueleto de carboidratos e contendo

fungdes carboxil e / ou sulfato foram chamados de “heparinoides”.

Hoje sabe-se que o efeito anticoagulante da heparina sobre a AT III ¢ devido ao
polissacarideo acelerar em 10 000 vezes a inativagdo de proteinases da cascata de

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

A afinidade de ligagdo da heparina com a AT III diminui significativamente
com o aumento da forga idnica, indicando que interagdes entre o polissacarideo

negativamente carregado e cargas positivas da proteina sdo importantes para a afinidade
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(NORDENMAN et al., 1978; JORDAN et al., 1979; OLSON & SHORE, 1981; OLSON
& BJORK, 1991). A anilise quantitativa deste efeito tem sugerido que quatro a cinco
interagdes idnicas estio envolvidas, (OLSON & BJORK, 1991; OLSON et al., 1992) o
que concorda com o numero de grupos carregados na sequéncia pentassacaridica que
tem sido mostrada como essencial para a alta afinidade (fig 4). Entretanto, interagdes
ndo idnicas também contribuem substancialmente para a energia livre da ligagdo

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

oso 0303
*) 00‘
0 oso OH

HNR" My 0505

Fig. 4 - Estrutura da seqiiéncia pentassacaridica da heparina a qual se liga a
AT HI. Variagdes estruturais sdo indicadas por R'(-H ou -SO;) ¢ R (-SO;” ou -
COCHs;). Os grupos sulfato marcados com asterisco t€m sido mostrados como sendo
essenciais para a ligacdo de alta afinidade da heparina com a AT III (LINDAHL et al,
1984).

Em 1935, JORPES reportou que a atividade anticoagulante da heparina ¢
dependente do seu contetido de sulfato. No entanto, UCHIYAMA e al., em 1990,
demonstraram que a atividade anticoagulante da heparina supersulfatada diminuiu
significativamente quando comparada aquela da heparina padrdo. Tal efeito deve-se a
provavel ocorréncia de sulfatacdo em posi¢cdes artificiais junto com posigdes
naturalmente sulfatadas no polissacarideo, sugerindo que a atividade anticoagulante da

heparina, via AT III, ndo depende somente do seu contetdo de sulfato, mas também da
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posigdo destes grupamentos na molécula, os quais promovem uma conformagdo propria

que € necessaria para a interagao.

A sequiéncia especifica contendo um pentassacarideo (fig. 4) (THUNBERG et
al., 1982; CHOAY et al., 1983; ATHA et al., 1984) se liga a AT III com alta afinidade
em uma regido rica em residuos de lisina e arginina induzindo uma mudanga
conformacional que ativa o inibidor (NORDEMANN et al., 1978; NORDEMANN &
BJORK, 1978; OLSON & SHORE, 1981; GETTINS, 1987; OLSON, ef al., 1992). Tal
seqii€ncia possui como caracteristica estrutural distinta da regido ligante a AT III, a
unidade de glucosamina N-sulfato 3-O-sulfatada, que estd presente em

aproximadamente um terg¢o da cadeia de heparina comercial (RAZI et al., 1995).

GROOTENHUIS & BOECKEL, em 1991, levantaram evidéncias sugerindo que
o sitio de ligagdo na AT III para os grupos negativamente carregados do pentassacarideo
sdo compostos dos seguintes residuos basicos: Arg*, Arg47, Lys' ° Arg'” e Lys'. No
entanto, KRIEDEL & KNAUER em 1997, propuseram um refinamento no modelo do
sitio de ligagio na AT III para o pentassacarideo, o qual inclui a Lys''* como um residuo

chave (fig. 5).
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Lys 139

Fig. 5 - Sitio de ligacio do pentassacarideo na AT III humana. A posicdo do
sitio de clivagem para a serina protease no centro reativo ¢ representada por uma
asterisco (KRIEDEL & KNAUER, 1997).

A ligagdo P; - P, do HC I (Leu™ - Ser**) ndo ¢ um substrato usual da trombina
J4 que todas as proteinases da coagulacdo preferem Arg na posigdo P; (GRIFFITH ez al.,
1985). Assim, na auséncia de heparina, o HC II é um fraco inibidor da trombina mas,
em presenga desta glicosaminoglicana, sofre uma mudanga conformacional permitindo
que seu dominio N-terminal 4cido interaja com o sitio anionico de ligagdo da trombina.
Esta interacdo facilita o ataque proteolitico da trombina no sitio ativo do HC II. A taxa
de inibi¢do da trombina aumenta mais de nove mil vezes, enquanto a inibigio da

quimotripsina ndo ¢ afetada (TOLLEFSEN et al., 1983).

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

estd localizada na superficie rica em proteoglicana, uma vez que ambos o HC II e
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trombina ligam-se a glicosaminoglicana. Sua co-localizacdo nestes sitios poderia

resultar na formag&o de um complexo ternario concomitante com a reagdo de inibicdo.

O efeito potencializador da trombina pelo HC II em presenca de heparina parece
ser devido, principalmente, ao contetido de carga total do polimero (BOURIN &
LINDAHL, 1993) sem requerimento de qualquer sequéncia oligossacaridica especifica
(GRIFFITH, 1983; PETITOU ef al., 1988). SCULLY et al. em 1988, observaram que a
supersulfatacdo de heparina, heparan, dextran e condroitan sulfato aumenta a habilidade

destes polissacarideos na ativagdo do HC IL

Muitas proteinas plasmaticas ou liberadas pelas plaquetas sdo conhecidas por se
ligarem a heparina e assim atuarem como antagonistas do efeito estimulador desta
glicosaminoglicana nas reagdes entre AT IIl e proteinases. As mais importantes
proteinas, baseadas na sua afinidade pela heparina e concentragdo plasmatica sido as
glicoproteinas ricas em histidina (LIJNEN et al., 1983; PETERSON et al., 1987), fator
plaquetario 4, (HANDIN & COHEN, 1976; JORDAN, et al., 1982), vitronectina ou
proteina S (PREISSNER & MUELLER-BERGHAUS, 1986; LANE et al., 1987),
fibronectina, (HAYAISHI & YAMADA, 1982), e kininogénio de alta massa molecular
(BJORK et al., 1989). Estas proteinas dividem a habilidade de neutralizar
completamente o efeito acelerador da heparina com alta afinidade pela AT III. Seus
niveis elevados em alguns pacientes com tromboembolismo pode contribuir para a

resisténcia destes pacientes a heparinoterapia (YOUNG et al., 1992).

Além de retardar a coagulagdo sanguinea, a heparina possui muitos outros
efeitos biolodgicos, como se ligar a componentes do sistema complemento e fatores de

crescimento (WEILER et al., 1992); acdo antilipémica, antihemostatica, antihemolitica



18

e atividade inibitétria de algumas enzimas, dentre elas, ATPase DNA polimerase RNA
dependente, hialuronidase, helastase, renina e oyantitripsina (DIETRICH ef al., 1991,

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

Outros trabalhos t€ém mostrado a atividade antitumoral da heparina e compostos
estruturalmente relacionados, causando a regressdo de tumor e inibindo metastases
(FOLKMAN et al., 1983; COOMBE et al., 1987). Em 1989, MURATA et al.,
demonstraram que derivados de quitina, quando administrados intratumoralmente ou
intravenosamente varios dias antes ou apds a excisdo do tumor primario, causaram a
diminui¢do no nimero de coldnias tumorais no pulmdo em um modelo de metastase

pulmonar espontanea.

Em se tratando de atividade tumoral, deve-se, ainda, ressaltar a interagdo da
heparina com o fator de crescimento fibroblastico (BAIRD et al., 1988; TYRREL et al.,

1993) e a modulagdo de crescimento celular (CASTELLOT et al., 1986).

A atividade antiviral de polissacarideos sulfatados foi demonstrada pela
primeira vez por GERBER et al. em 1958. Esse autor verificou a prote¢do de ovos
embriondrios contra o virus da caxumba e da influenza B por polissacarideos do grupo
agar, extraidos de Gelidium cartilagenium, ¢ do grupo carragenana de Chondrus

Crispus.

A partir de 1981, varios polissacarideos tém sido testados quanto a sua atividade
contra a infecgdo pelo virus HIV. Artigos mais recentes tém mostrado a heparina e
analogos funcionais como dextrana e curdlana sulfato, como potentes agentes antivirais,
inibindo a infecgdo dos linfocitos T humanos, pelo virus acima mencionado, por

interferir na ligagdo deste virus aos linfocitos T CD4" (LEDERMAN et al., 1989). Em
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1991, HOLODNIY et al. demostraram que a heparina também pode causar atenuagdo
ou inibigdo da amplificagdo do gene do HIV. Tem sido sugerido que a atividade
antiviral ¢ devido a carga anionica total do polimero, podendo a cadeia principal variar
desde um polimero simples até um polimero complexo (BABA et al, 1990,

DeCLERCQ et al., 1991).

BOEVE et al., em 1994, demonstraram a atividade inibitéria relativa de varios
polissacarideos sulfatados, heparina e heparan sulfato no crescimento de cristais de

oxalato de célcio em calculogénese.

Apesar dos conhecimentos benéficos que se tem, a heparina possui muitos
efeitos colaterais como hemorragia, trombocitopenia e osteoporose, além de outras
desvantagens como heterogeneidade quimica, variabilidade nos seus efeitos
fisiolégicos, possibilidade de contaminantes como certos virus animais (MULLOY et
al., 1994), além da supressdo das células natural killer (JOHANN et al., 1995) que
representam o principal mecanismo de defesa contra infeccdo por virus e células
tumorais (FERRARINI & GROSSI, 1984; HERBERMAN, 1986). Em 1991, GORSKI et
al. demonstraram a heparina como um inibidor de heparanase causando alteragdes no

trafego de linfocitos T.

As tentativas de substituir a heparina por outros anticoagulantes ndo foram bem
sucedidas. Recentemente, muitos agentes derivados de glicosaminoglicanas como
heparan, dermatan e condroitan sulfato tém sido examinados (VOLPI, 1994;
NADKARNI et al., 1996). Entretanto, a maioria destes mostrou fraca agio
anticoagulante (DOCTOR et al., 1991; PAVAO et al., 1995), sendo muitas vezes

destituidos de acdo antiplaquetaria ou tem encontrado sucesso restrito, em fungio da
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dificuldade em estimular a AT III de maneira correta e especifica (RAZI ef al., 1995).
Com o objetivo de eliminar estas diferengas, esforgos t€ém sido feitos para estabelecer
novos polimeros cujos aspectos criticos possam ser controlados, como, por exemplo, o
comprimento da cadeia, o tipo de ligagdo glicosidica, o grau de sulfatagdo € a posig¢éo

dos grupos sulfato.

Entre os polissacarideos modificados por sulfatacdo, destacam-se as glucanas,
arabinogalactanas, galactomananas (BODE & FRANZ, 1990), xilanas (HRINCOVINI
& TORRI, 1995) e dextranas (SIE ef al., 1996), que tém sido mostrados como provaveis

substitutos da heparina, em ensaios in vitro.

Outra possibilidade, em tais analises, ¢ a utilizagdo de polissacarideos
naturalmente sulfatados, principalmente originados de algas, como as fucanas isoladas
de parede celular de algas marinhas marrons e equinodermos, cuja atividade

anticoagulante € variavel quando comparada com a heparina, podendo chegar a 85 %

em relacdo a esta (NISHINO ef al., 1989; NISHINO & NAGUNO, 1992).

Face ao que se relatou, os Laboratorios do Grupo de Carboidratos da UFPR, em
especial os de Biopolimeros e de Liquens, t€m se dedicado a extragdo, analise estrutural
¢ algumas modificagdes por semi-sintese de polissacarideos de espécies nativas,
pesquisando, quando possivel, as propriedades e aplicagdes destes polimeros. Uma série
de heparindides tém sido produzidos, como exemplos os obtidos por reagdo de
sulfatacdo 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).



Assim, continuando o proposito do grupo e tendo em vista a facilidade da reagdo
de sulfatag@o, bem como a eficiéncia dos derivados produzidos por este método, com o
presente trabalho visamos a obtengdo de outro heparindide pela modificagdao quimica
do polissacarideo obtido do endosperma de sementes de Senna macranthera. Em se

tratando desta espécie, uma breve descrigdo botanica sera relatada a seguir.

Senna macranthera

O vegetal Senna macranthera ¢ uma arvore da familia Leguminosae, subfamilia
Caesalpinoideae, que apresenta comumente 3 a 9 m de altura, com tronco de 6 a 15 cm

de didametro. Apresenta, quando em espago aberto, uma copa arredondada (fig. 6)

(IRWIN & BARNEBY, 1982).

Fig. 6 - Senna macranthera (HARRI, 1992).
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A arvore produz flores amarelas vistosas sendo cultivada como ornamental nas
cidades das regides sul e leste do Brasil e, também, para composi¢do de plantios em

areas degradadas (IRWIN & BARNEBY, 1982).

As folhas sdo pinadas com até 20 cm de comprimento, compostas de dois pares
de foliolos sendo o superior bem maior que o inferior ¢ podem apresentar glandulas

atras dos pulvinulos distais (IRWIN & BARNEBY, 1982).

As flores sdo dispostas em racimos carimbosos, abertos, desprovidos de folhas e

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

Sk \ g 73 i/ " 4
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Fig. 7 - Flores de Senna macranthera (HARRI, 1992).
O fruto ¢ uma vagem de comprimento variando de 15 a 36 cm podendo

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

fava, aleluia, cabo-verde entre outros (IRWIN & BARNEBY, 1982).
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Fig. 8 - Frutos (esquerda) e sementes (direita) de Senna macranthera (HARRI,

1992).
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CECY, em 1993, demonstrou a ocorréncia de heterosideos saponosideos na
casca do caule e na raiz; de flavonoides nas folhas; de tragos de taninos nas folhas, nos
frutos e na casca do caule; de compostos esterdides nas folhas e frutos; de tragos de
alcaldide nas folhas, nos frutos, na casca € no lenho do caule; ¢ de heterosideos
antraquindnicos nos frutos, os quais foram identificados como crisofanol, fiscion e
emodina. Ensaios de atividade biologica mostraram a inexisténcia de agdo laxativa nos

frutos.



OBJETIVOS
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A fim de estudar estruturalmente o polissacarideo do endosperma de sementes
de Senna macranthera e produzir um possivel heparinoide a partir deste, foram tragados

0s seguintes objetivos:

1. Extrair e purificar os polissacarideos hidrossoluveis do endosperma de sementes de

Senna macranthera,

2. Derivatizar estes polissacarideos por método quimico para a obtengdo de derivados

sulfatados com diferentes graus de substituigdo (DS);

3. Determinar o grau de substitui¢do (DS) dos derivados por métodos quimicos, fisico-

quimicos € espectroscopicos;

4. Caracterizar o polissacarideo derivatizado por métodos fisico-quimicos;

5. Avaliar a possivel atividade anticoagulante da molécula, no estado nativo e
modificado, bem como a via de atuagdo na cascata da coagulagdo pelos métodos de
tempo de trombina (TT) e tempo parcial de tromboplastina ativada (APTT), em

experimentos in vitro.

6. Verificar se o polimero com atividade anticoagulante tem afinidade pela AT IIL



MATERIAIS E METODOS
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1. OBTENCAO DAS SEMENTES E DOS POLISSACARIDEOS

Os frutos de Senna macranthera foram coletados em varios locais da regido
metropolitana de Curitiba onde esta espécie € utilizada nas ruas como arvores

ornamentais, sendo a sua classificacdo botanica ja estabelecida.

Separadas as sementes, estas foram moidas em liquidificador, com velocidade
controlada, até que a casca pudesse ser removida. O embrido € o endosperma contendo,
ainda, algum residuo de casca, foram separados por peneira¢do seqilencial. A porgéo
contendo o endosperma foi submetida a extragdo em soxhlet com os solventes:
tolueno:etanol (2:1, v/v) por 105 horas e metanol:dgua por 48 horas. Os produtos
soluveis em tais extragcdes ndo foram objetivos de estudo, mas o residuo obtido foi
submetido a extracdo aquosa exaustiva a 25 °C em liqiiidificador. A solugfo obtida foi
acrescida de NaCl g.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 a temperatura ambiente. Este

material fo1 denominado de SN.

2. PURIFICACAO DA AMOSTRA OBTIDA POR EXTRACAO
AQUOSA DO ENDOSPERMA DE SEMENTES DE Senna
macranthera

2.1. Pré-purificagao por centrifugacgio

O processo de pré-purificagdo foi realizado por centrifugagdo a 2 000 g em

centrifuga HITACHI modelo HIMAC CR 21-E, por 3 minutos ¢ & temperatura
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ambiente, de uma solugfio 1g/l. da amostra (SN) obtida por extragdo aquosa. Apos a
centrifugacdo o sobrenadante foi precipitado e seco como descrito para SN sendo,

entdo, chamado de SP.

2.2.Purificacdo por passagem em coluna de troca ionica (DEAE-celulose forma CI)

Uma solugdo contendo 1g do material parcialmente purificado (SP) em 300 ml
de 4gua destilada foi aplicada em uma coluna de DEAE-celulose forma CI” (3 x 33cm)
¢ eluida seqiiencialmente com agua, NaCl 0,2 Mol/L, NaOH 0,1 Mol/L ¢ HC1 0,1 Mol/L

obtendo-se, na seqiiéncia da eluigdo, as fragdes FA, FB, FC e FD, respectivamente.

Apos as eluigbes as frages foram neutralizadas, quando necessario, depois
dialisadas, concentradas, precipitadas com 2 volumes de etanol, lavadas com etanol e
acetona P.A. e secas a temperatura ambiente. Em todas as fra¢des da coluna foi feito

controle de agucar total pelo método do fenol-acido sulfiirico (DUBOIS et al, 1956).

3. ANALISES QUIMICAS E FiSICO-QUIMICAS DOS

POLISSACARIDEOS

3.1. Quantificacdo de carboidratos e proteinas

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

se curva padrdo de albumina bovina para as determinagoes .
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A concentragdo total de carboidratos foi determinada pelo método de fenol
acido-sulfurico (DUBOIS et al., 1956), a de agucar redutor, pelo método de SOMOGY]I
(1945) e NELSON (1944) utilizando-se, em ambos os casos , uma curva padrdo de
manose € a concentragdo de actcares acidos foi determinada pelo método de
BLUMENKRANTZ & ASBOE-HANSEN, 1973, utilizando-se para a curva padrdo o

acido glucurodnico.

3.2. Determinacio da composicdo monossacaridica

3.2.1. Hidrolise acida dos polissacarideos do endosperma de sementes de Senna

macranthera

Todas as amostras (10 mg) foram hidrolisadas com acido trifluoracético (TFA) 1
Mol/L, durante 4,5 horas, em banho de agua fervente. Apds a hidrolise o TFA foi
totalmente evaporado e as amostras foram lavadas com agua até remogéo total do acido

(ADAMS, 1962 e 1965).

3.2.2. Redugio e acetilaciio dos produtos resultantes do processo de hidrélise

Os monossacarideos resultantes dos processos de hidrolise foram reduzidos em
presenga de borohidreto de sodio (NaBH,) a temperatura ambiente por pelo menos 12
horas. A reagio foi neutralizada com acido acético, tratada com resina LEWATIT S-100
(H") e o filtrado foi seco sob baixa pressdo a temperatura de 50 °C. O 4cido boérico foi
eliminado por codestilagdo com metanol anidro e os alditdis secos foram submetidos a

reagdo de acetilagdo em presenga de piridina e anidrido acético 1:1 (v/v), a temperatura
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ambiente durante 15 horas. A reagio foi interrompida pela adigdo de gelo, e os alditdis
acetato, extraidos com cloroférmio. Os produtos foram analisados por CG-EM
(WOLFROM & THOMPSON, 1963), em um cromatografo liquido-gasoso, modelo
VARIAN 3300 acoplado a um espectrometro de massa FINNIGAN MAT, usando uma
coluna capilar DB 225 ou OV-225. A temperatura inicial foi de 50 °C seguida de
elevacdo de 4°C/min até 230 °C, sendo utilizado hélio como gas de arraste. Para analise
de CG simplesmente, foi utilizado um cromatografo liquido-gasoso HP modelo 5890
série 2, com detector e injetor a 250°C e coluna capilar DB-225, a 200°C e nitrogénio

como gas de arraste.

3.3. Obtencao dos derivados O-metil-alditois acetato

O polissacarideo FA, apds ter sido previamente acetilado, foi submetido a
reacdo de metilagdo, tantas vezes quanto necessario, pelo método de CIUCANU &
KEREK (1984). Apés completa derivatizagdo, monitorada por analises
espectroscopicas de infra-vermelho, o polissacarideo metilado foi parcialmente
hidrolisado por metandlise durante 2 horas a 100°C, neutralizado com carbonato de
prata, lavado com metanol e secos a temperatura ambiente para, entdo, ser submetido a
hidrdlise 4cida total com 4cido sulfurico 0,5 Mol/L por 18 horas a 100°C. Os derivados
parcialmente metilados, provenientes do processo de hidrolise, foram neutralizados e
submetidos as reagdes de redugdo e acetilagdo, como descrito no item 3.2.2. para

posterior analise por CG e CG-EM (HARRIS et al., 1984).
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3.4. Oxidacio com metaperiodato de sodio

A amostra FA (50 mg) foi oxidada com solug@o de metaperiodato de sodio 0,05
Mol / L, durante 10 dias, a temperatura ambiente e na auséncia de luz, sendo agitada
ocasionalmente. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de etilenoglicol (0,5 ml),
mantendo-se o sistema por mais 40 minutos no escuro. Em seguida, o material oxidado
foi reduzido com NaBH, e dialisado contra agua corrente por 48 horas. A solugdo
dialisada foi concentrada para posterior hidrolise do poliol resultante com TFA 1
Mol/L, como descrito anteriormente (item 3.2.1.1). O material hidrolisado foi reduzido
com NaBH,, acetilado ¢ analisado por CG-EM (item 3.2.2.) (GOLDSTEIN et al.,

1965).

3.5. Determinacio da rotacio optica especifica

Uma solugdo de FA na concentragdo de 0,5 g / L foi analisada quanto a sua

rotagio Optica especiica ([o]” »5) em aparelho AUTOPOL III, marca Rudolf Research.
A rotagdo Optica especifica foi calculada através da equagéo:
[oc]D25= a/L.c

onde:
o € 0 dngulo de rotag@o da luz polarizada, expresso em graus;
L € o caminho 6ptico, em dm;

¢ € a concentragdo da solugdo em g/ L (MATHESON, 1990).
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3.6. Determinaciio da massa molar aparente

Uma solucgio a Img / mL de cada amostra foi filtrada por membranas com poros
de 3 e 1,2 um de diametro. Apds a filtracdo as solugGes foram concentradas a
temperatura de 60°C para o material nativo e 40°C para o sulfatado. O polissacarideo

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

Uma gota desta solugdo foi aplicada em uma coluna de SEPHAROSE CL-4B
calibrada com padrdes de dextrana (77,8 x 10° - 2,0 x 10° g / mol) ¢ eluida com o
mesmo solvente. Aliquotas de 1 ml foram coletadas nas quais foi dosado agucar total

através do método do fenol-acido sulfirico (DUBOIS et al., 1956).

4. ANALISES POR METODOS ESPECTROSCOPICOS

4.1. Espectroscopia de infravermelho (IV)

Os espectros de IV das varias amostras nativas e sulfatadas foram determinados
usando um espectrometro BOMEM, Hartman & Baum-MB, em pastilhas de KBr ou,

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

4.2. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear

Os espectros de RMN-"C ¢ RMN-'H foram obtidos de um espectrometro
BRUKER, modelo AVANCE-DRX-400 acoplado a um transformador de Fourier. As
amostras foram solubilizadas em 4gua deuterada (D,0) e o espectro efetuado a

temperatura de 70° C para as amostras nativas e 27° C para as sulfatadas. Os
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deslocamentos quimicos (8) foram expressos em p.p.m., utilizando-se como padrdo

dimetil sulfoxido-Dg (8 39,7) para a analise de RMN-"C e acetona (5 2,23) para RMN-

1

5. SULFATACAO DOS POLISSACARIDEOS

A derivatizag8o das amostras pré-purificadas por centrifugagio e purificadas por
cromatografia de troca idnica foi feita como descrito por O’NEILL, 1955, onde cada
amostra ¢ primeiramente dissolvida em piridina e formamida sob agitacio em cdmara
fria. A adigfio de acido clorossulfonico foi realizada lentamente, sob agitagio constante
e em banho de gelo, obedecendo-se a seguinte relagéio 1 : 20 : 75 : 12, respectivamente,
para a massa do polissacarideo (g), volume (mL) de piridina, formamida e acido

clorossulfonico.

Apos a adi¢do completa do acido, o sistema foi mantido sob agitacdo a 4°C por
mais 24 horas, sendo, em seguida, neutralizado com solugfo saturada de bicarbonato de
sodio e dialisado contra 5 L de 4gua destilada trocada trés vezes por dia, durante 5 dias.
T'erminada a dialise, a solugdo contendo o polissacarideo sulfatado teve seu volume
reduzido a baixa pressdo e temperatura de 40°C, ao qual foi acrescido de NaCl q.s.p.
uma solucdo a 0,1 Mol / L que, em seguida, foi precipitada com 2 volumes de etanol. O
polissacarideo obtido foi, entdo, lavado com etanol ¢ acetona P.A. e seco a temperatura

ambiente.
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6. DETERMINACAO DO GRAU DE SUBSTITUICAO (DS)

O grau de substituigdo (DS) foi determinado através do método turbidimétrico
por precipitagdo com cloreto de bario (DOGSON & PRICE, 1962), onde uma amostra
do polissacarideo sulfatado (3 mg) foi hidrolisado em HCI 3 Mols/L, em banho de agua
fervente por 12 horas. Em seguida, o acido foi evaporado a pressdo reduzida, sendo o
residuo resultante, ressuspenso em agua. Uma aliquota de 0,5 ml da amostra foi tratada
com 3,8 mL de 4cido tricloroacético a 4 % e 1 mL do reagente gelatina-cloreto de
bario. A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente por 30 minutos para a
formag@do dos cristais e medida a absorbancia 4 360 nm. Uma solugdo de sulfato de
sodio foi utilizada para curva padrio, sendo o grau de substitui¢do (DS) calculado a

partir do contetido de enxofre através da equagio abaixo:
DS =162x8/3200-102xS
7. ANALISE DAS PROPRIEDADES ANTICOAGULANTES

7.1. Tempo parcial de tromboplastina ativada (APTT)

As varias amostras nativas e sulfatadas antes e apos filtragdo por membranas de
poros 3 e 1,2 um, 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 padrio. Os ensaios foram realizados no Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Pequeno Principe em um fibrometro OPTION, operado a

37°C.

Para o teste, foram incubados 0,02 ml, da amostra em questdo solubilizada em

solugdo salina 0,9 %, nas diversas concentragdes, com 0,08 mL de plasma normal
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Para o teste, foram incubados 0,02 mL da amostra em questdo solubilizada em
solugdo salina 0,9 %, nas diversas concentra¢des, com 0,08 mL de plasma normal
humano (uniplasmatrol - Biomerieux) ¢ 0,1 mL de cefalina ativada por 4 minutos a
37°C, sendo a reacdo disparada pela adigdo de solugfo de cloreto de calcio 0,025 Mols /

L, sendo marcado o tempo necessario para a formagao do coagulo.

7.2. Determinacéo 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
¢ eluidas com tampdo Tris/HCl 0,05 Mols/LL pH 7,2 e solugdo de NaCl 2 Mols/L
sequencialmente (CASU et al., 1981). Todas as amostras eluidas foram dialisadas, por
pelo menos 14 dias, contra 5 L de agua destilada trocada trés vezes por dia, sendo
posteriormente evaporadas até a secura sob baixa pressio a temperatura de 40 °C e

ressuspensas em solugdo salina para a determinagfo 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 diluida e 0,1
mL de fator Xa (0,1 UI). A mistura foi incubada por 120 s, a 37 °C. Em seguida, 0,1 mL
de uma solugdo de céfalina e cloreto de calcio 1:1 foi adicionada e o tempo de

coagulacdo foi medido (BODE & FRANZ, 1991).



RESULTADOS E DISCUSSAO
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1. EXTRACAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DO
POLISSACARIDEO OBTIDO DAS SEMENTES DE Senna

macranthera

O endosperma das sementes de Senna macranthera, contendo ainda, algum
residuo de casca, apos remogio de parte do pigmento e inativagdo enzimatica, induzida
por solvente e aquecimento por tratamento em soxhlet com as misturas tolueno : etanol
e metanol : 4agua, apresentou um rendimento de 30 % em massa, apdés moagem e
extragdo com agua a 25 °C, precipitagdo com etanol e secagem. Este material foi

chamado de SN.

A composi¢do quimica da amostra SN em agucar total e proteina mostrou ser
constituida de 85,5 ¢ 6,5 %, respectivamente. A analise qualitativa e quantitativa dos
monossacarideos foi feita por CG-EM e demonstrou a presenga de unidades de manose
e galactose com razdo molar de 3,7:1 (tabela I). Unidades de xilose, arabinose, ramnose
e glucose também foram encontradas em menores proporgdes (tabela I). Observou-se
macroscopicamente a presenca de um pigmento marrom insoliivel em 4agua,

provavelmente oriundo da casca.

Com o objetivo de remover tal pigmento, uma solugéio a 1g / L de amostra em
agua destilada foi centrifugada a 2000 g, a temperatura ambiente. Apds esta pré-
purificagdo o rendimento em massa obtido foi de 50 % em relagdo a SN. O pigmento
visivel na amostra original foi removido por esse processo, € a amostra parcialmente
purificada apresentou composi¢do quimica, em agucar total e proteina em relagio a
massa seca, de 80,4 e 3,8 %, respectivamente. Esse material foi denominado de SP,

caracterizado através da analise dos acetatos de aldit6is, apresentando relagdo molar
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manose : galactose de 3,3:1, além dos demais monossacarideos que foram identificados
em SN. Parte das provaveis outras familias de galactomananas, presentes em SN, foram
retiradas com o residuo da centrifugagfio, denominado RS, j4 que este apresentou

propor¢do manose:galactose de 4,3:1, ap6s a analise dos alditois acetatos (tabela I).

Tabela I - Analise dos monossacarideos presentes nos polissacarideos do endosperma
de sementes de Senna macranthera.

Amostras Mol %1 Rendimento®

Man  Gal Gle - Xil Rha Ara %
SN° 66,1 17,8 49 43 4,8 2,0 30
sp* 707 21,7 12 3.6 n.d. 2,0 15
FA" 71,8 260 1,0 0,08 0,05 0,06 9.8
FB’ 554 265 17 12,2 0,05 42 0,4
FC’ 58 44 442 44,9 n.d. 0,6 2,9
FD' 598 295 24 1.9 4.6 1,8 0,3

n.d. : ndo detectado.

"Por CG-EM, como alditdis acetatos, coluna OV-225, temperatura 50-220°C.

? Em relagio ao endosperma.

3 Amostra nativa.

* Amostra parcialmente purificada por centrifugagfo (item?2.1).

" Amostras purificadas em cromatografia de troca idnica ¢ eluidas com agua, NaCl 0,2
Mols/L, NaOH 0,1 Mol/L e HC1 0,1 Mol/L respectivamente (item 2.2).

A fim de separar melhor a mistura de polissacarideos contida em SP, esse
material foi eluido em coluna de troca i6nica DEAE-celulose (forma CI), obtendo-se
quatro fragdes, denominadas FA (fragdio aquosa), FB (fragdo eluida em NaCl), FC
(fragdo eluida em NaOH) e FD (fragdo eluida em HCI) cujos rendimentos foram,

respectivamente, de 65,6; 2,8; 19,5 ¢ 1,8 % em relagéo a SP.
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A analise dos alditéis acetatos da fragdo FA, que corresponde a eluida com dgua
e, portanto, a um polimero neutro, mostrou que o polissacarideo ¢ constituido por uma
galactomanana praticamente pura com proporgio manose : galactose de
aproximadamente 2,8 : 1 (tabela I). O principal biopolimero do endosperma de
sementes de Semna macranthera pode ser caracterizado pela simples razio molar
manose : galactose como uma galactomanana pouco substituida. A analise quimica da
amostra FA mostrou a presenca de 94,6 % de carboidratos, 3,8 % de proteinas (tabela
IT) e ndo foi detectada a presenca de aguicares acidos pela analise de BLUMENKRANZ

& ASBOE-HANSEN, 1973.

Tabela II - Composi¢do quimica e rendimento das fragdes polissacaridicas obtidas do
endosperma de sementes de Senna macranthera

Amostras Agticar Total' Proteina’
(%) (%)
SN 85,5 6,5
SP 80,3 5,2
FA 94,6 3,8

'Pelo método de fenol-acido sulfirico. (DUBOIS er al., 1956)
?Pelo método de HARTREE, 1975.
3 Em relagio ao endosperma.

O baixo contetdo de proteina obtido em SN, SP e FA deve-se a adi¢do de NaCl
g.s.p. 0,1 Mol/L nos extratos, antes da precipitagio etandlica, o que promoveu salting in
e, portanto, auxiliou no processo de pré-purificagdo, conduzindo-se a obtengdo de

proteoglicanas.

As unidades de aglicares aminados na natureza ocorrem principalmente no reino

animal, onde aparecem como constituintes de um grande grupo de substincias, os
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mucopolissacarideos ou glicosaminoglicanas (FOSTER & STACEY, 1952). A
ocorréncia de hexosaminas foi também constatada como componente do exoesqueleto
de muitos crustaceos e do esqueleto de vertebrados, formando estruturas resistentes e de
alta estabilidade quimica (GARDELL, 1958). No entanto, apds a hidrélise acida com
TFA 5 Mols / L (item 3.2.1.2.) da amostra FA ndo foi observado qualquer indicio da

presenga de tais unidades.

A andlise dos acetatos de alditdis da fragdo FC, a segunda mais importante em
termos de rendimento e que corresponde a eluida com NaOH 0,1 Mol/L, sugere que
esta ¢ constituida de uma mistura de polissacarideos. Entre eles ha a possibilidade da

existéncia de uma xiloglucana conforme resultados da tabela 1.

Deve-se destacar que os métodos de extracdo aquosa e purificagdo, por
centrifugacdo e cromatografia de troca i6nica, da galactomanana do endosperma de

Senna macranthera, constituem processos simples e econdmicos.

Na seqiiéncia, para fins de analise estrutural, optou-se pela escolha da amostra

FA, que corresponde aquela fragdo mais purificada.

2. ANALISE ESTRUTURAL DA GALACTOMANANA

PURIFICADA
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2.1. Analise dos O-metil-alditéis acetato

Com o objetivo de verificar, quantitativamente, os tipos de ligagdes glicosidicas
presentes no polissacarideo e avaliar o grau de ramificagio, a galactomanana (FA) foi
submetida ao processo de metilagio, pelo método de CITUCANU e KEREK (1984). Para
promover a melhor solubilidade em DMSO, a amostra foi previamente acetilada e os

dados obtidos sfo apresentados na tabela II1.

Tabela III - Analise dos alditéis acetatos parcialmente metilados™® da galactomanana da
fracdo FA.

Derivados parcialmente metilados Mols %
1,4,5- tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil manose 40,2
1,5,6- tri-O-acetil-2,3,4-tri-O-metil manose 6.4
1,5- di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil manose 0,7
1,4,5,6-tetra-O-acetil-2,3-di-O-metil manose 26,7
1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil galactose 26,0

* Método de CTUCANU e KEREK, 1984,
® Analise por CG-EM, como acetatos de alditéis, coluna DB-225.

Tendo em vista os resultados obtidos na tabela acima, verificou-se a presenga de
ligagdes glicosidicas do tipo (1->4) entre as unidades de manose da cadeia principal
que apresentam algumas substitui¢des em O-6 por unidades galactopiranosil € outras
por manopiranosil, as quais também estio substituidas no C-6 por unidades
galactopiranosil. Essa conclusio deve-se a presenga dos derivados parcialmente
metilados, a saber: 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-manose que corresponde ao
terminal ndo redutor; 1,4,5,6-tetra-O-acetil-2,3-di-O-metil-manose que corresponde a

unidades contendo liga¢des glicosidicas em O-4 ¢ 0-6; 1,5,6- tri-O-acetil-2,3 4-tri-O-
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metil manose que corresponde a unidades de manose contendo ligagdes glicosidicas em
0-6; 1,4,5-tri-O-acetil-2,3,6-tri-O-metil-manose que corresponde a unidades contendo
ligagbes glicosidicas em O-4 e 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metil-galactose o qual
corresponde ao terminal ndo redutor dessa unidade. Os valores de percentagem molar
obtidos para cada derivado confirmam a mesma relagio manose : galactose, obtida

anteriormente por analise dos monossacarideos como acetatos de alditois (tabela I).

2.2. Oxidac@io com metaperiodato de sédio

A andlise estrutural foi complementada pelo processo de oxidagdo com
periodato de sodio que ¢ um dos métodos que auxiliam na elucidagio da estrutura
quimica de polissacarideos. Os resultados obtidos dos produtos analisados como
alditdis acetatos (tabela IV) mostram que todas as unidades de galactose presentes no
polimero como terminais ndo redutores foram degradadas, como pode ser observado

pela presenga de grande quantidade de glicerol.

Tabela IV - Analise da Oxidagdo com Metaperiodato de Sodio 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 alditois acetatos, coluna OV-225.

As unidades de manose foram, também, muito degradadas como pode ser
observado pela diminuicdo de tais unidades e concomitante deteccio de grande
quantidade de eritritol oriundo daquelas unidades substituidas em O-4 ¢ O-6 (2,3,6-

Me;-Man e 2,3-Me,-Man).
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A presenga de glicerol indica que unidades galactopiranosil € manopiranosil
substituintes encontram-se ligadas ao “core” de manose por ligagdes glicosidicas do
tipo 1—-6.

A andlise dos derivados obtidos pela oxidagdo com metaperiodato de sédio

concorda com os resultados obtidos por metilaggo.

2.3. Rotagdo optica especifica

Os polissacarideos ramificados ou substituidos possuem valor de rotacdo Optica
especifica dependente das proporgdes relativas de ligagdes a-D e B-D, sendo, portanto, a
presenga de ligagdes o-D-galactopiranosidicas que confere rotagio Optica positiva em
galactomananas. Assim, a [} destes polimeros depende do numero de ligagdes $ das
unidades de manose ¢ o das unidades de galactose, sendo o fator limitante de [a]p, o

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

(NOBLE, 1986).

A rotaglo optica especifica obtida para a galactomanana purificada (FA) foi de
+ 7 °, sendo inferior ao obtido para a galactomanana de Cassia fastuosa (+10°) e que
apresenta relacdo molar manose : galactose de 4:1 (GERMANO, 1996). O resultado
obtido para a galactomanana de Senna macranthera pode ser devido a erros nas
determinacgdes experimentais, face a opacidade caracteristica das galactomananas em

solugdo (LESCHZINER & CEREZO, 1969; KOOIMAN, 1972).
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2.4. Espectroscopia de ressonincia nuclear magnética do carbono treze
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Fig. 9 - Espectro de RMN-"C da amostra SP obtida do endosperma de sementes de

Senna macranthera, realizado em solugdo de oxido deuterado (D,0), a 70°C. Os
deslocamentos quimicos sdo expressos em p.p.m.
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Fig. 10 - Espectro de RMN-"C da galactomanana do endosperma de sementes de
Senna macranthera purificada em coluna de DEAE-celulose, fracdo aquosa (FA),

realizado em solugdo de oxido deuterado (D,0), a 70°C. Os deslocamentos quimicos
sdo expressos em p.p.m.



42

A regido de C-4 das unidades de manose, ampliada na fig. 11, mostra dois
sinais, bem caracteristicos, em & 76,56 e & 76,33, correspondentes, respectivamente, as
regides das diades de manose ndo substituidas em O-6, representadas por 111, e a regido
das diades parcialmente substituidas em O-6 por galactose, representada por II. A

absorgdo correspondente as diades de manose totalmente substituidas, representada por

I esta praticamente sobreposta ao sinal da regido IL
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Fig. 11. Regifio de C-4 ampliada do espectro de RMN-"C, de unidades de manose
da galactomanana purificada do endosperma de sementes de Senna macranthera,
com as respectivas diades de manose representadas em algarismos romanos.

A absor¢do mais intensa observada na regido de C-4 das unidades de manose
ndo substituida ¢ muito semelhante a obtida para a galactomanana de Cassia fastuosa
(TAVARES, 1994) e mostra que, também para o polissacarideo de Senna macranthera,

ha maior percentagem de regides lisas, ou seja, ndo substituidas na cadeia.
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A regidio de C-6 foi melhor caracterizada através do espectro do tipo DEPT
(fig.12), onde ocorre a inversdo dos sinais correspondentes aos carbonos do tipo CH,.
Os sinais em § 61,0 e 8 60,4 correspondem respectivamente ao C-6 das unidades a-D-
galactopiranose e [3-D-manopiranose ndo substituidas e os sinais entre 8 66,3 € & 66,58
correspondem ao C-6 das unidades de [-D-manopiranose substituidas por

galactopiranose.

O sinal em § 66,88 corresponde ao C-6 de a-D-manopiranose substituidas em C-
6 por galactopiranose. O esclarecimento da presenca de outros sinais de unidades o-D-
manopiranosidicas ndo foi possivel devido a sobreposicdo dos sinais dessas unidades

com aqueles das unidades {3, bem como com os sinais de unidades o-D-galactopiranose.
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Fig.12 - Espectro de RMN-"C do tipo DEPT da galactomanana purificada (FA -
item 2.2) do endosperma de sementes de Senna macranthera, realizado em solugio de
oxido deuterado (D,0), a 70°C. Os deslocamentos quimicos s30 expressos em p.p.m.
utilizando-se como padriio dimetil sulfoxido-ds (3 39,7).
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A anlise da regifo anomérica por RMN-"H (fig.13) fornece um sinal em & 4,76,
correspondente a f3-D-manopiranose, bastante largo, devido a distribuigdo randomica
dos substituintes e dois sinais em & 5,04 e 8 5,05 correspondentes as unidades de o-D-
galactopiranose proximas a uma regido pouco substituida e as unidades de o-D-
galactopiranose proximas a uma regifio bastante substituida, respectivamente. O sinal

em & 4,9 provavelmente corresponde ao C-1 das unidades o-D-manopiranose.
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Fig.13 - Espectro de RMN-'H da galactomanana purificada (FA - item 2.2) do
endosperma de sementes de Senna macranthera, realizado em solucdio de oxido
deuterado (D,0), a 70°C. Os deslocamentos quimicos sdo expressos em p.p.m.

utilizando-se como padrdo acetona (8 2,23).

A intensidade dos sinais de manose ¢ galactose confirmam a relacdo 3:1 entre

tais unidades, conforme dados ja descritos por outros métodos.
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A partir dos resultados apresentados, pode-se sugerir a seguinte estrutura parcial

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

[>4)-B-D-Manp-(1->4)-B-D-Manp-(1—>4)-B-D-Manp-(1->4)-B-D-Manp-(1->]

=t QN

o~D-Galp

g

¥
- gi*‘—)"\

S

o-D-Galp

Os laboratorios de Quimica de Carboidratos Vegetais ¢ de Biopolimeros,
determinaram nos ultimos 10 anos a estrutura de mais de 30 galactomananas, sendo
estas constituidas de wuma cadeia principal composta por unidades [-D-
manopiranosidicas unidas por ligacdo glicosidica do tipo (1->4) com substitui¢do em
0-6 por unidades a-D-galactopiranosidicas (GANTER, 1993; GOTTARDI et al, 1994;
TAVARES, 1994; RECHIA et al, 1995). Inimeras outras publicagdes tem demonstrado
que esta estrutura estrutura € convencional para galactomananas de leguminosas. No
entanto, para algumas espécies na literatura, t€m sido demonstrada a possibilidade de

ligagdo glicosidica do tipo (1—2) e (1—3) na cadeia principal.

SOUZA LIMA em 1997 demonstrou a presenca de galactobiose na cadeia

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

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

manopiranosidicas em plantas superiores, sendo estas caracteristicas de fungos e

liquens (GORIN & SPENCER, 1972; GORIN & MAZUREK, 1981; GORIN &
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JTACOMINI, 1984). Assim deve-se ressaltar a necessidade de se confirmar a estrutura
sugerida por outros métodos, como, por exemplo, através da analise de oligossacarideos

produzidos a partir de hidrélise acida parcial ou enzimatica.

Com a estrutura acima proposta, as amostras purificada (FA) e parcialmente
purificada por centrifugacfio (SP) foram submetidas ao processo de sulfatagio, com o
intuito de se fazer uma analogia com a heparina e também com os derivados obtidos

destas duas amostras.

3. REACAO DE SULFATACAO

A sulfatagfo quimica ¢ um processo bastante eficiente, sendo utilizada piridina
como catalisador. Esta aumenta a reatividade dos componentes em solucdo, por possuir
um par de elétrons disponivel, e assim formar pontes de hidrogénio com as hidroxilas
livres do polissacarideo, aumentando desta forma a nucleofilia destes grupamentos

(O'NEILL, 1955; HAINES, 1976).

A presenga de formamida ou outros solventes apolares e aproticos, confere
maior solubilidade ao polissacarideo, sem interferir na efetividade do nucledfilo,
constituindo, assim, um reagente adicional importante (YALPANI & STANDFORD,

1987, LANG et al., 1992).

O grau de sulfatagio aumenta proporcionalmente com o aumento da
temperatura € com a adi¢@o de acido clorossulfonico (SPENCER, 1961; YALPANI &

STANFORD, 1987). No entanto, tais condi¢cdes aumentam, também, a probabilidade de
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degradagdo do polimero e, conseqiientemente, a perda de suas propriedades (O'NEILL,

1955).

Para se poder efetuar uma analise comparativa de derivatizagio e da atividade
biolégica proposta no projeto, as amostras SP e FA foram escolhidas para a sulfatagdo,
sendo a primeira submetida a dois processos seqiienciais, que foi feito pela adigdo lenta
de acido clorossulfénico em banho de gelo com o objetivo de minimizar as reagdes de

degradacdo.

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

denominados por SPS e FAS, respectivamente.

4. CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS SULFATADOS

4.1. Analise por infravermelho (IV)

A introducdo dos grupamentos sulfato nos derivados foi verificada por
espectroscopia de infra-vermelho, que evidenciou a presenga de uma banda forte
préxima a 1250 em™ como vibragdo de alongamento da ligagio S=O, caracteristica de
todos os ésteres sulfatados (semi-éster) que estava ausente nas amostras nativas. Como
modelo para representar tal informagdo, segue a fig.14, correspondente as amostras

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

A presenga do grupo éster sulfato em posigdo equatorial do carbono primario

(C-6) ou secundario pode ser evidenciada por bandas de absor¢io em 810-820 cm™ e

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

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

posigdo equatorial de carbono primario pela presenga de uma banda de absorgfio em

820 cm’. Essa comparagdo também pode ser feita com os espectros das

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

de absorgiio em 818 cm’ correspondentes a D-galactose 6-sulfato, que também esta

presente nos derivados sulfatados de Senna macranthera.
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4.2. Rotacdo 6ptica especifica

Devido & opacidade apresentada pelas solugdes em agua e NaCl, ndo foi
possivel determinar a [a]p dos derivados sulfatados. No entanto, teoricamente seriam
esperados valores diferentes do obtido para a galactomanana pativa, devido & provavel
mudanca conformacional induzida pela introdugfo dos grupamentos sulfato, a qual

poderia expor mais ou menos as unidades a.

4.3. Determinacfio do grau de substituicio (DS)

O grau de substitui¢do das hidroxilas por sulfato foi determinado por método

turbidimétrico, o qual permite a avaliagfo do contetido de éster no polissacarideo.

Esta técnica envolve hidrdlise acida, seguida pela determinacfio do sulfato
inorgénico liberado, o qual forma cristais em presenca de bario que podem ser medidos
espectrofotometricamente. Trata-se de um método bastante sensivel e de facil
execugdo, sendo, portanto, satisfatorio e facilmente reprodutivel. Utiliza pequenas

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

Conforme a analise espectrofotométrica, os valores obtidos para grau de

substituicdo (DS) das varias amostras sdo mostrados na tabela V.
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Tabela V - Determinagio do grau de Substituicdo (DS) dos derivados sulfatados dos
polissacarideos de Senna macranthera.

Fracdes DS’ % SO,
SPS 0,17 9,06
SPS? 0,54 23,70
FAZ 0,40 18,92

"Método de precipitagio com cloreto de bario (DOGSON & PRICE, 1962).
2SP com D.S. 0,17 novamente sulfatada.

Com esses resultados observa-se a presenga de baixos valores de DS em
comparaclo com outras galactomananas sulfatadas na mesmas condi¢gdes (TAVARES,
1994, GERMANO, 1996). Isso pode ser devido a baixa solubilidade do polissacarideo
em estudo nos solventes utilizados na reaglio de sulfatagdio, como pela provavel
presenga de interagdes inter ¢ intracadeia (DEA & MORRISON, 1975, DEA, 1977,
DEA et al., 1986) e, também, devido a fatores externos como a variagio na umidade
relativa do ar, a qual pode decompor o &cido clorossulfonico em HCl e H,SO;

perdendo, assim, o seu poder sulfatante.

Para facilitar a compreenséio, as amostras sulfatadas de SP, com DS 0,17 ¢ 0,54,
e de FA, com DS 0,4, serdo representadas por SPS-0,17, SPS-0,54 e FAS-0.4,

respectivamente.

4.4. Gel permeacio

Como os polissacarideos variam nos tamanhos moleculares e t€m conformagdes
em solug@o que diferem da forma globular da maioria das proteinas, a determinacfo

exata da massa molecular por cromatografia em gel ¢ geralmente impossivel. No
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entanto, uma estimativa do tamanho molecular pode ser feita por comparagdo do Kav

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

Assim, a analise das massas moleculares das varias amostras de galactomananas
nativas e sulfatadas foi realizada por cromatografia em gel permeagdo em coluna de
SEPHAROSE-CL 4B (item 3.6), utilizando-se padrdes de dextrana. Nesse experimento
notou-se um aumento da massa molecular dos derivados sulfatados em relagdo as
amostras nativas segundo resultados demonstrados na tabela VI, o que pode ser

explicado pela adigfio 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 sulfatagio promoveu
mudanga no volume hidrodindmico maior do que era esperado pela simples introducio
de grupamentos sulfato nestes polimeros, o que pode ser oriundo da mudanga
conformacional ocorrida durante o processo de sulfatagdo. Por se tratar de uma amostra
que contém predominantemente dois polissacarideos (tabela 1), ou seja, uma
galactomanana e uma xiloglucana, hd uma maior desagregacéo provocada pelo aumento
do DS, conseqiientemente, isso originou uma MMa calculada e experimental mais
proximas para a amostra ressulfatada, que estava mais purificada apés a primeira

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

Ameostras MMa' Experimental MMa Esperada’
. 10° Da .10° Da
SP? 1,2
SPS-0,17" 1,7 1,3
SPS-0,54° 1.9 1,6
FA® 22
FAS-0.4 2.4 2.4

"Massa molecular aparente, por GPC em relacdo a padrdes de dextrana.
* Calculada matematicamente em fungio do DS.

3 Amostra parcialmente purificada por centrifugac8o (item 2.1)

* Amostra parcialmente purificada por centrifugacio e sulfatada (item 5)
5 Amostra parcialmente sulfatada com DS 0,17 ressulfatada.

® 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 mudanga
conformacional durante a purificaco da amostra por cromatografia de troca indnica
(DEAE-celulose). Essa observagio reforca a sugestdo acima de que o volume
hidrodindmico ¢ alterado a cada ctapa de desagregacdo, quer pela purificagio, quer pela
sulfatagfio, o que ¢ melhor observado para o derivado FAS-0,4, o qual apresentou
valores de massa molecular esperada e experimental idénticos (tabela VI). Isso sugere
que, em FA, os grupamentos sulfato estio distantes uns dos outros na molécula,
havendo, portanto, somenie o efeito da introdugfio dos substituintes no aumento do
volume hidrodindmico e, conseqilentemente, da massa molar, sem que tenha havido
alteragfo conformacional na molécula pela derivatizagdo. Na figura 15 podem ser
visualizados os perfis de eluigdo semelhantes, obtidos para as amostras FA nativa e seu

derivado sulfatado, o que sustenta a proposigio sugerida.
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Fig. 15. Perfil de eluicio das galactomananas FA (9) e FAS-0,4 ([J). Cromatograma
obtido pela eluigdo das moléculas em Sepharose CL-4B (coluna 62,5 x 1,1 cm), usando
como cluente solugdo de NaCl 0,15 Mol/L, apds as amostras terem sido filtradas por
membranas de pdros 3 e 1,2 um de didmetro.

Deve-se, também, ser salientado que, pelo perfil de eluigdo de todas as
amostras, houve aumento na polidispersdo dos derivados sulfatados em relagdo as
fragdes nativas. Uma explicagdo para tal comportamento pode ser sugerida,
especialmente, pela presenga de varias familias de galactomananas nas amostras, que
originaram familias de derivados sulfatados onde, de alguma forma, em posigoes

neutras, as cadeias interagem entre si por pontes de hidrogénio.
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4.5. Espectroscopia de ressonincia nuclear magnética do carbono treze dos

derivados sulfatados

A analise por RMN-"C dos derivados sulfatados (fig.16) forneceu espectros
com sinais mais alargados € com conseqiiente resolugdo comprometida devido a
introducdio dos grupamentos sulfato, os quais diminuem a mobilidade molecular,

dificultando a aquisigfo dos sinais.
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Fig. 16 - Espectro de RMN-"C da amostra SPS-0,17 (item 5), realizado em solucdo
de oxido deuterado (D,0), a 70°C. Os deslocamentos quimicos s3o expressos em p.p.m.
utilizando-se como padrdo dimetil sulféxido-Dy (3 39,7).
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Fig.17 - Espectro de RMN-"C da amostra SPS-0,54 (item 5), realizado em solucdo de
oxido deuterado (D,0), a 70°C. Os deslocamentos quimicos sdo expressos em p.p.m.
utilizando-se como padrfio dimetil sulfoxido-Dg (8 39,7).

Os espectros obtidos para as amostras SPS-0,17; SPS-0,54 e FAS-04,
apresentaram diminuigdo da intensidade de absorcfio na regido do C-6 livre das
unidades de galactose ¢ manose. Por exemplo, para o espectro de FAS-0,4 quando
comparado ao do polimero origial observou-se uma relagdo man : gal livre no primeiro

de 1,71 : 1, enquanto no nativo essa relagio erade 2,7 : 1.
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Fig. 18 - Espectro de RMN-">C da amostra FAS-0,4 (item 5), realizado em solugfio de
oxido deuterado (D,0), a 70°C. Os deslocamentos quimicos sfio expressos em p.p.m.
utilizando-se como padréo dimetil sulfoxido-Dg (3 39,7).

O aparecimento dos sinais em & 68,4 (para SPS-0,17), 6 67,4 (para SPS-0,54) € &
67,4 (para FAS-0,4), correspondem ao C-6 das unidades de galactopiranose substituido
por sulfato, sendo que absorc¢éo semelhante € encontrada no espectro de polissacarideos

sulfatados de algas, onde essas unidades substituidas em O-6 por sulfato apresentam

sinais nesta regido (DOCTOR & ESHO, 1983; ROCHA, 1982).

Analisando-se a regido de C-6 substituido para unidades de manopiranose
observa-se maior niumero de sinais em & 67,8 (SPS-0,17); 8 66,91 (SPS-0,54) € 8 66,6
(FAS-0,4). Esses resultados sugerem substituigio por grupamentos sulfato também nos

C-6 de unidades de manopiranose.
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Uma vez caracterizada parcialmente a posigio dos substituintes, segue-se a

discussdo com os ensaios de atividade anticoagulante in vitro.

5. DETERMINACAO DA PROPRIEDADE ANTICOAGULANTE in vitro

A integridade da via comum da coagulagido ¢ medida pelo tempo de trombina
(TT), também conhecido por teste anti-fator IIa. Este método consiste em adicionar-se
ao plasma citratado do paciente, uma quantidade conhecida de trombina, a qual atua
sobre o fibrinogénio formando mondmeros de fibrina. A agregagio espontinea de tais
monomeros produz um gel que € estabilizado pela formagdo de interligagdes entre as
cadeias de diferentes moléculas na fibra, por ligagOes peptidicas entre cadeias laterais
de glutamato e lisina, em uma reagdo de transamidagio (DOOLITLE, 1984). De um
modo geal, o tempo de trombina normal esta compreendido entre os valores de 10 a 15

segundos.

Entretanto, devido ao seu alto custo e, também, a pouca sensibilidade do
observada para heparindides derivados de galactomananas ¢ xiloglucanas (LIMA,
1997), este método ndo foi utilizado neste trabalho de tese como método para a

avaliacdo da propriedade anticoagulante.

Assim as varias amostras sulfatadas foram testadas quanto a 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 ativagio
do mecanismo intrinseco da coagulagdo sanguinea, através da cefalina, um substituinte

plaquetario, ¢ da adigdo de célcio ao plasma a ser testado. Geralmente os valores
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normais para este teste estiio compreendidos entre 30 e 40 segundos (FIRSCHBACH &

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

Nos experimentos realizados pelo teste APTT foram utilizadas concentragdes
variaveis de polissacarideo, sendo a de 155 pug/mL de plasma a concentragio maxima
em todos os ensaios. Os resultados foram convertidos em razio APTT através da
divisio do tempo obtido para cada concentragdo de polissacarideo pelo tempo do
controle de plasma. Os resultados em razio APTT foram, entdo, comparados aos
obtidos para heparina padrio (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

polissacarideo nativo foram utilizadas como controle.

A partir de dados anteriores dessa discussdo, verificou-se que SP possui outros
polissacarideos em sua composicdo, além da galactomanana e, embora as fracdes
possuam composi¢do distinta, pode-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 ¢ STUELP, 1997.
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Fig. 19 - Atividade anticoagulante medida pelo teste de APTT das amostras nativas
e sulfatadas de SP e FA. Heparina (--); SP e FA nativos ( -4-); SPS-0,57 (-o-); SPS-
0,17 (-A-) e FAS-0,4 (-M-). O teste foi realizado com uniplasmatrol (Biomerieux), em
um fibrometro OPTION, operado a 37 °C. Os resultados sdo expressos através da razio

do tempo de coagulagio da amostra em relagdo ao plasma normal. Para esse teste, o
tempo maximo utilizado foi de 120 s € a unidade amostral foi 4.

Deve-se ressaltar que a atividade anticoagulante dos derivados de SP pode ser,
portanto, em parte devido a sulfatagdo dos outros polissacarideos constituintes (tabela

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

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

devido a sulfatagio 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 apds o processo de filtragdo por

membrana (poros 3 ¢ 1,2 um), estdo demonstrados na tabela VII e nas figuras 20, 21.
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Tabela VII - Concentragdo (m/v) para atividade anticoagulante maxima dos derivados
sulfatados medida pelo teste de APTT'

Derivado pg/mL de plasma’
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 fibrometro operado a 37°C, utilizando-se como controles as amostras
nativas ¢ 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.

? Concentragiio necessaria para atingir a mesma atividade que a heparina com 4,57
Ul/mL que corresponde a uma Razio APTT de 3,55 ou a um tempo maximo de
coagulacdo 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 relagéio ao ponto
4,57 Ul/mL de plasma, 35 ¢ 13 % maior que a obtida para os derivados ndo 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 apds (-A-) a filtragio em membranas de péros 3 e 1,2
um de didmetro. (B) Derivado sulfatado SPS-0,54 antes (-#-) e apds (-o-) a filtragdo
em membranas de poéros 3 e 1,2 um de didmetro. Os testes foram realizados com
uniplasmatrol (Biomerieux), em um fibrdmetro OPTION, operado a 37 °C. Os
resultados s3o expressos através da razfio do tempo de coagulagdo da amostra em
relagdo ao plasma normal. Para esse teste, o tempo maximo utilizado foi de 120 s e a
unidade amostral foi 4.

Tal aumento deve-se, provavelmente, & remogéo de possiveis agregados durante

o processo de filtragdo. Este efeito de massa foi menor para o derivado de SPS-0,54
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(fig. 22), em comparagdo com o SPS-0,17, provavelmente devido a melhor

desagregacéo do material durante o processo de ressulfatagio, conforme ja discutido.

Néo foi observado alteragfio significativa na atividade anticoagulante para o
derivado sulfatado de FA antes e ap6s a filtragdo (fig. 21), provavelmente, pela prévia
purificagfo ¢ desagregacdo de FA durante a cromatografia de troca idnica (item 2.2),

além daquela ocorrida durante o processo de sulfatago.

UI/ml
w
T

1 1 1 1 1
20 40 60 80 100 120
Concentragio ug/ml plasma

Fig. 21 - Atividade anticoagulante medida pelo teste de APTT. Derivado sulfatado
FAS-0,4 antes (-A-) € apos (-9-) a filtragio em membranas de péros 3 e 1,2 um de
didmetro. O teste foi realizado com uniplasmatrol (Biomerieux), em um fibrometro
OPTION, operado a 37 °C. Os resultados sdo expressos através da razdo do tempo de
coagulagdo da amostra em relagdo ao plasma normal. Para esse teste, 0 tempo maximo
utilizado foi de 120 s e a unidade amostral foi 4.

Apesar do efeito da sulfatagfio na atividade anticoagulante permanecer pouco
explorado, acredita-se que os heparindides, pela analogia funcional com a heparina,

possam atuar de maneira semelhante a ela. Assim, a atividade anticoagulante pode ser
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devido a alta densidade de cargas no polieletrolito atuando sobre o cofator II da
heparina (HC II) por interagdo eletrostatica e / ou devido a uma seqii€ncia especifica de
carga negativa, a qual atuaria como uma catalisador na reagdo da AT III com serina

proteases, favorecendo a exposigdo do sitio de ligag@o da antiprotease.

Outra possibilidade seria a quelagdo do calcio, o qual € necessario para a
estabilizagdo do fator V, polimerizacdo dos rﬁonémeros de fibrina (LAUDANO &
DOOLITTLE, 1981) e muitas reacdes proteoliticas (MORITA & JACKSON, 1979). No
entanto, esta hipotese ¢ descartada pela utilizagfo de calcio em concentragdo de teste
mil vezes superior a necessaria para ser completamente quelada pelos derivados

sulfatados nos ensaios de atividade .

A propriedade anticoagulante dos heparindides produzidos a partir do
endosperma das sementes de Senna macranthera poderia ser, ainda, decorrente de
interagdes diretas entre o polissacarideo e enzimas da cascata da coagulagdo como foi
observado para glucanas sulfatadas que sdo capazes de inibir dirctamente a acdo da

trombina (ALBAN et al., 1995).

Na tentativa de se descobrir o possivel mecanismo de agdo 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 a AT III
(item 7.2). As amostras eluidas com tamp&o Tris/HCl apresentaram apenas tragos de
sulfato, sugerindo que estas fragGes provavelmente sejam constituidas do material que
ficou mais insoluvel durante a reagio de sulfatagdo. Enquanto as amostras que s6 foram
eluidas pelo aumento da forga idnica, através da eluigdo com NaCl, ou seja, as amostras

que se ligaram a AT III, apresentaram valores de DS de 1,8 € 1,6 para as amostras FA



PM e SP PM respectivamente, tendo havido aumento relativo nos valores de DS ja que
foram separadas as moléculas que n3o estavam sulfatadas. Com relacgdo as atividades
anticoagulantes, as fragdes eluidas foram testadas quanto a sua pelos testes de APTT e

Heptest (tabela IX).

O Heptest mede a taxa de inibi¢do do fator Xa e como esta inibi¢éo ocorre pela
acdo da AT III, testando-se a afinidade da anti-protease (AT III) por este fator, pode-se
verificar a interagfo especifica do polissacarideo com a AT III que, por sua vez, ira

inibir o fator Xa (BROWN, 1984).

Ap6s a eluigdo dos derivados de SPS-0,54 PM e FAS-0,4 PM, com tampéo Tris /
HCl pH 7,2 (item. 7.2), foram recuperados, respectivamente, 70 e 66 % em massa,
sendo que as fragdes recuperadas, que nfo ficaram retidas na matriz de agarose ligada a
AT III, foram testadas na concentragdo de 1000 pug / mL de plasma e ndo apresentaram

qualquer atividade anticoagulante medida pelo teste de APTT.

As fragdes retidas pela AT III s6 foram removidas pelo aumento da forga idnica,
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 fragdes, nos testes de APTT (tabela IX)
apresentaram atividade anticoagulante com uma diminuigdo em massa de 71,4 % para
SPS-0,54 PM e 84 % para FAS-0,4 PM, em relagdo aos derivados sulfatados ndo

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

Derivado APTT! APTT Heptest
pg/mlL de plasma2 Ul/mL de plasma | ug/mL de plasma3
SPS-1,8 NaCl’ 23 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

! Tempo de Tromboplastina Parcialmente Ativada.

® Concentragio necessaria para atingir a mesma atividade que a heparina com 4,57
Ul/mL plasma que corresponde a uma Razdo APTT de 3,55, a uma concentragdo de
24,5 pg/mL de plasma ou a um tempo maximo de coagulagdo de 120 segundos para o
APTT.

* Concentragio necessaria para atingir a mesma atividade que a heparina com 7,9 Ul /
mL de plasma que corresponde a uma concentragio de 4,3 pug/mL de plasma ou a um
tempo maximo de coagulagio de 300 segundos para o Heptest.

- Realizado em fibrometro operado a 37°C, utilizando-se como controles as amostras
nativas € 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).

* Amostras eluidas com tampdo Tris / HCI pH 7,2 (item 7.2).
" Amostras eluidas com NaCl 2 Mols/L (item 7.2).

Com esses experimentos, pode-se comparar as atividades anticoagulantes
obtidas para os derivados sulfatados eluidos com NaCl com as obtidas para as
galactomananas sulfatadas de Cassia fastuosa € Mimosa scabrella com DS de 0,87 ¢
1,13, respectivamente, € que embora ndo tenham sido fracionadas, apresentaram tempo
de coagulaggo de 120 segundos, pelo teste APTT, com concentragdes de 50 e 40 ug/mL

respectivamente.

As amostras FAS-0.4 PM e SPS-0,54 PM eluidas com NaCl, aceleraram a taxa

de inibigdo do fator Xa pela AT III como pode ser observado na tabela IX, confirmando
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a interagdo especifica do polieletrélito com a antiprotease. A maior atividade
encontrada para o derivado de SP em comparagdo ao de FA, deve-se provavelmente a

presenga de maior grau de substituicdo.

Para melhor compreensio da relago estrutura-atividade, foi feita a analise dos
espectros de RMN-"C obtidos para as amostras SP e FA sulfatadas, p6s cromatografia
de troca idnica e eluidas com tampdo tris / HC1 pH 7,2, que mostraram a auséncia do
sinal correspondente ao C-6 das unidades de galactose substituidas por sulfato, como
esperado pelo baixo DS encontrado (fig. 22 e 23). O espectro obtido para FAS pos
coluna de AT III foi muito semelhante a fragdo mie, FA nativa, enquanto que, para o
espectro obtido para SPS, a diferenga maior é com relagdo ao aumento da intensidade
de C-2 das unidades de galactopiranose, mesmo considerando que a amostra

corresponde a uma mistura de dois polimeros principais (tabela I).
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Fig. 22 - Espectro de RMN-"C da amostra SPS-0,54 PM e eluida em coluna de
agarose-ATIII com tampio Tris/HCI pH 7,2 (SPS-0,0019 Tris - item 7.2), realizado
em solugdio de oxido deuterado (D,0), a 70°C. Os deslocamentos quimicos sdo
€Xpressos em p.p.m.
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Fig. 23 - KEspectro de RMN-"C da amostra FAS-0,4 PM e cluida em coluna de
agarose-ATIII com tampdo Tris/HCI pH 7,2 (FAS-0,12 Tris - item 7.2), realizado em
solucdo de 6xido deuterado (D,0), a 70°C. Os deslocamentos quimicos sd0 expressos
em p.p.m..
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Em se tratando das amostras eluidas com NaCl, ndo foi possivel a aquisi¢io dos
sinais correspondentes a galactomanana sulfatada da fragdo FA purificada (FAS). No
entanto, a analise 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 (&
66,4) e galactopiranose (5 67,0) substituidas, cujas intensidades sdo muito superiores ao
obtido para esta amostra antes do fracionamento por cromatografia de afinidade (fig.
18). A presenga de grupamento sulfato em outras posiges também deve ser
considerada, devido ao D.S. de 1,8, apresentado por esta amostra, bem como pelo
aparecimento de sinal em & 97,06 correspondente ao C-1 de unidade substituida por

sulfato em carbono secundario.
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Fig. 24 - Espectro de RMN-"C da amostra SPS-0,54 PM ecluida em coluna de
agarose-ATII com NaCl 2 Mols/L (SPS-1,8 NaCl - iftem 7.2), realizado em solugéo de
6xido deuterado (D,0), a 70°C. Os deslocamentos quimicos sfio expressos em p.p.m.
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No entanto, pelo alargamento dos sinais e complexidade observada nos
espectros obtidos para as frages sulfatadas, nfio foi possivel a localizagdo de

substituicdo em outras posi¢des além do carbono primario.

Assim, pode-se sugerir que o mecanismo de agdo dessa galactomanana sulfatada
preferencialmente nas posigdoes C-6 de unidades de manose e de galactose se da por
interacdo com a AT III, provavelmente induzindo uma mudanca conformacional nesta
e, assim, favorecendo a interagdo com serina-proteinases da coagulagio e

consequentemente inativando-as.

Com essas andlises, pode-se sugerir que o DS interfere na afinidade da
galactomanana sulfatada pela AT III, como ja descrito para a heparina e outros
polissacarideos sulfatados (JORPES, 1935; SCULLY ef al, 1988, NISHINO &

NAGUNO, 1992).

Entretanto, ndo se descarta a possivel interagdo da galactomanana sulfatada com
o HC 11, o qual poderia estar, também, contribuindo para a atividade anticoagulante, por
se tratar de um polimero altamente carregado; ou a interacdo direta do polimero

sulfatado com proteases da cascata da coagulagfio sangiiinea.

BIACHINI et al. demonstraram, em 1985, uma auséncia de correlagdo entre
atividades in vitro medida pelos testes de APTT e TT, e atividade antitrombédtica in
vivo. Por exemplo o heparan sulfato, o qual mostra atividades farmacologicas
despreziveis in vitro, ¢ um potente agente antitrombético in vivo, podendo-se concluir

que os testes in vitro, ndo podem predizer a atividade antitrombética in vivo.

Assim, outros estudos ainda devem ser realizados para verificar se a propriedade

anticoagulante da molécula em questio também estard presente com os mesmos
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resultados em ensaios in vivo, bem como a possivel utilizagdo de oligossacarideos do
polieletrolito em estudo, para se verificar outras posi¢des sulfatadas que também so
responsaveis pela interagdio especifica com a AT III, além daquelas dos carbonos

primarios.

Deve-se também ressaltar a importincia de se fazerem testes in vivo com a
amostra SPS, ndo sé por ter mostrado resultado melhor que FA, provavelmente devido
ao seu maior DS, mas, também por apresentar maior rendimento e pela auséncia da
purificag@io por cromatografia de troca idnica, sendo, portanto, economicamente mais

viavel.

Em se tratando da atividade in vitro, pode-se considerar os resultados obtidos
como sendo bastante interessantes, principalmente, para a utilizagdo dos polissacarideos
sulfatados na manutengfo da fluidez do sangue em ensaios de bioquimica clinica e
hematologia. Neste casos, ainda precisam ser estudadas possiveis alteragdes celulares,

provocadas pelas moléculas em questfio, para garantir a viabilidade da sua utilizac#o.



CONCLUSOES
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1. Os polissacarideos obtidos por extragdo aquosa do endosperma de sementes de
Senna macranthera apresentaram rendimentos de 30 e 15 % para as amostras bruta
(SN) e parcialmente purificada por centrifugacdo (SP) em relagdo a massa seca. A
amostra SP foi purificada por cromatografia de troca i6nica obtendo-se duas fragdes
principais, um neutra eluida com agua (FA) e outra anidnica eluida com NaOH (FB)

com 65,6 ¢ 19,5 % de rendimento, respectivamente, com relagdo a SP.

2. A analise dos acetatos de alditois mostrou que o polissacarideo FA possui relacio
molar manose : galactose de aproximadamente 3 : 1 e o polissacarideo FB
apresentou relagiio molar glucose : xilose de 1 : 1, sugerindo que estes polimeros

sejam constituidos de uma galactomanana e uma xiloglucana, respectivamente.

3. A andlise estrutural da fragio FA mostra que esta ¢ composta por uma cadeia
principal de unidades de manose ligadas B-(1—-4) com 26,7 mols % das unidades
substituidas por unidades de galactose e 6,4 mols % por unidades de manose na
posigdo O-6, sendo as ultimas também substituidas por unidades de galactose na
posicdo O-6 conforme determinado por analise dos O-metil-alditéis acetato por CG-
EM, e por oxidagdo com metaperiodato. O espectro de RMN-"C mostrou a presenca
de sinais em & 99,99; 6 99,8 ¢ & 98,67 correspondentes ao C-1 das unidades de
manopiranose ndo substituidas; substituidas e a-D-galactopiranose, respectivamente.
Os sinais observados na regido de C-4 (8 76,33) indicaram maior ocorréncia de

diades de manose ndo substituidas.

4. Apos a sulfatagdo das amostras SP e FA, foram obtidos os derivados SPS-0,17, SPS-
0,54 ¢ FAS-0,4. A M.M.a. obtida em relagfio a padrdes de dextrana para as amostras

nativas foi de 1,2 para SP e 2,2 MDa para FA; ¢ 1,7; 1,9 ¢ 2,4 MDa para as amostras
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SPS-0,17, SPS-0,54 e FAS-04, respectivamente. Apesar da complexidade dos
espectros, a analise por RMN-C mostrou que a substituigio  ocorreu
preferencialmente nos carbonos primarios das unidades de 3-D-manopiranose € o-D-

galactopiranose.

. 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
eluidos em matriz ligada & AT III e aproximadamente 30 % da massa total das
amostras sulfatadas apresentaram afinidade pela AT III imobilizada. As fragdes dos
derivados que ndo ficaram retidas na cromatografia de afinidade (SPS-0,0019 Tris e
FAS-0,12 Tris) nfio apresentaram qualquer atividade anticoagulante. As amostras
com afinidade pela AT III SPS-1,8 NaCl ¢ FAS-1,4 NaCl aceleraram a taxa de
inibi¢do do fator Xa pela antiprotease medida pelo Heptest, podendo-se concluir que
a galactomanana sulfatada atua na cascata da coagulagdo por interagdo especifica

com a AT IIL.



REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS



73

ADAMS, G.A. Acid hydrolysis of weak linkages. Methods Carbohydr. Chem., New

York, v. 1, p. 21-31, 1962.

ADAMS, G.A. Complete acid hydrolysis. Methods Carbohydr. Chem., New York, v.

5, p. 269-276, 1965.

AGNELLI, G. Pharmacological activities of heparin chains: should our past knowledge

de revised ? Haemostasis. v. 26 (suppl. 2), p. 2-9, 1996.

AIZU, Y. The relationship between the molecular weight and the anticoagulant activity
of two types of fucan sulphates from the brown seaweed. Eckonia Kurome. Agric.

Biol. Chem., Tokio, v. 55, n. 3, p. 791-796, 1991.

ALBAN, S.; JESKE, W.; WELZEL, D.; FRANZ, G.; FAREED, J. Anticoagulant and
antithrombotic actions of a semisyntetic $-1,3-glucan sulfate. Thrombosis Res., v.

78, n. 3, p. 201-210, 1995

ATHA, D. H.; STEPHENS, A.W. & ROSEMBERG, R. D. Evaluation of critical groups
required for the binding of heparin to antithrombin. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,,

v. 81,p.1030-1034, 1984.

BABA, M.; PAUWELS, R.; BALZARINI, J.; DeCLERCQ, E. Mechanism of inhibitory
effect of dextran sulfate and heparin on replication of human imunodeficiency virus

in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci., US.A, v. 85, p. 6132-6136, 1988.

BAIRD, A.; SCHUBERT, D.; LING, N. & GUILEMIN, R. Receptor and heparin
binding domains of basic fibroblast growth factor. Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A.,

v. 85, p. 2324-2328, 1988.



74

BARROWCLIFFE, T. W. ; JONHSON, E. A.; THOMAS, D. Antithrombin III and

heparin. Brit. Med. Bull. v. 34, p. 143-154, 1978.

BIANCHINI, P.; OSIMA, B.; NADER, H.B.; DIETRICH, C.P. Lack of correlation
between in vitro and in vivo antithromboticactivity of heparin fractions and related

compounds. Heparan sulfate as na antithrombotic agent in vivo. Thrombos. Res., v.

40, p. 597-607, 1985.

BJORK, I. & FISH, W. W. Production in vitro and the properties of a modified form of
bovine antithrombin, cleaved at the active site by thrombin. J. Biol. Chem., v. 257,

p. 9487-9493, 1982.

BJORK, I; OLSON, S.T.; SHEFFER, R.G. & SHORE, J.D. Binding of heparin to high

molecular weight kininogen. Biochemistry, v. 28, p.1213-1221, 1989.

BLUMENKRANTZ, N. & ASBOE-HANSEN, G. New method for quantitative

determination of uronic acid. Anal. Toechem., Duluth, v. 54, p. 484-489, 1973

BODE, V. & FRANZ, G. Physiological activity of new heparinoidds derived from plant

polysaccharides. Arch. Pharm. (Weinhein), v. 324, p. 363-365, 1991.

BOEVE, E. R;; CAO, L.C.; VERKOELEN, C.F.; ROMIJIN, J.C.; BRUIJIN, W.C. &
SCHRODER, F.H. Glycosaminoglycans and other sulphated polysaccharides in

calculogenesis of urinary stones. World J. Urol., v. 12, p. 43-48, 1994,

BOURIN, M.C. & LINDAHL, U. Glicosaminoglycans and the relation of blood

coagulation. Biochem. J., London, v. 289, p. 313-330, 1993.



75

BREZOLIN, T. M.; SANDER, P. C. REICHER, F.; SIERAKOWSKI, M. R;
RINAUDO, M. & GANTER, J. L. M. S. Binary polysaccharide gels interaction
between xanthan and galactomannans from brazilian seeds. Carbohydr. Polym., v.

33, p. 131-138, 1997.

BREZOLIN, T. M. Propriedades fisico-quimicas de biopolimeros: xantana,
galactomananas. Curitiba, 1998. Dissertacdo (Doutorado em Bioquimica) - Setor

de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Parana.

BROWN, B. A. Hematology: Principles and procedure, 4th ed.. /n: Coagulation,

Philadelphia: Lea and Feliger, p.179, 1984.

CALSTROM, A. S.; LIEDEN, K. & BJORK, I Decreased binding of heparin to
antithrombin folowing the interaction between antithrombing and thrombin.

Thromb. Res., v. 11, p.785-797, 1977.

CASSAROQ, C. M. F. & DIETRICH, C.P. Distribution of sulfated mucopolysaccharides

in invertebrates. J. Biol. Chem. v. 252, p. 2254-2261, 1977.

CASTELLOT, J.; KARNOVSKY, M. J. & SPIELGELMAN, B. M. Differentiation
dependent stimulation of neovascularization and endothelial cell chemotaxis by

3T3 adipocytes. Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., v. 79, p. 5597-5601, 1982.

CASU, B.; ORESTE, P.; TORRI, G. ZOPPETTI, G. CHOAY, J.; LORMEAU, J-C,;
PETITOU, M.; SINAY, P. The structure of heparin oligosaccharide fragments with
high anti-(factor Xa) activity containing the minimal antithrombin II-binding

sequence. Biochem. J., v. 197, p. 599-609, 1981.



76

CECY, C. Heterosideos antraquinénicos em frutos de Senna macranthera
(Colladon) var. nervesa (Vogel) Irwin & Barnaby. Curitiba, 1993. Tese
apresentada para o concurso de professor titular de farmacognosia - Centro de

Ciéncias Biologicas e da Saude, Pontificia Universidade Catodlica do Parana.

CHANDRASEKARAN, R. Molecular architecture of polysaccharide helices in oriented

fibers. Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., v. 52, p. 311-439, 1997.

CHARLES, A. F. & SCOTT, D.A. Studies on heparin. J. Biol. Chem., v.102, p. 431-

435, 1933,

CHOAY, J., PETITOU, M., LORMEAU, J.C., SINAY, P., CASU, B. & GATTIL, G.
Structure-activity relationship in heparin: a synthetic pentasaccharide with high
affinity for antithrombin III and eliciting high anti-factor Xa activity. Biochem.

Biophys. Res. Commum., v.116, p.492-499, 1983.

CHURCH, F.C., NOYES, CM. & GRIFFITH, M.J. Inhibition of chymotrypsin by

heparin cofactor II. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. v. 82, p. 6431-6434, 1985.

CIACCIA, A.V.; ANNEMIEKE, J. W. & CHURCH, F.C. Heparin promotes proteolytic
inativation by thrombin of a reactive site mutant (L444R) of recombinant heparin

cofactor II. J. Biol. Chem. v. 272, n.2, p. 888-893, 1997.

CIUCANU, I. & KEREK, F. A simple and rapid method for the permethylation of

carbohydrates. Carbohydr. Res., Amsterdan, v. 131, p. 209-217, 1984.

COLLEN, D.; SCHETZ, J. DeCOCK, F.; HOLMER, E. & VERSTRAETE, M.
Metabolism of antithrombin III (heparin cofactor) in man: Effects of venous

thrombosis and heparin administration. Eur. J. Clin. Invest. v. 7, p. 27-35, 1977.



77

CONARD, J.; BROSSTAD, F.; LARSON, M. L.; SAMAMA, M. & ABILDGAARD, U.
Molar antithrombin concentration in normal human plasma. Haemostasis, v. 13, p.

363-368, 1983.

COOMBE, D. R.; PARISH, CR.; RAMSHAW, 1. A. & SNOWDEN, J.M. Analysis of
the inhibition of tumor metastasis by sulphated polysaccharides. Int. J. Cancer, v.

39, p. 82-86, 1987.

CRONQUIST, A. An integrated system of classification of flowering plantes. New

York: Columbia University, 1981.

CURLING, J. The use of sephadex in the separation, purification and characterization

of biological materials. Exp. Phisiol. Biochem., London, v.3, p. 417-484, 1970.

DEA, 1.C.M. Effect of galactose substitution-patterns on the interaction properties of

galactomannans. Carbohydr. Res. Amsterdan, v. 57, p. 249-272, 1977.

DEA, LCM. The role of structural modification in controlling polysaccharides
funcionalality, /n: Yalpani, M. Industrial polysaccharides: Genetic Engenering.
Structure / Property relations and applications. Elsevier Science., Amsterdan, p.

202-216, 1987.

DEA, L.CM.; CLARK, A. H., McCEARLY, B. V. Effect os galactose. Substitution-
patterns on the interaction properties of galactomannans. Carbohydr. Res.

Amsterdan, v. 147, p. 175-194, 1986.

DEA, LCM. & MORRISON, A. Chemistry and interaction of seeds galactomannans.

Adv. Carbohydr. Chem., San Diego, v.31, p. 241-312, 1975.



78

DeCLERCQ, E. Basic approaches to antiretroviral therapy. J. Acquir. Immun. Defic.

Syndr., v. 4, p. 207-218, 1991.

DEY, P.M. Biochemistry of plant galactomannan. Adv. Cabohydr. Chem. Biochem.,

San Diego, v. 35, p. 341-376, 1978.

DIETRICH, C.P.; IVARNE, L. S.; TERSARIOL, B.; SILVA, R.B.; BIANCHINL P &
NADER, H. Dependence of the C-6 sulfate of the glucosamine moiety and 1—4
glycosidic linkage of heparin disaccharides for production of hemorrhage: reversal
of the antihemostatic activity of heparin and their fragments by adenosine

triphosphate and myosin. Sem. Thrombosis hemostasis., v. 17, p. 65-73, 1991.

DOCTOR, V.M.; LEWIS, D.; COLEMAN, M.; KEMP, M.T.; MARBLEY, E. &
SAULS, V. Anticoagulant properties of semysinthetic polysaccharide sulfates.

Thromb. Res., v.64, p. 413-425, 1991.

DOCTOR, V.M. & ESHO, D. Studies, by *C - nm.r. and H' - n.m.1. spectroscopy of
polysaccharides structure following sulfation. Carbohydr. Res., Amsterdan, v.

121, p. 312-315, 1983.

DOGSON, K. S. & PRICE, R. G. A note on the determination of the ester sulphate
content od sulphated polysaccharides. Biochem. J., London, v. 84, p. 106-110,

1962.
DOOLITTLE, R F. Fibrinogen and fibrin. Ann. Ver. Biochem., v. 53, p. 195-229, 1984.

DUBOIS, M; GILLES, K. A; HAMILTON, JK.; REBERS, P. A. & SMITH, F.
Colorimetric method for determination of sugar and related substances. Anal.

Chem., Washington, v. 28, p. 350-356, 1956.



79

EVINGTON, JR.; FELDMAN, P.A.; LUSCOMBE, M. & HOLBROOK, J.J. The
catalysis by heparin of the reaction between thrombin and antithrombin. Biochim.

Biophys. Acta, v. 870, p. 92-101, 1986.

FERRARINI, M. & GROSSI, C. E. Definition of the cell types within the so called
“null lymphocytes” population of human peripheral blood. An analysis of

phenotypes and functions. Sem. Hematol., v. 21, p. 270-286, 1984.

FINOTTIL, P & LAURETO, P. P. Differential effects of heparin and glucose on
structural conformation of human o antitrypsin: Evidence for a heparin-induced

cleaved form of the inhibitor. Arch. Biochem. Bioph., v. 347, n. 1, p. 19-29, 1997.

FISCHBACH, D. P. & FOGDALL, R. P. In: Coagulacion. Editora Médica

Panamericana, Buenos Aires, p. 14-264, 1985.

FOLKMAN, J., LANGER, R., LINHARDT, R. J., HAUDENSCHILD, C. & TAYLOR,
S. Angiogenesis inhibition and tumor regression caused by heparin or an heparin

fragmentin the presence of cortisone. Science, v. 221, p. 719-725, 1983,

FOSTER, A. B. & STACEY, M. The chemistry of the 2-amino sugars (2-amino-2-

deoxy-sugars). Adv. Carbohydr. Chem., v. 7, p. 247-288, 1952.

GAILANI, D. & BROZE, G.J. Factor XI activation in a revised model of blood

coagulation. Science, v. 253, p. 909-912, 1991.

GANTER, J. L. M. S.,, ZAWADZKI-BAGGIO, S. F, LEITNER, S. C. S,
SIERAKOWSKI, M.R. & REICHER, F. Structural studies on galactomannans from

brazilian seeds. J. Carbohydr. Chem., v. 12, n. 6, p. 753-767, 1993.



80

GANTER, J. L. M. S, HEYRAUD, A., PETKOWICCZ, C. L. O., RINAUDO, M &
REICHER, F. Galactomannans from brazilian seeds: characterization of the
oligosaccharides produced by mild acid hydrolysis. Int. J. Macrebiol, v. 17, n. 1,

p. 13-19, 1994.

GERBER, P.; DUTCHER, I.D.; ADAMS, E.V. & SHERMAN, J. H. Protective effect of
seaweek extracts for chicken embryos infected with influenza B or mumps virus.

Proc. Soc. Exp. Biol. Med., Baltimore, v. 99, p. 590-593, 1958.

GERMANO, S. Heparinodes produzidos por modificacio quimica de
galactomananas de sementes de Cassia fastuosa (Willd) e Mimosa scabrella
(Bentham). Curitiba, 1996. Dissertagdo (Mestrado em Bioquimica) - Setor de

Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Parana.

GETTINS, P. Antithrombin III and its interaction with heparin. Comparison of the
human, bovine and porcine proteins by "H n.m.1. spectroscopy. Biochemistry., v.

26, p.1391-1398,1987.

GOLDSTEIN, LL.; HAY, G.W_; LEWIS, B.A. & SMITH, F. Controlled degradation of
polysaccharides by periodate oxidation, reduction and hydrolysis. Methods

Carbohydr. Chem., New York, v. 5, p. 361-370, 1965.

GORIN, P. A. & MAZUREK, M. Assignment of carbon-13 in nuclear magnetic
resonance spectra of D-galactopyrano-a-D-mannopyranans from  yeasts.

Carbohydr. Res., Amsterdan, v. 105, p. 283-287, 1982.



81

GORIN, P. A. J. & SPENCER, J. F. T. "*C magnetic resonance and structural studies
onthe mannose-containing polysaccharides of some /[’ichia and Hansenula

spp.Can. J. Microbiol., v. 18, p. 1709-1715, 1972.

GORIN, P. A J. & SPENCER, J. F. T. Carbon - 13 nuclear magnetic resonance
spectroscopy of polysaccharides. Adv. Carbohydr. Chem. Biochem., San Diego,

v. 38, p. 17-37, 1981.

GORSKI, A.; WASIK, M. NOVACZYC, M. & KORCZAK-KOWALSKA, G.

Immunomodulating activity of heparin. Faseb J., v.5; p. 2287-2291, 1991.

GOTTARDI, D. T.; MARTIN, S.; GANTER, J. L. M. S.; SIERAKOWSKI, M. R. New
sources of galactomannans. Anais do 2° SIAP, 4° SLAP, 6° L. M. C. v. 2, p. 759-

761, 1994.

GRIFFITH, M. J. The heparin-enhanced antithrombin Ill/thrombin reaction is saturable
with respect to both thrombin and antithrombin IIl. J. Biol. Chem., v. 257, p.

13899-13302, 1982.

GRIFFITH, M. J. Heparin-catalysed inhibitor protease reactions: kinetic evidence for a
commom mechanism of action of heparin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

Washington, v. 80, p. 5460-5465, 1983.

GRIFFITH, M. J.; NOYES, C. M.; TYNDALL, J A. & CHURCH, F. C. Structural
evidence for leucine at the reactive site of heparin cofactor II. Biochemistry, v. 24,

p. 6777-6782, 1985.



82

GROOTENHUIS, P. D. J. & BOECKEL, C. A A. Constructing a molecular model of the
interaction between antithrombin III and a potent heparin analogue. J. Am. Chem.

Sec., v.113, p. 2743-2747, 1991.

HAINES, A. W. Relative reativities of hydroxyl groups carbohydrates.  Adyv.

Carbohydr. Chem., v.33, p. 11-113, 1976.

HANDIN, R.I. & COHEN, H.J. Purification and binding properties of human platelet

factor four. J. Biol. Chem., v. 251, p. 4273-4282, 1976.

HARRIS, P. J.; HENRY, R. J.; BLAKENEY, A. B. & STONE, B. A. Na improved
procedure for the methylation analysis of oligosaccharides and polisaccharides.

Carbohydr. Res., v. 127, p. 59-73, 1984.

HARRY, L. Arvores brasileiras: Manual de identificagdo e cultivo de plantas arboreas

nativas do brasil. Nova Odessa, Sdo Paulo: editora Plantarum, 1992.

HARTREE, E. F. Determination of protein. A modification of Lowry method that gives

a linear photometric reponse. Anal. Biochem., v. 48, p. 422-427, 1972,

HAYAISHI, M. & YAMADA, K. M. Divalent cation modulation of fibronectin binding

to heparin and to DNA. J. Biol. Chem., v. 257, p. 5263-5267, 1982.

HEMKER, H. C. & BEGUIN, S.A. A rational approach to heparins. Nouv. Ver. Fr.

Hematol., v. 34, p. 5-6, 1992.

HERBERMAN, R.B. Natural killer cells. Ann. Ver. Med., v.37, p. 247-352, 1986.



83

HOLODNIY, M.; KIM, S.; KATZENSTEIN, D.; KONRAD, M.; GROVES, E. &
MERIGAN, T.C. Inhibition of human immunodeficiency virus gene amplification

by heparin. J. Clinical Microbiol., v. 29, n. 4, p. 676-679, 1991.

HORNER, A. A. & YOUNG, E. A Symmetric distribution of sites with high affinity for
antithrombin 111 in rat skin heparin proteoglycans. J. Biol. Chem., Baltimore, v.

257,n. 15, p. 8749-8754, 1982

HRINCOVINI, M. & TORRI, G. Dynamics in aqueous solutions of the pentasaccharide
corresponding to the binding site of heparin for antithrombin III studied by NMR

relaxion measurements. Carbohydr. Res., Amsterdan, v. 268, p. 159-175, 1995.

IRWIN, H. & BARNEBY, R. C. The American Cassinae. A Synoptical Revision of
Leguminosae tribe Cassieae subtribe Cassinae in the New World. Mem. N York

Bot. Gardem, v. 35, p. 1-454, 1982.

JACKSON, C.M. & NEMERSON, Y. Blood coagulation. Ann. Rev. Biochem. , v. 49,

p. 765-811, 1980.

JOHANN, S.; ZOLLER, C.; HAAS, S.; BLUMEL, G.; LIPP, M. & FORSTER, R.
Suifated polysaccharide anticoagulants supress natural killer cell avtivity in vitro.

Thrombosis Haemost., v. 74, p. 998-1002, 1995.

JORDAN, R. E.; BEELER, D. L. & ROSEMBERG, R. D. Fractionation of low
molecular weight heparin species and their interaction with antithrombin. J. Biol.

Chem., v. 254, p. 2909-29013, 1979,



84

JORDAN, R. E.; FAVREAU, L.V.; BRASWELL, E.H. & ROSEMBERG, R.D. Heparin
with two binding sites for antithrombin or platelet factor four. J. Biol. Chem., v.

261, p. 400-406, 1982.

JORDAN, R. E.; OOSTA, G. M.; GARDNER, W. T. & ROSEMBERG, R. D. The
kinetics of hemostatic enzyme antithrombin interactions in the presence of low

molecular weight heparin. J. Biol. Chem. , v. 255, p. 10081-10090, 1980.

JORPES, C. The chemistry of heparin. Biochem. J. , v. 29, p.1817-1830, 1935.

KOOIMAN, P. The relation between monosaccharides composition and specific optical

rotation of galactomannans from plant seeds. Carbohydr. Res., Amsterdan, v. 25,

p. 1,1971.

KRIEDEL, S.J. & KNAUER, D. J. Lysine residue 114 in human antithrombin Il is

required for heparin pentasaccharide-mediated activation. J. Biol. Chem. v. 272, p.

7656-7660, n. 12, 1997.

LAM, L. H.; SIBERT, J.E. & ROSEMBERG, R.D. The separation of active and inactive

forms of heparin. Bichem. Biophys. Res, Commun., v. 69, p. 570-577, 1976.

LANE, D.A.; FLYNN, AM.; PEJLER, G.; LINDAHL, U.; CHOAY, J. & PREISSNER,
K. Structural requirements for the neutralization of heparin-like saccharides by

complement S protein/vitronectin. J. Biol. Chem., v. 262, p. 16343-16348, 1987.

LANG, P. MASCI, G.; FANUTTI, C. & REID, J. S.G. Tamarind seed polysaccharide:
preparation, characterization and solution properties of carboxylated, sulphated and

alkylaminated derivatives. Carbohydr. Polym. , Barking, v. 17, p. 185-198, 1992.



85

LARM, O.; LARSSON, K.; SCHOLANDER, E. The preparation of a heparin analogue

from alginic acid. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 73, p. 332-336, 1979.

LAUDANO, A. P. & DOOLITTLE, R. F. Influence of calcium ion on the binding of

fibrin amino terminal peptides to fibrinogen. Science, v. 212, p. 457-5-459, 1981.

LAWRENCE, A. A., Natural gums for edible purposes. New Jersey, NOYES DATA

Corporation, p. 36-43, 1976.

LEON, M. AICH, M. COEZY, E.. GUENNEC, J.Y.. FIESSINGER, IJN.
Antithrombin III synthesis in rat liver parenchymal cells. Thrombin Res. v. 30, p.

369-375, 1983.

LESCHZINER, C. & CEREZO, A. S. Correlation of chemical composition and optical
rotation of water-soluble galactomannans. Carbohydr. Res., Amsterdan, v. 11, p.

113-118, 1969.

LIJNEN, H.R., HOYLAERTS, M. & COLLEN, D. Heparin binding properties of human
histidine-rich glycoprotein. Mechanism and role in the neutrlization of heparin in

plasma. J. Biol. Chem., v. 258, p. 3803-3808, 1983.

LIMA, M. M. Polissacarideos nativos e modificados das sementes de Hymenaea
courbaril. Curitiba, 1997. Dissertagdo (Mestrado em Bioquimica) - Setor de

Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Parana.

LINDAHL, U. L.; THUNBERG, G. BACKSTROM, J.; RIESENFELD, K
NORDLING, I. & BJORK. Extension and structural variability of the antithrombin-

binding sequence in heparin. J. Biol. Chem., v. 259, p. 12368-12376, 1984.



86

LLOYD, A.G. & DODGSON, K. S. Infrared studies on sulphate esters IL
Monosaccharides sulphates. Biochem. Biophys. Acta, Amsterdan, v. 46, p. 116-

120, 1961

LLOYD, A.G.; TUDBALL, N. & DODGSON, K. S. Infrared studies on sulphate esters
[Il. O-sulphate esters of alcohols, amino alcohols and hydrolxylated amino acids.

Biochem. Biophys. Acta, Amsterdan, v. 52, p. 413-419, 1961

MANN, K. G.; JENNY, R. J. & KRISHNASWANY, S. Cofactor proteins in the
assembly and expression of blood clotting enzyme complexes. Ann. Rev.

Biochem., v. 57, p. 915-956, 1988.

MATHESON, N.K. /n: DEY, P. M. & HARBONE, J. B. Methods in Plant

Biochemistry, London: Academic Press, v. 2 Mannose - based polysaccharides, p.

371-413, 1990.

MATHEWS, M. B. /n Connective tissue. Macromolecular structure and evolution,

Berlin, Spring, p. 93-206, 1975.

McCLEARY, B.V. & NEUKON, H. Effect of enzymic modification on the solution and
interaction propertie of galactomannans. Progr. Food. Nutr. Sci., Tarryton, v.6, p.

109-118, 1982.

MORITA, T. & JACKSON, C.M. /n. ed. J. W. Suttie, Vitamin K metabolism and

vitamin K dependent proteins, p.120-123, 1979.

MULLOY, B.; RIBEIRO, A. N.; ALVES, A. P.; VIEIRA, R. P. & MOURAO, P.A.S.

Sulfated fucans from equinoderms have a regular tetrasaccharide repeating unit



87

defined by specific patterns of sulfation at the O-2 and O-4 positions. J. Biol.

Chem., v. 269, p. 22113-22123, 1994.

MURATA, J.; SAIKI, 1.; NISHIMURA, S.; NISHI, N. , TOKURA, S. & AZUMA, 1.
Inhibitory effect of chitin heparinoids on the lung metastasis of B16-BL6

melanoma. Jpn. J. Cancer Res., v.80, p. 866-872, 1989.

NADER, H.B. & DIETRICH, C. P. Anticoagulant, antithrombotic and antihemostatic
activities of heparin: structural requirements, mechanism of action and clinical

applications. Glycobiol. Res., v. 46, n.4 p. 297-302, 1994.

NADKARNI, V. D.; TOIDA, T, GORP, C.L.V.; SCHUBERT, R. L.; WEILER, JM_;
HANSEN, K.P.; CALDWELL, E. E. O. & LINHARDT, R. J. Preparation and
biological activity of N-sulfonated chondroitan and dermatan sulfated derivatives.

Carbohydr. Res. ,v.290, p. 87-96, 1996.

NELSON, N. A. Photometric adaptation of Somogyi method for determination of

glucose. J. Biol. Chem., v. 153, p. 375-380, 1944.

NISHINO, T.; YOKOYAMA, G.; DOBASHI, K.; FUITHARA, M. & NAGUNO, T.
Isolation, purification, and characterization of fucose-containing sulfated
polysaccharides from the brown seaweed /:cklonia kurome and their blood

anticoagulant activities. Carbohydr. Res., Amsterdam, v. 186, p. 119-129, 1989.

NISHINO, T. & NAGUNO, T. Anticoagulant and antithrombin activities of

oversulfated fucans. Carbohydr. Res., v. 229, p. 355-362, 1992.



88

NOBLE, O.; PEREZ, S.; ROCHAS, C. & TARAVEL, F. Optical rotation of branched
polysaccharides. The galactomannan case. Polymer Bull, [S.L], v. 16, p. 175,

1986.

NORDENMAN, B., & BJORK, L . Binding of low-affinity and high affinity heparin to
antithrombin. Ultraviolet difference spectroscopy and circular cichroism studies.

Biochemistry., v, 17, p.3339-3344, 1978.

NORDENMAN, B. & BJORK, I. Studies on the binding of heparin to prothrombin and
thrombin and the effect of the heparin binding on thrombin activity. Thromb. Res.,

v. 12, p. 755-765, 1978.

NORDENMAN, B., DANIELSSON, A., & BJORK, 1. The binding of low-affinity and

high affinity heparin to antithrombin. Eur. J. Biochem., v. 90, p. 1-6, 1978.

OLSON, S. T. & BJORK, I. Regulation of thrombin activity by antithrombin and

heparin. Seminars in thrombosis and hemostasis, v. 20, n.4, 1994.

OLSON, S. T. & SHORE, J. D. Demonstration of a two reaction mechanism for
inhibition of a-thrombin by antithrombin III and identification of the step affected

by heparin. J. Biol. Chem., v. 257, p. 14891-14895, 1982.

OLSON, S. T. & SHORE, J. D. Transient kinetics of heparin-catalysed protease
inactivation by antithrombin III. The reaction step limiting heparin turnover in

thrombin neutralization. J. Biol. Chem., v. 261, p. 13151-13159, 1986.

OLSON, S.T. & SHORE, I.D. Binding of high affinity to antithrombin IIL., J. Biol

Chem, v.256, p.11065-11072, 1981.



89

OLSON, S.T. & BJORK, 1. Predominat contribution of surface approximation to the
mechanism of heparin acceleration of the antithrombin/thrombin reaction.
Elucidation for salt concentration effects. J. Biol. Chem., v. 266, p. 6353-6364,

1991.

OLSON, S. T., BIORK, 1., SHEFFER, R., CRAIG, P.A., SHORE, J.D. & CHOAY, J.
Role of the antithrombin-binding pentasaccharide in heparin acceleration of

antithrombin-proteinase reactions. J. Biol. Chem., v.267, p.12528-12538, 1992.

O'NEILL, A. N. Sulphated derivatives of Laminarin. Can. J. Chem., Ottawa, v. 33, p.

1097-1101, 1955.

PARKER, K. A. & TOLLEFSEN, D. M. The protease specificity of heparin cofactor IL.

J. Biol. Chem. v. 260, p. 3501-3505, 1985.

PAVAO, M.S.G.; MOURAO, P.AS., MULLOY, B. & TOLLEFSEN. D.M. A unique
dermatan sulfate-like glycosaminoglycan from Ascidian. J. Biol. Chem., v. 270, n.

52, p. 31027-31036, 1995.

PETERSON, C.B.; MORGAN, W. T. & BLACKBURN, M.N. Histidine-rich
glycoprotein modulation of the anticoagulant activity of heparin. Evidences for a
mechanism involving competition with both antithrombin and thrombin for heparin

binding. J. Biol. Chem., v. 262, p. 7567-7574, 1987.

PETITOU, M.; LORMEAU, J-C.; PERLY, B.; BERTHAULTH, P.; BOSSENEC, V.
SIE, P. & CHOAY, J. Is there a unique sequence in heparin for interaction with

heparin cofactor II ? J. Biol. Chem., Baltimore, v. 263, n. 18, p. 8685-8693, 1988.



90

PLETCHER, C. H. & NELSESTUEN, G. L. Two-substrate reaction model for heparin-
catalysed bovine antithrombin/protease reaction. J. Biol. Chem., v. 258, p. 1086-

1091, 1983.

PREISSNER, K. T. & MUELLER-BERGHAUS, G. S. Protein modulates the heparin-
catalysed inhibition of thrombin by antithrombin III. Evidence for a direct

interaction of S protein with heparin. Eur. J. Biochem., v. 156, p. 645-650, 1986.

RAZI, N.; FEYZL E.; BJORK, 1; NAGGI, A.; CASU, B. & LINDAHL, V. Structural
and functional properties of heparin analogues obtained by chemical sulfation of

Escherichia coli K5 capsular polysaccharides. Biochem. J., London, v. 309, p. 465-

472, 1995.

RECHIA, C. G. V. ; SIERAKOWSKI, M. R.; GANTER, J. L. M. S. & REICHER, F.
Polysaccharides from the seeds of Senna multijuga. Intern. J. Biol. Macromol.,

Amsterdan, v. 17, p. 409-412, 1995.

REINHOLD, V. N.; CARR, S. A.; GREEN, B. N.; PETITOU, M.; CHOAY, J. &
SINAY, P. Structural characterization of sulfated glycosaminoglycans by fast atom

bombardment mass spectrometry: application to heparin fragments prepared by

chemical synthesis. Carbohydr. Res., v. 161, p. 305-313, 1987.

ROCHA, C. Etude de la transation Sol-Gel du Kappa - Carraghenane. These Cocteur

Détat es Sciences. Université Scientifique et Médicale, Grenoble, 1982.

ROL, F. Locust bean gum. In: WHISTLER, R.L.; BeMILLER, J.N. Industrial gums.

San Diego: Academic Press, 2 ed, v. 1 p. 323-326, 1973.



91

ROSEMBERG, R. D. /n The molecular basis of blood diseases. p.534-574,

Philadelphia, 1987.

SCULLY, M.F.; ELLIS, V.; SENO, N. & KAKKAR, V.V. Effect of oversulphated
condroitin and dermatan sulphate upon thrombin and factor Xa inactivation by

antithrombin IIT and heparin cofactor II. Biochem. J., v. 254, p. 547-551, 1988.

SIE, P.; OFOSU, F. FERNADEZ, F.; BUCHNAN, M. R.; PETITOU, M. & BONEU, B.
Respective role of antithrombin III and heparin cofactor I in the in vitro
anticoagulant effects of heparin and various sulfated polysaccharides. Br. J.

Haematol., Oxford, v. 64, p. 707-714, 1996.

SOMOGYI, M. A. New reagent for determination of sugars. J. Biol. Chem., v. 160, p.

61-68, 1945.

SPENCER, W. W. Preparation and properties of several polysaccharide sulphates.

Arch. Biochem. Biophys., Duluth, v. 95, p. 36-41, 1961.
STRYER, L. Bioquimica. Ed. Guanabara Koogan, p. 203, 1992.

STUELP, P. M. Atividade anticoagulante de a- e B-glucanas extraidas do liquen
Ramalina celastri modificadas quimicamente. Curitiba, 1997. Dissertagdo
(Mestrado em Bioquimica) - Setor de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do

Parana.

TAVARES, G. A. Estrutura e propriedades fisico-quimicas da galactomanana de
semente de Cassia fastuosa Willd. Curitiba, 1994. Dissertagdo (Mestrado em

Bioquimica) - Setor de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Parana.



92

THUNBERG, L., BACKSTROM, G., & LINDHAL, U. Further characterization of the
antithrombin-binding sequence in heparin. Carbohydr. Res., v.100, p.393-

410,1982.

TOLEDO, O.M.S. & DIETRICH, C. P. Tissue specific distribution of sulfated
mucopolysaccharides in mammals. Biochem. Biophys. Acta. v. 498, p. 114-122,

1977.

TOLLEFSEN, D. M.; PESTKA, C.A. & MONAFO, W. J. Activation of heparin

cofactor II by dermatan sulfate. J. Biol. Chem., v. 258, n.11, p. 6713-6716, 1983.

TSIANG, M., JAIN, A. K. & GIBBS, C. S. Functional requirements for inhibition of
thrombin by antithrombin III in the presence and absence of heparin. J. Biol.

Chem., v. 272, n.18, p. 12024-12029, 1997.

TYRREL, D. J.; ISHIHARA, M.; RAO, N.; HORNE, A.; KIEFER, M.; STAUBER, G.;
LAM, L. H. & STACK, R. J. Structure and biological activities of a heparin-
derived hexasaccharide with high affinity for basic fibroblast growth factor. J. Biol.

Chem., v. 268, n.7, p.4684-4689, 1993.

VOLPIL N. Dermatan sulfate from beef mucosa: structure, phsycological and biological
properties of fractions prepared by chemical depolimerization and anion-exchange

chromatography. Carbohydr. Res., v. 255, p. 133-144, 1994.

WEILER, J.M.; EDENS, R. E.; LINHARDT, R.J. & KAPELANSKI, D. P. Heparin and
modified heparin inhibit complement activation in vivo. J. Immun., v.148, n. 10, p.

3210-3215, 1992.



93

WOLFRON, M. L. & THOMPSON, A. Acetylation. Methods Carbohydr. Chem.,

New York, v. 2, p. 211-215, 1963.

YALPANI & STANDFORD, P. A. Comercial polysaccharides: recent trends and
developments. /n: YALPANI, M. Industrial Polysaccharides: genetic

engeneering, structure/properties, relations and applications, Amsterdan: Elsevier,

p. 311-335, 1987.

YOUNG, E.; PRINS, M.; LEVINE, M.N. & HIRSH, J. Heparin binding plasma
proteins, an important mechanism for heparin resistence. Thromb. Haemost., v.

67, p. 639-643, 1992.



