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RESUMO

Duas galactoglucomananas extraidas dos liquens Cladonia ibitipocae e Cladonia
connexa apresentando uma relagcdo molar de Gal:Glc:Man de 35:2:60 e 38:5:55,
respectivamente, foram derivatizadas por sulfatacdo com a finalidade de tentar
estabelecer a acgdo anticoagulante desses derivados. Com o objetivo de produzir
moléculas com alto conteddo em sulfato, foram realizadas cinco sulfatagdes
sequienciais para cada galactoglucomanana. Os derivados sulfatados de C. ibitipocae
foram denominados de S1, S2, S3, S4 e S5 e os de C. connexa foram denominados de
S1a, S2a, S3a, S4a e Sb5a, conforme o numero de sulfatacdes ao qual foram
submetidos e apresentaram os seguintes graus de substituicdo (D.S.): 0,20; 0,51; 0,87;
1,08, 1,29 e 0,24, 0,50; 0,98, 1,21, 1,54, respectivamente. Verificou-se que a
substituicdo nas hidroxilas pelos grupos sulfato ocorre preferencialmente em C-6 em
ambos os polimeros, conforme demonstrado por estudos de RMN *3C, onde se observa
o desaparecimento dos sinais de C-6 livre (6 62-63 ppm) & medida que ocorre a
sulfatacao e surgimento de um sinal em tomo de 6 69 ppm referente ao C-6 substituido.
A andlise realizada por cromatografia de exclusao estérica de alta pressdo (HPSEC),
demonstrou que os derivados sulfatados de ambas as galactoglucomananas sao
heterogéneos e constituidos por uma familia de galactoglucomananas com massas
molares diferenciadas. As analises de atividade anticoagulante foram realizadas através
dos testes TT e APTT utilizando um pool de plasma humano normal, onde os resultados
obtidos foram relacionados com os de uma heparina padrao (142 Ul/mg). Os derivados
sulfatados S5 (D.S. 1,29) da galactoglucomanana de C. ibitipocae e S4a (D.S. 1,21) de
C. connexa apresentaram uma agao anticoagulante maxima em uma concentragéo de

25 e 30 ug/mL de plasma para o teste APTT e TT, respectivamente.
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1 INTRODUGAO

1.1 LIQUENS

Os liquens ao serem dissecados e analisados ao microscopio mostram-se
formados por dois organismos diferentes: minGsculas algas e numerosos filamentos de
fungos incolores denominados hifas. Estes organismos crescem juntos resultando na
formacgdo do talo liquénico que ndo possui semelhanca com a alga ou com o fungo,
quando cultivados separados (HALE, 1979).

O talo liquénico é constituido em sua maior parte pelas hifas do fungo e pelos
filamentos da alga em menor propor¢cao, apresenta-se com uma forma definida, a qual
pode ser crustosa, foliosa ou fruticosa. O cortex do talo liquénico protege as células das
algas de ressecamento e luz, enquanto que a medula facilita a troca gasosa (JOLY,
1975; AHMADJIAN e HALE,1993).

De uma maneira geral, os liquens sao constituidos por uma unica espécie de fungo
(micobionte) e de alga (fotobionte ou ficobionte). Entretanto, uma segunda espécie de
alga pode ser observada em regides do talo liquénico conhecidas por cefalddios. As
especies de fungos mais frequentes observadas em liguens sao, em ordem de
freqliéncia, das classes: Ascomicetos, Basideomicetos e Deuteromicetos (CANAANI et
al., 1984).

Quanto aos ficobiontes, os elementos mais comuns sao algas verdes do género
Trebouxia, ou algas verde-azuladas pertencentes aos géneros Nostoc e Scytonema
(CANAANI et al., 1984).

Os liquens foram inicialmente classificados como Criptdgamos, ou seja, uma classe
de vegetais inferiores, desprovidos de flores e com 6rg&os sexuais inaparentes, ao lado
das algas, fungos, musgos e pteriddfitas (HALE, 1979). Atuaimente pertencem ao reino
Fungi e a classe Liquenes (LINHARES e GEWANDSZAJDER, 1985). No entanto, esta
classificacdo tem sido contestada por micologistas e liquendlogos, os quais preferem
referir-se a estes organismos como fungos liquenizados, justficados pela
predominancia do micobionte dentro da associagdo simbiodtica (BARINAGA, 1995).
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Os liquens sao principalmente epifetas, mas algumas espécies que se
desenvolvem diretamente sobre o solo (JOLY, 1975), podem também ser encontrados
em condigdes indspitas, tais como rochas, regides subarticas e em regides polares
além de troncos de arvores (GORIN et al., 1993). A sua excepcional resisténcia a
variagbes de temperatura, que pode abranger um intervalo de - 70 até 50°C, € uma
caracteristica inerente a esses organismos (XAVIER-FILHO e RIZZINI, 1976).

Devido a eliminagao de certos acidos organicos (acidos liquénicos) os liquens sao
elementos importantes na desagregacdo de rochas (JOLY, 1975). As diferentes
sensibilidades dos liquens ao SO, NO, e 0zdnio e sua habilidade para absorver e
acumular metais pesados e radionuclideos tém feito deles indicadores de poluicao ao
redor de centros urbanos e industriais (HALE, 1979; AHMADJIAN e HALE, 1993).

1.2 CONSTITUINTES QUIMICOS DOS LIQUENS

De acordo com a localizagéo no talo, as substancias produzidas pelos liquens séo
classificadas em: produtos intracelulares e extracelulares. Os produtos extracelulares
s&o denominados metabolitos secundarios, sendo encontrados na medula ou no cortex,
raramente nas duas camadas. Constituem os acidos alifaticos, meta e para-depsideos,
depsidonas, ésteres benzilicos, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas, acidos
usnicos, terpenos e derivados do acido pulvinico (HONDA e VILEGAS, 1998).

Os produtos intracelulares chamados de metabolitos primarios estdo ligados a
parede celular e ao protoplasto entre eles podemos citar os carotendides, aminoacidos,
proteinas, glicolipideos e carboidratos (HALE, 1983).

Os carboidratos de liquens s&o divididos em carboidratos de baixa e alta massa
molar (GORIN et al., 1993).

1.3 USO DOS LIQUENS E SEUS DERIVADOS

Um dos usos econdmicos mais importantes dos liquens hoje € na industria de

perfumes. As espécies mais importantes para esta finalidade s&o a Ervinia prunastn e
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Pseudovernia furfuracea que sado misturadas com cascas de arvores e extraidas com
solventes organicos, o extrato final purificado € usado como substancia fixadora em
alguns perfumes (ELIX, 1996).

O emprego medicinal de liquens sob a forma de extratos pelo homem é de longa
data, desde 1700 a.c. ha relatos sobre seu uso na medicina (XAVIER-FILHO e RIZZINI,
1976).

As especies de Lobaria pulmonaria e Cetrana islandica foram empregadas como
medicamento contra a tuberculose pulmonar a partir do século XV. Usnea logissima foi
usada no passado como expectorante e cicatrizante e Cladonia miniata var. sanguinea
foi usada contra “afta das criangas” (sapinho) (XAVIER-FILHO e RIZZINI, 1976).

O uso de liquens na sabedoria popular persiste até os dias atuais. Espécies de
Usnea s&ao utilizadas como expectorantes, Cetrarna islandica é efetiva no tratamento de
doencas pulmonares (ELIX, 1996).

BURKHOLDER em 1944, citado por ELIX (1996), descobriu que extratos de 52
espécies diferentes de liquens inibiam o crescimento de diversos tipos de bactérias. O
efeito antibidtico encontrado para os metabdlitos foi significante para bactérias Gram
positivas e ineficiente para bactérias Gram negativas.

Acidos usnicos obtido de liquens exibem propriedades antivirais, espasmoliticas
e antihistaminicas, bem como atividade contra bactérias Gram positivas. S&o usados
comercialmente na forma de cremes antissépticos sendo mais eficientes que a
penicilina no tratamento de feridas externas e queimaduras (ELIX, 1996).

Polissacarideos obtidos de liquens, modificados quimicamente ou nao, tém sido
estudados quanto as suas propriedades bioldgicas tais como as atividades antitumoral,
antiviral e anticoagulante.

Varias B-D-glucanas lineares isoladas de liquens foram estudadas para
determinar suas atividades anti-tumorais (WHISTLER et al., 1976), entretanto algumas
dessas moléculas demonstraram ser insolliveis ou com pouca solubilidade em agua,
este fato prejudica seu uso como modificador da resposta bioloégica. Essa limitagéo é
superada quando modificagdes quimicas sao realizadas introduzindo grupos funcionais
polares (como o sulfato) com o propdsito de aumentar sua reatividade e solubilidade
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(NISHINO et al., 1991a; NISHINO e NAGUMO, 1992; UEHARA et al., 1992; NISHINO et
al., 1994).

Relatos indicam que estruturas com cadeia principal B-(1—-3)-Glcp ramificadas
ou nao em O-6, apresentam a melhor atividade anti-tumoral. Essas moléculas sao
efetivas contra o sarcoma 180 e carcinoma de Erlich (BOHN e BeMULLER, 1995).

Os polissacarideos isoliquenina e rafinose foram isolados do liquen Usnea
fasciata;, a isoliquenina demonstrou moderada atividade contra o sarcoma 180 e
carcinoma de Erlich, porém quando associado a rafinose a atividade anti-tumoral foi de
90% de inibicdo (PEREIRA et al., 1994).

Uma B-D-glucana (1-6) linear e uma galactomanana altamente ramificada cuja
cadeia principal demonstrou ser constituida de unidades de D-manose unidas por
ligagdes do tipo a-(1—»6) foram isoladas do liquen Gyrophora esculenta. A atividade
antitumoral da galactomanana e da glucana foram testadas frente ao Sarcoma 180 e
apresentaram 35,9% e 43,8% de inibicao, respectivamente (SONE ef al., 1996).

a-D-glucanas possuem melhor solubilidade em agua que as B-D-glucanas,
podendo desta forma ser estudadas quanto a atividade antitumoral. Uma a-D-glucana
contendo ligagbes (1—>3) e (1—>4) em uma razdo molar 3:1 extraida do liquen Ramalina
celastri e seu derivado suffatado (D.S. 0,97) foram avaliados quanto a citotoxicidade in
vitro crescendo-se células HeLa na presenca ou auséncia desses polissacarideos
separadamente e, quanto a atividade antitumoral in vivo, frente ao Sarcoma 180.
Quanto a atividade citotoxica in vitro ambos os polissacarideos causaram alteragoes
morfoldgicas e sofrimento celular sobre células HelLa. Quanto a atividade antitumoral, a
a-D-glucana na concentragdo 200 mg.Kg™ e a a-glucana sulfatada na concentragzo 20
mg. Kg"' causaram inibicdo do crescimento do tumor em 81 e 59%, respectivamente
(CARNEIRO-LEAO et al., 1997; CARNEIRO-LEAO, 1998).

A presenga de grupos sulfato nos polissacarideos tem sido relacionada com a
inibicdo da infectividade pelo virus HIV-1 (MITSUYA et al., 1988), com a inibicado do
desenvolvimento de lesdes relacionadas ao Sarcoma de Kaposi (WELLSTEIN et al,,
1991; NAKAMURA et al.,1992).



Introdugio 5

STUELP (1997) testou a atividade anticoagulante das o- e B-D-glucanas de
Ramalina celastri nativas e apds derivatizagbes quimicas. Os derivados sulfatados e
carboximetilados, com graus de sulfatacdes crescentes foram submetidos aos testes
APTT (Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado) e TT (Tempo de Trombina).
Resultados promissores foram obtidos para os derivados sulfatados da o-D-glucana, os
quais apresentaram atividade anticoagulante maxima em concentragdes de 13 e 18

ng/ml de plasma, para os testes APTT e TT, respectivamente.

1.4 COAGULACAO SANGUINEA

As substancias que participam do processo da coagulagao sanguinea sao varias
e denominadas de fatores da coagulagéo. As reacdes sdo de natureza enzimatica, pois
muitos desses fatores sao pré-enzimas, sintetizadas independentemente. As pro-
enzimas encontram-se no plasma sob a forma inativa, devendo ser ativadas para se
transformarem em ativas durante o processo de coagulagao. A ativagao de cada fator
faz-se em sequéncia de fases em que cada enzima formada reage com seu substrato
especifico, convertendo-o em enzima ou fator ativo (LIMA et al., 1992).

Em virtude desta sequiéncia de transformagdes pro-enzima-enzima, comparavel
a uma cascata foi denominada teoria da cascata (MacFARLANE, 1964) ou teoria da
catarata (DAVIE e RATNOFF, 1964). Esquematicamente, a cascata da coagulagéo
sanguinea esta representada na Figura 1.
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1.5 HEPARINA

Um anticoagulante natural foi isolado de figado e coragdo bovinos por McLEAN
em 1916 o qual, foi denominado de heparina por HOWELL e HOLT (O'NEILL, 1955;
MUELLER e SCHEIDT, 1994). A heparina tem sido usada na medicina por mais de 40
anos como agente anticoagulante, antitromboético e antilipémico (JAQUES, 1980).
Comercialmente € preparada a partir de intestino de porco ou de boi e puimao, figado
ou coragédo bovinos (HORNER e YONG, 1982; REINHOLD et al., 1987; BOURIN e
LINDAHL, 1993). Considerada um mucopolissacarideo (glicosaminoglicana) anionico
sulfatado complexo, é produzida e estocada em mastdcitos e basdfilos e € constituida
por uma mistura de compostos de massa molar altamente variavel, entre 3 e 30 KDa
com média em tomo de 15 KDa, que corresponde a uma cadeia com 50
monossacarideos, aproximadamente (HIRSH, 1985; HIRSH e FUSTER, 1994;
VANDERMEULEN et a/.,1994; EDENS et al., 1995).

A grande heterogeneidade de comprimento das cadeias dos polissacarideos
formadores da heparina pode ter uma importante fungéo nas suas propriedades
antitrombdticas e hemorragicas (HIRSH, 1985).

Segundo NADER e DIETRICH (1994), moléculas de heparina com massa molar
de no minimo 12 KDa apresentam significante atividade anticoagulante, e moléculas
com massa molar abaixo de 12 KDa apresentam redugao na atividade anticoagulante.
Deste modo, é necessario que a heparina possua uma massa molar minima para
apresentar atividade anticoagulante (NADER e DIETRICH, 1994).

A heparina contém unidades de acido a-L-idopiranosiluronico ligados por ligagéo
(1->4), unidades 2-amino-2-deoxi-a-D-glucopiranosil e uma pequena proporgdo de
unidades de acido B-D-glucopiranosiluronico. A hexosamina e as unidades de &cido
urdnico sao ligados altemadamente para formar o polimero As unidades sao
parciaimente O-sulfatadas, e a maioria das unidades 2-amino-2-deoxi-a-D-
glucopiranosil sdo N-sulfatadas, sendo as restantes N-acetiladas. A sulfatagdo ocorre
principalmente nos carbonos 2 e 6 das unidades de L-idurbnico e da D-glucosamina.
Menos frequentemente pode ocorrer sulfatacdo nos carbonos 2 e 3 das unidades de
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acido D-glucurdnico e da glucosamina, respectivamente (LARM et al., 1979; RAZ| et al.,
1995).

Estudos tém demonstrado que compostos como a heparina estio presentes em
alguns invertebrados (CASSARO e DIETRICH, 1977; DIETRICH et al., 1999).

A heparina interage com uma variedade de proteinas com amplo espectro de
afinidade e especificidade (CASU, 1985; EDENS, 1995). Essas interagbes resultam em
uma modificacao da atividade da proteina, devido a inibicdo ou ao aumento de sua
atividade (EDENS, 1995). Entre estas proteinas estdo a vitronectina e glicoproteinas
ricas em histidina (DAWES, 1993).

BRINKHOUS et al. (1939), demonstraram que a heparina requer um cofator no
plasma para sua agao anticoagulante e ABILDGARD (1968) denominou esse cofator de
Antitrombina Il (ATII).

A antitrombina Il € um polipeptideo glicosilado de cadeia unica, com massa
molar de cerca de 58 KDa, é capaz de inibir a trombina (lla), os fatores Xa, IXa, Xla,
Xlla e o complexo fator Vllfator tecidual (MAJERUS et al., 1991; AUSTIN et al., 1992;
BOURIN e LINDHAL, 1993: LAWSON et al.,1993).

O mecanismo de acdo da heparina, acelerando a inibicao da trombina pela AT Il
(JORDAN et al.,1980), foi descrito como sendo mediado por dois processos: a) a
formagao de um complexo binario entre a ATIIl e a heparina induz uma mudancga de
conformagdo na AT Il que aumenta a associagdo com a trombina; b) a interagéo da
heparina simultaneamente com sitios de ligacdo da AT |l e da trombina, em um
complexo temario, diminui a dissociagdo do complexo binério inicial (TSIANG et al,
1997). Este processo de inibicdo ocorre através da formagdo de um complexo
covalente equimolar estavel entre o centro ativo da AT Ill que contém uma arginina
(Arg-393) e a serina do sitio ativo da trombina (BJORK e LINDHAL, 1982).

A heparina atua como catalisador na reagdo da ATIIl com enzimas alvo. Uma
Gnica molécula de polissacarideo é suficiente para acelerar a formag&o do complexo
entre varias moléculas de ATIII e proteinases (JORDAN et al, 1980; PLETCHER e
NELSESTUEN, 1983; EVINGTON et al., 1986).
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A dissociagao da heparina do complexo temario heparina-ATlll-proteinase ocorre
uma vez que um complexo estavel entre o inibidor e a enzima tenha sido formado
(JORDAN et al., 1980, OLSON e SHORE, 1986).

A potencializagdo da inibicdo do fator Xa pela AT Il é devido a ligagdo da
heparina a AT lll, ndo sendo necessario a formagao do complexo temario (AGNELLI,
1996).

A atividade anticoagulante da heparina é atribuida ao seu padrdao complexo de
substituintes sulfato e carboxil, os quais deixam este polimero com uma incomum alta
densidade de carga. Estudos com heparinas modificadas e varios oligossacarideos
obtidos da mesma ou sintetizados indicaram que, cada uma dessas cargas negativas é
significante para assegurar uma alta expressao da atividade anticoagulante (REJ et al.,
1991; HIRATA et al.,1994).

O sitio de ligagcdo da heparina a antitrombina Ill (Figura 2) € uma sequéncia
pentassacaridica especifica (LINDHAL et al., 1984; CASU, 1985, MAJERUS et al.,
1991; BRODY, 1997) que contém uma unidade de glucosamina 3-O-sulfatada, que se
liga a um sitio rico em lisina na AT Il (BRODY, 1997) a qual esta presente em
aproximadamente um tergco das cadeias nas heparinas comerciais (RAZI et al.,19995).
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FIGURA 2 - SEQUENCIA PENTASSACARIDICA DA HEPARINA QUE SE LIGA A AT

Ill. R'(-H ou SO3) e R"(-SO3 ou -COCH3). Os grupos sulfato marcados com asterisco
sao considerados essenciais para a ligagao com a AT Il

FONTE: LINDHAL et al., 1984.
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Heparinas supersulfatadas apresentam diminui¢ao significativas de sua atividade
anticoagulante quando comparadas com heparinas padrido. Este efeito se deve a
provavel ocorréncia de sulfatagéo artificial junto com posi¢cdes naturalmente sulfatadas
no polissacarideo, isto sugere que a atividade anticoagulante da heparina, via ATlII, ndo
depende somente de seu conteudo em sulfato, mas também da posicdo desses grupos
na molécula (UCHIYAMA et al.,1990).

Moléculas de heparina de baixa massa molar (com menos de dezoito unidades
monossacaridicas) nao podem se ligar a trombina e AT Ill simultaneamente, portanto
nao conseguem aumentar a taxa de reagao de inibicdo da trombina pela AT lll, neste
caso o efeito anticoagulante é produzido, principalmente, através da inibicao do fator Xa
pela AT Ill (MAJERUS et al., 1991).

A heparina também catalisa a inibicdo da trombina através da heparina cofator 11,
o qual inibe apenas a trombina (TOLLEFSEN et al., 1982), este cofator é o principal
responsavel pela atividade antitrombética da heparina (DOCTOR ef al., 1991). O efeito
da heparina em inibir a trombina pela heparina cofator |l parece ser devido ao contetido
de carga total do polimero (BOURIN e LINDAHL, 1993) sem requerimento de qualquer
sequéncia oligossacaridica especifica (GRIFFITH, 1983; PETITOU et al., 1988).

A heparina inibe a algca de amplificagao pela qual a trombina ativa os fatores V e
VIl e, provavelmente, o fator XI (SAMANA et al., 1996). Ha, também, relatos que a
heparina inibe a ativagdo do fator VIl in vitro durante a coagulagdo sanguinea
(GEROTZIAFAS et al., 1996). A heparina ainda promove a liberagdo do inibidor do fator
tissular (TFPI) do endotélio, que exerce sua fungao por inibigdo do complexo fator Vlla-
fator tissular e por inibigdo da atividade catalitica do fator Xa (BROZE et al., 1988,
WARN-CRAMER et al., 1988: SAMANA et al., 1996).

Devido & heparina inibir varios passos na cascata da coagulagéo, ela prolonga
varios testes de coagulagdo, os quais sdo usados para medir seu efeito anticoagulante
(GALLUS e HIRSH, 1976).

Muitas proteinas plasmaticas ou liberadas pelas plaquetas ligam-se a heparina
atuando como agonistas do seu efeito estimulador nas reagbes entre AT Il e
proteinases. Dentre essas proteinas estdo glicoproteinas ricas em histidina
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(PETERSON et al., 1987), fator plaquetario 4 (JORDAN et al., 1982), proteina S ou
vitronectina (PREISSNER e MUELLER-BERGAUS, 1986; LANE et al.,1987),
fibronectina (HAYAISHI e YAMADA, 1982) e cininogénio de alta massa molar (BJORK
et al., 1989).

A partir dos anos 80, heparinas de baixa massa molar (HBMM) tém sido
produzidas (BIJSTERVELD et al., 1999), por depolimerizagdo quimica ou enzimatica de
heparinas n&o fracionadas (COSMI e HIRSH, 1994). Dependendo da preparacao, as
HBMMs apresentam massa molar entre 2000 a 10.000 Da, com média em tomo de
4000 a 6000 Da (SAMANA et al., 1996). O uso de heparinas de baixa massa molar
(HMMs) tem sido amplamente investigado como substituto na terapia com heparinas
nao fracionadas em pacientes com doencas tromboticas venosas e arteriais
(BIJSTERVELD et al.,, 1999). As HBMMs com massa molar menor que 5400 Da
possuem principalmente atividade anti fator Xa enquanto que as moléculas com massa
molar maior que 5400 Da inibem ambos fatores, Xa e trombina. As HBMMs s&o menos
heterogéneas quanto a massa molar que as heparinas nao fracionadas mas, em
contraste s3o mais heterogéneas em termos de atividade biolégica (SAMANA et al.,
1996).

Heparinas de baixa massa molar apresentam varias vantagens quando
comparadas com heparinas n3o fracionadas: sua administragdo é subcutédnea em
doses fixas de acordo com o peso do paciente e, demonstra equivalente eficacia,
quando comparada com doses ajustadas de heparina; apresenta melhor
biodisponibilidade em baixas doses e maior tempo de meia-vida que heparinas nao
fracionadas; pode ser administrada de uma a duas vezes ao dia sem a necessidade de
monitoramento laboratorial; tem baixa interagcdo com plaquetas e pacientes que fazem o
uso de HBMM apresentam menor risco de apresentar sangramento e trombocitopenia
(COSMI e HIRSH, 1994; MacFARLANE e MEART, 1995; BIJSTERVELD et al., 1999;
GREEN, 1999). HBMM exibem minima ligagdo com proteinas plasmaticas, células
endoteliais e fator plaquetario 4 (MacFARLANE e MEART, 1995). Os efeitos
indesejados comumente causados pelo uso da heparina, tais como sangramento,
trombocitopenia, osteoporose, eosinofilia, reagdes de pele, reagdes alérgicas, alopecia,
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transaminasemia, hipercalemia, hipoaldosteronismo e priapismo sdo menos freqlientes
com o uso de heparinas de baixa massa molar (BICK e FRENKEL, 1999).

Os efeitos adversos mais comumente observados com o uso da heparina sdo a
trombocitopenia, hemorragia e osteoporose. A trombocitopenia heparina-induzida (THI)
é classificada em dois tipos distintos THI | e THI Il. A THI | € uma trombocitopenia
amena e assintomatica, passageira, nao imune, geralmente sem consequéncias
clinicas adversas que ocorre em aproximadamente 25% dos pacientes dentro dos cinco
primeiros dias do inicio do tratamento. A THI Il é uma sindrome severa de
trombocitopenia e trombose, que ocorre de 6 a 14 dias apos o inicio da terapia, em
aproximadamente 2% dos pacientes, esta associada a morbidade e mortalidade e tem
origem imunoldgica. O fator plaquetario 4 (FP4) liga-se a molécula de heparina para
formar um complexo imunogénico, o imunocomplexo Ig G anti-heparina/FP4 ativa
plaquetas provocando uma lesdo endotelial imunolégica com trombocitopenia e/ou
trombose (BENTON e GERSH,1998; WARKENTIN ef al, 1999; FABRIS ef al., 2000).

Tem sido relatado que as heparinas apresentam efeitos no metabolismo dsseo,
mas o exato mecanismo pelo qual as heparinas produzem osteoporose ainda nao é
claro. As heparinas demonstram inibir a sintese do colageno em culturas de 6rgéos,
mas também demonstram estimular a sintese do coiageno em culturas de osteoblastos
(SAMANA et al, 1996).

Além de seus efeitos antitrombéticos e anticoagulantes a heparina possui outros
efeitos bioldgicos. Esses efeitos incluem interagdes com fatores de crescimento de
células endoteliais; inibicao da proliferagcdo de células do musculo liso; ativagao de
lipoproteina lipase; supressdo da secrecdo de aldosterona; inducéo da agregagao de
plaquetas (SHING et al., 1984; BENGTSON-OLIVECRONA e OLIVECRONA, 1985;
ROSEMBERG e BAUER, 1994); inibicdo de metastases de células tumorais (TYRREL
et al., 1995); interacdo com componentes do sistema complemento (WEILER et al,
1992); atividade antihemostatica, antihemolitica e antilipémica e atividade inibitoria de
algumas enzimas como hialuronidase, helastase e a4 antitripisina (DIETRICH et al,,
1991; NADER e DIETRICH, 1994; FINOTT! e LAURETO, 1997).
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A atividade anticoagulante protagonizada pela heparina depende de diversos
efeitos moleculares incluindo, o grau de sulfatagdo, distribuicdo dos grupos sulfato,
massa molar e conformacgao da molécula (SCULLY e KAKKAR, 1984).

A heparina tem sido usada como droga de escolha na clinica, na profilaxia de
eventos trombéticos pré- e pds-cirirgicos (LINHARDT e TOIDA, 1997), contudo devido
a seus efeitos indesejados, tais como episédios de sangramento, trombocitopenia
heparina-induzida (SILVER et al., 1983; KELTON, 1986) e, em longo prazo,
osteoporose (GRIFFITH, et al., 1965), além de outras desvantagens como, risco de
contaminagao com agentes patoldgicos provenientes dos érgdos utilizados para se
obter a heparina (MOURAO, 1998) entre outros ja citados, o desenvolvimento de novos

agentes anticoagulantes, que possam substitui-la, tem sido efetuado.

1.6 HEPARINOIDES

Heparindides ou analogos da heparina incluem polissacarideos naturalmente
sulfatados de origem vegetal ou animal, derivados sintéticos de polissacarideos
preparados por sulfatacdo de polissacarideos neutros, e oligossacarideos acidicos e
seus pequenos analogos sintéticos (HOFFMAN et al., 1982; SCULLY e KAKKAR, 1984;
GUNAY e LINHARDT, 1999).

Em decorréncia dos efeitos colaterais apresentados pela heparina, varios
estudos tém sido realizados com heparindides. Varias tentativas para produzir
polissacarideos modificados quimicamente que mimetizam as propriedades
anticoagulantes da heparina tém sido feitas (CASU, 1985, RAZI et al,1995;
GERMANO, 1996; STUELP, 1997; SOUZA-LIMA, 1997, MARTIN, 1999). A grande
parte dessas tentativas apresentam pouco sucesso, devido a dificuldade de estimular a
AT Il de maneira correta (RAZI et al., 1995).

As atividades anticoagulantes e antitrombéticas estédo entre as propriedades
mais amplamente estudadas em polissacarideos sulfatados (MOURAO et al., 1996),

além das propriedades antivirais e antitumorais.
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Dentre os polissacarideos sulfatados naturalmente com atividade bioldgica
destacam-se varias fucanas. Entre os polissacarideos de origem nd3o mamifera, que
exibem atividade biologica em mamiferos, os mais amplamente estudados sdo as
fucanas naturalmente sulfatadas, isoladas de algas marrons (NISHINO et al., 1991a;
NISHINO e NAGUMO, 1992; MULLOY et al., 1994).

Fucoidana é um polissacarideo extraido de algas marinhas marrons, que possui
atividade anticoagulante e antitrombdtica (SPRINGER et al., 1957; BOISSON-VIDAL et
al., 1991; MAURAY et al., 1995); é composta de unidades de L- fucose em ligagao a-
(1->2) ou a-(1—->3)4-O-suffatada com ramificagbes de unidades de D-xilose, D-
galactose, 4cido D-glucurénico ou sulfato nas posi¢des 3 ou 2, possui alta massa molar
e é altamente sulfatada (PATANKAR et al., 1993). A atividade anticoagulante depende
da massa molar e da composi¢&o quimica da fucoidana, particularmente dos contetdos
de fucose e sulfato (GRAUFFEL et al, 1989; NISHINO et al., 1991a). Este
polissacarideo catalisa a inibicdo da trombina pela AT 1l e, principalmente, pela
heparina cofator || (CHURCH et al., 1989; NISHINO et al., 1991b; COLLIEC et al., 1991;
MAURAY et al., 1995).

Fucoidanas tipicas compostas por alto conteudo de fucose e sulfato e baixo
conteudo de acido urdnico e outros agucares neutros, possuem uma potente atividade
anticoagulante; fucoidanas com grande quantidade de acido urdnico e outros agucares
neutros além da fucose e pouca quantidade de sulfato, possuem baixa atividade
anticoagulante (NISHINO et al., 1994).

NISHINO e NAGUMO (1992), em estudo comparativo com fucanas naturaimente
sulfatadas, demonstraram que a atividade anticoagulante apresentada pelas mesmas
depende nao s6 do contelido em sulfato mas, também, da sua conformagao e massa
molar.

PEREIRA et al. (1999) compararam a atividade anticoagulante de fucanas
sulfatadas provenientes de equinodermos com fucanas sulfatadas de algas marinhas
marrons. As fucanas sulfatadas dos equinodermos estudados (Lytechinus varnagatus,
Arbacia lixula e Ludwigothurea grisea) apresentaram estruturas simples, compostas por
unidades repetidas de oligossacarideos, com diferentes padrdes de sulfatagéo, ja as
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fucanas sulfatadas provenientes das algas marrons Fucus versiculosos, Laminarina
brasiliensis e Ascophyllum nodosum demonstraram ser moléculas complexas,
heterogéneas, ramificadas e com diferentes padroes de sulfatacdo. Os resultados
obtidos quanto & atividade anticoagulante demonstraram que os diferentes aspectos
estruturais determinam n&o apenas o potencial anticoagulante das fucanas sulfatadas,
mas também o mecanismo pelo qual essas moléculas exercem sua atividade. As
fucanas ramificadas de algas marrons inibiram diretamente a trombina enquanto que as
fucanas de equinodermos requerem a presenga de antitrombina ou heparina cofator I
para inibir a trombina (PEREIRA et al., 1999).

Em estudos realizados com fucanas de baixa massa molar obtida por hidrolise
parcial ou depolimerizagdo de fucoidanas extraidas da alga marinha marrom
Ascophyllum nodosum ficou demonstrado que as unidades de fucose estavam
sulfatadas principalmente em O-2, em menor extensao em O-3 e em menor extensao
ainda em O4 e em 0-2,3. A atividade anticoagulante destas fucanas dependeu nao
apenas da massa molar e contetido de sulfato, como dos niveis de 2-O-sulfato e 2,3-di-
O-sulfato nas moléculas (CHEVOLOT et al., 1999).

Uma xilofucoglucuronana sulfatada extraida da alga Spatoglossum schroen
demonstrou possuir baixa atividade anticoagulante, nenhuma atividade hemorragica e
alta atividade na estimulagcdo da sintese de heparan suifato de células vasculares
endoteliais em cultura (LEITE et al.,, 1998). Uma arabinana e uma arabinogalactana
sultatadas provenientes da alga marinha verde Codium dwarkense exibiram atividade
anticoagulante, sendo que a arabinana suffatada exibiu maior atividade anticoagulante
que a arabinogalactana (SIDDHANTA et al., 1999). Um outro polissacarideo sulfatado
extraido de folhas de Artemisia princeps, demonstrou aumentar a reacdao entre a
heparina cofator Il e a trombina mais que 6000 vezes, sendo que este efeito foi abolido
pelo tratamento com condroitinase AC |, heparinase ou heparitinase, enquanto que,
condroitinase ABC ou condroitinase AC |l ndo produziu nenhum efeito (HAYAKAWA et
al., 1995).

UEHARA et al. (1992) isolaram uma ramnana sulfatada obtida atraves da
extragdo em agua quente da alga Monostroma nitidum e esta apresentou uma atividade
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anticoagulante cerca de sete vezes maior que a apresentada pela heparina (UEHARA
et al., 1992).

Um condroitin sulfato fucosilado, extraido do pepino do mar Ludwigothurea
grisea, exibiu potente acdo anticoagulante devido a sua habilidade em potencializar a
inibicdo da trombina através da heparina cofator Il e antitrombina Ill. Comparagdes
realizadas entre o polissacarideo nativo e os quimicamente modificados (desulfatado,
parcialmente defucosilado e carboxi-reduzido) sugeriram que as ramificagoes de fucose
sulfatadas foram responsaveis por sua alta atividade anticoagulante (MOURAO et al.,
1996). Esta mesma molécula e seus derivados modificados quimicamente foram
testados em experimentos de estase trombodtica em ratos para avaliar suas
propriedades antitrombdéticas. Os resultados obtidos demonstram que o polissacarideo
nativo reduz a trombose de uma maneira dose dependente em 10 minutos apés a
estase na dose de 1,5 mg/Kg (60 UI/Kg). Os polissacarideos parcialmente
defucosilados e desulfatados abolram completamente a acgdo anticoagulante e
antitrombética (MOURAO et al., 1998).

Entre os polissacarideos modificados por sulfatacdo quimica destacam-se as
glucanas, as arabinogalactanas e as galactomananas (BODE e FRANZ, 1991).

TAVARES, GERMANO, SOUZA-LIMA, PIRES e MARTIN, estudando
galactomananas extraidas de sementes de Cassia fastuosa, de Mimosa scabrella e
Senna macranthera e galactoxiloglucana de Hymenaea courbarnl, mostraram que estes
polissacarideos exibem atividade anticoagulante similar & encontrada para a heparina
padrao, quando sulfatados quimicamente (TAVARES, 1995, GERMANO, 1996;
SOUZA-LIMA, 1997; PIRES, 1997; MARTIN, 1999).

Galactoglucomanana de Cladonia ibitipocae

BARREIRA (1999) estudou polissacarideos e oligossacarideos de liguens.
Dentre os polissacarideos foi isolado uma galactoglucomanana do liquen Cladonia
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ibitipocae através da precipitacdo com solugdo de Fehling. A galactoglucomanana
demonstrou uma propor¢do molar de manose, galactose e glucose de 60:35:2 e massa
molar (Mw) igual a 2,0 X 10° Da, que foi determinada através de eluicao em coluna de
Sepharose CL-4B (BARREIRA, 1999).

A galactoglucomanana obtida apresentou cadeia principal composta por
unidades de o-D-Man ligadas (1—6) e substituidas em diversos padroes, tais como, em
0-2 (1), 04 (2), O-2,4 (3 e 4) (BARREIRA, 1999).

o-D-Manp B-D-Galp B-D-Galp B-D-Glcp
1 1 1 1
\ \ \A \
2 4 4 4
-o-D-Manp (1-6)- -o-D-Manp (1-6)- -a-D-Manp (1-6)- -a-D-Manp (1-56)-
1 2 2 3 2 4
T 1
1 1
o-D-Manp o-D-Manp

Galactoglucomanana de Cladonia connexa

Uma outra galactoglucomanana obtida apds precipitagdo com solugio de Fehling
do liquen Cladonia connexa foi estudada por BARREIRA (1999). Esta apresentou uma
relacao molar de 55:38:5 para manose, galactose e glucose, respectivamente. A cadeia
principal demonstrou ser constituida de unidades de «-D-manopiranose unidas por
ligagcdes (1—6) (estrutura 5), essas unidades poderiam estar 4-O substituidas (estrutura
6), 2,4-di-O substituidas (estrutura 7 e 8) e, 2-O substituidas (estrutura 9 e 10) por
unidades terminais ndo redutoras de manopiranose e galactopiranose, principaimente.



Introdugdo 18

Unidades de galactose 3-O-, 4-O-, e/ou 5-O- e 6-O-substituidas e também de glucose 4-

O-substituidas indicaram ser pontos de ramificagdo da molécula (BARREIRA, 1999).

~o-D-Manp-(1-8)- a-D-Manp (1—6)-«-D-Manp (1-6)

B-D-Galp
1
2
4
-a-D-Manp-(1-6)-

o-D-Manp

1

\A

2
-o-D-Manp-(1-56)-

5
p-D-Galp
1
2
4
-o-D-Manp-(1-6)-

a-D-Galp

1

\2

2
-a-D-Manp-(1—-6)-

10

B-D-Glcp
1
\A
4
-a-D-Manp-(1—-6)-
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo geral avaliar a atividade anticoagulante de
polissacarideos sulfatados produzidos por derivatizacdo quimica a partir de
polissacarideos neutros.

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

1. Derivatizar polissacarideos neutros obtidos dos liquens Cladonia ibitipocae e
Cladonia connexa através da técnica de sulfatacao;

2. Determinar o grau de substituicio das moléculas sulfatadas;

3. Analisar a estrutura dos polissacarideos sulfatados, por estudos de Ressonancia
Magnética Nuclear,

4. Analisar a homogeneidade dos polissacarideos quimicamente modificados por
cromatografia de exclusdo estérica de alta pressao (HPSEC);

5. Testar a atividade anticoagulante das moléculas sulfatadas através dos testes
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (APTT) e Tempo de Trombina (TT);
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REACAO DE SULFATACAO

As galactoglucomananas provenientes dos liguens das espécies Cladonia
ibitipocae e Cladonia connexa utilizadas para a sulfatacao foram cedidas gentilmente
pela Dra Sandra Mara Woranoviscz Barreira, as quais encontravam-se identificadas
quimicamente pela mesma.

As sulfatagdes das galactoglucomananas foram realizadas através da
metodologia descrita por O'NEILL (1955). Para tal, os polissacarideos nativos de ambos
os liquens, foram dissolvidas em formamida (solvente) e piridina (solvente/catalisador)
sob agitagdo, tomando o devido cuidado para nZo hidratar o sistema, através de uma
boa vedacgao e troca das pipetas utilizadas. As proporgdes descritas por O'NEILL para
formamida e piridina foram respeitadas a n&o ser quando foi necessario adicionar uma
maior quantidade de formamida para dissolver o polissacarideo. A quantidade utilizada
de acido clorosulfénico (agente sulfatante) foi em excesso, para garantir uma completa
sulfatacdo. A agitacéo foi processada até que todo material estivesse completamente
dissolvido. Apos completa dissolugio, a mistura reacional foi colocada sob banho de
gelo e adicionou-se gota a gota o acido clorosulfénico, evitando a entrada de umidade
no meio reacional. A agitacdo e o banho de gelo foram mantidos por mais 2 horas.
Decorrido este tempo, o sistema foi mantido a 4°C por 24 horas.

O blogueio da reacao foi realizado através da adicdo de uma quantidade igual ao
volume da reacdo de gelo e neutralizada com uma solugéo de bicarbonato de sodio
10% até que a liberagdo de CO., cessasse. A solucdo obtida foi dialisada
exaustivamente contra agua corrente por 6 dias (aproximadamente) e, posteriormente,
liofilizada, obtendo-se assim o sal sédico do derivado sulfatado.

As reacdes de sulfatacdo foram repetidas por mais quatro vezes para cada
galactoglucomanana, obtendo-se as fragdes S1, S2, S3, S4 e S5 para os derivados
sulfatados da galactomanana de C. ibitipocae e S1a, S2a, S3a, S4a e S5a para os
derivados sulfatados de C. connexa, dependendo do numero de processos de

sulfatacao a que tenham sido submetidos.
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3.2  DETERMINAGAO DO GRAU DE SUBSTITUICAO (D.S.)

O grau de substituicdo (D.S.) dos derivados sulfatados foram obtidos através do
método turbidimétrico por precipitagdo com uma solugado de cloreto de bario / gelatina,
descrito por DODGSON e PRICE (1962).

Uma amostra de cada polissacarideo sulfatado (4 mg) foi hidrolisada com 4 mi
de acido cloridrico 1 M por 5 horas a 100°C. Uma aliquota de 0,5 ml do hidrolisado foi
tratada com 3,5 ml de TCA a 3% e com 1,0 ml de solugao de cloreto de bario / gelatina
recém preparada. A mistura reacional permaneceu 15 minutos a temperatura ambiente
e a absorbancia desenvolvida foi determinada a 360 nm contra o tubo branco preparado
com agua ao invés da amostra hidrolisada. O teor de sulfato foi determinado em relacao
a uma curva padrao de sulfato de sodio (20 a 180 pg/ml).

O reagente gelatina-cloreto de bario foi preparado da seguinte maneira: 200 mg
de gelatina isenta de sulfato foi solubilizada em 40 ml de agua e deixada em geladeira
por 6 horas, adicionou-se em seguida 200 mg de cloreto de bario e a solugao
permaneceu na geladeira por mais 3 horas.

O D.S. foi determinado a partir da seguinte relagao:

D.S. =162 x S/ 3200-102x S
Onde S representa o teor de enxofre dado em % (WHISTLER e SPENCER,1964)
3.3 DETERMINACAO DA HOMOGENEIDADE

As galactoglucomananas sulfatadas e nativas foram solubilizadas em agua na
concentracdo de 2 mg/mL e filtradas em membranas de acetato de celulose de 0.4 uM
e, na sequéncia, em membrana de 0.22 puM. Em seguida, foram aplicadas em
cromatografo de exclusao estérica de alta pressao (HPSEC) WATERS, equipado com
um detector de indice de refragao diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de
espalhamento de luz em multiangulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY modelo DAWN
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DSP com 18 canais, acoplados em série. Foram utilizadas 4 colunas de gel permeacao
WATERS, com limites de exclusdo de 1.10° 4.10°, 8.10* e 5.10° em série. O eluente
utilizado foi uma solugdo de NaNO, 0,1 M.L™ contendo NaNs 200 ppm, com fluxo de 0.6
mbL/min, pressao de 920 psi a 30°C, monitorados através de bomba peristaltica
WATERS 515.

34 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
CARBONO 13 (RMN *3C)

Os espectros de RMN °C, dos polissacarideos nativos e sulfatados foram
obtidos a partir do espectrofotdmetro BRUKER, série AVANCE, modelo DRX-400 e no
aparelho AMX-400 (Instituto G. Ronzoni - Milao-ltalia), respectivamente, ambos
acoplados a um transformador de Fourier, sendo que a frequéncia de ressonancia foi
de 100 MHz.

Os polissacarideos nativos e sulfatados foram solubilizados em agua deuterada
(D20) e os espectros obtidos a 50°C, os deslocamentos quimicos (8) foram expressos
em p.p.m., utilizando como padrao intemo acetona (6= 30.2), para os polissacarideos

nativos e TMS (6= 0) para os polissacarideos sulfatados.
3.5 TESTES DE ATIVIDADE ANTICOAGULANTE

Os testes para medir a agdo anticoagulante dos polissacarideos nativos e
suffatados foram realizados no coaguldometro COAG-A-MATE XM da marca Organon
Téknica, o qual realiza a leitura foto-Optica da coagulagdo. Os pools de plasma
humanos nommais utilizados foram cedidos semanalmente pelo Laboratério de
Hematologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, sob o aval da
Farmacéutica Bioquimica Dra Lismara Kafka do Bomfim.
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3.5.1 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (APTT)

Os polissacarideos nativos e sulfatados foram diluidos em salina em diversas
concentragdes e adicionados ao plasma humano normal, com a finalidade de obter a
concentracao minima de polissacarideo necessaria para tormar o plasma incoagulavel.
Foi estipulado o tempo de 120 segundos para o teste APTT.

Os testes APTT foram realizados da seguinte maneira: 100 ul de plasma humano
nomal contendo 10 ul da solugdo de polissacarideo nativo ou sulfatado, ou ainda
heparina padrao (142 Ul/mg) em diversas concentragbes, foram incubados
separadamente a 37°C por 1 minuto, em seguida adicionava-se 100 ul de cefalina
bovina/silica micronizada (IL Test ™ ) e a incubacdo persistia por mais 3 minutos a
37°C, decorrido este tempo adicionava-se cloreto de calcio (CaCl) 25 mM (IL Test ™)
e o tempo que o plasma demorava a coagular era entao medido.

O tempo maximo de ensaio foi de 120 segundos, os resultados foram expressos
em ug de polissacarideo/mL de plasma e o tempo gasto para ocorrer a coagulagéo foi

expresso em segundos.
3.56.2 Tempo de Trombina (TT)

Do mesmo modo que para o teste APTT, os polissacarideos sulfatados e nativos
foram diluidos em salina em diversas concentragdes com a finalidade de obter a
concentracdo minima de polissacarideo necessaria na qual o plasma ndo coagula. O
tempo estipulado para o plasma ser considerado incoagulavel foi 100 segundos.

Os testes TT foram realizados utilizando 100 pl de plasma humano normal
contendo 10 pl da solugao de polissacarideo nativo, sulfatado ou heparina em diversas
concentragcdes. Esta quantidade de plasma com diferentes concentragbes de
polissacarideo era incubada a 37°C por 2 minutos, decorrido este tempo adicionava-se
200 ul de trombina (Dade Behring) e o tempo gasto para ocorer a coagulagao era

medido.
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O tempo maximo de ensaio foi de 100 segundos, os resultados foram expressos
em ug de polissacarideo/mL de plasma e o tempo gasto para ocorrer a coagulagao foi
expresso em segundos.

A poténcia anticoagulante relativa (PAR) dos derivados sulfatados de C.
ibitipocae (S1 a S5) e de C. connexa (S1a Sba), tanto para o teste APTT como para o
teste TT, foi determinada através da seguinte relagdo (SYNGIER e FORTES, 1982):

Concentracdo minima de heparina padréo que provoca o efeito anticoagulante
Concentragédo minima do polissacarideo sulfatado que provoca o mesmo efeito
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DOS POLISSACARIDEOS DERIVATIZADOS

A sulfatacdo com acido clorosulfénico-piridina mostrou ser um método eficiente
para os polissacarideos estudados, utiliza-se neste processo como catalisador piridina,
a qual possui um par de elétrons disponivel que pode formar pontes de hidrogénio com
as hidroxilas livres dos polissacarideos e isto faz com que a nucleofiia desses
grupamentos aumente, tomando-os mais reativos (HAINES, 1976).

O uso do &cido clorosulfdnico como agente sulfatante apresenta certas
desvantagens, uma delas é a dificuldade de manusea-lo, por ser um reagente toxico e
caustico (TURVEY, 1965). A umidade deve ser evitada no sistema, pois a agua reage
com o acido clorosulfénico inativando-o (ALBAN et al., 1992). A formamida tem a
funcao de melhorar a dissolugao do polissacarideo no sistema.

O grau de sulfatacdo pode ser aumentado através do aumento da temperatura
para 65-70°C e da proporgao do acido clorosulfénico na reagao, mas o polissacarideo
podera ser severamente degradado e, consequentemente, perder suas propriedades
(O’'NEILL, 1955), porém, para evitar a degradagao dos polissacarideos, as reagdes de
sulfatacao foram realizadas a 0°C, neste trabalho.

4.1.1 Determinagao dos Graus de Substituicdo (D.S.)

O método turbidimétrico empregando o reagente cloreto de bario/gelatina
descrito por DODGSON e PRICE (1962) € uma técnica que envolve hidrdlise acida,
seguida pela determinagdo do sulfato inorganico liberado, o qual € medido
espectrofotometricamente como sulfato de bario. Apresenta a vantagem de ser simples
e rapido, requerer pequenas quantidades de material e estar menos sujeito a
interferéncia de outros materiais que possam estar presentes (DODGSON, 1961,
DODGSON e PRICE, 1962). A interferéncia & provavelmente minimizada pela
consideravel diluicdo que ocorre quando grandes volumes de &acido tricloroacético séo
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adicionados a reagdo. A gelatina é usada como um estabilizador da turbidez
desenvolvida quando o sulfato da amostra reage com o cloreto de bario formando
sulfato de bario, e este fica suspenso por mais tempo para que a turbidez seja lida em
espectrofotdmetro (DODGSON, 1961; DODGSON e PRICE, 1962).

Os estudos de sulfatacdo desenvolvidos com as espécies de C. ibitipocae e C.
connexa estdo demonstrados na Tabela 1, sendo que foram desenvolvidas cinco

sulfatagbes, em cada polimero, na tentativa de alcancgar elevado grau de substituicdo.

TABELA 1 - GRAUS DE SUBSTITUICAO (D.S.) E PORCENTAGEM DE ENXOFRE
(%S) DOS DERIVADOS SULFATADOS DA GALACTOGLUCOMANANA DE C.
ibitipocae e C. connexa

Liquen Derivado sulfatado D.S. % S
S1 0.20 3.5

S2 0.51 7.6

C. ibitipocae S3 087 111
S4 1.08 12.7
S5 1.29 14.0

S1a 0.24 4.1

S2a 0.50 7.5
C. connexa S3a 0.98 11.9
S4a 1.21 13.6

Sba 1.54 16.5
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O grau de substituicdo obtido na primeira sulfatacdo foi baixo para ambas
espécies, sendo este fator atribuido provavelmente a diminuigdo do poder sulfatante do
acido clorosulfénico, pela inativacdo do mesmo na presenga de agua. Por esse motivo
as galactoglucomananas sulfatadas foram submetidas a novas sulfatagdes objetivando
aumentar o grau de sulfatacdo e, consequentemente, a atividade anticoagulante.

Ainda pode-se constatar que as reacdes de sulfatacdo ocorreram, efetivamente,
a cada processo de derivatizacao, ja que o D.S. e a % de S aumentam de forma
gradual, onde se atingiu um valor maximo de 1,54 e 15,5% para a C. connexae 1,29 e
14% para a C. ibitipocae, respectivamente.

4.1.2 Anélise por RMN 3C
4.1.2.1 Galactoglucomanana de C. ibitipocae nativa e sulfatada

As analises das galactoglucomananas de C. ibitipocae sulfatadas, por RMN 3¢,
fomeceram espectros com sinais alargados e com baixa resolugéo, devido ao aumento
da massa molar pela introdugdo dos grupos suifato. Esses grupamentos dificultam a
mobilidade molecular, impedindo a aquisi¢ao dos sinais, levando a um alargamento dos
mesmos e diminuigdo da resolugédo espectral. Estes dados também s&o observados em
polimeros suifatados citados na literatura.

O espectro de RMN ™C obtido para a galactoglucomanana nativa de C.
ibitipocae apresenta sinais na regido de C1 em & 107,9; 102,9; 101,6 e 98,7 (Figura 3A),
que correspondem, respectivamente, a unidades B-D-Galf (GORIN ef al., 1981), a
grupos terminais ndo redutores de B-D-Galp ligados (1—4) (GORIN e MAZUREK,
1975), a unidades de o-D-Manp ligadas (1—2) a unidades de a-D-Manp (IACOMINI et
al., 1985) e a unidades de o-D-Manp da cadeia principal 6-O-substituida (GORIN,
1981). Os sinais a & 60.6 e 62.6 correspondem ao C-6 das unidades das

galactopiranose e manopiranose livres, respectivamente.
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FIGURA 3 - ESPECTROS DE RMN™C das GALACTOGLUCOMANANAS DE C.
ibitipocae NATIVA (A), S1 D.S 0,20 (B), S2 D.S 0,51 (C), S3 D.S 0,87 (D), S4D.S 1,08

(E) e S5 D.S 1,29 (F), em agua deuterada (D20), a 50°C. Os deslocamentos quimicos
(6) foram expressos em p.p.m.
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A medida em que foram desenvolvidas as sulfatagdes (S1 a S5) no polimero de
C. ibitipocae, observa-se por estudos de RMN "°C, que ocomreu uma reducdo na
intensidade dos sinais da regiao de C-6 livre (Figura 3B-3F), indicando que esta € uma
das posi¢des que foram sulfatadas.

A sulfatacgo introduz um deslocamento de C-6 para campo mais baixo em uma
média de + 6.5 ppm, acompanhado por pequeno deslocamento para campo mais alto
dos sinais dos atomos adjacentes, de 0,1 a - 2.0 ppm (DOCTOR e ESHO, 1983;
PHIIPP et al., 1987; GORIN, 1981). O grupo hidroxil primario presente em C-6 é
preferencialmente sulfatado, seguido pelos grupos hidroxil de C-2 e C-4 segundo,
DOCTOR e ESHO (1983) e ALBAN et al. (1992). Embora a molécula tenha sido

submetida a cinco sulfatagbes ainda permanecem unidades com o C-6 livre (5 63.5).
4.1.2.2. Galactoglucomanana de C. connexa nativa e sulfatada

Do mesmo modo que para as galactoglucomananas sulfatadas de C. ibitipocae,
as galactoglucomananas de C. connexa também apresentam espectros de RMN °C
com sinais mais alargados e com resolugdo comprometida, devido a introdugéo do
grupamento suffato que dificulta a mobilidade molecular e a aquisicao de sinais. O
espectro de RMN *C da galactoglucomanana nativa de C. connexa (Figura 4A)
mostrou sinais na regido de C-1 em & 1032 e 100,5 que correspondem,
respectivamente, a unidades de extremidades nao redutoras de B-D-Galp ligadas (1—4)
a a-D-Manp 6-0O substituida (GORIN e MAZUREK, 1975; HALL e JOHNSON, 1969) e a
unidades 2,4-di-O-substituidas da cadeia principal de o-D-Manp-(1—6) (GORIN e
IACOMINI, 1984, 1985).

Sinais menores em & 102,2; 99,0 e 98,1 também sio observados, onde 0 sinal
em & 102.2 é caracteristico de extremidades nao redutoras de a-D-Manp ligadas(1—2)
a a-D-Manp 6-O-substituida (IACOMINI et al., 1985). Os sinais a 6 99,0 e 98,1 podem
comesponder, respectivamente, as unidades da cadeia principal de a-D-Manp ligadas

(1-6), que sdo Manp 6-O-substituida e substituidas em O-2 por cadeias laterais, ou
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seja, 2,6-di-O-substituidas (GORIN e MAZUREK, 1982). O sinal a § 61,0 corresponde
ao C-6 livre das unidades de galactopiranose.

As andlises dos espectros de RMN '*C das galactoglucomananas sulfatadas de
C. connexa (Figura 4B-4F), assim como para as galactoglucomananas sulfatadas de C.
ibitipocae, demonstraram que ocorreu uma redugao dos sinais da regido de C-6 livre a
medida que se aumenta o D.S. destes polissacarideos, indicando que o carbono 6 esta
sendo sulfatado preferencialmente (DOCTOR e ESHO, 1983; ALBAN et al., 1992), como
também observado para a C. ibitipocae.

A andlise da regido do espectro de RMN compreendida pelos carbonos C-2 a C-5
toma-se impossivel, tanto para os derivados sulfatados de C. ibitipocae quanto para C.
connexa, a medida que a molécula vai sendo sulfatada devido a sobreposicéo de sinais
e por uma baixa resolugéo espectral, devido ao alargamento dos mesmos (DOCTOR e
ESHO, 1983).

4.2 DETERMINACAO DA HOMOGENEIDADE

4.2.1 Galactoglucomanana de C. ibitipocae Nativa e Sulfatada

A determminagdo da homogeneidade foi realizada por HPSEC (Cromatografia de
Exclusao Estérica de Alta Pressao), como descrita nos materiais e métodos (item 3.3).
Os perfis cromatograficos da amostra nativa e das moléculas sulfatadas da
galactoglucomanana de C. ibitipocae estdo demonstrados na Figura 5. Para a
molécula nativa observou-se que esta se apresenta heterogénea .

As moléculas sulfatadas (S1 a S5) mostram-se heterogéneas, fato que pode ser
observado pelo surgimento de um outro pico no cromatograma que, por sua vez pode
ser decorrente da degradacdo da molécula devido ao processo de sulfatagcdo. A
degradacdo de moléculas apdés a derivatizagéo, também foi observada por STUELP
(1997). Podemos observar que o novo pico acentua-se a medida que as sulfatagtes
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sao realizadas. De acordo com os resultados obtidos, os derivados S1 a S5 constituem

populagdes de moléculas com massas molares diferentes.
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FIGURA 5 - PERFIL DE ELUICAO DA GALACTOGLUCOMANANA NATIVA DE
C. ibitipocae E SEUS DERIVADOS SULFATADOS (grificos S1 a S5)
ATRAVES DE SEC-MALLS. UTILIZANDO-SE DETECTORES DE iNDICE DE
REFRACAO (azul) E ESPALHAMENTO DE LUZ (vermelho).
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4.2.2 Galactoglucomanana de C. connexa Nativa e Sulfatada

A galactoglucomanana nativa de C. connexa por andlise de cromatografia de
exclusdo estérica de alta pressdo (HPSEC) demonstrou ser heterogénea conforme
demonstrado na figura 6, por apresentar um pequeno ombro. Esta mesma molécula foi
analisada por BARREIRA (1999) através de GPC (cromatografia de gel permeagao) em
coluna de Sepharose CL-4B demonstrando ser homogénea.

Tendo em vista que a metodologia empregada neste trabalho € considerada
mais sensivel do que aquela empregada por BARREIRA (1999), pode-se constatar que
a galactoglucomanana de C. connexa nativa constitui uma familia de
galactoglucomananas com massas molares diferenciadas.

Os derivados S1a a S5a (Figura 6) também s&o heterogéneos, sendo
constituidos de polissacarideos de diferentes massas molares, como era de se esperar,
ja que a molécula nativa ao qual estes foram derivatizados é constituida por uma familia
de galactoglucomananas com massas molares diferenciadas. Outro fato é que a
medida que a molécula é sulfatada surgem picos decorrentes da fragmentacdo da
mesma, em virtude do processo de sulfatagao, este fato também foi observado para os
polissacarideos sulfatados de C. ibitipocae.
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FIGURA 6: PERFIL DE ELUICAO DA GALACTOGLUCOMANANA NATIVA DE
C. connexa E SEUS DERIVADOS SULFATADOS (graficos S1a a Sb5a)
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4.3 TESTES DE ATIVIDADE ANTICOAGULANTE in vitro

A atividade anticoagulante dos derivados sulfatados foi determinada através dos testes
TT (Tempo de Trombina) e pelo teste do efeito inibitdério da via intrinseca da coagulacao,
avaliado pelo teste APTT (Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado).

A integridade da via comum da coagulagao € medida pelo tempo de trombina (TT),
também conhecido por teste anti-fator lla. Este método consiste em adicionar ao plasma
citratado do paciente, uma quantidade conhecida de trombina, a qual atua sobre o fibrinogénio
formando monémeros de fibrina. A agregacdo destes mondmeros produz um gel, que é
estabilizado pela formacdo de interligagdes entre as cadeias de diferentes moléculas na fibra,
por ligacbes peptidicas entre cadeias laterais especificas de glutamato e lisina, em uma reagao
de transamidacao (DOOLITLE, 1984). A determinacao do tempo de trombina é apropriada para
o controle da terapéutica heparinica e fibrinolitica, como prova de investigacao de transtornos na
formacgao da fibrina ou para avaliar estados graves de deficiéncia de fibrinogénio, bem como
para avaliar a atividade anticoagulante de heparindides.

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (APTT) baseia-se na ativagao do
mecanismo intrinseco da coagulagado sanguinea, através da cefalina, que € um substituto
plaquetario, e da adicdo de calcio ao plasma a ser testado. O meio de ativagao por contato,
necessario para desencadear o processo de coagulacdo, & obtido pela adi¢do de caolin ou silica
micronizada (FISCHBACH e FOGDALL, 1985; AlZU, 1991; BOURIN e LINDAHL, 1993). O APTT
constitui a melhor prova para investigar as alteragdes do mecanismo da coagulagéo sanguinea
especialmente as deficiéncias envolvendo os fatores que participam do sistema intrinseco da
coagulagdo (LIMA et al, 1992). O prolongamento do APTT pode ser observado nas seguintes
situacdes: deficiéncia de fator Xil, XI, X, IX, VI, V, Il ou fibrinogénio, doencas hepaticas,
deficiéncia de vitamina K, presenca de heparina, lupus anticoagulante ou outro inibidor.

Os resultados obtidos para a galactomanana nativa e para os derivados sulfatados de
C. ibitipocae e C. connexa estdo demonstrados nas Tabelas 2 e 4 e Figuras 7, 8, 9 e 10. Os
resultados obtidos tanto para o teste TT como para o teste APTT foram comparados aos obtidos
com a heparina padrao (142 Ul/mg).
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TABELA 2 - RELACAO ENTRE O D.S E A CONCENTRACAO DE POLISSACARIDEO
MINIMA PARA TORNAR O PLASMA INCOAGULAVEL DA GALACTOGLUCOMANANA
NATIVA DA C. ibitipocae E SEUS DERIVADOS SULFATADOS

Polissacarideo D.S Concentracao minima (ug/mL) para
tornar o plasma incoagulavel
APTT @ TT®
Nativo L Normal © Normal ©
S1 0.20 85* 125*
S2 0.51 50* 110*
S3 0.87 30* 50*
S4 1.08 25* 45*
S5 1.29 25* 30*
Heparina @ L 5* 4*

* - valores apresentados em concentracdo para atigir tempos referentes ao plasma incoagulavel (APTT: 120 seg,
TT: 100 seg).

(a) - Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado.
(b) - Tempo de Trombina.

(c) - Tempo de coagulagdo semelhante ao pool de plasma controle normal (APTT: 26-32 seg; TT: 14-21 seg).
(d) - Heparina (142 Ul/mg).
Néao determinado.

A galactoglucomanana nativa de C. ibitipocae nao apresentou atividade
anticoagulante (Tabela 2), porém todos os derivados sulfatados apresentaram atividade
anticoagulante a qual foi dependente do D.S. Ou seja, @ medida que aumentou o D.S
diminuiu a concentragdo necessaria para tomar o plasma incoagulavel e,
conseqientemente aumentou a atividade anticoagulante, tanto no teste TT como no
APTT (Tabela 2, Figuras 7 e 8).
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Na andlise comparativa, a melhor atividade avaliada pelo teste APTT foi obtida
com o derivado S4 (D.S. 1.08) na concentragéo de 25 ug/mL de plasma, enquanto que
a maior atividade avaliada pelo teste TT foi com o derivado S5 (D.S. 1.29), o qual na

concentracao de 30 ng/mL de plasma tornou o plasma incoagulavel.

1580 -
—e— Sem sulfatagao
™ 120 - =S
S
S2
2
3 == 53
|': 60 1 —x—S4
o —e—S5
< - V. V.
e - - ¢ -+ Heparina
0 T T T T 1
0 30 60 90 120 150

Concentragao (ug/mL de plasma)

FIGURA 7 - RESULTADOS DOS TESTES APTT REALIZADOS COM A
GALACTOGLUCOMANANA NATIVA DA C. ibitipocae E SEUS DERIVADOS
SULFATADOS
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FIGURA 8 - RESULTADOS DOS TESTES TT REALIZADOS COM A
GALACTOGLUCOMANANA NATIVA DA C. ibitipocae E SEUS DERIVADOS
SULFATADOS

Por mais que o D.S aumente do derivado S4 (D.S 1,08) em relagdo a S5 (D.S.
1,29) (Tabela 2), a concentragdo necessaria para tornar o plasma incoagulavel se
mantém no teste APTT em 25 ug/mL de plasma. Esse comportamento ja foi relatado na
literatura, segundo NISHINO e NAGUMO (1992) a atividade anticoagulante de
polissacarideos sulfatados € dependente dos valores de D.S, até que a proporgao
sulfato/unidades de acucar chegue a um, na maioria dos casos e depois disto, a
atividade tende a um platd. ALBAN et al (1992) relataram que altos graus de
substituicdo podem diminuir a atividade anticoagulante, indicando que um determinado
D.S. é importante para uma maxima atividade. Porém, acreditamos que isto somente
pode ser concluido através de experimentos, ou seja analisando caso por caso. As
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reacoes de sulfatacdo foram efetuadas até se obter o derivado S5, devido & atividade
ser a mesma que para o derivado S4 no teste APTT.

Analisando-se os testes do TT para os derivados S1 a S5, observa-se que, na
medida que eles v&o sendo sulfatados a atividade anticoagulante vai melhorando, fato
demonstrado pela diminuicdo da concentragcdo necessaria para tomar o plasma
incoagulavel que vai de 125 pg/mL para o derivado S1 a 30ug/mL de plasma para o
derivado S5. Porém observa-se que, ainda n3o foram atingidos valores maximos de
atividade anticoagulante para estes derivados.

Comparando os resultados obtidos, observa-se que a atividade anticoagulante foi
maior no teste do APTT do que no teste do TT para todos os derivados (Tabela 2,
Figuras 7 e 8). Esse fato pode indicar que os derivados sulfatados interagem de uma
maneira mais eficiente em um ponto relativamente inicial na cascata de coagulagao
sanguinea (STUELP, 1997).

Analisando-se as poténcias anticoagulantes relativas (Tabela 3) dos derivados
sulfatados de C. ibitipocae, constata-se que, a medida que o grau de substituicao
aumenta a poténcia anticoagulante relativa aumenta, tanto para o teste APTT como
para o TT, significando que a atividade esta melhorando. O valor maximo foi obtido para
o derivado S5, onde se atingiu o valor de 0,20 e 0,13 para os testes APTT e TT,
respectivamente. Esses valores sdo 5 e 7,7 vezes menores do que os obtidos para a
heparina padrao.

GERMANO (1996) estudou heparindides obtidos por reacdo de sulfatagcdo de
galactomananas obtidas de Cassia fastuosa e Mimosa scabrela. Para a galactomanana
sulfatada de Cassia fastuosa, o grau de sulfatacao obtido foi de 0,87 e este derivado na
concentragao de 12 ug/mL de plasma tomou o plasma incoagulavel no teste APTT e
no teste TT a concentracdo que tomou o plasma incoagulavel foi de 2 pg/mL de
plasma. Comparando os valores de atividade anticoagulante da galactomanana
sulfatada de Cassia fastuosa com os valores obtidos para o derivado S3 da
galactoglucomanana de C. ibitipocae o qual apresenta o mesmo D.S (0.87), observa-se
que os valores obtidos para o derivado S3 (30 pg/mL de plasma e 50 ug/mL de plasma

para os testes APTT e TT, respectivamente) sdo inferiores, isso quer dizer que a
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atividade anticoagulante de heparindides ndo depende apenas do D.S mas, também,
da estrutura, composi¢do, posi¢cao dos grupos sulfato nos atomos de carbono, massa

TABELA 3 - RELACAO ENTRE D.S E A POTENCIA ANTICOAGULANTE RELATIVA
(PAR) DOS DERIVADOS SULFATADOS DA C. ibitipocae AVALIADOS PELOS
TESTESAPTTETT

Polissacarideo D.S Poténcia anticoagulante relativa
(PAR)

APTT @ TT®
S1a 0,20 0,06 0,03
S2a 0,51 0,10 0,04
S3a 0,87 0,17 0,08
S4a 1,08 0,20 0,09
Sb5a 1,29 0,20 0,13

Heparina (@ L 1,0 1,0

@ _Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado.
® _ Tempo de Trombina.

molar e conformacio da molécula (BODE e FRANZ, 1991). A galactomanana nativa de
Cassia fastuosa apresenta-se pouco substituida, as unidades de manose e galactose
estdo em uma razdo molar de 4:1, a cadeia principal é formada de unidades B-D-
manopiranosil interligadas (1—4), substituida em C-6 por unidades de o-D-
galactopiranose (19 mol%), j@ a galactoglucomanana de C. ibitipocae como descrito
anteriormente, apresenta-se bastante substituida (Tabela 4). Ou seja, a razao molar de
Gal:Glc:Man é de 35:2:60, a cadeia principal € composta por unidades de «-D-Man
ligadas (1—6) e substituidas em diversos padroes em O-2 (1), 04 (2), O-2,4 (3 e 4)
(pag. 17) (BARREIRA, 1999).
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TABELA 4 - ANALISE POR METILACAO DAS GALACTOGLUCOMANANAS DE C.
ibitipocae e C. connexa

Heteropolissacarideo ( Mol/%)?
O-metilalditol” C. connexa C. ibitipocae
2,3,4,6-Mes-Man 16 25
2,3,4,6-Mes-Glc - 2
2,3,5,6-Meys-Gal 2 5
2,3,4,6-Me,s-Gal 17 19
3,4,6-Mez-Man 3 -
2,4,6-Me;s-Gal 5 -
2,3,4-Mez-Man 12 7
2,3,6-Me;s-Gal 11 -
2,3,6-Mes-Glc 5 -
2,3,4-Me;-Gal 3 -
2,3-Mex-Man 7 3
3,4-Me>-Man 2 7
3-Me-Man 15 27

2 Proporgao (%) da area do pico relativa a area total dos picos.
® Analisado como peracetato.

FONTE: Adaptado de: BARREIRA, 1999.

Tendo em vista as diferengas estruturais das moléculas, obviamente por mais
que seus derivados apresentem o mesmo D.S. suas estruturas sao completamente
distintas, por esse motivo a atividade anticoagulante de ambos os derivados diferem.

Por outro lado, comparando o derivado S2 (D.S. 0.51) com o derivado a-glucana
S1 (D.S.0.48) obtido por STUELP (1997) por derivatizagcao quimica de uma o-glucana
(1-3) e (1>4) ligada na proporcao 3:1 extraida do liquen Ramalina celastri, o derivado
a-glucana S1, demonstrou possuir uma atividade anticoagulante menor do que o
derivado S2, quando avaliado pelo teste APTT. A a-glucana S1 na concentragao de 60
ug/mL de plasma tomou o plasma incoagulavel no teste APTT, enquanto que para o
derivado S2 isto ocorreu na concentracdo de 50 ng/mL de plasma. Estes resultados
suportam o fato que ndo € apenas o D.S. o responsavel pela atividade anticoagulante

de heparindides (BODE e FRANZ, 1991).
Os resuftados obtidos com a galactoglucomanana de C. connexa e seus

derivados sulfatados (Tabela 5, Figuras 9 e 10), foram semelhantes aos obtidos com a
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C. ibitipocae. Todos os derivados sulfatados apresentaram atividade anticoagulante a

qual foi dependente do D.S e, a medida que esse aumentou, diminuiu a concentragio

necessaria para tornar o plasma incoagulavel e conseqientemente aumentou a

atividade anticoagulante tanto no teste do TT como no do APTT.

A concentragdo necessaria para tomar o plasma incoagulavel se mantém no
teste APTT e TT, por mais que o D.S aumente do derivado S4a (D.S. 1,21) em relagao

ao derivado Sb5a (D.S. 1,54).

TABELA 5 - RELACAO ENTRE O D.S E A CONCENTRAGAO DE POLISSACARIDEO MINIMA
PARA TORNAR O PLASMA INCOAGULAVEL DA GALACTOGLUCOMANANA NATIVA DA C.

connexa E SEUS DERIVADOS SULFATADOS

Polissacarideo D.S Concentracao minima (ug/mL) para
tornar o plasma incoagulavel
APTT @ TT®
Nativo . Normal © Normal ©

S1a 0,24 130* 170*

S2a 0,50 55* 80*

S3a 0,98 30* 40*

S4a 1,21 25* 30*

Sba 1,54 25* 30*

Heparina @ _ 5* 4*

* _valores apresentados em concentracdo para atigir tempos referentes ao plasma incoagulavel (APTT: 120 seg,

TT: 100 seg).

(a) - Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado.

(b) - Tempo de Trombina.

(c) - Tempo de coagulacdo semelhante ao “pool” de plasma controle normal (APTT: 26-32 seg; TT: 14-21 seg).

(d) - Heparina (142 Ul/mg).

Nao determinado.
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FIGURA 9 - RESULTADOS DOS TESTES APTT REALIZADOS COM A
GALACTOGLUCOMANANA NATIVA DA C. connexa E SEUS DERIVADOS

SULFATADOS.

Para esses derivados sulfatados a atividade anticoagulante, também, foi maior
no teste APTT do que no teste TT e todos os derivados apresentaram atividade menor
que a heparina. Analisando-se as poténcias anticoagulantes relativas observa-se que
os derivados S4a e S5a apresentam uma atividade 5 vezes menor no teste APTT e 7,7
vezes menor no teste TT, quando comparados com a heparina padrao (Tabela 6,
Figuras 9 e 10).

Os resultados obtidos tanto para os derivados sulfatados de C. ibitipocae como
de C. connexa confirmaram os dados encontrados na literatura, nos quais a atividade
anticoagulante aumenta com o aumento do D.S.

PIRES (1998) estudando heparindides obtidos por sulfatacdo quimica de uma
galactomanana parcialmente purificada de endosperma de sementes de Senna
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FIGURA 10 - RESULTADOS DOS TESTES TT REALIZADOS COM A
GALACTOGLUCOMANANA NATIVA DA C. connexa E SEUS DERIVADOS
SULFATADOS.

macranthera, com uma relagao molar de manose e galactose de 3,3:1, obteve um D.S
de 0,54 e a concentracao necessaria para tomar o plasma nao coagulavel foi de 40
ug/mL de plasma, no teste APTT. Comparando este valor com o obtido para o derivado
S2a com D.S 0,50 (Tabela 5), observa-se que a concentracao necessaria para tomar o
plasma nao coagulavel € maior que a obtida por PIRES (1998). Esses resultados
reforcam a idéia que a atividade anticoagulante de heparindides nao depende apenas
do D.S (BODE e FRANZ, 1991).

A diferenca na atividade anticoagulante desses dois heparindides com graus de
substituicdo parecidos, provavelmente deve-se ao fato de ambos apresentarem
estruturas diferentes. A galactoglucomanana de C. connexa apresenta relacido molar de
Gal:Glc:Man de 38:5:55, é constituida de unidades de a-D-manopiranose unidas por
ligacdes (1—-6), que fazem parte da cadeia principal. Essas unidades podem estar 4-O,
2,4-di-O- e 2-O- substituidas por unidades terminais ndo redutoras de manopiranose e
galactopiranose, principalmente. Unidades de galactose 3-O-, 4-O- e/ou 5-O-, 6-O-
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substituidas e glucose 4-O-substituida sao pontos de ramificagdo da molécula
(BARREIRA, 1999).

TABELA 6 - RELAGAO ENTRE O D.S E A POTENCIA ANTICOAGULANTE RELATIVA
(PAR) DOS DERIVADOS SULFATADOS DA C. connexa AVALIADOS PELOS
TESTESAPTTETT

Polissacarideo D.S Poténcia anticoagulante relativa
(PAR)

APTT © ™

S1a 0,24 0,04 0,02

S2a 0,50 0,09 0,05
S3a 0,98 0,16 0,1

S4a 1,21 0,20 0,13

Sba 1,54 0,20 0,13
Heparina @ - 1,0 1,0

@ _ Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado.
® _ Tempo de Trombina.
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Comparando os derivados S1 (D.S. 0,20) de C. ibitipocae com o derivado S1a
(D.S. 0.24) de C. connexa, os quais apresentam D.S. similares, observa-se que o
derivado S1 apresenta melhor atividade anticoagulante, pois no teste APTT e no teste
TT a concentragdo necessaria para tomar o plasma ndo coagulavel foi de 85 e 125
pg/mL; enquanto que, para o derivado S1a, esses valores foram de 130 e 170 pg/mL de
plasma, respectivamente. Como os D.S. sao parecidos as atividades desses derivados
parecem ser devido ndo apenas ao conteudo de sulfato presente nas moléculas, mas
de algum outro fator como a posicdo em que estes grupos estdo presentes nas, ja que
as moléculas nativas dos quais esses derivados foram obtidos apresentam composicao
monossacaridica similar, mesmos tipos de ligagédo, diferindo apenas na proporgao de
ramificagao da cadeia principal. Como pode ser observado na Tabela 4, a
galactoglucomanana de C. connexa é menos substituida que a de C. ibitipocae e esta,
por sua vez, € menos complexa (BARREIRA, 1999).

Analisando os derivados S2 e S2a quanto ao teste APTT (Tabelas 2 e 5), os
quais apresentam graus de substituicdo praticamente idénticos com valores de 0.51 e
0.50, respectivamente, observa-se que a atividade anticoagulante de ambos & muito
proxima, isto parece ser devido ao conteudo de sulfato desses dois derivados serem
praticamente idénticos. Outros fatores que influenciam a atividade anticoagulante neste
caso parecem nao estarem determinando a atividade, porém nao podem ser
descartados.

Comparando os demais derivados obtidos da galactoglucomanana de C.
ibitipocae (S3 a S5) com os derivados da galactoglucomanana de C. connexa (S3a a
S5a), observa-se que o D.S. dos derivados S3 a S5 sao menores do que os D.S. dos
derivados S3a a S5a (Tabelas 2 e 5), isto pode ser atribuido ao fato que a
galactoglucomanana de C. ibitipocae € mais ramificada que a galactoglucomanana de
C. connexa e, portanto, o acesso dos grupos sulfato as unidades monossacaridicas
toma-se mais dificil durante o processo de sulfatagao.

Embora os graus de substituicao dos derivados S3, S4 e S5 (0,87; 1,08 e 1,29,
respectivamente) sejam menores que os graus de substituicdo dos derivados S3a, S4a
e Sha (0,98; 1,21e 1,54, respectivamente), a atividade anticoagulante avaliada pelo
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teste APTT € a mesma (Tabela 2 e 5), quando se compara o derivado S3 com o
derivado S3a, o derivado S4 com o S4a e o derivado S5 com o derivado S5a. Isto pode
ser atribuido ao fato que os derivados S3, S4 e S5, provenientes da
galactoglucomanana de C. ibitipocae, que € mais ramificada, foram sulfatados nos
terminais n&o redutoras, ou seja, nas ramificagdes, enquanto que os derivados S33a,
S4a e Sba, provenientes da galactoglucomanana de C. connexa podem ter sido
sulfatados nas ramificagoes e nas unidades de manose da cadeia principal, ja que a
mesma é menos ramificada e pode permitir o acesso do sulfato a cadeia principal. De
acordo com esses fatos, a atividade anticoagulante pode, nestes casos, ser decorrente
da sulfatagao dos terminais n&ao redutores, enquanto que talvez a sulfatagao da cadeia
principal nao interfira nesta propriedade.

O mecanismo de acdo dos heparindides na atividade anticoagulante nao é
sabido ao certo. Existem relatos que as glucanas suffatadas sdo capazes de inibir
diretamente a agdo da trombina (ALBAN et al, 1995). Outra possibilidade € que como
os heparindides tém analogia funcional com a heparina, seus modos de atuagao podem
ser semelhantes através da acao sobre o cofator Il da heparina ou sobre a AT Il
Porém neste caso, causando uma ativagao inespecifica da AT Ill (ALBAN et al, 1992),
culminando na inibicdo dos fatores de coagulagao no qual a AT |l atua. Nao se pode
descartar a possibilidade de ambos os mecanismos atuarem juntos na inibicao da
coagulacéo sanguinea (MOURAOQ et al., 1996).

Estudos quanto ao mecanismo de ag&o dos derivados sulfatados na coagulagao
sanguinea, in vivo bem como das possiveis alteracdes teciduais, celulares e
bioguimicas ocasionadas pelo uso desses heparindides devem ser realizados com o

intuito de garantir a eficacia terapéutica e melhorar sua aplicabilidade.
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5 CONCLUSOES

1-

As galactoglucomananas extraidas dos liquens C. ibitipocae e C. connexa, apos
serem submetidas aos processos sequenciais de sulfatacdo, demonstraram um
aumento progressivo dos valores de D.S., indicando que as reagdes de
sulfataggo ocorreram de uma maneira gradual a cada processo;

A andlise dos derivados sulfatados de C. ibitipocae (S1 a S5) e C. connexa (S1a
a S5a) através de RMN'’C, demonstrou que a introdugdio dos grupos sulfato
ocorreu preferenciaimente em C-6.

A determinacdo da homogeneidade revelou que os derivados sulfatados de
ambas galactoglucomananas s&o heterogéneos, sendo constituidos por
populagdes de moléculas com massas molares diferentes;

Os testes de coagulagdo sanguinea, verificados pelos testes TT e APTT,
demonstraram que as galactoglucomananas nativas de C. ibitipocae e C.
connexa nao possuem qualquer atividade anticoagulante;

Todos os derivados sulfatados de ambos os liquens apresentaram atividade
anticoagulante, a qual foi dependente do aumento do D.S;

O derivado sulfatado de C. ibitipocae que apresentou melhor atividade
anticoagulante avaliado pelo teste TT foi o derivado S5 (D.S. 1,29) e pelo teste
APTT foi o derivado S4 (D.S. 1,08); para a C. connexa, o derivado sulfatado que
apresentou melhor atividade anticoagulante foi o derivado S4a (D.S. 1,21) tanto
no teste TT como no APTT.
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