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RESUMO

Dermatam sulfato (DS) € um polissacarideo, linear e estruturalmente complexo
pertencente a classe dos glicosaminoglicanos (GAG), encontrado em uma ampla
variedade de tecidos, estando em muitas espécies ligadas a uma proteina central
como proteoglicanos (PG). Os DS-PGs tém sido implicados em varios processos
celulares e interagdes das células com a matriz extracelular. As cadeias DS também
podem influenciar o processo de coagulagdo, ligando-se as proteinas séricas e
inibindo a trombina, pela interagdo com o cofator Il da heparina (HCII). Este estudo
teve como objetivo extrair GAGs de diferentes tecidos e investigar os efeitos do DS
na hemostasia. Os GAGs foram extraidos por protedlise, precipitados, dessalinizados,
liofilizados, submetidos a caracterizagéo preliminar através de eletroforese em gel de
agarose e dosagens quimicas (hexosamina, acido urénico). GAGs de pele suina (PS)
e cornea bovina (BC) foram, ainda, purificados por cromatografia de troca anibnica e
caracterizados por eletroforese em gel de agarose, massa molecular, quimicamente
(hexosamina, acido urdnico e conteudo de sulfato) e espectroscopicamente (IR,
RAMAN e RMN). Os polissacarideos purificados foram avaliados em modelos
experimentais de animais para trombose e na estimulacdo da sintese de
proteoglicanos de heparam sulfato por células endoteliais em cultura. Diferentes
GAGs podem ser extraidos de varios tecidos com alto rendimento. Os polissacarideos
purificados de CB e PS tém uma estrutura polimérica distinta. O BC-DS apresentou a
maior massa molecular e menor razao sulfato:hexosamina (DS-BC = 0,802, DS-PS =
1,189), este também parece ter o maior teor de IdoA quando comparado com PS-DS
(GIcAC /HEX: DS -BC = 0,619, DS-PS = 1,109). Embora a analise espectroscopica
dos carboidratos purificados tenha mostrado espectros semelhantes, é possivel
encontrar algumas diferengas sutis que podem ser influenciadas pelo ambiente
quimico em cada uma de suas estruturas poliméricas. Nenhum outro contaminante foi
identificado nas amostras. DS-CB e DS-PS mostraram efeitos semelhantes na
coagulagao, com DS-CB cessando a formagao de trombos com uma dose mais baixa
(50 pg / g) em comparagao com DS-PS (75 ug /g). Ambos os GAGs foram capazes
de estimular a sintese de HS-PG endotelial secretado para o meio. Destacamos os
achados sobre as propriedades antitromboéticas do DS de PS e BC, e apresentamos

um novo resultado em relagdo as suas propriedades na parede celular endotelial,



estimulando a sintese de HS, que foram encontrados para promover respostas

angiogénicas das células endoteliais além de suas propriedades antitrombdticas.

Palavras-chave: Glicobiologia, trombose, glicosaminoglicanos, Dermatan Sulfato,

Proteoglicanos, coagulagéo.



ABSTRACT

Dermatan sulfate (DS) is an anionic, linear, and structurally complex polysaccharide
belonging to the glycosaminoglycans (GAG) class, found in a wide variety of tissues in
many species attached to a core protein as proteoglycans (PG). DSPGs have been
implicated in various cellular processes and cell-matrix interactions. DS chains may
also influence the coagulation process, binding to serum proteins and inhibiting
thrombin (interacting with HCII). This study aimed to extract GAGs from different
tissues, and investigate DS effects upon coagulation hemostasis. GAGs were
extracted by proteolysis, precipitated, desalted, lyophilized, submitted to agarose gel
electrophoresis and chemical dosages (hexosamine, uronic acid). GAGs from porcine
skin (PS) and bovine cornea (BC) were, further, purified by anion exchange
chromatography and characterized by agarose gel electrophoresis, molecular mass,
chemically (hexosamine, uronic acid, and sulfate contents), and spectroscopically (IR,
RAMAN, and RMN). The purified polysaccharides were evaluated in experimental
animal models of thrombosis and the stimulation of heparan sulfate proteoglycan
synthesis by endothelial cells in culture. Different GAGs could be extracted from
various tissues with high yields. The purified polysaccharides from CB and PS have a
distinct polymeric structure. BC-DS showed the highest molecular mass and lower
sulfate: hexosamine ratio (DS-BC=0,802, DS-PS=1,189), also it seems to have the
highest content of IldoA when compared with PS-DS (GIcAC/HEX: DS-BC=0,619, DS-
PS=1,109). Although the spectroscopical analysis of the purified carbohydrates
showed similar spectra, it is possible to find some subtle differences that might be
influenced by the chemical environment on each of their polymeric structure. No other
contaminants were identified on the samples. DS-BC and DS-PS showed similar
effects on coagulation, with BC-DS ceasing thrombi formation with a lower dose
(50pg/g) compared to DS-PS (75ug/g). Both GAGs were capable of stimulating the
synthesis of endothelial HSPG secreted to the medium. We highlight the findings on
antithrombotic properties of DS from PS and BC, and presented a new result regarding
its properties on the endothelial cell wall, stimulating the synthesis of HS, which have
been found to promote angiogenic responses of endothelial cells beyond its

antithrombotic properties.



Keywords: Glycobiology, thrombosis, glycosaminoglycans, Dermatan Sulfate,
Proteoglycans, coagulation.
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1. INTRODUCAO

1.1 JUSTIFICATIVA

Doencgas Cardiovasculares (DC) € um grupo de desordens que afetam o
sistema cardiovascular (coragdo e vasos sanguineos) e estima-se que sejam a causa
da morte de 17,9 milhdes de pessoas/ano, sendo estas, a principal causa de mortes
no mundo (31% do total de mortes). Essas doengas geram um impacto direto na
economia, principalmente em paises de baixa e média renda como o Brasil, onde
ocorrem mais de trés quartos das mortes por doencgas cardiovasculares de todo
mundo (WHO, 2020).

Entre as desordens que fazem parte das DC estdo: as doencas
coronarianas, cerebrovasculares, arterial periférica, cardiaca reumatica, cardiaca
congénita, trombose venosa profunda e embolia pulmonar. Essas doengas, e suas
complicagdes, sdo caracterizadas por eventos agudos causados principalmente por
um bloqueio que impede o fluxo correto do sangue para o coragédo ou cérebro, o que
pode levar a morte ou morbidade do individuo (MACKMAN, 2008).

A formacéao do trombo pode ocorrer tanto em artérias quanto nas veias. Nas
artérias essas condigbes, na maioria das vezes, sdo geradas pelo aumento de
depdsito de gordura nas paredes dos vasos sanguineos o que pode acarretar um
bloqueio local do mesmo ou causar um disturbio da hemostasia com consequente
disseminagcao e formacado de trombos, levando a complicacbes como o infarto do
miocardio e AVC (MACKMAN, 2008). Em paises desenvolvidos, cerca de 85% dos
AVC’s sao de forma isquémica devido a um tromboembolismo, sendo o restante
gerado por derrame hemorragico. Ja nos em paises em desenvolvimento, a taxa para
AVC’s gerados por derrame hemorragico é de 50%, muito devido a uma deteccgéo e
tratamento tardio dos riscos cardiovasculares principalmente hipertensdo (CHAN;
WEITZ, 2019; KYRLE; EICHINGER, 2005). Ja nas veias os trombos podem ser
formados de diferentes maneiras, tais como, um fluxo de sangue mais lento ou até
auséncia deste, propriedades do sangue alteradas como trombofilia, e alteragdes no

endotélio vascular (MACKMAN et al., 2020). Esses trombos podem entéo, se deslocar
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e atingir pulmdes ou mesmo o cérebro, gerando um processo chamado de trombose
venosa profunda, sendo esta a terceira maior causa de acidentes cardiovasculares,
atras apenas do infarto e do acidente vascular cerebral (CHAN; WEITZ, 2019; KYRLE;
EICHINGER, 2005; MACKMAN et al., 2020; WENDELBOE; RASKOB, 2016). Pessoas
com doencas cardiovasculares ou que apresentam alto risco cardiovascular (devido a
presenca de um ou mais fatores, como hipertensdo, diabetes, hiperlipidemia ou
doencas ja estabelecidas) precisam de detecgéo e tratamento precoces por meio de
aconselhamento e medicamentos apropriados. Dentre os medicamentos utilizados, os
denominados como antitromboéticos, podem ser divididos em, agentes
anticoagulantes, agentes fibrinoliticos e agentes antiagregantes (AFONSO et al.,
2016; CHAN; WEITZ, 2019).

As drogas anticoagulantes em sua maioria irdo atuar na cascata de
coagulagao ou na ativagao das plaquetas exercendo seus efeitos de forma geral de
quatro possiveis maneiras: 1) inibigdo ou potencializagdo da acdo de inibidores
naturais da trombina, como os derivados da hirudina, bivalrudina e derivados da L-
arginina, que atuam inibindo a trombina; ou a heparina e heparina de baixo peso
molecular, que potencializam o efeito da antitrombina Il e HCII, ou até mesmo inibindo
o fator Xa (rivaroxabana) impedindo assim a ativagdo da trombina (AFONSO et al.,
2016; MACKMAN, 2008; MACKMAN et al., 2020). 2) Antagonistas da vitamina K
impedindo assim a formacado completa de alguns fatores de coagulagdo (como a
warfarina). 3) Drogas do tipo fibrinoliticas, atuam aumentando a ativacdo do
plasminogénio em plasmina, sendo esta responsavel pela desintegragdo do trombo.
Drogas desse tipo ndo sdo usadas como profilaxia da formagédo do trombo, porém,
sdo usadas em processos trombaéticos agudos. Como exemplo comercial temos a
estreptoquinase, uroquinase e alteplase (forma recombinante da TPA, efeito
fibrinolitico especifico) ((AFONSO et al., 2016; MACKMAN, 2008; MACKMAN et al.,
2020). 4) Ja as drogas antiagregantes (ou antiplaquetarias), atuam impedindo a
agregagao das plaquetas, sendo muitas vezes usadas em casos de profilaxia,
principalmente nos casos de trombos em artérias. Como exemplos dessas drogas
temos: os inibidores irreversiveis da COX-1 (acido acetil salicilico), os antagonistas
dos receptores da ADP P2Y12 - ticlopidina, clopidogrel, prasugrel, ticagrelor,
cangrelor e elinogrel; os inibidores da Gp llIb/lla — abciximab, eptifibatide e tirofiban;

os antagonistas do recetor da trombina — vorapaxar, atopaxar, e os inibidores do TxA2:
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picotamida, ridogrel, ramatroban (KYRLE; EICHINGER, 2005; MACKMAN, 2008)
(AFONSO et al., 2016; KYRLE; EICHINGER, 2005; MACKMAN, 2008).

Tendo em vista o impacto na saude do individuo, as implicagdes sociais e
econdmicas geradas pelo descontrole da hemostasia e formagao de trombos, além
de eventuais falhas na terapéutica atual, que incluem efeitos adversos, como
hemorragias, trombocitopenia, reagdes anafilaticas e até mesmo o desenvolvimento
de tolerancia ao farmaco devido ao uso por longos periodos dos medicamentos
(KYRLE; EICHINGER, 2005). Faz-se assim, de vital importéncia a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na hemostasia. Assim como a busca por novos farmacos que
possam atuar no controle e prevencao dessas condigdes. Como exemplo desses
farmacos, podemos citar os carboidratos complexos provenientes de diferentes
fontes. Como os provenientes de algas e glicosaminoglicanos de origem animais.
Esses carboidratos, tem sido através de anos, utilizados na terapéutica e tem se
mostrado uma importante linha de estudo da coagulagcdo. Uma vez que, possuem uma
estrutura extremamente complexa, heterogénea e afetam de diferentes maneiras a
hemostasia. Tendo em vista o seu potencial inibitério da coagulagdo e possiveis
alteracdes nos vasos sanguineos resultantes da exposigdo ao GAG. Dessa forma, o
presente trabalho tera como objetivo geral a extragdo de diferentes
glicosaminoglicanos do tipo dermatam sulfato. Assim como, seu impacto na

hemostasia, e o seu uso em potencial como um agente terapéutico.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Coagulagdo sanguinea

A coagulagdo sanguinea é uma sequéncia complexa de reagdes
bioquimicas que resultam na formagdo do coagulo de fibrina, é parte essencial do
fendmeno de hemostasia, sendo este um mecanismo fisiolégico essencial, e cujo
objetivo € a manutengdo da circulagdo e fluidez do sangue dentro dos vasos
sanguineos. Sendo, a hemostasia, portanto, um mecanismo dependente de um
delicado balango entre processos pro coagulantes e anticoagulantes que geralmente
descreve uma série de eventos no qual levam ao término do sangramento apds uma
lesdo vascular (SUCKER; ZOTZ, 2015)

A primeira teoria tentando explicar o fenébmeno da coagulagéo surgiu em
1904 com Paul Morawitz, onde este propdes que tecidos, e plaquetas, dariam inicio a
coagulagdo do sangue através de um fator chamado tromboquinase (fator Ill), este
fator agiria sobre a protrombina (fator Il), que na presencga de ions de calcio (fator IV),
converte-a em trombina. Esta por sua vez, atuaria convertendo o fibrinogénio soluvel
em fibrina insoluvel formando assim os coagulos (MORAWITZ, P, 1904). A teoria de
Morawitz, embora ainda muito incompleta, foi fundamental para langar uma base do
para o entendimento da coagulacéo, e perdurou como uma certeza por 40 anos.
Apesar dos diversos acréscimos a teoria, muito por avancos nos estudos envolvendo
disturbio hereditarios da coagulagdo (como em hemofilicos) e a descoberta de novos
fatores de coagulagéo.

Tais descobertas entre as décadas de 1940 e 1950, a respeito de disturbios
de coagulagado hereditarios, ou nédo, e os fatores de coagulacdo presentes, ou
ausentes, na sua forma ativa, ajudaram a consolidar um importante conceito a partir
da metade final do século XX. No qual, os fatores de coagulagao estariam presentes
no sangue, na sua maior quantidade, como fatores inativos e se tornariam ativos de
maneira gradual através de uma protedlise limitada e sequencial. Tal entendimento
surge a partir de estudos sobre o fator VII ativado, uma vez que se observou que ele
poderia, mesmo apos ativado, ser inibido por um conhecido inibidor de serino
proteases, o diisopropil fosfato (KINGDON; DAVIE; RATNOFF, 1964). Na presenca
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do inibidor, a hidroxila do residuo de serina presente nos fatores de coagulagao
ativados, estimula um ataque nucledfilo ao grupo fosfato do inibidor, resultando assim
na transferéncia do fosfato a serina, o que leva a uma mudanga conformacional do
fator, resultando assim na sua inativacdo (KINGDON; DAVIE; RATNOFF, 1964). A
descoberta dessa hidroxila presente no residuo de serina fundamental para a reacao
do sitio catalitico dos fatores de coagulagdo, mostra que tais fatores estdo presentes
no sangue como serino-proteases inativas e se tornavam ativas de maneira gradual
através de uma protedlise limitada e sequencial (step-by-step) (DAVIE, 2003). Essas
descobertas levaram dois grupos, quase que simultaneamente, a publicarem um novo
modelo para a coagulagéo.

No ano de 1964, dois grupos publicaram, com alguns meses de diferencga
apenas, dois artigos referenciados até hoje como base para o estudo da coagulagéo
sanguinea. O primeiro deles publicado por Macfarlane, na Nature, e o segundo por
Davie, E. W., e Ratnoff na Science. Em ambos os artigos os autores sugerem que a
coagulagdo sanguinea se daria por um mecanismo de amplificagdo das reagdes
enzimaticas, onde cada estagio ativaria o proximo, por meio de uma protedlise
limitada. Sendo este efeito em cascata, e que levaria a coagulagdo (DAVIE;
RATNOFF, 1964; MACFARLANE, 1964). As duas propostas ganharam grande
destaque e renome por esclarecer a sequéncia de interacdo entre os fatores de
coagulagado da via intrinseca e demostrando através de reagdes que poderiam ser
testadas e reproduzidas em laboratérios.

Nos anos subsequentes varios autores realizam modificacbes nas
propostas da cascata de coagulagdo. Apresentando assim, como um modelo util,
Figura 1, para a compreensao e entendimento dos passos essenciais para a
coagulagao in vitro. Assim como, uma definigdo clara das diferentes vias em
intrinseca, extrinseca e comum. Permitindo assim, que deficiéncias e alteracdes no
processo de coagulagdo fossem classificadas, diagnosticas e tratadas de maneira
apropriada. Esse modelo também foi essencial para a compreensao de varios
inibidores da cascata de coagulagéo, no entanto, ele explica apenas a interagao de
fatores no plasma em um ambiente “estatico” (in vitro, com fatores isolados), nédo
considerado as interagdes das células endoteliais, para tal compreensao um novo

modelo foi proposto e discutido a frente.
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Figura 1 Modelo da cascata de coagulagdo (Fonte: adaptado de DAVIE; FUJIKAWA; KISIEL,

1991)
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1.2.2 Modelo celular da coagulagao sanguinea

O modelo da cascata de coagulagéo proposto em 1964, e ainda muito
utilizado, descreve as reacdes bioquimicas que se amplificam e se fazem necessarias
para que ocorra a coagulagao. O modelo original da cascata, conforme descrito acima,
sofreu diversas alteragdes ao longo dos anos e hoje pode ser resumido em um
esquema com duas vias bem distintas, a via intrinseca iniciada pela ativagao do fator
Xll e a extrinseca iniciada pela ativagao do fator tissular e fator VII, Figura 1. Os
caminhos de ambas as vias convergem entdo para um em comum, no qual o
complexo FXa/FVa, na presenga de calcio e fosfolipidios (complexo
protrombinaquinase), ativaria a trombina, e assim como as vias intrinseca e
extrinseca, resultando na amplificagdo do sinal até a formag¢ao do coagulo de fibrina
(DAVIE; FUJIKAWA; KISIEL, 1991; HOFFMAN; MONROE, 2007).

No entanto esse modelo falha ao tentar explicar a hemostasia in vivo, uma
vez que, pacientes com diferentes deficiéncias nos fatores da via intrinseca poderiam
apresentar tempos igualmente longos de tempo de protrombina (PT) e tempo de
tromboplastina parcial (APTT) sem apresentar os mesmos riscos de hemorragias.
Como, por exemplo, em pacientes com deficiéncias dos fatores Xl ou XII, os individuos
podem nao apresentar episddios graves de hemorragia. Do mesmo modo, em
deficiéncias dos fatores VIl ou IX, as hemofilias A e B, nas quais, mesmo com a
capacidade de formar o complexo entre os fatores Vlla e o fator tissular, através da
via extrinseca, portanto, capaz de ativar o fator X, os individuos continuam tendo
problemas de sangramento (HOFFMAN; MONROE; ROBERTS, 1996; HOFFMAN;
MONROE, 2007). No modelo da cascata de coagulagao até entdo apresentado, a via
intrinseca, nao parece ser essencial para a homeostase in vivo uma vez que esta é
“‘compensada” pela via extrinseca. No entanto, tem um papel fundamental nas
patologias mencionadas acima e na patologia da trombose (DAVIE, 2003).

Na tentativa de explicar algumas falhas no modelo e ampliar o
entendimento da coagulagdo Monroe e Hoffman, em 2001, propuseram um modelo
que leva em consideragdo uma vasta rede de interagdes entre os fatores e a superficie
celular que s&o necessarias para explicar apropriadamente a coagulagao in vivo.
Estudos iniciais da coagulagédo ja colocavam células como plaquetas e hemacias

como participantes do processo de coagulagdo, uma vez que, estas atuam na
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formagao do tampao plaquetario (MORAWITZ, PAUL, 1958). Em adi¢do a isso, ja se
conhecia um pouco sobre o papel de um componente integral da membrana das
células na coagulacao, o fator tissular (MACFARLANE; BIGGS, 1953). No entanto,
um grande avango nas teorias da coagulagéo, se deu apds a descoberta de que a
exposicao do sangue as células que expressam FT na sua superficie era suficiente
para se iniciar a coagulagao in vivo (HOFFMAN et al., 2005; RIDDEL et al., 2007).

Essas observacbes levaram a uma revisdo do modelo anterior da
coagulagdo. E a descoberta de um ponto chave para a coagulagédo, que seria o
complexo fator Vlla/fator tissular. Este complexo atuaria na ativagao do fator IX e o
fator X (DAVIE; FUJIKAWA; KISIEL, 1991; HOFFMAN, 2003a).. Outra importante
observacado do novo modelo foi a de que o complexo fator Vlla/Fator tissular possui
um papel fundamental na inicializacdo da coagulagdo in vivo, sendo expresso
continuamente em células da musculatura lisa, fibroblastos, mas ausente no endotélio
do vaso celular (HOFFMAN et al., 2005). No entanto, a presenga desse complexo
formado, desencadeia o processo de coagulagdo do sangue quando em contato com
0 sangue circulante, por algum disturbio do endotélio, lesdo, ou apds ativacdo de
monacitos e de células endoteliais (RIDDEL et al., 2007) . Evidéncias sugerem que o
FT pode estar presente no sangue também como microparticulas derivadas de
fragmentos de membranas de varias células como: como globulos brancos, endotélio
e plaquetas. O que explicaria um papel importante desse fator na patofisologia da
trombose (SUCKER; ZOTZ, 2015). Sendo assim o novo modelo, modelo celular,
divide a hemostasia em dois tipos, a hemostasia primaria, onde seria definido todos
os aspectos da formagdo da adesdo e agregacao plaquetaria, e a hemostasia
secundaria, definida como os processos que levariam a formacao e estabilizacdo da
fibrina (SUCKER; ZOTZ, 2015).

Dessa forma o modelo celular se propde entdo a explicar a coagulagao
como um processo dindmico que ocorre no sangue envolvendo também células e
tecidos. Composto por uma série de fases que, muitas vezes, se sobrepdem na
tentativa de explicar os complexos e entrelagados processos fisicos, celulares e
bioquimicos que contribuem para hemostasia. Nao sendo limitado a vias, ou caminhos
unicos. Sendo essas fases, envolvidas também na manutengédo da integridade do
endotélio, denominadas de: iniciagado, propagacédo e termino (HOFFMAN, 2003a;
SUCKER; ZOTZ, 2015).
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1.2.2.1 Fase de iniciagéo

A fase de iniciagdo € localizada nas células que expressdo o FT,
geralmente encontradas fora dos vasos, quando exposto, o FT se liga ao fator VII,
circulante no sangue, ativando-o e formando o complexo fatorVlla/FT, (HOFFMAN;
MONROE, 2007). Se a exposigao e ativacado desses fatores € forte o suficiente para
sobrepor os inibidores locais, o complexo fator Vlla/FT, ativa pequenas quantidades
de fator IX e fator X. Este ultimo fator ativado, se associa com o fator Va, formando o
complexo tromboquinase, ainda na superficie da célula onde o FT estd sendo
expresso (HOFFMAN et al., 2005; HOFFMAN; MONROE; ROBERTS, 1996). O fator
V pode ser ativado também por diferentes proteases nao relacionadas a coagulagéo
ou pelo fator Xa conforme mencionado. Essa sequéncia de ativagdo pode gerar uma
pequena quantidade de trombina ativada. (ALLEN; TRACY, 1995; MONKOVIC;
TRACY, 1990).

Cabe aqui ressaltar que, as proteinas plasmaticas descritas na cascata de
coagulagao podem circular pelos tecidos sendo até encontradas na linfa (LE et al.,
1998). Sendo assim, & provavel que o fator VII se ligue ao FT fora do vaso sanguineo
mesmo na auséncia de lesdo (HOFFMAN; MONROE, 2007), assim como os fator X e
fator IX. No entanto o processo se encerra. No caso da coagulagdo, o processo ira
prosseguir para uma fase de amplificagdo apenas quando as plaquetas e o fator VII
se ligar ao FT, sendo para isso necessario uma lesdo do endotélio e exposi¢gao do
sangue a essas células portadoras do FT. Uma vez danificada a parede celular e os
eventos acima iniciados uma série de eventos como adeséao, agregagao, liberagao de
vesiculas granulares e alteracbes morfolégicas acontecem com as plaquetas

resultando na sua ativagao (RIDDEL et al., 2007).
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Figura 2- Esquema proposto para a hemoéstase, fase de iniciagao, propagacgao e
amplificagao (Fonte: préprio autor).

1.2.2.2 Fase de amplificagcdo

Apods a fase de iniciagao, na qual uma pequena quantidade de trombina é
formada, essa podera agir clivando o fibrinogénio em fibrina, porém como a trombina

foi gerada em pequenas quantidades, isso ndao é suficiente para a formagao do

coagulo de fibrina ou estabilizagdo dos crosslinks pelo fator XIlI

. No entanto a
trombina, mesmo em baixas concentragdes pode agir sobre as plaquetas ativando-

as, levando a exposigao de fosfolipidios carregados negativamente na sua superficie,
assim como, sitios de liga¢des para mais fatores de coagulagao e ainda ativando fator
V, fator VIII e fator XI presentes também na superficie das plaquetas. Dessa forma a

resposta € amplificada, com a trombina ativando plaquetas e mais fatores de
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coagulagao, que por sua vez, também se ligam as plaquetas ativando-as (OLIVER et
al., 1999; RIDDEL et al., 2007). Outro ponto que vale ressaltar nessa etapa é que o
complexo formado pelo fator Vlla/FT é dissociado, permitindo que o FT seja mediador
de mais ativagdes e agregacao das plaquetas no local de leséo, Figura 2 (OLIVER et
al., 1999; RIDDEL et al., 2007).

1.2.2.3 Fase de propagagéao

Apds uma abrupta geragdo de trombina na etapa de amplificacao,
resultando em grande numero de plaquetas ativadas no local de lesdo, tem se inicio
a fase de propagacédo e formacédo do coagulo, fase esta que ocorre também na
superficie das plaquetas ativadas. O fator IXa gerado pelo fator Xla na superficie das
plaquetas ou também pelo complexo Vlla/FT na superficie de células portadoras de
FT, é pouco inibido pelo inibidor da via do fator tissular e a ATIl, podendo atuar nas
plaquetas onde foi ativado ou se difundir até outras plaquetas, esse fator quando
ativado se liga ao fator Vllla agora expresso na superficie das células, formando um
complexo.

Uma vez formado o complexo entre fator IXa/FVIlla, este ativa o fator X,
que imediatamente, ainda na superficie das plaquetas, se liga ao fator V, gerando o
complexo fator Xa/FVa. Esse complexo rapidamente converte grandes quantidades
de pro-trombina em trombina, resultando na quebra do fibrinogénio e na formagao dos
mondmeros de fibrina, que se polimerizam iniciando a formag¢ao do coagulo estavel
de fibrina (HOFFMAN et al., 2005; SUCKER; ZOTZ, 2015).

1.2.24 Fase de término

Uma vez que o coagulo estavel de fibrina é formado, uma fase de término
se inicia, para que todo o processo de coagulagdo se mantenha limitado ao local de
lesdo. Evitando-se assim, que a coagulagcédo, uma vez desencadeada, se propague
por todo o sistema vascular (HOFFMAN, 2003a). Esse controle da coagulagao, é feito
por uma série de proteinas e sistemas que quando funcionando adequadamente

restringem a coagulacgéo ao local de lesdo (HOFFMAN et al., 2005)



30

Diversas proteinas atuam diretamente inibindo a coagulagdo sanguinea,
um grupo de moléculas inibidores de serino proteases desempenham uma importante
funcdo na inibicdo da hemdstase local. De maneira geral as serino proteases atuam
inibindo seus alvos de maneira competitiva, através de um mecanismo incomum de
inibicdo suicida, onde esta, apresenta sequéncias alvo para o reconhecimento das
suas proteinases alvos, aprisionando-as em um complexo, subsequente acilacdo das
estruturas, o que resulta em uma mudancga conformacional tanto do inibidor quanto da
enzima (RAU et al, 2007). Dentre essas SERPINAS, a mais conhecida é a
antitrombina (AT), uma glicoproteina sintetizada majoritariamente no figado, formada
por 432aa e uma massa molecular de 58kda. Essa glicoproteina possui como principal
funcao fisioldgica a inibicdo da trombina e do fator Xa, embora possa inibir também os
fatores IXa, Xla, Xlla, a calecrinina e a plasmina (NEGRIER; SHIMA; HOFFMAN,
2019). Outra serino protease com estrutura e fungédo semelhante ao ATIIIl € o Cofator
Il da heparina (HCII), no entanto, este possui uma especificidade limitada apenas
trombina. As acdes desses dois inibidores de SERPINAS, podem ser potencializadas
pela presenca de GAGs, aumentando assim a atividade desses inibidores na
circulagao evitando assim um efeito trombaético. Esses GAGs podem ser utilizados na
terapia para controle da coagulagdo, como a heparina. Porém, estes se fazem
presentes na superficie das células do endotélio e outros tecidos, desempenhando
assim um papel importante na inibicdo da coagulagdo e controle da hemostasia. Os
tipos de reagdo e como ocorre a potencializagéo dos inibidores de coagulagado pelos
GAGs serao discutidos mais a frente, assim como a importancia desses para a
coagulagdo(HUNTINGTON, 2005; MACKIE; BULL, 1989; SOBCZAK; PITT,;
STEWART, 2018).

Outro ponto de importante no controle da coagulagcdo e atuando
principalmente de forma sistémica é a proteina C. Uma proteina zimogénica, também
da familia das serino proteases, com estrutura homologa aos fatores dependentes da
vitamina K (fatores: VII, IX e X). Esta proteina é ativada por pela a trombina apds sua
ligagdo com o receptor endotelial trombomodulina (TM) (GRIFFIN; ZLOKOVIC;
MOSNIER, 2012). Na sua forma ativa, aPC, desempenha diversos papeis no
organismo como na inflamagao, morte celular por apoptose e coagulagao sanguinea.
Esta, quando ativada, causa a inativacado dos fatores Va e Vllla, fatores importantes
para a formagao de trombina e altamente pro coagulante, uma vez que ambos os

fatores alteram a ordem de ativagao da trombina e varias ordens de magnitude. Entre
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os cofatores que influenciam na inativagao dos fatores Va e Vllla, esta a proteina S,
um importante cofator da proteina C. A proteina S se liga a APC e fosfolipidios de
membrana, trazendo o sitio ativo da APC para da sua posi¢ao de clivagem. A proteina
S também ira competir com o fator Xa pela ligagdo ao fator Va aumentando assim a
inibicdo da coagulacdo (GRIFFIN; ZLOKOVIC; MOSNIER, 2012). Dessa forma,
devido a eficiéncia da inativagdo do fator Va e Vllla, a proteina C se faz um ponto
crucial no controle da coagulagao in vivo. Com individuos que n&o expressam esse
tipo de proteina podendo sofrer problemas graves de trombose (quando
heterozigotos) ou até mesmo problemas mais graves de coagulagdo como a purpura
fulminante em casos de neonatos homozigotos. Ndo obstante a identificacdo da
proteina C e seu papel na coagulagdo implicou em uma importante mudanca
conceitual no papel da trombina. Ndo obstante ela tenha uma fungdo coagulante,
guando produzida em excesso, quando produzida apenas em pequenas quantidades
€ um potente anticoagulante, atuando junto com a trombomodulina na ativagdo da
proteina C (GRIFFIN; ZLOKOVIC; MOSNIER, 2012; MARLAR; KLEISS; GRIFFIN,
1982).

Por ultimo, mas ndo menos importante para o controle da hemostasia,
temos o sistema fibrinolitico. Este, sera responsavel pela quebra dos polimeros de
fibrina e consequente dissolugdo do coagulo, fibrindlise. Prevenindo assim o excesso
de fibrina intravascular e permitindo a remoc¢ao do trombo. A superficie da fibrina seréao
os principais pontos de atividade da fibrindlise, modulando a ligagdo das principais
enzimas fibrinoliticas. A principal enzima fibrinolitica € a plasmina, uma serino
protease, circulante na forma de zimogénio, plasminogénio, e responsavel pela
degradacgao de varias proteinas no plasma, sendo a mais importante delas a fibrina
(CHAPIN; HAJJAR, 2015). Os dois principais ativadores fisiologicos do plasminogénio
sdo o ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA, “tissue-type plasminogen
activator’) e o ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA, “urokinase-type
plasminogen activator’), ambos ativadores possuem alta especificidade pelo seu
substrato (plasminogénio), promovendo uma hidrolise de uma unica ponte peptidica
(Arg560-Val561) para a formagdo da serio-protease ativa denominada plasmina
(HOFFMAN, 2003b). Embora a plasmina seja capaz de degradar outras proteinas, em
condigdes fisioldgicas, a fibrindlise ira ocorrer como um processo altamente especifico
para a fibrina, uma vez que, de uma maneira autorregulatéria a fibrina atua

aumentando a afinidade do t-PA pelo plasminogénio, com um Km= 65mM e de
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0,15/1,5mM na presenca de fibrina (CHAPIN; HAJJAR, 2015). Esse sistema
fibrinolitico € muito bem regulado também através de inibidores, sendo os mais
importantes, o inibidor da ativagdo do plasminogénio, este atua inativando o, t-PA e u-
PA (CHAPIN; HAJJAR, 2015; HOFFMAN, 2003b).

Devemos aqui destacar que, as reag¢des bioquimicas da coagulagdo do
sangue sdao mais complexas do que foram descritas e devem ser estritamente
reguladas de modo a evitar ativagdo excessiva do sistema, formagao inadequada de
fibrina e oclusédo vascular. Assim, a atividade das proteases operantes na ativacdo da
coagulagao é regulada por GAGs e numerosas proteinas inibitérias, muitas vezes
expressas pelo proprio endotélio, que atuam como anticoagulantes naturais. Devemos
ter em mente também que as diferentes vias regulatérias citadas ndo operam
isoladamente e em condigdes fisioldgicas normais, auséncia de lesdo vascular, ha um
predominio dos mecanismos anticoagulantes sobre os procoagulantes, mantendo-se
desta forma a fluidez do sangue.

Dentre as diversas estruturas mencionadas para o controle e manutencao
da fluidez do sangue, e como estes sédo parte fundamental, para a manutencéo de
diversos tecidos e da sinalizagdo celular, incluindo a coagulagdo sanguinea e a
manutenc¢ao da integridade dos vasos que sera discutido a frente, mas ndo sem antes
uma introducao e classificacdo dos PG

Dentre as diversas estruturas mencionadas para o controle e manutencéao
da fluidez do sangue, os proteoglicanos e suas cadeias laterais de GAGs merecem
destaque. Uma vez que, ambos envolvidos em uma série de processos bioldgicos que
serao discutidos a seguir, dentre eles a inibicdo de alguns fatores de coagulagao,
assim como, o controle e a manutencao da integridade dos vasos sanguineos. Dentre
os GAGs, talvez o mais comum e uma das drogas mais utilizadas na terapéutica é a

Heparina, e que sera discutida na sequéncia.
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1.2.3 Heparinas e seu papel na terapéutica

A heparina foi o primeiro anticoagulante descoberta em 1917 e utilizada como
medicamento desde 1935. Sendo considerada como padrao ouro, no tratamento de
diversos quadros clinicos como: problemas cardiovasculares, cerebrovasculares,
trombose venosa profunda, profilaxia pos cirurgica e mais recentemente, estudos tem
se intensificado para outros usos como: anti-inflamatorio e no tratamento de alguns
tipos de cancer (HAO et al., 2019; MACKMAN et al., 2020; PATRIARCHEAS et al.,
2020). A heparina € um polissacarideo linear altamente sulfatado, com uma massa
molecular, em média, variando entre 15 e 19 kDa, compostos por unidades
dissacaridicas repetidas compostas de uma glucosamina e um &acido urénico,
podendo possuir diferentes dominios de sulfatagdes, que trazem a estrutura do
polimero a habilidade de interagir com diferentes fatores da coagulagéo (FAN et al.,
2018; MEDEIROS et al., 2012; ONISHI et al., 2016). A heparina exerce 0 seu maior
potencial anticoagulante devido a um pentassacarideo com alta afinidade pela
antitrombina (ATIII). A presenca da heparina gera uma mudanga conformacional no
ATIII, aumentando assim a sua afinidade por diversos fatores de coagulagdo, como a
trombina, fator Xa e fator IXa (HIRSH et al., 1995). Modificagdes na estrutura do
polimero como, a redu¢do do tamanho da estrutura, por digestdo enzimatica ou
reagcées quimicas sequenciais, dao origem as heparinas de baixo peso molecular
(LMWHs) e a um pentassacarideo o Fondaparinux®. Ambas as modificagdes
introduzidas na terapéutica a partir de 1993 e 2001 respectivamente (MACKMAN et
al., 2020).

No entanto, mesmo com anos de usos e diversas aplicacdes as heparinas, e
seus derivados, possuem varias limitacbes terapéuticas e que precisam ser
abordadas (MACKMAN et al., 2020). O primeiro efeito colateral induzido pelo uso da
heparina, e um dos mais significativos para a clinica médica, € a trombocitopenia
induzida pela heparina (TIH). Uma sindrome clinico patoldgica, que ocorre quando ha
formagao de anticorpos (IgG) heparina-dependentes, uma vez presentes, esses
anticorpos se ligam ao fator-4-plaquetario promovendo a ativagao plaquetaria através
dos receptores Fc. A ligagao dos anticorpos a este antigeno ocorre na superficie das

plaquetas e das células endoteliais. Resultando em agregagcdo e destruigao
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plaquetaria, assim como, lesdo das células endoteliais. Todo esse quadro leva a uma
ativagdo da coagulagdo, aumentando assim o risco de complicagbes
tromboemboliticas e ao quadro clinico principal da TIH, que inclui: trombocitopenia
(queda no numero de plaquetas) e trombose venosa e arterial (LINKINS, 2015;
PATRIARCHEAS et al., 2020). A formacédo desses anticorpos ocorre de maneira
rapida, e sem a produgao inicial de IgM, uma hipotese para explicar a rapida formagao
de anticporpos IgG, sem a formagédo de anticorpos de fase aguda, é a de que,
sensibilizagdes anteriores, decorrentes de infec¢gées bacterianas, ou outros fatores
ambientais, produzem o mesmo antigeno como o produzido pela heparina/fator-4-
plaquetario (LINKINS, 2015; LONGHI; LAKS; KALIL, 2001).

O quadro de TIH, geralmente, se desenvolve de 5-10 dias apdés o uso do
medicamento. A prevaléncia desse tipo de trombocitopenia pode variar de 0,1% a 5%.
Com uma maior incidéncia em pacientes que receberam a heparina apds cirurgia ou
trauma (1-5%), sendo pouco comum em pacientes que fazem uso profilatico (<1%) e
raros em mulheres gravidas (<0,1%). Tais condi¢bes quando nao identificadas podem
levar a uma mortalidade de 20% dos individuos, assim como amputagao de membros
(6-10%), relacionada a gangrena gerada pela obstru¢cdo da circulagcdo. O mesmo
quadro, pode ocorrer também, com o uso de heparinas de baixo peso molecular
(LMWHSs), ou até mesmo, em raros casos, apos o uso do Fondaparinux® (LINKINS,
2015).

Outro efeito colateral importante da terapéutica com heparinas, e talvez o mais
observado, sdo os sangramentos excessivos presentes como uma das mais comuns
reagoes adversas apos o uso de heparina (HIRSH et al., 1992; ONISHI et al., 2016;
PATRIARCHEAS et al., 2020), sendo os maiores riscos observados em mulheres
acima de 60 anos, principalmente com o uso de heparinas nao fracionadas (UFH)
(ONISHI et al., 2016). As heparinas atuam diretamente na coagulagdo e com um
elevado potencial inibitério dos fatores de coagulagdo. Sendo necessaria uma baixa
dose para promover alteragdes significativas na coagulagado. Dessa forma, a terapia
com heparina deve ser constantemente monitorada e ajustada de acordo com o
paciente, visando reduzir as complicagdes hemorragicas (ONISHI et al., 2016). O
monitoramento da terapéutica deve ser realizado rotineiramente através de testes
como o aptt e a dose de heparina deve ser constante ajustada, visando atingir a faixa
terapéutica ideal, mensurada como um aumento do aptt em 1,5 a 2,5 vezes. Essa

faixa deve ser observada com muita cautela, uma vez que sangramentos e
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hemorragias estdo presentes como um efeito colateral comum, e qualquer alteragéo
seja no preparo da heparina ou até mesmo nos testes que avaliam a terapéutica,
podem influenciar diretamente no tratamento (HIRSH et al., 1992; ONISHI et al.,
2016),

Apesar de incomuns, o uso prolongado da heparina pode levar também a um
quadro de osteoporose. Isso ocorre uma vez que o uso prolongado leva a uma
reducao da mineralizagcao Ossea, em decorréncia da inibicdo da diferenciacdo dos
osteoblastos promovida pela Heparina. Somado a isso, a heparina atua também
acelerando a reabsorgcdo Ossea, através da reducido de fatores que controlam a
diferenciacdo dos osteoclastos (ONISHI et al., 2016). O risco de osteoporose em
pacientes para LMWH precisa ainda ser avaliado, uma vez que os dados para esse
tipo de experimento sdo escassos, em decorréncia da recente descoberta e
aprovacao de uso do medicamento. Problemas neuroldgicos também podem ser
observados como efeito colateral da heparina, apesar de incomuns, estes podem
ocorrer como resultados de hematomas espinhais ou epidurais, tal efeito € observado
principalmente em LMWH, Fondaparinux® e heparinoides. Tais hematomas podem
levar a uma paralisia permanente do paciente (ONISHI et al., 2016). Outros problemas
em decorréncia do uso da heparina também podem ser observados, no entanto
destacamos aqui os mais importantes e mais frequentes dentro da terapéutica com
tais farmacos.

Desde que a heparina foi introduzida como o primeiro anticoagulante no
mercado, novas drogas antitrombéticas surgiram. No entanto, a heparina e seus
derivados ainda compdes uma significativa parcela do mercado, sendo ainda, a droga
de escolha em diversos tratamentos, e com, apenas o seguimento de LMWH nos EUA
estimado em USD 535,4 milhdes de dolares (FAN et al., 2018; MCCARTHY et al.,
2020). No entanto, conforme apresentado, a heparina e seus derivados, apresentam
alguns efeitos colaterais graves. E que pode assim apresentar para o mercado uma
oportunidade para o investimento e descoberta de novos farmacos com potencial
terapéutico tdo eficaz quanto os atualmente disponiveis, mas com um perfil de
seguranga aprimorado, em especial levando se em consideragéo o risco reduzido de
sangramento, um melhor controle da terapia e a auséncia (ou risco reduzido de

desenvolvimento) da TIH.
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1.3 PROTEOGLICANOS E GLICOSAMINOGLICANOS: CONSIDERAGOES
GERAIS

1.3.1 Proteoglicanos

Proteoglicanos (PGs), sdo proteinas altamente glicosiladas, cuja estrutura
consiste de um corpo proteico com uma ou mais cadeias de GAG covalentemente
ligadas. PGs sdo uma familia de glicoproteinas ubiquas, de variadas fungdes
bioldgicas, tais como: organizagao estrutural, regulagdo osmaética, homeostasia e a
manuten¢cdo da integridade de varios tecidos conjuntivos, sendo o principal
constituinte das matrizes extracelulares (MEC) (BEDINI et al., 2019; BRIMACOMBE;
STACEY, 1964; KJEUIN; LINDAHL, 1991). Os PGs possuem uma grande variedade
estrutural, uma vez que de todos os 30 mil genes do genoma humano (NHG, 2021),
43 genes parecem codificar proteoglicanos, e somado a essa diversidade de genes,
temos também um processo de “splicing” alternativo, que garante aos PGs uma
grande variedade de estruturas biologicamente ativas (SCHAEFER et al., 2017).

Nos ultimos 20 anos, avangos na compreensao das estruturas dos PGs
levaram a uma complexa classificacdo que pode ser ilustrada na Figura 3. Essa
sistematizacao, relaciona os proteoglicanos com base em trés diferentes critérios. O
primeiro deles, mais utilizado, é referente ao local onde o PG € encontrando. Apos
designados quanto ao local onde estes PG podem ser encontrados, observa-se a
homologia genética e proteica geral destes, e por ultimo, observa-se os modulos de
proteinas especificos dos seus esqueletos proteicos, Figura 3 (10Z2Z0; SCHAEFER,
2015).
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Conforme mencionado, o primeiro critério de classificagdo dos PGS, talvez
0 mais simples e mais utilizado, é referente a sua localizagdo. Dessa forma os PGs
podem ser divididos em quatro classes de forma excéntrica partindo do interior da
célula. A primeira das classes €, portanto, composta por PG localizados
intracelularmente em granulos secretores. Pertencentes a essa classe temos apenas
um PG, o serglicim. Esse PG é encontrado armazenado no interior dos mastocitos,
atuando em diversas fungbes bioldgicas, sendo a principal delas, a ligagdo com
proteases intracelulares presentes nos granulos, restringindo suas atividades quando
no interior das células. Essa atividade ocorre devido a sua alta carga negativa gerada
pelo GAG de heparina na sua cadeia lateral que interage com os residuos basicos da
estrutura de diversas proteases, mantendo as inativas até o momento da sua ativacao
(10ZZ0; SCHAEFER, 2015; PRYDZ, 2015).

A segunda classe € composta por PGs localizados na superficie celular, e
por apresentar uma maior diversidade que a classe anteriormente apresentada, esses
PGs podem ser também divididos de acordo com o segundo critério de classificagéo,
sua homologia genética e proteica (I0Z2Z0; SCHAEFER, 2015). Dessa forma, temos,
sete genes que codificam PGs transmembrana do tipo |, tais PGs possuem o N-
terminal fora da membrana citoplasmatica. E seis genes que codificam PG ancorados
por glicosil fosfatidil inusitol (GPI). Dentre esses PGs de superficie celular, todos, com
excecao do CSPG4/NG2 e fosfacam, possuem HS como GAG substituinte da cadeia
lateral. Sendo aqui importante destacar o Glipican, o PG com maior atividade
anticoagulante encontrado ancorados nas superficies celulares dos vasos
(SOBCZAK; PITT; STEWART, 2018).

Movendo de forma excéntrica as células, temos os PGs localizados no
espaco pericelular ou membrana basal, essa classe contém quatro PGs, intimamente
relacionados com a superficie celular de diversos tipos de células, sendo geralmente
ancorados por integrinas ou outros receptores. No entanto, esses PGs sdo em maior
parte constituintes presentes nas membranas basais, e por isso pertencentes a uma
classe distinta das anteriores. Os PG pericelulares podem também ser divididos de
acordo com a sua homologia genética e proteica, onde o perlecan e o agrim,
compartilham semelhangas estruturais no terminal C da sua estrutura, enquanto os
colagenos XVIII e XV, compartilham homologia nos terminais N- e C- dos dominios
nao colagenos (10Z2Z0O; SCHAEFER, 2015).
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A ultima classe de PGs, com 25 genes distintos codificando PGs e que
engloba um maior numero de membros é a classe dos PGs extracelulares(I0ZZ0;
SCHAEFER, 2015). Dentro dessa, quatro desses genes codificam a familia do
hialectam, um componente estrutural importante das cartilagens, responsavel pela
ligacdo do HA conferindo a viscoelasticidade necessaria alguns tecidos. A segunda
familia de PG extracelulares engloba 18 PGs e suas variagdes de “splicing”.
Resultando na classe mais vasta de PGs, na qual os membros podem ser localizados
em diversos tecidos. No entanto, sua cadeia proteica € relativamente pequena quando
comparada com os demais PG, sendo formada por varias unidades repetidas de
Leucina. Portanto, o nome da classe, do inglés “small leucine rich proteoglycans”
(SLRPs) (SOBCZAK; PITT; STEWART, 2018).

Dessa forma os PGs extracelulares do tipo SLRPs, sdo definidos por
possuirem uma cadeia proteica com uma estrutura solenoide formada por unidades
repetidas de Leucina (LRRs), cada uma composta por ~24aa, onde interacdes
proteina/proteina ocorrem (10Z2Z0O; SCHAEFER, 2015). Esses PGs s&o expressos em
grande quantidade durante o desenvolvimento de membranas finas de diversos
orgaos, sugerindo assim uma participacao direta dos PGs na regulagdo do tamanho
e forma dos orgédos durante o desenvolvimento embrionario. De forma geral, as
funcdes biolégicas dos SLRPGs sao vastas, sendo este talvez o arquétipo mais
estudado dos SLRPs e primeiro PGs envolvido diretamente no controle do
crescimento celular (I10Z2Z0; SCHAEFER, 2015).

Os PGs extracelulares do tipo SLRPs podem ser também subdivididos em
candnicos (classes de I-1ll) e ndo candnicos (classes de IV-V). Cuja diferenga pode
ser observada em um modulo proteico que compde sua estrutura, sendo assim levado
em consideracdo o terceiro critério de classificagao proposto. PG extracelulares do
tipo SLRPGs tidos como canbnicos, irdo apresentar em sua estrutura na regido N-
terminal, quatro residuos de Cys intercalados por diferentes aminoacidos, além de,
duas regides ricas em leucina (LRRs) e uma regidao C-terminal com uma sequéncia
de aa atipica (10ZZ0O; SCHAEFER, 2015). Nesta regido em especifico, temos uma
cadeia majoritariamente composta por leucina, porem séo encontrados um residuo de
Cys inserido a cada 10 residuos de asparagina. Essa composi¢cao de aa faz com que
a cadeia se dobre nessa regiao, adquirindo, assim, um formato semelhante a uma

“orelha” — dai nome para essa regiao, do inglés “ear”. PGs extracelulares do tipo
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SLRPs nao canénicos, ndo possuem esse modulo proteico disposto dessa maneira
(10ZZ0; SCHAEFER, 2015).

Aqui se faz importante observar também, que alguns membros dessas
classes ndo possuem substituicdes de GAGs em suas cadeias. O que foge do
conceito inicialmente apresentado para PG, no entanto levando-se em consideragao
a conservagao evolutiva, a homologia genética e proteica, assim como a organizagéo
génica, essas estruturas sao consideradas como PGs (10Z2Z0; SCHAEFER, 2015).
Uma vez que muitos destes, possuem homologia estrutural e fungdes préximas entre
si e entre PGs, como por exemplo a ligagdo com colageno, RTKs, receptores de
resposta imune inata, TGFB e a modulacédo através da sinalizagdo varias vias de
diversos processos biolégicos (10Z2Z0; GUBBIOTTI, 2018; SCHAEFER et al., 2017).

A Ultima familia de PGs extracelulares € a dos SPOCK. Esses PG
apresentam o seu esqueleto proteico homologo a proteinas acidas secretadas ricas
em cisteina (SPACK ou BMP-40) com cadeias de GAGs do tipo CS e HS. Os PGs
dessa classe tém sua estrutura formada por cinco dominios semelhante ao do
perlecan e agrim. Embora isolados primeiramente de testiculos, tem-se tornado
aparente que os SPOCKS sao quase exclusivamente expressos no sistema nervoso
central e contendo o HS como seu GAG majoritario. Uma vez que, o PG SPOCK1(ou
testican 1) esta associado a area pés-sinaptica das células piramidais do hipocampo.
O PG SPOCK?2 (ou testican 2) foi localizado em células neuronais de varias regides
do cérebro. E 0 PG SPOCKS (ou testican 3) € um HSPG do cérebro também parece
ser expresso de forma ubiqua no sistema nervoso cerebral (10Z2Z0; SCHAEFER,
2015).

Para finalizar essa apresentagao geral sobre PGs, vale aqui destacar
que ha um numero de PGs “parciais”, n&o incluidos aqui, mas que tem sido estudado
como: Prg4/lubricin, endocan, leprecan, collagens IX and Xll, bikunin e CD44. No
entanto ainda se sabe pouco sobre eles apesar das semelhangas funcionais e
biolégicas com os PGs (10Z2Z0O; SCHAEFER, 2015).

1.3.2 Glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos sao partes estruturais fundamentais das cadeias
de todos os PGs, pois sdo eles que irdo promover os efeitos nos tecidos ao interagir

com diversas moléculas. Ao contrario dos PGs, que possuem uma classificagao
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complexa, os GAGs séo classificados de acordo com sua a suas repetidas unidades
dissacaridicas (I0ZZ0O; SCHAEFER, 2015). GAGs s&o polissacarideos complexos,
lineares, formados por unidades dissacaridicas repetidas, sendo em sua maioria
sulfatados em uma, ou mais, posi¢cdes na sua estrutura. Com excecédo do HA, os
GAGs, sao polissacarideos compostos por cadeias de tamanho médio entre 10 e 50
kDa, encontrados ligados a um ao esqueleto proteico, formando os PGs. Essa ligagao
se da através de um tetrassacarideo formado por acido glucurénico-galactosil-xilose
(GlcA-Gal-Gal-Xil). Dessa forma, a extremidade redutora da unidade de xilose do
tetrassacarideo liga-se a um residuo de serina/treonina da proteina por uma ligagéo
O-glicosidica. Enquanto isso, a extremidade ndo redutora do tetrassacarideo se liga a
cadeia de GAG (I0ZZO; SCHAEFER, 2015; LINDAHL et al., 2017; SAMPAIO;
NADER, 2006). Essa cadeia de GAGs € formada por unidades dissacaridicas
compostas por uma hexosamina (glucosamina ou galactosamina) unida por ligagao
glicosidica a um acido urdnico (D-glucurénico ou L-idurénico) ou a um agucar neutro.
O conteudo de sulfato e a forma como os grupamentos carboxilicos dos acidos
urénicos estdo distribuidos na estrutura trazem uma alta densidade de cargas
negativas além de uma heterogeneidade as estruturas dos polimeros. Dessa forma
podemos classificar tais polissacarideos em 5 grandes familias: DS, CS, HA, HS e
Hep, cada uma com uma combinacdo de unidades repetidas e caracteristicas
estruturais proprias, Figura 6, discutidas a frente (LINDAHL et al., 2017; PRYDZ, 2015;
VARKI et al., 2015).

Os GAGs podem ser classificadas de acordo com o tipo de hexosamina
presente na sua estrutura. Podendo ser divididas em dois grupos, o0s
galactosaminoglicanos, nos quais a hexosamina presente na sua unidade
dissacaridica sera uma galactosamina, representado assim, pelo condroitim sulfato
(CS) e dermatam sulfato (DS) e os glucosaminoglicanos, nos quais a hexosamina que
compdes a unidade dissacarica sera uma glicosamina, sendo o heparam sulfato (HS),
heparina, queratam sulfato (KS) e acido hialurénico (HA) os representantes desse
grupo (LINDAHL et al., 2017; PRYDZ, 2015; VARKI et al., 2015). A Figura 6 apresenta
as unidades mais frequentes de cada uma dessas familias (LINDAHL et al., 2017).

Uma diferenga estrutural importante entre as familias dos GAGs esta
também no agucar nao nitrogenado ligado a hexosamina que compde suas unidades
dissacaridicas. Para os CS e HA temos unidades dissacaridicas contendo o acido D-

glucurdnico, ja os KS apresentam um agucar neutro, sendo este geralmente a
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galactose. Nos GAGs de DS, HS e heparina, unidades de acido D-glucurbnico e acido
L-idurbnico coexistem em diversas proporgdes na estrutura podendo variar de acordo
com a espécie e o tecido dos quais sdo extraidos (SAMPAIO & NADER, 2006;
LINDAHL et al., 2017; PRYDZ, 2015; VARKI et al., 2015). Outra diferenga entre os
GAGs se da em relagao a conformacao e tipo de ligagao glicosidica que os compdem,
nos CS, DS e HA, a ligacao intradissacaridica, ou seja, entre o agucar nao nitrogenado
e a hexosamina, é do tipo 1—3, ja nos KS, HS e Hep essa ligagéo é do tipo 1—4. Em
relagdo a conformacao dessas ligagdes, elas podem ser divididas entre a e 3, e sera
determinada pelo tipo de agucar n&o nitrogenado em sua estrutura, sendo do tipo 3
para acido D-glucurénico e D-galactose, e do tipo a para acido L-idurénico. Ja para as
ligacdes interdissacaridicas, ou seja, a ligagao entre a hexosamina e o acido urénico,
estas podem ser do tipo B (1—4) para os CS, DS e HA, e do tipo a (1—4) nos HS e
Heparina. Nos KS, por sua vez, a hexosamina se liga a D-galactose por uma ligagao
B (1—3). Outra caracteristica estrutural que vale a pena ressaltar sdo as N-ligagdes
presentes na hexosamina, os CS, DS, HA e KS apresentam uma hexosamina N-
acetilada, enquanto na heparina a glucosamina é geralmente N-sulfatada, para os HS
as duas substituicées podem ocorrer (LINDAHL et al., 2017; SAMPAIO; NADER,
2006).
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Figura 6- Esquema da composicdo tipica de diferentes familias de

glicosaminoglicanos. Fonte: (LINDAHL et al., 2017).
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1.4 DERMATAM SULFATO

O DS é um GAG encontrado em uma grande variedade de vertebrados, sendo um
GAG constituido de unidades dissacaridicas repetidas de N-acetil-galactosamina,
ligadas por uma ligagao intradissacaridica do tipo 8 (1—3), a um acido D-glucurénico
ou a um acido L-idurbnico. Suas liga¢des interdissacaridicas sdo do tipo (1—4) e
comumente apresentam sulfatacdes nas posicdes C-4 dos residuos de GalNAc, com
ocasionais sulfatagdes nas posicdes C-6 dos residuos de GalNAc e C-2 dos residuos
de IduAc, e assim como o CS, unidades néao sulfatadas também podem estar presente
na sua estrutura (NOGUEIRA et al., 2019; YAMADA; SUGAHARA; OZBEK, 2011).
Pelas suas semelhancas estruturais o DS foi por muito tempo referido como CS-B, no
entanto esse difere dos GAGs de CS por apresentar uma estrutura copolimérica linear,
na qual deve possuir pelo menos um residuo de IduAc, resultado de epimerizacoes
do C-5 do GlcAc, Figura 7-B, (POBLACION; MICHELACCI, 1986; TROWBRIDGE;
GALLO, 2002). Esses residuos de IduAc podem ser encontrados em diferentes
arranjos na estrutura do DS podendo apresentar-se como uma unidade dissacaridica
rodeado por outras unidades contendo GICAC, em estruturas alternadas com Glic ou
em longos blocos de dissacarideos contendo por IduAc,Figura 7-A (MALMSTROM et
al., 2012). Os residuos de IduAc conferem uma flexibilidade a estrutura linear do
polimero de DS, uma vez que esses residuos possuem a habilidade de trocar entre a
conformacgao de 1C4 cadeira, 2S0 em barco e 4C1 cadeira conforme apresentado na
Figura 7-C (MALMSTROM et al., 2012).

O DS pode ser isolado da matriz extracelular de tecidos conjuntivos, como
pele, tendao e esclera, assim como musculo esquelético, veias, ossos e cartilagem.
Neste ultimo o DS desempenha um importante papel junto com o colageno, elastina
e outras glicorproteinas, sendo o principal GAG de PGs de decorin e epifican. O DS
apresenta algumas atividades farmacoldgicas ja bem conhecidas, dentre elas a
atividade anticoagulante através da sua interagédo com o cofator Il da heparina (HCII)

detalhada abaixo.
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Representagao esquematica da distribuicao do IduAc no polimero de DS. (B)
Reacao da DS-epimerase. (C) Conformagoes estruturais das cadeias do IduAc
(Fonte: THELIN et al., 2013).

1.4.1 DS e sua interagao com o Cofator Il da heparina

Conforme apresentado anteriormente, o processo bioldgico de coagulagao
sanguinea é regulado por inibidores de proteases pertencentes a superfamilia das
serpinas dentre elas o HCII. Este, € uma glicoproteina codificada no cromossomo
22q11, pelo gene SERPIN1 em humanos, composta de uma unica cadeia
polipeptidica contendo 480 aminoacidos, sendo o figado o seu principal local de
biossintese (HORTIN; TOLLEFSEN; STRAUSS, 1986). O HCII, assim como o AT, é
membro de um grupo de proteinas homologas que chegam a compartilhar cerca de
30% das sequéncias de aminoacidos onde a maioria dessas proteinas tem a fungao
de inibir serino proteases. Em sua maioria essas glicoproteinas possuem uma
estrutura terciaria, caracterizada por trés folhas betas e cerca de 8-9 alfa-hélices
(TOLLEFSEN, DOUGLAS M., 2010). O HCII difere do ATIll uma vez que este atua
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inibindo apenas a trombina, n&o inibindo outras serino proteases da via intrinseca da
coagulagdo como ocorre com o ATIIl. A auséncia da expressdao do HCIl esta
relacionada a um aumento no risco do desenvolvimento de aterosclerose e a falha no
controle da formacédo de trombos, uma vez que para esta ultima condigdo, animais
knock-out para HCIl possuiram graves problemas no controle da coagulagéo e
formacédo de trombos arteriais (HUNTINGTON, 2005; RAU et al., 2007).

Em relacdo a inibigdo da trombina, o mecanismo de acéo do HCII, e do AT,
se da de maneira semelhante. Em um primeiro momento da rea¢ao temos um ataque
da serpina ao sitio catalitico da sua protease alvo, formando assim um complexo
através de uma ligagcédo nao covalente. Uma vez formado esse complexo, a hidroxila
ligada a serino protease promove um ataque nucleofilico ao sitio reativo (P1-P1’) da
glicoproteina. Essa reagao leva a uma quebra no sitio catalitico da enzima, e a
formacdo de uma ligagcdo entre o grupo hidroxila e a carbonila do residuo P1.
Clivagens proteoliticas desencadeiam, na sequéncia, uma mudanga conformacional
no sitio reativo. Consequentemente, o residuo P1, com a protease ainda ligada, é
transloucado para o polo oposto da serpina. Esse rearranjo molecular deforma o sitio
catalitico da protease, prevenindo uma deacetilacdo e a liberagdo da proteina do
complexo(TOLLEFSEN, DOUGLAS M., 2010). A especificidade das serpinas é
determinado em parte pelos aminoacidos presentes em P1 do sitio reativo das
glicoproteinas. Para a ATIIl o residuo de aminoacido é uma Arg393, sendo que as
proteases alvo (trombina, fator Xa e fator [Xa) dessas glicoproteinas
preferencialmente atacam peptideos, Arg-X, nos seus substratos. Em contraste, no
sitio catalitico P1 de HCII temos um residuo de Leu444, fazendo com que a Unica
proteinase inibida pelo HCII é a trombina (MASCELLANI et al., 1993b; RAU et al.,
2007; TOLLEFSEN, D M, 1984).

Em relagdo a sua atividade, o HCII inibe a trombina em uma taxa basal
muito baixa, com uma constante de reacao (k2) de aproximadamente 104 —105 M-1
min-1. No entanto, quando colocada na presenca de GAGs ha um aumento de quase
mil vezes na sua atividade, sendo a constante de reagdo k=2~108M-1 min-1. Em
termos fisioldgicos, a meia vida de inibicdo da trombina por 1uM de HCII cairia de
5min na auséncia dos GAGs para 50ms na presencga de DS ou Hep/HS (RAU et al.,
2007; TOLLEFSEN, DOUGLAS M., 2010). Esse aumento da inibicéo, gerado pelos
GAGs, se da através de uma modificagao conformacional gerada pelos GAGs e uma

regiao da estrutura do HCIl. Essa regidao é formada por aproximadamente 80
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aminoacidos, que formam um dominio acido N-terminal com o HCIl. Uma vez que
ocorra a ligagdo do GAG ao HCII, esse dominio ficara livre para interagir com uma
regiao presente na trombina, denominada exo |, Figura 8, facilitando assim a formagéao
do complexo HCIl-trombina (MASCELLANI et al., 1993; TOLLEFSEN, D M, 1984;
TOLLEFSEN, DOUGLAS M., 2010).

Trombena

Exo | o)
@C.J

HO @)

GAG

Figura 8 Esquema de ligagado do HCIl com a trombina e o GAG (TOLLEFSEN, DOUGLAS M.,
2010)

O aumento da atividade do HCII, pode se dar pela interagdo do dominio
acido N-terminal de HCIl e a regido de hirudina na trombina, conforme descrito. No
entanto, ocorrera também uma interagao entre o HCII, a trombina e a estrutura do
polimero de GAG, de forma que, este ultimo agira como uma ponte entre os fatores,
aumentando assim a taxa de formacédo de formagdo do complexo. Isso pode ser
observado uma vez que HCIl sem o dominio acido N-terminal, HCIl e trombina,
continuam sendo estimulados a formar o complexo devido apenas sua interagdo com
a estrutura polimérica do GAGs, porém em uma taxa de inibigdo reduzida, Figura 9.
Observa-se, assim, que a velocidade de inibigdo da trombina depende também do

tamanho da estrutura do GAG e sua interagdo com a regido EXOIIl. Onde observou-
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se que a menor fragdo de DS, capaz de gerar efeito sobre o HCII, estimulando as
alteracbes conformacionais e atuando como ponte entre os fatores, € um
oligossacarideo composto de 12-14 residuos de agucar de comprimento, contendo
um octassarideo especifico na sua composigdo (TOLLEFSEN, D. M.; PEACOCK;
MONAFO, 1986; TOLLEFSEN, DOUGLAS M., 2010). DS com estruturas menores que
a descrita, promovem, baixa ou quase nenhuma, inibicdo da trombina pelo HCII. Foi
observado também, que mutagdes no HCIl, com a remogdo da regidao EXOII
ocasionaram uma pequena, ou quase nenhuma, da atividade de potencializagao da
atividade de HCII.

HCIl Trombina Glicosarminoglicano (intacto)
A 2% 10* M min’ c 1x10° M " min"

Glicosaminoglicano (intacto) Hexassacarideo
B 1% 10" M min” D 1x10°* M ' min’

Figura 9- Modelo de inibigdo da trombina pelo HCIl e sua interagdo com os GAGs (TOLLEFSEN,
DOUGLAS M., 2010)

Embora a interagao e os efeitos do HCIl com GAGs ocorram de maneira
semelhante, tanto para o DS como para Hep/Hs, estes GAGs se ligam em locais
diferentes da estrutura do HCII. Essa regido de ligagcao descrita foi identificada através
de uma andlise de um individuo noruegués com uma sintese de HCII variante
(BLINDER et al., 1989), a essa variante foi dada o nome de HCII-Oslo, e ganhou
destaque pois verificou-se que nela havia a ligagdo da Hep/HCIl mas ndo do DS
(OLDS et al., 1992). Essa porcao de HCII foi amplificada por PCR, e alteragdes em

cédons especificos do gene, resultaram em uma histidina na mesma posi¢ao do
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fendtipo HCII-Oslo, essas mutagdes/alteracdes em um unico aminoacido da estrutura
do HCII, faz com que seja necessario, cerca de 100 vezes mais DS para produzir uma
inibigdo de trombina semelhante ao HCIl normal (OLDS et al., 1992). Experimentos
relacionados ao HCII-Oslo foram as primeiras evidencias de DS e Hep/HS se ligavam
em posi¢des diferentes da estrutura do HCIIl, sendo tal teoria confirmada por
pesquisas posteriores (HORTIN; TOLLEFSEN; STRAUSS, 1986).

Tendo em vista essas formas de interacéo entre o HCII, trombina e DS, foi
observado que a menor por¢ao do GAG capaz de estimular o HCII a inibir a trombina
€ um hexassarideo composto por trés unidades dissacaridicas de
IdoAc2SO3—GalNAc4SO. Hexassacarideos, contendo o 4&cido idurbnico, mas
apenas um, ou os dois, dissacarideos sulfatados também se ligam ao HCII, porém
com uma afinidade muito menor, enquanto hexassacarideos compostos inteiramente
de acido urénico monossulfatados em C-4 da GalNAc nao interagem com o HCIIl. No
entanto a presenca da sulfatacdo, nessa posicao de C4, é importante uma vez que,
estudos utilizando polimeros de DS compostos majoritariamente por
IdoA2S0O3—GalNAc6S0O3, foram cerca de 1000 menos eficazes estimulando a
inibicdo da trombina pelo HCII, quando comparados com compostos majoritariamente
formados por 1doA2S0O3—GalNAc4S03 (PAVAO et al., 1998). Outros tecidos, como
mucosa intestinal de porco, contém uma ou mais unidades dissacaridicas sulfatadas
nas posi¢coes C4 e C6 da galactosamina, e também s&o capazes de estimular o HCII.
Sendo assim, modificagdes nas subunidades UA — GalNAc4SO3 no polimero de DS,
tanto por uma sulfatacdo na posigao de C2 do IdoAc, quanto por uma sulfatagcdo em
C4 da GalNAc, podem gerar locais de ligagao do HCII.

Essas observacdes permitem concluir que os GAGs aceleram a formacéao
do complexo trombina-HCIl primariamente de maneira alostérica, e em segundo
agindo como uma ponte entre as estruturas. DS e Hep/HS, se ligam mais fortemente
a trombina do que ao HCII, sendo sugestivo assim que para o caminho de ativagao
alostérica do HCIl ocorrer, os GAGs devem se ligar a trombina, formando um

complexo GAGs/trombina para este depois se ligar ao HCII, Figura 9.



50

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo extrair e caracterizar o
glicosaminoglicano de dermatam sulfato a partir de pele suina (PS) e cérnea bovina
(CB), bem como avaliar suas atividades farmacoldgicas sobre a manutencdo da

hemodstase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Extrair e caracterizar os GAGs obtidos de diversos tecidos animais;

. Purificar os GAGs de PS e CB diferentes origens,

. Caracterizar quimicamente e por espectroscopia (Infravermelho, Raman e
NMR-HSQC) os GAGs extraidos de PS e CB.
. Avaliar a atividade antitrombatica in vitro e in vivo dos DS extraidos de PS

e CB;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Tecidos animais

Tecidos de diferentes espécies foram utilizados para a extracdo dos GAGs,

dentre eles:
. Pele de suina (Sus scrofa domesticus), adquirida de diferentes agougues
da cidade de Juiz de Fora/MG;
. Pele de diferentes tipos de peixe: namorado (Pseudopercis numida), truta

salmonada (Oncorhynchus clarkii clarkii), corvina (Argyrosomus regius)
foram cedidas pela peixaria Armazém do Porto (Juiz de Fora, MG, Brasil);
. Globos oculares bovinos (Bos taurus) cedidos pela Fripai Distribuidora de
Carnes Ltda (Juiz de Fora, MG, Brasil). Separados nos seus respectivos
tecidos, esclera, retina (tecido nervoso), humor vitreo, musculo ciliado,

cristalino e cérnea bovina.

3.1.2. Animais

Foram utilizados para os ensaios in vivo, ratos machos do tipo Winstar criados
e cedidos pelo Centro de Biologia da Reprodugao, na Universidade Federal de Juiz
de Fora. Os ensaios foram realizados de acordo com as boas praticas e manejo
animais, tendo sido aprovados pelo comité de ética e experimentagdo animal.
Protocolo: 022/2019 . Para determinacao da avaliagcédo da atividade anti trombética foi

utilizado o método de ligadura da veia cava descrito por Reyers et al. (1980).
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3.1.3. Padroes de Carboidratos

. Condroitim 4-sulfato de traqueia bovina, dermatam sulfato de mucosa
intestinal de porco, N-acetil-glucosamina, acido D-glucurbnico todos
adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA) Condroitim 6-sulfato
de cartilagem de tubaréo adquirido da Seikagaku Kogyo Co. Ltda. (Toquio,
Japao). Padrdes de dissacarideos insaturados de condroitim sulfato (ADiOS,
ADi4S e ADi6S) gentilmente cedidos pela Prof.? Dr.? Yara Maria Michelacci
(UNIFESP).

3.1.4. Purificagdo de GAGs

. Extracdo de GAGs: papaina P.A., (PROQUIMIOS, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), fosfato dissédico (Na2HPO4) e fosfato de sddio (NaH2PO4) (Vetec
Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ, Brasil), acido tricoloroacético P.A.,
(Anidrol Produtos para Laboratério Ltda., Diadema, SP, Brasil).

. Purificagcdo dos GAGs: Q-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare Bio-

Sciences, Uppsala, Suécia).

3.1.5. Dosagens quimicas

. Dosagem de acido urénico (método de Carbazol, FERRANTE et al., 1971):
tetraborato de sddio, acido sulfurico P.A., carbazol (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, EUA), alcool metilico P.A., (Dindmica Quimica Contemporanea
Ltda., Indaiatuba, SP, Brasil).

. Dosagem de agucares aminados (hexosamina) (método de Rondle e
Morgan, 1955): acetilacetona, p-dimetilaminobenzaldeido (DAB), (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); acido cloridrico, (J.T. Baker, Mexico) ;
alcool metilico P.A., (Dinamica, Quimica Contemporanea Ltda., Indaiatuba,
SP, Brasil), carbonato de sdédio P.A., (LABSYNTH, Produtos para
Laboratdrio Ltda. (Diadema, SP, Brasil).
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. Dosagem de sulfato inorganico (Método de Dodgson, 1961): acido
cloridrico, (J.T. Baker, México), cloreto de bario P.A., (LABSYNTH, Produtos
para Laboratério Ltda., Diadema, SP, Brasil), gelatina DIFCO, (Becton,
Dickinson and Company, Le Pont-de-Claix, France).

. Dosagem de proteinas (Método de Bradford, 1976): Coomassie brilhante
blue G-250, (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil); acido
fosférico P.A., (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Indaiatuba, SP,
Brasil). Albumina bovina obtida da INLAB Confianca (Diadema, SP, Brasil),

acido cloridrico, (J.T. Baker, México).

3.1.6. Eletroforese

. Eletroforese em gel de agarose em Tampao propilenodiamino acetato
(PDA), pH 9,0: laminas de vidro de 1 mm de espessura, dimensdes de 10 x
7,5cm,7,5x7,5cme 5x7,5cm (Geo-Quimica, Produtos para Laboratorios
Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), camara de eletroforese horizontal, modelo
desenvolvido por Jaques et al (1968), (Técnica Permatron Ltda., Joinvile,
SC, BR), agarose, (Bio-Rad Laboratories Inc., Richmond, CA, USA), 1,3-
diaminopropano, brometo de N-cetil-N,N,N-trimetilaménio (Cetavlon),
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), azul de toluidina e vermelho de
cresol (Aldrich Chemical Co., Inc., Milwauke, WI, USA), benzina P.A.,
(EXODO, Sumaré, SP, Brasil).

. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (Polyacrylamide gel electrophoresis -
PAGE): acrilamida, (Ludwig Biotecnologia Ltda., Porto Alegre, RS, Brasil),
N-N’-metilbisacrilamida, (Neon Comercial Ltda., Suzano, SP, Brasil),
persulfato de aménio (APS), (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias,
RJ, Brasil); N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, MO, EUA), azul de toluidina ( Vetec Quimica Fina Ltda.,
Duque de Caxias, RJ, Brasil).

. Fluorophore assisted carbohydrate electrophoresis (FACE): 2-
aminoacridona (AMAC), cianoboridreto de sodio, glicina, N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, EUA);

dimetil sulféxido P.A., (Isofar, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), acrilamida (Ludwig
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Biotecnologia Ltda., Porto Alegre, RS, Brasil), N-N’-metilbisacrilamida (Neon
Comercial Ltda., Suzano, SP, Brasil), persulfato de amoénio (APS), (Vetec
Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil), ADiOS, ADi4S e ADIi6S,
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).

3.1.7. Reagentes em geral

. Fitas de dialise Spectrapor® (MWCO 6.000-8.000), Spectrum Medical
Industries Inc. foram adquiridas da Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA);

. Sulfato de soédio da anidro adquiridos da Reagen (Rio de Janeiro, Brasil).

. Cloreto de sédio e Etanol P.A., PROQUIMIOS (Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

. Acido tricloroacético e Acido Acético, LABSYNTH Produtos para Laboratério
Ltda. (Diadema, SP, Brasil);

. Tris(hidroximetil) aminometano da Biosolve (Franga);

. Acido cloridrico adquiridos da J.T. Baker, México;

. Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) da Exodo Cientifica (SP, Brasil)
. Glicerol da Cromato Produtos Quimicos Ltda., SP, Brasil;

. Fluoreto de sédio a 0.1M (The Coleman & Bell Co, Norwood, Ohio, USA);

. Kits comerciais doados ao laboratério de Glicoconjugados da UFJF pela

Labtest®, utilizados para testes anticoagulantes in vivo.

3.1.8. Equipamentos

. Agitador magnético MA 085, Marconi Equipamentos para Laboratério (SP,
Brasil);

. Balanca, Bell Engineering (SP, Brasil);

. Banho ultrassénico Modelo USC-2800A, Unique (Indaiatuba, SP, Brasil);

. FT Raman Spectrophotometer RFS 100/S(Bruker) (Instrumento utilizado
para obtencdo dos espectros Raman no Nucleo de Espectroscopia do
Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora

coordenado pelo Prof. Luiz Fernando Cappa de Oliveira);
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Camara de eletroforese em gel de agarose horizontal, modelo desenvolvido
por Jaques et al. (1968), adquirido da Técnica Permatron Ind. Com. Ltda.
(Joinvile, SC, Brasil);

Centrifuga de bancada com 12 tubos, Centribio (Brasil);

Centrifuga Excelsa Baby, Fanem Ltda. (Brasil);

Densitdmetro Epson Perfection V700 Photo scanner, Epson America, Inc.
(Long Beach, CA, USA).

Espectrofotometro Multiskan GO, Thermo Scientific (Waltham, MA, USA);
Espectrémetro Bruker modelo Alpha (Espectrémetro usado para obtencao
dos espectros de absorg¢ao na regido do infravermelho);

Fonte de corrente continua regulavel - Electrophoresis Power Supply Model
494, Instrumentation Specialties Company (USA);

GelDoc-It Imaging System, UVP (Upland, Califérnia, EUA);

Impressora multifuncional (modelo HPC3180) em modo de cores RGB
resolugao 600 di;

Liofilizador 0,01 mBar, -88 °C, Labconco FreeZone 2.5 (EUA);

pHmetro digital de bancada, Casa Americana artigos para laboratérios (S&o
Paulo, SP, Brasil);

Sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell da Bio-
RadLaboratories Inc. (Richmond, CA, EUA);

Vortex, Phoenix (Brasil).

Thermo Forma 900 Ultra Low Temperature Freezer, Thermo Scientific
(Waltham, MA, USA)

Bomba peristaltica Pharmacia Biotech, Pump P-1, Suécia
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3.2. METODOS
3.2.1. Extragcao de GAGs

Para a extracdo dos GAGs foram utilizados os seguintes tecidos: pele suina
(215,649), pele de Pseudopercis numida (namorado) (106,71), pele de Plagioscion
squamosissimus (corvina) (11,52g), pele de Salmo salar (salmao) (1327,79g) e
olhos de Bos taurus (bovinos), divididos conforme seus tecidos, , esclera (484,07g),
retina (tecido nervoso) (15,21g), humor vitreo (600,97g), musculo ciliado (8,499),
cristalino (42,52g) e coérnea bovina (41,06g). Inicialmente, os tecidos foram
desidratados e delipidados em acetona 48h, com trocas de acetona a cada 12h, na
sequéncia, secos em estufa a 50°C por 72h. Apds secagem, o material de cada tecido
foi triturado e o po cetdnico obtido submetido a protedlise com papaina (1mg/mL em
tampao fosfato-cisteina 0,05M, pH 6,5; 2mL enzima/100mg de pd cetdnico). Apos
incubagdo por 24h a 60°C, as amostras foram filtradas em gaze e os GAGs
precipitados com 2,5 volumes de etanol PA em presenca de NaCl 1M, lentamente,
sob agitacdo e mantidos a -20 °C por 18h. Apds, as amostras foram centrifugadas
(2500 rpm, 15 minutos) e o precipitado obtido foi seco a vacuo, armazenado a -20°C
e submetidos as analises quimicas, enzimaticas, fisico-quimicas e espectroscopicas.

Todo o processo de extragédo e analise pode ser visto de maneira geral na .
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3.2.2. Eletroforese em gel de agarose em tampao 1,3-

diaminopropano acetato (PDA)

A identificagcdo e a quantificacdo dos GAGs presentes nas amostras de
tecidos foram obtidas por eletroforese em gel de agarose em tampdo 1,3-
diaminopropano acetato (PDA), como descrito por Dietrich e colaboradores
(DIETRICH; DIETRICH, 1976). Solugcbes de 10 mg/ml de cada amostra foram feitas e
aliquotas de 5uL aplicadas em |amina de gel de agarose 0,55% em tampao PDA pH
9,2. A corrida eletroforética foi submetida a diferenca de potencial de 100V até a
migragao apropriada, em camara refrigerada caixa refrigerada a 4 °C. O tampéo PDA
discrimina CS, DS e HS por ordem decrescente de mobilidade eletroforética, refletindo
a interagdo da diamina com os compostos, ou seja, quanto maior a interagcdo do
composto com o tampao menor sera a carga residual presente na estrutura e em
decorréncia disso menor a migragdo das bandas eletroforética (DIETRICH;
DIETRICH, 1976). Apds a migracao eletroforética, as laminas foram entao imersas em
uma solucdo de brometo de cetiltrimetilamonio (CETAVLON) 0.1% por um periodo
minimo de 2 horas, a temperatura ambiente, para a precipitacdo das bandas de
glicosaminoglicanos (GAGS). O gel foi entdo seco sob corrente de ar quente e corado
com uma solugéo de azul de toluidina 0.1% em etanol P.A. 50% e acido acético 1%
por no minimo 20 minutos. O excesso do corante foi entdo removido com solugao de
Etanol P.A. 50% e acido acético 1%. A aquisi¢do da imagem das laminas foi realizada
a partir da impressora multifuncional (modelo HPC3180) em modo de cores RGB
resolugao 600di. A quantificagao das amostras feita posteriormente por densitometria
a 525nm, comparando-se a intensidade de suas manchas metacromaticas com as de

padrdes de concentragdo conhecida, o método possui um erro na ordem de 5%.
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3.2.3. Dosagens quimicas

Com as preparacgdes de GAGS brutas e purificadas de diferentes origens

foram realizadas as analises quimicas descritas a seguir:

3.2.3.1. Dosagem de Acido Urénico

As dosagens de acido urdnico foi realizada segundo o método proposto por
Dische (1947) e posteriormente adaptado por Ferrante, Donnelly e Berglund
(FERRANTE et al., 1971), onde nos tubos com as amostras contendo 5 ug e 10 ug de
amostra, com volume final de 250 pyL (completados com agua destilada), foram
adicionados 2,5 mL do reagente borato (tetraborato de sédio 0,4% em acido sulfarico)
e 100 pL de carbazol 0,1% em metanol 95%. Os tubos foram agitados
cuidadosamente em vortex e colocados em banho fervente por 15 minutos, a leitura
foi realizada na absorbancia em 525 nm no espectrofotometro SP-22, em temperatura
ambiente. Os valores de Ac glucurdnico foram calculados baseados em uma curva

padrédo com Ac D-glucuronico.

3.2.3.2. Dosagem de Acgucares Aminados

A dosagem de hexosaminas foi conduzida conforme o método de Elson e
Morgan (1933) modificado por Rondle e Morgan (RONDLE; MORGAN, 1955). O
material foi hidrolisado em capilares com HCI 6M por 4h a 100°C com posterior
evaporagao do acido a vacuo sob NaOH. Apd6s as secagens, ressuspendeu-se as
amostras em 200uL de H20 e adicionado 200uL de reagente de acetilacetona
(preparado na hora: 5mL de Na2CO3 e 0,15mL de acetilacetona), as amostras foram
submetidas a incubagdo sob pressdo a 100°C por 20 min e apds resfriar até
temperatura ambiente adicionou-se 2 mL de Etanol P.A e 200uL do reagente de

Ehrlich (preparado na hora: 1,6g de p-dimetilaminobenzaldeido, 30mL de HCI P.A e
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30mL de Etanol PA). A leitura foi realizada a 530 nm e os valores de Hexosamina

foram calculados baseados em uma curva padrao com N-acetil-glucosamina.

3.2.3.3. Dosagem de Sulfato Inorgénico

A dosagem de sulfato inorganico foi realizada como proposto por Dodgson
(DODGSON, 1961), para isso foi realizado a hidrélise do material em capilares com
HCI 8M a 100°C por 6h. Posteriormente o material foi lavado dos capilares e secos no
dessecador com NaOH para neutralizacdo do acido. As amostras foram entdo
adicionadas 1,4 mL de agua destilada e 0,5mL do reagente de gelatina-BaCl2 (0,5%
de gelatina e 0,5% de BaCl2). O sulfato foi entdo dosado por turbidimetria com
bario/gelatina apds hidrdlise. As leituras foram realizadas a 500 nm e os valores de

sulfato foram calculados com base em uma curva padrao de sulfato de sédio.

3.2.3.4. Dosagem de Proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas conforme o método de
(BRADFORD; M. M. BRADFORD, 1976) método de Bradford (1976). Tubos contendo
2uL e 4uL das fragbes enzimaticas ou solugdes de GAGs (10ug/pL), com ajustado
com H20 para um volume final de 100uL. foram adicionados na sequéncia 2,9 mL do
reagente de Comassie brilliant blue BG-250, a leitura da absorbancia das amostras foi
realizada a 595 nm no espectrofotometro. Os valores de proteina foram calculados

por meio de curva padrao de albumina.
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3.2.4. Purificagdo dos extratos brutos por cromatografia de troca-i6nica (Q-

Sepharose Fast Flow)

Apos a eletroforese as amostras proteolisadas foram submetidas a
Cromatografia de troca-ibnica (Q-Sepharose Fast Flow). As fragdes foram
solubilizadas em H20 destilada e aplicadas 1mg de material para cada 1mL de volume
de resina (“bed volum™) previamente ativada com NaCl 4M e equilibrada com agua
destilada. O material foi entdo eluido com concentragbes crescentes de NaCl, por
adicao "step wise" usando um volume trés vezes o da resina, totalizando assim cinco
fragdes (Amostra, H20, 0.5M, 1M e 2M). Os eluatos foram entado precipitadas com 2,5
volumes de etanol PA, adicionados lentamente, sob agitagédo e deixados “overnight” a
-20°C, as fragbes foram centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos, o precipitado
coletado foi seco a vacuo, solubilizadas em H20 destilada em um volume suficiente
para solubilizar o material, que logo em sequéncia foi dialisado (utilizando
Spectra/POR®) e analisado por eletroforese em gel de agarose em tampao 1,3-

diaminopropano acetato (PDA).

3.2.5. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

A estimativa da massa molecular dos GAGs foi realizada por eletroforese em
gel de poliacrilamida (DIETRICH; NADER, 1974; HILBORN; ANASTASSIADIS, 1971).
Aliquotas (10 pg) das amostras ressuspensas em 20 uL (2:1) de tampao de amostra
(Tris 40 mM, NaCl 20 mM, EDTA 2 mM, glicerol 40%, vermelho de cresol 0,05%) e
aplicadas ao gel de poliacrilamida 7,5% em tamp&o Tris-HCI 20nM preparado na hora,
em laminas de 7,2 cm com espacadores de 1,5mm, contendo 10 pocos de 0,5 cm
foram inseridos entre as placas. Realizou a corrida utilizando o sistema de eletroforese
vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell, a uma voltagem de 100V em tampao de corrida
contendo Tris 40mM, NaCl 20mM, EDTA 2mM a 100V, a corrida foi acompanhada
pela migracéo do vermenlho de cresol no tampao de amostra. Apds a corrida os géis,
imersos em uma solugao de acido acético 1% até toral remogao do corante utilizado

no tampao de amostra, em sequéncia esses foram lavados com H20 e corados com
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uma solugao de azul de toluidina 0,1% em acido acético 1% por 5min. O excesso de
corante foi removido com solugao de acido acético 1% e o gel digitalizado e submetido
a analise pelo programa TotalLAb t 120 1D v 2009 (Nolinear Dynamics Ltd.) onde a
distancia percorrida pelos compostos (Rf) puderam ser determinados e em seguida
através de uma regressao linear a massa molecular modal dos compostos analisados
pode ser estimada. Esse método correlaciona entdo a distancia percorrida pelos
compostos com o inverso do logaritmo do seu peso molecular, usando para o preparo
da curva de calibracdo trés polissacarideos de massas moleculares conhecidos
(Dextran, C4S e C6S) (DIETRICH; NADER, 1974; HILBORN; ANASTASSIADIS,
1971).

3.2.6. Caracterizagao espectroscoépica

3.2.6.1. Espectroscopia no Infravermelho

Os GAGs extraidos e purificados foram analisados por espectroscopia de absorcao
na regiao do infravermelho. Os espectros foram obtidos no Departamento de Quimica
do Instituto de Ciéncias Exatas (ICE) da Universidade Federal de Juiz de Fora
mediante auxilio do Dr. Arthur Girardi Carpanez. Os espectros gerados foram
comparados com os valores da literatura para os GAGs. Para esta analise utilizou-se
um espectrémetro Bruker modelo Alpha e as leituras foram realizadas na regiao entre
4000-400 cm-1.

3.2.6.2. Espectroscopia Raman

Os GAGs extraidos e purificados foram analisados por espectroscopia
Raman. Os espectros de Raman foram obtidos através do instrumento Bruker RFS
100 operando a 1064 nm, em 100 mW de poténcia de laser e realizada leituras de
3500-200 numero de onda/cm. Todas as andlises Raman foram realizadas com a
ajuda da Dr? Lenize Fernandes Maia no Nucleo de Espectroscopia do Instituto de

Ciéncias Exatas (ICE) da Universidade Federal de Juiz de Fora coordenado pelo Prof.
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Luiz Fernando Cappa de Oliveira e comparados com valores ja estabelecidos na

literatura.

3.2.6.3. Ressonéncia magnética nuclear

Os espectros de RMN das amostras foram realizados a 25 °C utilizando
espectrometro Bruker Avance Il 500MHz. Foram utilizados 20 mg das amostras
previamente submetidas a liofilizagdo. Como sonda foi utilizada a pa_txi_5mm Bruker.
Optimizada para observagéo do 'H, com o pulso noesygppr1d Bruker. Com tamanho
da janela (spectral width, SW) de 19,9927ppm (10000Hz), com “time domain” (TD) de
65536 e 0 numero de scans realizados (NS) de 8. O padréo interno utilizado foi
2,2,3,3,- tetradeuterium-3-trimethylsylilpropionate, TMSP-d4: (5=0).

3.2.7. Atividade antitrombaética in vitro

Para os ensaios de atividade anticoagulante in vitro foram utilizados kits
comerciais doados ao laboratério de Glicoconjugados da UFJF pela Labtest®. Os
testes descritos a seguir foram realizados de acordo com as especificagdes dos

fabricantes e seus respectivos manuais de referéncia.

3.2.7.1. Tempo de Trombina (PT)

A determinacdo do tempo de trombina foi realizado utilizando plasma
comercial de carneiros, contendo 10ug das amostras de GAGs extraidos ou 5ug de
heparina (controle), também foi incubado plasma sem a adigdo de nenhum outro fator.
Para este ensaio incubou-se por 3 minutos, a 37°C, 100uL de um pool de plasma
citratados 3,2%. Adicionou-se entao ao plasma 200uL do reagente 1, contendo extrato
de cérebro de coelho liofilizado (= 2%) em tampao tris-glicina 74,8mmol/L, cloreto de
célcio 22,2mmol/L, azida sédica 2,15mmol/L e estabilizadores. 9 segundos é

resultado.
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O tempo de coagulagdo foi medido imediatamente apos a adi¢do do
reagente 1 através de inclinagdes sucessivas no tubo (menores que 1 segundo). Apds
visualizagédo da formagéo do coagulo, parou-se o crondmetro e registrou-se o tempo,
o prolongamento no tempo de formagao do coagulo, quando comparado com o branco
e heparina, indica uma possivel atividade dos GAGs extraidos no presente estudo no

complexo protrombinico (fatores I, V, VII, X).

3.2.7.2. Tempo de trombina parcial ativado (APTT )

O APTT foi medido incubando uma aliquota de 100 pL de plasma comercial
de carneiro, a 37°C por 5 minutos, com 10 ug de amostras (ou 1,5 ug de heparina,
padrdo). Foram adicionadas as amostras 100uL do reagente APTT (contendo
fosfolipidio de cérebro de coelho), homogeneizadas e incubadas novamente a 37°C
por 5 minutos, registrando o tempo de coagulagao apés a adigao de 100uL de CaCl2
20mmol/L (pré-aquecido a 37°C). O reagente APTT contém fosfolipidios de extrato
cerebral em quantidade otimizadas como substituto trombocitario e acido elagico para
ativagdo completa do fator Xll, que forma um complexo com o cininogénio de alto peso
molecular (HMWK) e com a pré-calicreina (PK). O fator XlI ativado atua sobre o fator
XI, ativando-o, o que na presenca de fosfolipideos e calcio transforma o fator IX em
uma enzima ativa (fator 1Xa), que por sua vez ativa o fator VIII, formando o complexo

IXa-fosfolipide-Vllla que ativa o fator X.

3.2.7.3. Fibrinogénio

O fibrinogénio foi medido a partir de sangue de carneiro comercial citratado
(1:9) apds remogao do plasma por centrifugacao (15min- 3000rpm ou 1500g). Deste
diluicdes foram preparadas conforme o manual do fabricante (Labtest® -Ref. 506),
onde 0,1 mL da amostra ou controle eram diluidos em 0,9 mL do tampao R1, em
seguida 0,2mL da diluigdo preparada foi incubada em banho-maria a 37°C por Smin.
Apos esse tempo 0,1 mL de trombina bovina (Reagente 2) foi adicionado ao tubo com
o cronometro disparado simultaneamente. O tubo foi entao inclinado de forma repetida
em intervalos menores que 1 segundo observando-se a formacgdo do coagulo que

interrompa a movimentagao do liquido. O cronometro era parado toda vez que isso
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ocorria e o tempo era registrado. De maneira geral, na presenca de elevada
concentragdo de trombina, o tempo de coagulagdo do plasma citratado deve ser
inversamente proporcional a concentragéo do fibrinogénio, para este trabalho o teste
de fibrinogénio foi utilizado apenas para verificar a normalidade desse fator nas

amostras analisadas

3.2.8. Quantificacao do HS sintetizado por células endoteliais em cultura de

células de aorta de coelho

3.2.8.1. Marcagdo metabdlica dos GAGs sulfatados

Células endoteliais de aorta de coelho foram cultivadas no departamento
de bioquimica da UNIFESP. As células foram cultivadas em placas de Petri
(35x10mm) até atingirem a confluéncia. Em seguida as células foram lavadas com
meio F12 na auséncia de soro fetal bovino (SFB) e adicionado apds lavagem um novo
meio contendo 150uCi/mL de [35S]-sulfato de sédio na presenca ou auséncia das
fragcdes de GAGs extraidos ou 100ug/mL de heparina (controle positivo) e mantidos
por a 37°C, em atmosfera de 2,5% de CO2, por 22 horas. Apds o tempo de
incubacgéo, o meio foi removido e armazedo a -20°C, as células sem o meio foram
lavadas com PBS por 3 vezes e mantidas em banho de gelo, sendo removidas na
sequéncia com adicao de 1mL de solu¢ao de uréia 3,5M em tampao tris-HCI 0,05M
pH 8,0 e o0 uso de um “scraper”. Aliquotas de 20uL foram separadas para dosagens

de proteinas.

3.2.8.2. Analise dos GAGs sintetizados

Aliquotas das células e do meio de cultura foram submetidos a protedlise
por 4h a 60°C com uma solugdo de Maxatase 3mg/mL em tris-HCI 0,05M, pH 8,0 e
NaCl 0,15M. Sendo posteriormente analisados por eletroforese em tampao PDA
conforme descrito no item 3.1.4. Apds a eletroforese as amostras foram analisadas e
quantificadas pela exposi¢ao do gel de agarose a um filme radio sensivel que excita
ions de fosforo. Na sequéncia, o filme sensibilizado foi submetido a leitura dos ions

excitados pelo aparelho Cyclone™, quantificando-os como unidade de luminescéncia.
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Amostras com radioatividade conhecida foram também impressionadas ao filme, a
quantificacdo da radioatividade de cada banda de GAG foi determinada empregando

o uso do software OptiQuant™, com resultados expressos em cpm/ug de proteinas.

3.2.9. Atividade antitrombética in vivo - ensaio de ligadura da veia cava em ratos

winstar

A atividade antitrombatica in vivo foi realizada no Centro de Biologia da
Reproducgéo, na Universidade Federal de Juiz de Fora. Os ensaios foram realizados
de acordo com as boas praticas e manejo animais, tendo sido aprovados pelo comité
de ética e experimentacido animal. Protocolo: 022/2019. A atividade foi determinada
em ratos machos do tipo Wistar, pelo método de ligadura da veia cava descrito por
Reyers et al. (1980). Este consiste na realizacdo de uma incisdo no ventre do animal
anestesiado, e exposi¢cédo de cerca de 1cm da veia cava inferior e posterior ligadura
da mesma com fio de algodao. A ligadura, por sua vez, ocorre na porcao inferior da
veia, anterior a sua ramificagdo em veia renal esquerda, e apds realizacdo deste
procedimento, iniciou-se a contagem do tempo de uma hora. A cavidade abdominal
do animal é entao fechada e suturada com nylon, o animal mantido sob aquecimento
e constante observacdo durante o decorrer da uma hora. Ao final desta,
aproximadamente 2mL de sangue foram retirados por pungéo cardiaca do animal para
testes posteriores APTT, PT e fibrinogénio. A parte inferior da veia cava foi entao
ligada, seccionada, sendo o pedaco entre os dois nés coletado e levado para uma
placa de Petri com solug¢ao salina. Os nds foram desfeitos e o trombo, caso existente,
foi liberado do interior da veia sendo coletado em papeis de filtro previamente secos
e pesados. Foi definido como parametro para a analise do efeito antitrombodtico o peso
seco do trombo formado apds uma hora de ligadura da veia cava, determinado pela
diferengca no peso do papel seco para o papel seco apos a coleta do trombo. Como
controle negativo, foram injetados 200uL de solugdo salina (NaCl 0,9%) pela veia
caudal dos animais, para controle positivo utilizou-se a heparina na proporgéo de
1,5uL/g do animal administrados da mesma maneira. As amostras foram aplicadas
em diferentes concentragdes por grama de animal (uL/g), os dados coletados foram
entdo analisados através de teste estatistico One-way ANOVA, seguido do teste de

multiplas comparacgdes de Tukey, utilizando o software Prism® 8.
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3.2.10. Tratamento estatistico

Os dados coletados foram nos diferentes testes in vivo e in vitro foram entao
analisados através de teste estatistico One-way ANOVA, seguido do teste de multiplas
comparacgdes de Tukey quando necessario, sendo utilizado o software Prism® 8 para
a execugao dos testes. Para tal, foram realizados também a avaliagdo de possiveis
"outliers", ndo havendo, foram testadas a normalidade das amostras de acordo com
os testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. De forma a satisfazer os requisitos
do teste One-way ANOVA. Quando houve diferenga significativa na analise de

variancia, procedeu-se com o teste de Tukey para multiplas comparagdes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. CARACTERIZAGAO DE GLICOSAMINOGLICANOS OBTIDOS DE
DIFERENTES TECIDOS

4.1.1. Extracao e Caracterizagdao dos GAGs de diferentes origens

Os GAGs estudados nesse trabalho foram extraidos a partir dos seguintes
tecidos: pele de Pseudopercis numida (namorado), pele de Argyrosomus regius
(corvina), pele de Salmo salar (salmao), pele de Sus domesticus (suinos) e de
diferentes tecidos de olhos de Bos taurus (bovinos) (esclera, retina, humor vitreo,
musculo ciliado, cristalino e cérnea). Os tecidos, como descrito em Métodos 3.1.1,
foram desidratados e delipidados em acetona, secos, triturados e o p6 cetdnico obtido
foi submetido a protedlise com papaina em tampao fosfato-cisteina 0,05M, pH 6,5
(50mg de tecido/1mg de enzima). Apds a protedlise, os GAGs foram precipitados com
etanol e NaCl (1M) deixados a -20°C, por 18 horas. As amostras obtidas foram
liofilizadas e analisadas por eletroforese em gel de agarose em tampao PDA 0,05 M
pH 9,0 (DIETRICH; DIETRICH, 1976).

Eletroforese em gel de agarose em tampado PDA 0,05 M pH 9,0 é
amplamente utilizado para a analise de GAGs e baseia-se na interagao diferencial da
diamina com os diferentes tipos de GAGs permitindo uma separagdo desses
compostos apos a aplicagao de corrente elétrica (NADER, H. B.; DIETRICH, 1977).
Dessa forma, compostos mais sulfatados e/ou com maior flexibilidade de sua estrutura
(presencgas de acido L-iduronico), como o HS e heparina, interagem com a diamina de
maneira que suas cargas sdo quase completamente neutralizadas por esta,
resultando assim em uma menor migragdo no gel apos a aplicagdo da corrente
elétrica. Todavia, GAGs com menor densidade de cargas e/ou menor flexibilidade em
sua estrutura, como o CS, apresentam maior migragao devido a uma menor interagao,
e assim, possuindo uma maior densidade de carga negativa (DIETRICH; DIETRICH,
1976; DIETRICH; MCDUFFIE; SAMPAIO, 1977; NADER, H. B.; DIETRICH, 1977)

Apos a corrida, os GAGs foram precipitados com brometo de
cetiltrimetilaménio (CETAVLON), secos e corados com azul de toluidina em acido
acético 1% e etanol 50%. Esse corante se complexa com grupos eletronegativos livres

nas estruturas dos GAGs e essa interagédo, faz com que ocorra uma mudanga na
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absorcao de ondas na regido do espectro visivel, causando alteragéo da cor do azul
para o roxo, um fendbmeno conhecido como metacromasia. Alternativamente, os géis
também foram corados com azul de toluidina em tampdo acetato de calcio
(concentracao), pH 4,3. O pH da solugdo do corante se aproxima ao pKa do
grupamento sulfato, permitindo assim a protonagdo deste. Dessa forma, a
complexagdo com o corante ocorrera somente nos grupos carboxilicos dos acidos
urénicos nao ocorrendo metacromasia (SRIDHARAN; SHANKAR, 2012). O uso desse
corante em diferentes pHs possibilita a identificagdo no gel da presenga de estruturas
carboxiladas e/ou sulfatadas.

A Figura 12 e Figura 13 apresentam as eletroforeses em gel de agarose dos

materiais obtidos apds a protedlise.
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Figura 12- Eletroforese em gel de agarose de GAGs obtidos de diferentes tecidos (Fonte: Préprio
autor) Aliquotas (5 pL, solugao 10 mg/mL) de GAGs de: Cdérna, Musculo, Retina, Cristalino, Humor
vitreo, Esclera, Pele Suina, Salmao, Corvina e Namorad, obtidos apds a extracdo foram aplicadas no
gel de agarose e submetidas a eletroforese em tampao 1,3-diaminopropano acetato (PDA) 0,05M, pH
9,0. Apos a corrida, os GAGs presentes no gel foram precipitados CETAVLON, por 2h em temperatura
ambiente. O gel foi seco e corado com corante azul de toluidina 0,1% em acido acético 1%/etanol 50%;
P: mistura padrdo contendo 5ug de GAG: CS (Condroitim Sulfato), DS (Dermatam Sulfato), HS
(Heparam Sulfato); O: Origem.
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Figura 13- Eletroforese em gel de agarose de extratos de CS obtidos de diferentes fontes apés
corado com azul de toluidina pH 4.3. Aliquotas (5 L, solugdo 10 mg/mL) de GAGs de de GAGs de:
Cdrna, Musculo, Retina, Cristalino, Humor vitreo, Esclera, Pele Suina, Salméo, Corvina e Namorad,
obtidos apds a extragdo foram apds a extragdo foram aplicadas no gel de agarose e submetidas a
eletroforese em tampéo 1,3-diaminopropano acetato (PDA) 0,05M, pH 9,0. Apés a corrida, os GAGs
presentes no gel foram precipitados CETAVLON, por 2h em temperatura ambiente. O gel foi seco e
corado com corante azul de toluidina 0,1% em tampao acetato de calcio, pH 4,3 (conc.); P: mistura
padrao contendo 5ug de GAG: CS (Condroitim Sulfato), DS (Dermatam Sulfato), HS (Heparam Sulfato);
O: Origem.

Todos os tecidos analisados, com excecao do cristalino, apresentaram pelo
menos uma banda de coloracdo metacromatica. Pode se observar, em todas as
amostras, banda comigrando com padrdo de DS, com intensidades diferentes, para
cada tecido analisado. Esse fato demonstra a diferenca do conteudo desse GAG nos
tecidos que foram extraidos. Em relagao ao tecido cristalino, o ndo aparecimento de
bandas pode ser explicado devido a uma baixa concentragdo de GAGs abaixo do
limite de detecgao do teste na amostra, impossiblitando assim a vizualizagdo destes
através da complexagao com o corante. As amostras de pele de salm&o e namorado,

apresentaram também, uma banda comigrando com CS.
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A coloracgédo dos diferentes géis com azul de toluidina nos diferentes solventes
nao apresentou alteracbes em relacdo as bandas presentes para cada tecido
indicando a presenca de compostos carboxilados e sulfatados.

As amostras foram submetidas as dosagens quimicas para determinacéo da
quantidade de GAGs nas extracbes. A amostra de esclera apresentou um maior
percentual, Tabela 1, com um total de 96,86g de GAG em relagdo ao peso do tecido
seco, com um teor de 71% de teor de GAGs. Valor este muito acima do encontrado
para o mesmo tecido na literatura, 0,7-0,9% (POLATNICK; LA TESSA; KATZIN,
1957). A amostra de cornea bovina aprensentou o segundo maior teor de GAGs, 41%,
e um total de 3,32g de GAGs em relagéo ao total do peso seco, valores estes também
acima aos encontrados na literatura, onde este valor varia em torno de 2,2% de GAG
por peso de material seco (MEYER et al., 1953; POLATNICK; LA TESSA; KATZIN,
1957), enquanto outros autores relatam uma quantidade de GAGs nas cérneas de
11,6 mg/g de tecido utilizado (WEYERS et al., 2013). Essa amostra apresentou
tambem uma elevada quantidade de proteinas, muito em funcdo da quantidade de
colageno presente no tecido (WEYERS et al., 2013).

A amostra pele suina por sua vez apresentou um teor de GAGs de 24%, e um
rendimento de 20,4g de GAGs total. Poblacion et al 1986, relata um teor de GAG para
PS de 0,67 mg/g de material seco, em comparagao com tal extragdo, obtivemos um
resultado superior, de 254,2464 mg/g de material seco, outros autores também
relataram rendimentos inferiores aos obtidos no presente estudo (DAMLE; COSTER,;
GREGORY, 1982; ET; ACTA, 1971). Para a amostra de humor vitreo o resultado
obtido da extracdo foi de 21,31% de GAG, e um total de 0,59 de GAGs. Em
comparagao com outros autores o resultado relatado foi de 2,3% de GAG(PENG et
al., 2018). Para os demais tecidos de olhos bovinos as amostras de cristalino e
musculo tiveram um teor total de GAG proximos, 18%. Enquanto para as amostras de
corvina e salméao os rendimentos obtidos foram de 10,2% e 5,6%, respectivamente.

Diversos tipos de pele tem sido utilizados para a extracdo de GAGs. O
rendimento geral apresentado nesses trabalho tem sido de 0,1% a até quantidades
1% (BEN MANSOUR et al., 2009; GAVVA et al., 2020; VIOLA et al., 2006). Para o
presente estudo, obtivemos um teor de 10,2% de GAGs para as amostras de salmao
e de 5,6% para as amostras de corvina. Devido as restricdes de movimentagao e

trabalhos impostas pela COVID-19 a, as amostras de pele de namorado nao foram
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avaliadas quimicamente, por esta razao seus valores se encontram n&o determinados
(n.d) na tabela.

Tais variagbes nas extracbes em comparacao com a literatura, podem ser
explicadas com base na selecdo do método de extragdo. Como exemplo, para as
extragdes de PS, os autores, utilizam, em sua maioria, agentes alcalinizantes, obtendo
os GAGs através de uma B-eliminacgao, para a liberagcéo do carboidrato do tecido, ou
da proteina, que este se encontra ligado. Ja os métodos citados para CB, alguns
utilizaram enzimas proteoliticas para a quebra dos esqueletos proteicos, e
consequente, liberacdo do GAG do seu PG. No entanto, diferentes enzimas foram
utilizadas para as extragdes. A escolha destas pode influenciar no rendimento final da
extracdo. Os autores citados descrevem a utilizagao de pepsina, tripsinas e actinase
E para a extragdao (MEYER et al., 1953; POLATNICK; LA TESSA; KATZIN, 1957;
WEYERS et al., 2013). A primeira dessas enzimas € uma protease aspartica, cujo
mecanismo de agao mais aceito se da pela quebra de dois residuos, em sequéncia,
de aspartato. Ja as tripsinas, sdo endo peptidases, que possuem como mecanismo
de acéo a pela quebra de ligagdes peptidicas especificas, clivando as ligagbes apds
Arg ou Lys, mas ndo as seguidas de Pro. Para as nossas extracbes a enzima
proteolitica de escolha foi a papaina. Esta enzima (EC 3.4.22.2), atua tanto como uma
endo ou exo-peptidases, preferencialmente clivando ligagdes também apds residuos
de arginina e lisina, precedidos por um aminoacido hidrofébico (CUNNINGHAM,
1970). As diferencas nas atividades cataliticas das enzimas proteoliticas, como a
preferéncia pela clivagem de determinados grupos de aminoacidos, e pelo fato de a
papaina atuar em qualquer ponto da cadeia proteica, podem explicar em parte a nossa
extracdo ser um tanto mais eficiente.

Outras operacoes realizadas durante a extragao também podem se mostrar
importantes para explicar os resultados. Como a reducgao do tecido a um pé-ceténico,
ao invés de pedacos de tecidos como apresentado pelos autores, favorecendo assim
a superficie de contato e melhorando a digestdao da enzima (MEYER et al., 1953;
POLATNICK; LA TESSA; KATZIN, 1957; WEYERS et al., 2013). Outro ponto que
difere de alguns autores da literatura para a extragcédo, € a escolha do método de
precipitagdo dos GAGs. Para o presente estudo o método de escolha foi, sob agitacao,
gotejando o etanol na presencga de NaCl, conforme descrito no item 3.2.1. Todos esses

fatores contribuem para explicar os obtidos.
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Conforme mencionado anteriormente, GAGs sao polimeros lineares formados
por repetidas unidades dissacaridicas. Sendo essas compostas por um acido urénico
(dos tipos D-uronico e/ou L-Iduronico) ligado a uma hexosamina ou a um agucar
neutro, podendo, ou ndao conter sulfatagcbées em sua estrutura (ltem 1.3.2). Sendo
assim, faz- se valido observar a composicao das extracbes com base na razdo molar
entre a GIcA e a GlcNac (GIcA:GIcNAc) sendo esta teoricamente proxima de 1. De
acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, as preparacbes de GAGs
apresentaram razdes variaveis entre as propor¢ées molares de grupamentos de acido
D-glucurénico e hexosamina nas suas estruturas. Sendo as amostras de salmao, pele
suina, humor vitreo e cérnea, proximas de 1, conforme o esperado, tendo em vista
que, a maioria das amostras comigraram com o DS na eletroforese em gel de agarose.
Essas relagdes iguais a 1, ndo ocorrem para os polimeros de DS. Isso acontece,
devido a presenca do IdoA, uma vez que estes absorvem apenas 83% do UV quando
comparado com CS (BITTER; MUIR, 1962). Logo, a relagdo de 1:1 esperada entre
hexosamina e acido urénico, observada em amostras de CS, nao se faz linear para o
DS.



Tabela 1 Rendimento de GAG de diferentes tecidos
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Amostra Peso Peso Perda de agua GAG TOTAL GAG TOTAL TEOR DE TEOR DE Proteina
umido (g) seco e/ou gordura (%) (9)° (9)° GAG GAG (%)
(9)
Corvina 11,52 2,54 77,9 0,14 0,00149 5,641 0,143 n.d
Salmao 134,14 0,79 89,40 0,08 0,068 10,21 8,63 2,74
Namorado 276,41 106,71 61,39 n.d n.d. n.d n.d n.d
Pele Suina 215,64 854 60,4 20,43 12,9 23,99 14,20 9,73
Esclera 484,07 136,42 71,8 96,86 32,92 71,00 24,14 22,00
Retina 18,21 2,23 87,75 0,26 0,342 11,90 13,34 1,26
H. vitreo 600,97 2,35 99,6 0,50 0,476 21,31 20,24 12,21
Cristalino 42,52 16,16 61,99 2,93 1,039 18,17 6,43 2,19
Musculo 8,49 1,57 81,50 0,29 0,296 18,62 18,88 5,07
Coérnea 41,06 8,00 80,51 3,32 2,374 41,45 29,67 63,81
a- Massa total de GAG, calculados com base nos valores de DS encontrados nas dosagens de hexosamina.
b- Massa total de GAG, calculados com base nos valores de DS encontrados nas dosagens de Acido Glucurdnico

n.d — Nao determinado
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As demais amostras (corvina, esclera, retina, cristalino e musculo), também
nao apresentaram essa relagao de 1:1. Tal achado pode ser explicado pela presenca
diferentes tipos de acucares na estrutura dos GAGs. Uma vez que os materiais
extraidos de corvina, esclera, cristalino e musculo possuem uma baixo teor de acido
glucurdnico quando comparado com o de hexosamina. O mesmo resultado pode ser
observado para as amostras de retina em relagdo a hexosamina.

Sendo assim, com base nas bandas eletroforéticas bem definidas comigrando
com DS, as relagdes GIcA:GIcNAc coerentes com os padrdes de DS encontrados na
literatura (BITTER; MUIR, 1962; POBLACION; MICHELACCI, 1986) e a facilidade de
obtencdo de material para extragdo. Selecionou-se para a sequencia do trabalho os
tecidos de pele suina e cérnea bovina. As demais extragdes serdo utilizadas em outros
trabalhos do laboratério para uma melhor elucidacdo dos GAGs que compdes tais

tecidos.

Tabela 2- Dosagens quimicas dos materiais brutos obtidos pés protedlise de diferentes

origens e razoes molares de GIcA / GicNAc

Mg/100 ug de amostra pmol/100ug Razao

Amostra GlcNAc GIcA GIcNAc GIcA GlcA / GIcNAc
Corvina 2,63+0,008 0,59+ 0,007 1,19x102 3,02 x103 0,25
Salmao 4,75+ 0,013 3,563£0,023 2,15x10?2 1,82 x10? 0,85
Pele Suina 11,7+ 0,006 5,8+ 0,005 5,05 x10%2 3,91 x10? 0,77
Esclera 33,040,003 9,86+0,022 1,49 x102 5,08 x102 0,34
Retina 5,540,006 6,260,022 2,51 x102 3,23 x102 1,28
H. vitreo 9,92+0,002 8,26+0,05 4,48 x102 4,26 x102 0,95
Cristalino 8,46+0,004 2,630,033  3,82x102 1,35x10? 0,35
Musculo 8,67+0,004 7,71+0,03 3,92 x10%2 3,97 x10? 1,01
Cornea 19,29+0,002 12,12+0,09  8,72x102 6,24 x10? 0,71
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4.1.2. Purificagao de GAGs de pele suina (PS) e cérnea bovina (CB)

4.1.2.1. Cromatografia de Troca I6nica (Q-sepharose)

ApOs a extracdo do material bruto os materiais de CB e PS foram submetidos
a uma precipitacdo com TCA 10%, para remocao das proteinas, € na sequéncia
precipitados com etanol PA, dessalinizados e liofilizados. As amostras, foram entdo
submetidas a uma cromatografia de troca idnica (Q-Sepharose), utilizando-se um
gradiente crescente de NaCl. Totalizando cinco fragcbes denominadas de acordo com
a concentragéo do sal aplicado. Sendo nomeadas de: amostra (A), agua (H20), NaCl
0.05M, NaCl 1M e NaCl 2M. A Figura 14, apresenta a eletroforese em tampao PDA
das amostras brutas apds precipitagdo proteica com TCA de cérnea bovina (CB) e
pele suina (PS), assim como, as suas respectivas fragdes apds a cromatografia de
troca ibnica. Podemos observar na figura que nao houve aparecimento de nenhuma
banda eletroforetica nas fragbes CB-A, CB-H2O, PS-A e PS-H20. Indicativo de que
todos os GAG presentes no material bruto permaneceu ligado a resina de Q-
Sepharose. Podemos observar também, a presenca de bandas eletroforéticas nas
fracdes eluidas com NaCl1M e NaCl 2M, para as duas purificacbes, ambas
comigrando com o DS presente no padrao utilizado. No entanto, para CB pode-se
observar tambem a presenga de uma banda eluida na fragdo CB-0,5M, comigrando
com o padrao de DS. Analisando as eletroforeses das fracdes coradas com o azul de
toluidina em diferentes pHs, Figura 15, pode-se observar, que houve significativa
alteracao na coloragao das bandas apenas para a amostra de C-0,5M. Esse composto
demostrou maior intensidade na coloragdo quando o corante utilizado foi o azul de
toluidina em pH 4,3. Sendo um indicativo de que a carga negativa presente no
polimero possa ser mais devido a carboxila do que das sulfatagées (NADER, H. B.;
DIETRICH, 1977; SRIDHARAN; SHANKAR, 2012). O mesmo efeito ndo pode ser
observado para as demais amostras, onde ndo houve consideraveis alteragao na sua

coloragéo.
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Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose de extratos brutos de cérnea bovina, pele suina e
amostras apés cromatografia de troca idnica corado com Azul de toluidina. Aliquotas (5 uL,
solugcdo 10 mg/mL) de cada extrato de CB e PS foram aplicadas no gel de agarose e submetidas a
eletroforese em tampéo 1,3-diaminopropano acetato (PDA) 0,05M, pH 9,0. Apés a corrida, os GAGs
presentes no gel foram precipitados com brometo de cetiltrimetilamdnio (CETAVLON) por 2h em
temperatura ambiente. O gel foi seco e corado com corante azul de toluidina 0,1% agua:etanol:acido
acético (50:49:1); CB-Bruto: cornea bovina bruto, CB-A:cornea bovina amostra, CB-H20: cérnea bovina
eluida com agua (OM de NaCl), CB-0,5M: cornea bovina eluido na concentragdo de 0,5M de NaCl, CB-
1M: cornea bovina eluido na concentragdo de 1M de NaCl, CB-02M: cornea bovina eluido na
concentracdo de 2M de NaCl, PS-Bruto: pele suina bruto, PS-A: pele suina amostra, PS-H20: pele
suina eluida com agua, PS-0,5M: pele suina eluido na concentragdo de 0,5M de NaCl, PS-1M: pele
suina eluido na concentracédo de 1M de NaCl, PS-02M: pele suina eluido na concentragdo de 2M de
NaCl, Padréo: mistura padrdo de glicosaminoglicanos contendo 5ug de cada GAG: CS (Condroitim
Sulfato), DS (Dermatam Sulfato), HS (Heparam Sulfato); O: Origem.
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Figura 15- Eletroforese em gel de agarose dos extratos brutos de pele suina e amostras apos
cromatografia de troca idonica. Aliquotas (5 uL, solugao 10 mg/mL) de cada extrato de CB e PS foram
aplicadas no gel de agarose e submetidas a eletroforese em tampao 1,3-diaminopropano acetato (PDA)
0,05M, pH 9,0. Apds a corrida, os GAGs presentes no gel foram precipitados com brometo de
cetiltrimetilamoénio (CETAVLON) por 2h em temperatura ambiente. O gel foi seco e corado com corante
azul de toluidina 0,1% agua:etanol:acido acético (50:49:1) escaneado e corado novamene com azul de
toluidina em tamp&o acetato de calcio pH 4.3; CB-Bruto: cornea bovina bruto, CB-0,5M: cornea bovina
eluido na concentragdo de 0,5M de NaCl, CB-1M: cornea bovina eluido na concentragdo de 1M de
NaCl, CB-02M: cornea bovina eluido na concentracao de 2M de NaCl, PS-Bruto: pele suina bruto, PS-
A: pele suina amostra, PS-H20: pele suina eluida com agua, PS-1M: pele suina eluido na concentragéo
de 1M de NaCl, PS-02M: pele suina eluido na concentracdo de 2M de NaCl, Padrao: mistura padrao
de glicosaminoglicanos contendo 5ug de cada GAG: CS (Condroitim Sulfato), DS (Dermatam Sulfato),

HS (Heparam Sulfato); O: Origem.



79

4.1.3. Caracterizagao fisico-quimica dos GAGs obtidos apés cromatografia

4.1.3.1. Dosagens quimicas

Como parte da avaliacdo preliminar das amostras purificadas, dosagem
quimicas foram realizadas para determinar a concentragcdo de GAGs presentes nas
fragdes, assim como obter indicativos de algumas caracteristicas estruturais através
das avaliagdes da quantidade de acido urdnico (GIcAC), hexosamina (GlicNAc) e
sulfato (SO,*7) conforme apresentados na Tabela 3. Pode se observar através das
dosagens um conteudo reduzido de sulfato para a amostra CB-0,5M, condizente com
a eletroforese onde a fragdo apresentou coloragao azulada com pouca metacromasia,
e uma menor carga considerando que foi necessario um gradiente i6nico de 0,5M de
sal para a retirada da estrutura da resina (HEALTHCARE, 2016). Pode-se observar
também, que as relacdes entre GIcA:GIcNAc, das amostras de CB-1M, PS-1M se
mantem condizentes com amostras de DS encontradas na literatura (BEDINI et al.,
2019; POBLACION; MICHELACCI, 1986). No entanto, apresentando diferencas nas
dosagem, o que podem refletir diferengas estruturais na composi¢céo dos polimeros,
tanto para a relagdo GIcA:GIcNAc, quanto para SO,*":GIcNAc. Pode se observar
também, que as amostras de CB-2M possuem um conteudo reduzido de GIcA e PS-
2M um conteudo reduzido de GIcNAc. Todavia, com os dados até entdo apresentados
esses valores podem ser usados apenas como indicativos de que os GAGs possuem
diferencas estruturais com relacdes as demais fragdes, esses pontos, serao discutidos

com mais detalhes posteriormente no trabalho.

Tabela 3: Dosagens quimicas das amostras purificadas em cromatografia de troca iénica

Hg/100 pg de amostra umol Razao molar

GIcNAC GIcA S0, Hex GIcA SO, GlcA/Hex SO,*/Hex
CB- 0,5M NaCl 29,76+0,004 20,12+0,11 6,83+0,001 0,135 0,104 0,079 0,771 0,591
CB- 1M NaCl 35,82+0,006 19,45+0,0611,17+0,009 0,162 0,100 0,130 0,619 0,802
CB-2 M NaCl 42,18+0,004 8,58+0,03 20,33+0,007 0,191 0,044 0,236 0,232 1,240
PS- 1M NaCl 27,03+0,00226,30+0,12 12,5+0,001 0,122 0,135 0,145 1,109 1,189
PS-2M NaCl 19,15+0,007 27,29+0,21 8,33+0,002 0,087 0,141 0,097 1,624 1,119

GIcNAC - N- actil glucosamina, GlcA- acido D-glucurdnico, SO,* - Sulfato, Hex - Hexosamina,

HMg- micrograma, pmol- micromol.
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4.1.4. Determinagao da massa molecular

A massa molecular modal dos GAGs extraidos e purificados de cornea
bovina e pele suina foi determinado por eletroforese em gel de poliacrilamida,
conforme descrito em métodos. A Figura 16 apresenta uma imagem representativa da
eletroforese e a equacéao da reta utilizada para o calculo do peso molecular modal dos
compostos, no qual a velocidade de migragéo, determinada pelo fator de retengéo (Rf)
€ inversamente proporcional ao logaritmo do peso molecular. A Tabela 4 apresenta
as massas moleculares modais estimadas para cada um dos GAGs purificados. Para
a obtencao destes valores utilizou-se a equagéo da reta mostrada na Figura 16 (B) e
os valores de Rf (fator de retengédo) que foram determinados para cada uma das
amostras, assim como os padroes.

Pode-se observar que os GAGs extraidos da Cornea, CB-1M e CB-2M,
foram os compostos de maior massa molecular, com 37,37kDa e 39,38 kDa,
respectivamente, valores condisentes ao econtrado para GAGs extraidos de CB
(ACHUR et al., 2004; MICHELACCI, 2003) . Ja o composto purificado em CB-0,5M
nao apresentou bandas coradas, em parte esse resultado pode ser explicado pelo
tamanho do polimero, logo este ndo penetrou e difundiu-se no gel como os outros.
Outro fator, importante que podemos apresentar para explicar a auséncia de
coloragao, pode ser a auséncia de grupamentos sulfatos na estrutura dos GAGs, uma
vez que o corante utilizado se baseia na ligagdo com grupamentos negativamente
carregados pelo sulfato gerando assim um shift na coloragéo para o roxo.

Por sua vez, os GAGs purificados de PS apresetaram massas moleculares
modais semelhantes entre si, sendo de 21,9 kDa para PS-1M e 21,99 kDa para PS-
2M, valores estes dentro do esperado de acordo com a literatura (FRANSSON et al.,
1974; MASCELLANI et al., 1993b; MICHELACCI, 2003). Cabe aqui ressaltar que,
algumas alteragées na massa modal dos GAGs, podem ser resultantes de reagdes
ocorridas durante o processo de extragdo, por exemplo, Poblacion 1986, cita uma
massa modal de 13 kDa para os GAGs extraidos de PS, com uma variagéao de 7 a 23
kDa entre as estruturas. Essa variacdo encontrada, pode ser explicada pelo metodo
de extragao escolhido, o que no caso, foi uma hidrolise alcalina. Tal metodo pode ter

impactado a cadeia do polimero. Conforme descrito, para o presente estudo utilizou-
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se a uma enzima para a quebra das proteinas e consequente liberacdo dos GAGs e

na sequencia processos de puficacdo visando nao alterar a estrutura do polimero.
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Figura 16 — (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida e (B) equacao da reta utilizada para
determinagao da molecular modal dos GAGs extraidos e purificados de conea bovina e pele
suina determinag¢ao da massa molecular modal das amostras. Aliquotas (5ug) dos GAGs foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5% em tamp&o Tris-HCI 20 mM, pH 7,4. Apos a
corrida, o gel foi corado com azul de toluidina 0,1% em acido acético 1%. O gel foi submetido a
densitometria e as distancias de migracao foram medidas (Rf), determinando-se massa modal de
acordo com o pico de intensidade de cada amostra. DEX: Dextram comercial (8kDa), C4S: CS
comercial de traqueia bovina (26kDa); C6S: CS comercial de tubarao (67kDa); CB-0,5M: cornea bovina
eluido na concentragao de 0,5M de NaCl, CB-1M: cornea bovina eluido na concentragdo de 1M de
NaCl, CB-02M: cornea bovina eluido na concentragdo de 2M de NaCl, PS-1M: pele suina eluido na

concentragéo de 1M de NaCl, PS-02M: pele suina eluido na concentragdo de 2M de NaCl; O: Origem.
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Tabela 4: Massa molecular modal estimada dos GAGs presentes em CB e PS apos a purificagao.

Amostra Fator de Retencgéo (Rf) Massa Molecular Modal ?
Padrao DEX 0,766 8,0
Padrao C4S 0,495 26,0
Padrao C6S 0,245 67,0
CB-0,5M - -
CB-1M 0,422 37,37
CB-2M 0,403 39,78
PS-1M 0,567 21,90
PS-2M 0,566 21,99
a- kDa

4.1.5. Analise espectroscépica de absorg¢ao no infravermelho

A espectroscopia de infravermelho € amplamente utilizada para a
caracterizacao de GAGs encontrados na matriz extracelular de mamiferos, como o
CS, DS, KS, HS/Hep e HA (LONGAS; RUSSELL; HE, 1986). Dessa forma os GAGs
purificados foram submetidos a analise espectroscopica de absor¢ao no infravermelho
para analise e identificagcdo dos principais grupos funcionais presentes nas fragoes.

A Figura 17 apresenta o espectro dos GAGs purificados. Importa destacar
a absorbancia ampla e intensa observada na regido de 3334 cm-! atribuida a vibragao
de estiramento do grupo O-H presente em todos os GAGs analisados (PAVIA et al.,
2010). Além da absorgéo em 2926 cm' caracteristica do estiramento vibracional de
anéis de agucar (BAl et al., 2018). Ao analisar a regiao digital dos espectros como na
Figura 18, pode-se observar uma evidente auséncia de picos para a amostra CB-0,5M
na regiao atribuida ao estiramento de S=0, uma vez que este é representado por um
complexo de absorgéo centrado proximo a 1248 cm™' (MAINRECK et al, 2011). Ja para
as amostras CB-2M podemos observar também uma auséncia de picos relacionados
aos sinais atribuidos a vibragdo de estiramento antissimétrico de grupos COO-
(MAINRECK et al, 2011), tal resultado, apoia as evidencias encontradas nas dosagens

referente a fragcdo, Tabela 3, sendo estas consideravelmente baixa pra GICAC.
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Figura 17 — Espectro infravermelho dos GAGs purificados de coérnea bovina e pele suina. (CO5M:
cornea bovina eluido na concentracao de 0,5M de NaCl, C1M: cornea bovina eluido na concentragao
de 1M de NaCl, C2M: cornea bovina eluido na concentragdo de 2M de NaCl, P1M: pele suina eluido

na concentracéo de 1M de NaCl, P2M: pele suina eluido na concentracéo de 2M de NaCl).

De maneira geral, outros sinais podem ser destacados e observados nos
espectros como os sinais proximos a 1022 cm™ relacionados as vibragbes do
esqueleto de C-O-C, em 1219 cm™ no qual a presenga de picos nos espectros
atribuidos a vibragbes de estiramento de S=0O, podem ser atribuidos a algumas
amostras, visto que, a vibragao do grupo sulfato é representada por um complexo de
absorcao centrado préximo a 1248 cm™ assim como mencionado anteriormente
(MAINRECK et al, 2011). De acordo com BAI (2018), os picos encontrados proximos
a 1556 cm™" podem ser relacionados as variagdes no angulo de vibragao de N-H. Ja
os sinais proximos a 1629 cm', podem ser relacionados para a maioria da amostra
aos sinais de vibracao de estiramento antissimétrico de grupos COO- (MAINRECK et
al, 2011).



Transmitancia

0,74

84

1563
1415

- 1375
1225
- 1022
929

1
— CB-0,5M

' |
600

T T T T
1400 1200 1000 800

L
1600
Comprimento de onda (cm™)

Figura 18 — Espectro infravermelho da regiao digital das moleculas de GAGs extraidos de CB e

PS. (CO5M: cornea bovina eluido na concentragdo de 0,5M de NaCl, C1M: cornea bovina eluido na

concentracao de 1M de NaCl, C2M: cornea bovina eluido na concentragao de 2M de NaCl, P1M: pele
suina eluido na concentragéo de 1M de NaCl, P2M: pele suina eluido na concentracao de 2M de NaCl).
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Através da espectroscopia de infravermelho, associada com os resultados
acima descritos podemos confirmar a auséncia de grupamentos sulfatos no GAG
extraido de CB-0,5M Figura 19, e a auséncia de carboxila para o GAG purificado em
CB-2M. Podemos afirmar também que os GAGs purificados em CB-1M, PS-1M e PS-

2M apresentam semelhantes grupos funcionais em sua estrutura.
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Figura 19- Espectro infravermelho da centrada em 1248 cm™ atribuido a regido de estiramento
de sulfato para as estruturas purificadas de CB e PS. (CO5M: cornea bovina eluido na concentragao
de 0,5M de NaCl, C1M: cérnea bovina eluido na concentracdao de 1M de NaCl, C2M: cérnea bovina
eluido na concentragdo de 2M de NaCl, P1M: pele suina eluido na concentragdo de 1M de NaCl, P2M:
pele suina eluido na concentracao de 2M de NacCl).

4.1.6. Analise espectroscopica Raman

A espectroscopia Raman é uma analise baseada nas vibragdes originadas de
uma mudanca na polarizagdo da molécula através de interagdes entre o campo
elétrico da radiagao incidente e o momento dipolo, sendo assim o momento pode ser
considerado induzido pela radiagdo eletromagnética devendo assim haver uma
variagdo na polarizabilidade da molécula durante a vibragdo. Desse modo, os
espectros Raman e infravermelho atuam de forma complementar para a analise
estrutural, uma vez que neste € necessario que haja uma variagao no momento dipolar
durante a vibracado (RUDD et al., 2010).
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A analise espectroscopica de RAMAN dos GAGs purificados de diferentes
tecidos esta representada na Figura 20. Podemos notar a presenga de um sinal com
maior intensidade em 1070 cm', presente em todas as amostras, com excecgdo de
CB-0,5M, e que pode ser atribuida a vibragdes de ligagdes de grupamentos sulfato
(BANSIL et al., 1978). Além disso, verificou-se a auséncia do sinal de COO™ em 1415
cm™ (BANSIL et al., 1978) apenas para as amostras CB-2M. De maneira geral,
também podem ser observadas, deformagdes de hidrogénio de C1 para numeros de
onda préximos a 890 cm-' (BANSIL et al., 1978). Vibragbes em 940 cm" atribuidas ao
esqueleto C-O-C de ligagdes B(1—3) e B(1—4) de GAGs (CARVALHO, 2015). Em
1100 cm™' sdo também encontrados modos de deformagdo de C-OH, porém, em
alguns casos, a banda pode estar mascarada devido a presenca das vibragdes de
grupos sulfato (BANSIL et al., 1978). Sendo assim, através da espectroscopia RAMAN
também foi possivel atribuir as diferencas estruturais entre os GAGs purificados.
Sendo a auséncia do grupamento sulfato a principal caracteristica do GAG purificado
na fracdo CB-0,5M, e para o GAG CB-2M a auséncia de grupamentos carboxilas.
Para CB-1M, PS-1M e PS2M podemos observar semelhangas estruturais no que
tange os grupamentos funcionais conforme encontrado no IR.

No entanto, deve-se ressaltar que os trés GAGs, apesar de possuirem
espectros com grupamentos semelhantes apresentam diferengas estruturais
evidenciadas por outros experimentos, como, a massa modal e eletronegatividade
(uma vez que suas migracdes sao diferentes na eletroforese em tampao PDA e a

fracdo na qual é eluida na coluna de troca iénica).
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Figura 20 - Espectro Raman dos GAGs purificados de CB e PS. (CSTS: CS de traqueia suina;
CSTB: CS de traqueia bovina; CSRj: CS de arraia; C4S: CS comercial de traqueia bovina).
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4.1.7. Analise espectroscopica RMN- HSQC

A identificagdo dos GAGs extraidos e a analise das diferengas estruturais
foram realizadas por técnicas de ressonancia magnética nuclear de 1H, 13C e mapas
de correlagdo HSQC. A vantagem de se empregar tal técnica esta na pequena
guantidade de amostra necessaria para realizar os experimentos e da possibilidade
de recuperacao da amostra, visto que, trata-se de uma técnica nao destrutiva. mapa
de correlagdo HSQC da amostra C-0.5M, Figura 21, apresenta manchas de correlagéo
caracteristicas de acido glucurdnico ligado a glucosamina N-acetilada (5,39/102,41)
assim como outras correlagdes ligadas a estrutura do GlucA (3,76/75,6 ppm) e de
GIcNACc (3,88/63,5 ppm).

A inexisténcia de absorcdes na faixa 4,20 e 4,60 para o nucleo de 1H e
79,12 e 70,36 para o nucleo de 13C sugere a auséncia de grupamentos sulfato ligados
a estrutura do GAG nas posi¢des C4 e C6 da hexosamina. Esse resultado reforca os
dados obtidos por INFRA e RAMAN e justifica os valores das dosagens de sulfato.
Dessarte, o conjunto de resultados aponta para uma estrutura de acido hialurénico.

O mapa de correlacdo HSQC das amostras CB-1M (Figura 22) e PS-1M (Figura
23) apresentam manchas de correlagao referente  as ligagbes
[—-4GIcAB1—3GalNAcB1—] em 4,49-106.9 e em 4,89-4,92/106,23-106,3 referente a
ligacdo [—4ldoAB1—3GalNAcB1—]. Além disso, podemos destacar as correlagdes
atribuidas ao H4-C4 do IdoAc em 4,14-83,1 e a GalNAc-4 sulfatada em 4,67-78.35. A
vista disso, embora ambas as amostras aparentam ser DS-like elas apresentam

diferencgas estruturas entre si.
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Figura 21 - Espectro NRM-HSQC da amostra CB-0.5M

Tabela 5- Valores da literatura para os espectros de Acido Hialurénico

Ac Hialurénico (literatura) CB-0,5M

GIcA GlIcNAc GIcA GlcNAc
H1/C1 4,48/103,80  4,74/101,40 n.d. n.d
H2/C2 3,34/73,29 3,81/55,06 n.d n.d
H3/C3 3,561/74,47 3,73/83,86 3,569/76,5 3,66/80,25
H4/C4 3,51/80,83 3,54/69,36 3,69/742  3,8/63,5
H5/C5 3,73/77,21 3,48/76,23 3,73/77,36 n.d
H6/C6 175,01 3,76-3,9/61,37 n.d n.d




90

(4,49/106.9)

N
[—4GlcABl—3GalNAcBl—] (H1/C1)

VPSP A Vi /\
L E
o
L &
|
L . _8
--‘ I

L 4

-d. I
; -8
[—4IdoAP1—3GalNAcpl—] (HI/C1) [d?A-((ia;]:]/?gjg)(H”m) I
(4,89/106,23) ™ ,75/105, P

[—4TdoAB1—3GalNAcpl—] (H1/C1)

(4,89/106,23)
.’.‘.“" m wm 5
@ \ \\
IdoA-GalNAc 48 (H1/C1)\
(4,75/105,8) \

\
Y

[>4GlcAB1—3GalNAcpl—] (H1/C1)
(4,49/106.9)

L L [ T |

L L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

50 48 46 44 F2[ppm]

Figura 22 - Espectro NRM-HSQC da amostra CB-1M

100 F1 n)pm]'

T
110

l T
F2 [ppm]

102

104

112



91

Mo N

L
o
L&
IdoA-GalNAc 4S (HS5/C5) _ R
(4384/7] ‘2]) GalNAc 48 (H4/C4)
e, (4,67/78,35) -8
\\\\ ’l/ - O C—— |
\\\ ’/f & _ i
- - -: S --. p— _8
[—41doAR1—3GalNAcp1—] (H1/C1) |
4,91/105,92)"
( ) GleA-GalNAc 4S(H1/C1) -8
S —— TS I
S, i
1doA-GalNAc 48 (H1/C1) i
(4,7/104,3)
T I T T T T I T 4 T T I T T T T l T T T T [ T T
55 50 45 40 35  F2[ppm]

Figura 23 - Espectro NRM-HSQC da amostra PS-1M



92

Tabela 6- 1H e 13C-Chemical Shifts (ppm) dos sinais identificados espectro 2D NMR encontrados para diferentes dissacarideos na literatura(®®°

GlcA-GalNAc 4S GlcA-GalNAc 6S IdoA-GalNAc 4S GlcA-GIcNAc IdoA 2S-GalNAc
GalNAc

GIcA GalNAc 4S GIcA GalNAc 6S IdoA 4S8 GIcA GIcNAc a-L-ldA-(2s04) —3-(B-Gal-(1—
H1/C1 4,63/105,94 4,67/103,59 4,55/105,56 4,66/104,28 4,9/105,7 4,72/105,3 4,48/103,80 4,74/101,4 5,16/101,2 4,9/105,7
H2/C2 3,47/75,86 4,08/54,94 3,45/75,85 4,03/53,93 3,53/72,0 4,02/54,2 3,34/73,29 3,81/55,06 4,17/73,8 3,53/72,0
H3/C3 3,64/76,78 4,16/78,62 3,63/77,08 3,95/82,68 3,95/73,7 4,02/77,8 3,51/73,29 3,73/83,86 4,23/69 3,95/73,7
H4/C4 3,80/83,07 4,63/79,12 3,76/84,26 4,19/70,17 4,10/82,7 4,65/78,5 3,51/74,47 3,54/69,36 4,06/79,2 4,10/82,7
H5/C5 3,78/79,09 3,87/77,69 3,76/78,83 4,01/75,70 4,72/72,0 3,78/77,0 3,73/77,21 3,48/46,23 4,85/68 4,72/72,0
H6/C6 n.d 3,80/63,98 n.d 4,24/70,36 n.d 3,78/63,5 3,66/75,01  3,76-3,9/61,37 n.d n.d

a-(POMIN et al., 2012), b- (COCKIN; HUCKERBY; NIEDUSZYNSKI, 1986), c- (POMIN, 2014)

Tabela 7 — 1H e 13C-Chemical Shifts (ppm) dos sinais identificados espectro 2D NMR das fragées de Cérnea Bovina 1M

GlcA-GalNAc 4S GlcA-GalNAc 6S IdoA-GalNAc 4S GlcA-GIcNAc IdoA 2S-GalNAc

GIcA GalNAc 4S GicA GalNAc 6S IdA GalNAc 4S GIcA GlcNAc  a-L-IdA-(2S04) —3-(B-Gal-(1—
H1/C1 n.d n.d 4,49/106,94 n.d 4,9/106,3 4,75/105,8 4,4/105 n.d n.d 4,28/106,3
H2/C2 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d 3,83/57,8 4,2/70,7 n.d
H3/C3 3,62/76,5 n.d n.d n.d n.d n.d n.d 3,62/81 4,3/69,4 n.d
H4/C4 3,78/82 n.d 3,76/85,2 n.d n.d n.d n.d n.d 4,04/75,4 n.d
H5/C5 n.d 3,83/77,3 n.d n.d n.d 3,76/77,5 3,71/74,4 n.d n.d n.d

H6/C6 n.d n.d n.d n.d n.d 3,8/63,8 3,64/72 n.d n.d n.d
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Tabela 8 — 1H e 13C-Chemical Shifts (ppm) dos sinais identificados espectro 2D NMR das fragées de Pele Suina 1M

GlcA-GalNAc 4S GlcA-GalNAc 6S IdoA-GalNAc 4S GlcA-GIcNAc IdoA 2S-GalNAc

GIcA GalNAc 4S GIcA GalNAc 6S GalNAc 4S GlIcA GlcNAc a-L-ldA-(2S04) —3-(B-Gal-(1—
H1/C1 4,49/106,9 n.d n.d n.d 4,91/105,92  4,7/104,3 n.d n.d n.d n.d
H2/C2 3,41/75,03 n.d n.d n.d 3,56/72,12  4,05/54,8 n.d n.d n.d n.d
H3/C3 n.d n.d 3,59/76,44 n.d 3,94/73,95  3,98/76,03 n.d n.d n.d n.d
H4/C4 3,8/83,26  4,67/78,35 n.d 4,19/71,1 4,13/83,1 4,67/78,35 n.d n.d 4,84/71 4,12/82,84
H5/C5 3,72/79,02 3,85/77,27 n.d 4,02/78,34  4,84/71,21 n.d 3,73/77,69 n.d n.d n.d

H6/C6 n.d 3,84/63,5 n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
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Figura 24 - Espectro NRM-HSQC da amostra CB-2M.

Para a amostra CB-2M por sua vez podemos observar dois sinais 3-anomeéricos
caracteristicos em 4,56/105,4 e 4,78/105,2 ppm, sendo estes identificados e atribuidos
a residuos de N-acetil-B-glucosamina (GIcNAc), denominado de N1 na Figura 24 e [3-
galactose, denominado de G1 na mesma figura (POMIN, 2014). Ambos os sinais séo
de proporcdes equimolares aproximadas, o que pode ser correlacionado com a
estrutura do polimero analisado, sendo este composto de unidades dissacaridicas
repetidas de [»3GalB1—4GIcNAcB1—]. Outros sinais claros envolvendo a ligagdes
glicosidicas podem ser observados em 3,76/77,7ppm e 3,78/81ppm, atribuidos Figura
24 como N4 e G3, esses dois picos também podem ser atribuidos a ligagdes do tipo
[—3GalB1—4GIcNAcB1—] tipicas de polimeros de queratam sulfato (POMIN, 2014;
POMIN et al., 2012). Por ultimo, informacgdes a respeito do 6-sulfato ligado a GIcAc e
residuos de Gal pode ser deduzida através da analise dos picos anti-fase (mostrados
em verde, onde temos sinais de CHz e em azul sinais CH, Figura 24), nestes podemos
identificar sinais em 4,31/69,4ppm e 4,23/71,2ppm, atribuidos a unidades 6-sulfato
GIcNAc (N6S na Figura 24) e Gal (G6S, Figura 24) respectivamente.
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Tabela 9- 1H e 13C-Chemical Shifts (ppm) dos sinais identificados espectro 2D NMR das fragées
de CB-0,5M comparadas com dados da literatura

KS literatura (@b:c) CB-2M

[>3Galp1— —4GIcNAcB1—] [>3Galp1— —4GIcNAcB1—]
H1/C1 4,49-5,54/102,86-105  4,68-4,76/102,83/105 4,56/105,4 4,78/105,2
H2/C2 3,53/69,97 3,55-3,83/55,13-57 3,62/72,5 3,48/58,2
H3/C3 3,70/82,22-85 nd 3,78/81 n.d
H4/C4 4,22/70,87 3,71-3,8/78,81-81 4,26/70 3,76/77,7
H5/C5 3,97/75,42 n.d 4,01/75,5 n.d
H6/C6 3,58-3,5/62,80 3,69/56,9 3,8/63,88 3,84/5
H6/C6
sulfatados 4,15-4,22/67,72-70 4,27-4,39/66-69 4,23/,2 4,31/69,4

a-(POMIN et al., 2012), b- (COCKIN; HUCKERBY; NIEDUSZYNSKI, 1986), c- (POMIN, 2014)

A utilizacdo de analises espectroscopicas por RMN, assim como as
apresentadas acima nos permitiu obter valiosas informacdes estruturais tais como: a
composicdo monossacaridica e dissacaridica dos polimeros, a posicdo das
sulfatagdes e os tipos de ligagdes existentes na estrutura da cadeia dos GAGs
extraidos no presente trabalho, reforcando também achados evidenciados também
por outras técnicas apresentadas no trabalho. Com isso foi possivel purificar no tecido
de cdornea bovina, trés tipos de GAGs, sendo estes: acido hialurénico (fracdo CB-
0.5M), dermatam sulfato (CB-1M) e queratam sultato (CB-2M). Ja para o tecido pele
suina, foi possivel identificar apenas um tipo de GAG, dermatam sulfato, porém com
diferencas estruturais percetiveis (diferente corrida eletroforética, diferente perfil de
eluicdo na cromatografia de troca ibnica) porem ainda nao claramente identificadas,

parte pela baixa quantidade de amostra PS-2M para a realizagao do PS-2M
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4.2. ATIVIDADE ANTITROMBOTICA IN VITRO DOS DS PURIFICADOS DE
CORNEA BOVINA E PELE SUINA

De forma preliminar, a atividade de cada fracéo purificada foi avaliada através
de ensaios baseados no tempo de formacgao de trombina, como ATTP, FB e PT. Estes
ensaios nos permitem avaliar de maneira pratica e eficaz os efeitos dos DS purificados

em diferentes pontos da coagulagdo que serdo discutidos na sequencia.

4.2.1. Tempo de tromboplastina parcial (APTT)

O Teste da trombina parcialmente ativada esta entre os testes de triagem mais
pedidos na pratica clinica, utilizado, muitas vezes, para avaliar disturbios na
hemostasia. Este, tem como objetivo detectar deficiéncias nos fatores VI, IX, e XII,
além de deficiéncias moderadas e graves dos fatores Il, V, X e fibrinogénio. Sendo em
muitos casos requisitado junto de outros testes: como o tempo de trombina para o
manejo clinico e da terapia farmacolégica (KAMAL; TEFFERI; PRUTHI, 2007).

Um teste de APTT dentro dos valores laboratoriais de referéncia indica uma
hemostadia normal (24 a 40 segundos), conforme descrito no Item 3.2.7.2. O APTT é
mensurado, pela incubacgao da cefalina ativada com plasma teste, a 37°C, e apds 2 a
5 minutos é adicionado a este o cloreto de calcio, os resultados sao expressos em
tempo de coagulagdo (segundos). Prolongamentos no tempo normal de coagulagéo,
indicam que a tromboplastina parcial (cefalina), os fosfolipidios de origem animal ou
vegetal e o ativador com carga negativa (silica, acido elagico ou caulim), utilizados no
teste foram incapazes de ativar a via extrinseca, uma vez que requer o fator tecidual
completo (tromboplastina). Podendo indicar assim, a suspeita de deficiéncia dos

fatores VI, IX, Xl ou a presenca de inibidor externo da via.
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Figura 25 — Ensaio de atividade anticoagulante in vitro, tempo de ativagao parcial da
trombina.10ug de material bruto e amostras purificadas foram incubados com plasma comercial de
carneiro, o ensaio foi realizado como recomendado pelo fabricante. Apés foi realizado uma analise
multivariada (one-way ANOVA) utilizando o teste de Dunnett, dessa forma todas as amostras foram
comparadas com o controle. Diferencas significativas estdo representadas pelo asterisco no topo da
coluna, assim como o nivel de significancia (*:p=0,05; **: p=0,01; ***:p=0,00.1; ****:p=0,0001). Controle:
plasma comercial, PS- bruto: GAGs ap6és digestdo com papaina, sem nenhum processo cromatografico
de purificagdo, PS-1M: 10ug (teor de 58,089 % de DS com base nas dosagens de hexosamina) da
fragdo de pele suina eluida na concentragao de 1M de NaCl, PS-2M: 10ug (teor de 41,157% de DS
com base nas dosagens de hexosamina) da fragdo de pele suina eluida na concentragdo de 2M de
NaCl, CB-bruto: GAGs apods digestdo com papaina, sem nenhum processo cromatografico de
purificagdo, CB-1M: 10ug (teor de 76,974% de DS com base nas dosagens de hexosamina) da fragéo

de cornea bovina eluida na concentragcao de 1M de NaCl, Controle (Hep): 1,5ug de heparina.

Com base nos valores encontrados para o teste, e apresentados na Figura 25,
podemos observar um aumento no tempo normal de cogulagao para as fragbes PS-
1M e CB-1M quando comparados com o controle. As demais amostras, nao
apresentaram um tempo de coagualgdo extendido quando comparados com o
controle. Para as amostras brutas (contendo diferentes GAGs na sua composi¢ao)
esse fato pode ser explicado devido a baixa concentragdo dos agentes capazes
promover tal alteragdo. Como esperado, o controle heparina se mostrou o agente mais
potente, uma vez que esse polissacarideo é capaz de interagir com diversos fatores
de coagulagao, sendo capaz da elevagao no tempo de coagulagdo mesmo em baixas

concentragdes.
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Conforme dito anteriormente, esse tipo de teste nos permite realizar uma
triagem de potenciais drogas inibidoras da coagulagao, observando assim o efeito

desses candidatos no “sitema intrinseco” de ativacdo da coagulacéo.

4.2.2. Tempo de trombina (PT)

Em conjunto com o APTT, na pratica clinica temos o PT (prothrombin
time/tempo de trombina), dentre os testes, esse foi o primeiro a ser desenvolvido por
Owren ( 1947) e tem sido utilizado como um marcador da “via extrinseca” e “comum”
da coagulacao, avaliando a atividade dos fatores VII, X, V, Il e fibrinogénio. Sendo
utilizado, principalmente, para monitorar a terapia oral com anticoagulantes
(especialmente inibidores da vitamina K), avaliar dano hepatico, coagulopatia
intravascular disseminada, trauma entre outras condicdbes. Com base nos valores
encontrados para o teste, e apresentados na Figura 26, podemos observar que néo
houve alteracédo no PT para nenhuma das amostras testadas, o resultado se encontra
de acordo com a literatura, uma vez que o dermatam sulfato € incapaz de prolongar o
tempo de coagulacdo no teste em questéo, por atuar especificamente na inibigdo do
HCII, diferente da heparina que atua em mais fatores da via (HOPPENSTEADT;
WALENGA; FAREED, 1990).
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Figura 26 - Ensaio de atividade anticoagulante in vitro, tempo de trombina. 10ug de material bruto
e amostras purificadas foram incubados com plasma comercial de carneiro, o ensaio foi realizado como
recomendado pelo fabricante. Apds foi realizado uma analise multivariada (one-way ANOVA) utilizando

o teste de Dunnett, dessa forma todas as amostras foram comparadas com o controle. Diferengas
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significativas estao representadas pelo asterisco no topo da coluna, assim como o nivel de significancia

(***.

: p=0,00.1).Controle: plasma comercial, PS-1M: 10ug (teor de 58,089 % de DS com base nas
dosagens de hexosamina) da fragdo de pele suina eluida na concentragdo de 1M de NaCl, PS-2M:
10ug (teor de 41,157% de DS com base nas dosagens de hexosamina) da fragdo de pele suina eluida
na concentragdo de 2M de NaCl, BC-bruto: GAGs apés digestdo com papaina, sem nenhum processo
cromatografico de purificagdo, BC-1M: 10ug (teor de 76,974% de DS com base nas dosagens de
hexosamina) da fragdo de cornea bovina eluida na concentragao de 1M de NaCl, Controle (Hep): 1,5ug
de heparina.

4.2.3. Fibrinogénio

Outra forma dentro da clinica médica de se avaliar alteragbes na coagulagao é
o teste de fibrinogénio (fator |), usado principalmente para avaliar disturbios na
coagulagdo envolvendo esta proteina. Com base nos valores encontrados para o
teste, observados na Figura 27, podemos observar que nao houve alteragéo no teste
de fibrinogénio para nenhuma das amostras testadas. Esse resultado, condizente com
a literatura, demostra que o dermatam sulfato € incapaz iteragir diretamente como o
fibrinogénio conservando assim um tempo normal de coagulagdo. (HOPPENSTEADT;
WALENGA; FAREED, 1990).
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Figura 27 - Ensaio de atividade anticoagulante in vitro, fibrinogénio. 10ug de material bruto e
amostras purificadas foram incubados com plasma comercial de carneiro, o ensaio foi realizado como

recomendado pelo fabricante. Apds foi realizado uma analise multivariada (one-way ANOVA) utilizando
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o teste de Dunnett, dessa forma todas as amostras foram comparadas com o controle. Diferencas
significativas estéo representadas pelo asterisco no topo da coluna, assim como o nivel de significancia
(*:p=0,05; **: p=0,01; ***:p=0,00.1; ****:p=0,0001). Controle: plasma comercial, PS- bruto: GAGs apés
digestdo com papaina, sem nenhum processo cromatografico de purificagdo, PS-1M: 10ug (teor de
58,089 % de DS com base nas dosagens de hexosamina) da fracdo de pele suina eluida na
concentragdo de 1M de NaCl, PS-2M: 10ug (teor de 41,157% de DS com base nas dosagens de
hexosamina) da fragcdo de pele suina eluida na concentragdo de 2M de NaCl, CB-bruto: GAGs apés
digestdao com papaina, sem nenhum processo cromatografico de purificagdo, CB-1M: 10ug (teor de
76,974% de DS com base nas dosagens de hexosamina) da fragdo de cornea bovina eluida na

concentragao de 1M de NaCl, Controle (Hep): 1,5ug de heparina.

4.2.4. Sintese de heparam sulfato antirombético

Até entao a atividade do DS foi descrita apenas como resultante da inibicido doo
HCII, e o seu potencial de inibir a trombina. No entanto, conforme o entendimento
sobre a coagulagédo avangou, mais tem se observado o papel de destaque das celulas
e das suas superficies no controle e manutencdo da hemostasia. Dessa forma
diversos autores foram capaz de demostrar que a parede dos vasos celulares e
arterias desempenham um papel tambem na agdo de compostos antitromboticos (DE
AGOSTINI et al., 1990; NADER, H.B. et al., 2001). O endotelio vascular € composto
por uma camada de de tecido epitelial simples nao estratificado, de origem
mesodérmica, que reveste internamente os vasos sanguinesos permitindo a iteragéao
com diversos constituintes da circulagcdo sanguinea (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1991). Sendo assim, a agao dos DS purificados foram testadas em celulas do epitelio
vascular de coelhos.

Em 1976, Buonassisi e Venter, verificaram que células endoteliais de uma
determinada linhagem de coelho continham receptores para diversos agentes
vasoativos tais como, noradrenalina, acetilcolina, angiotensina Il e histamina. Nos
anos subsequentes, diferentes autores apontaram uma importante fungdo do
endotélio vascular, no qual, em condigdes normais, este contribuiria para a circulagao
do sangue promovendo uma atividade antitrombotica. Essa fung¢ao se da de acordo

com a produgao de diversos compostos, tais como, o ativador de plaminogénio, o
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inibidor da via do fator tecidual, além do proteoglicano de HS (Buonassisi & Colburn
1982, BOMBELI MUELLER & HAEBERLI 1997).

Esse proteoglicano, possui uma cadeia proteica com massa molecular de 22k
Da, e cadeias de HS com aproximadamente 50kDa (CASTILLO; COLBURN;
BUONASSISI, 1987). A estrutura das cadeias de HS, é composta por regides
alternadas de IdoAc e GIcA, contendo dissacarideos di- e trisulfatados, assim como,
tetrassacarideos tetra- e pensatassulfatados, semelhantes aos encontrados na
estrutura da Hep, e assim como esta, possuindo um efeito inibitério na coagulagao
sanguinea (NADER, H. B. et al., 1987). Foi demostrado tambem por Nader et al 1987,
que o estimulo a producao desse PG, assim como modificagdes estruturais na cadeia
lateral de HS, tanto para o meio celular, quanto na superficie celular, € aumentado de
2 a 3 vezes quando essas células foram cultivadas com Hep (NADER, HELENA B. et
al., 1989).

Para avaliar o efeito dos diferentes DS extraidos na producao de HS por células
endoteliais foi realizada uma incubacado por 24h conforme descrito no Iltem 3.2.8.
Podemos observar assim, que com relacéo ao controle basal, as fracoes PS-1M e PS-
2M nao mostraram nenhuma alteracdo na sintese de HS na superficie celular apds
24h. No entanto no mesmo periodo de tempo, pode se observar um aumento
significativo na produgéo e liberagédo desses PGs de HS para o meio extracelular
(Figura 28), sendo a produgéo desse estimulado em maior quantidade pela fracédo PS-
1M, com cerca de 4000 cpm/ug de proteina celular, com o controle positivo de Hep,
gerando cerca de 3000 cpm/ug de proteina celular (Figura 29). Ja para as fragdes de
CB-1M o estimulo a producédo de HS pode ser observada tanto na superficie celular
(Figura 28) quanto no meio extracelular (Figura 29). Nao houve alteragdes
significativas na sintese de proteoglicanos de CS, de superficie celular e para o meio,
para nenhuma das amostras testadas. Tais resultados sao importante, uma vez que,
alteracdes significativas no comprimento e quantidade de PG de CS de células
endotelias, estao relacionados com um aumento do risco e formacao de placas de
aterosclese, uma vez que estes PG se ligam a moleculas de LDL aprisionando os nas
paredes dos vasos (LITTLE; BALLINGER; OSMAN, 2007). Esses resultados,
demostram que além do DS atuar inibindo a coagulacao através da interagdo com o
HCIl, conforme ja descrito extensivamente na literatura, esse GAG pode estar
atuando, também, estimulando a sintese de HS endotelial com propriedades

antitrombdéticas nunca antes descritas para o DS.
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Figura 28 — Sintese de heparam sulfato por células endoteliais de coelho. Células foram com
incubadas com 100ug/mL dos materiais, na presenga de [*°S] sulfato(150uCi/mL), controle exposto
apenas a [*®S] sulfato(150uCi/mL). Sendo PS-1M: 100ug (teor de 58,089 % de DS com base nas
dosagens de hexosamina) da fracdo de pele suina eluida na concentragao de 1M de NaCl, PS-2M:
100ug (teor de 41,157% de DS com base nas dosagens de hexosamina) da fragao de pele suina eluida
na concentragao de 2M de NaCl, CB-bruto: GAGs ap6és digestdao com papaina, sem nenhum processo
cromatografico de purificagdo, CB-1M: 100ug (teor de 76,974% de DS com base nas dosagens de
hexosamina) da fragdo de cérnea bovina eluida na concentragcéo de 1M de NaCl, Controle (Hep): 1,5ug

de heparina.
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Figura 29 - Sintese de heparam sulfato liberado por celulares endoteliais de coelho para o meio
de cultura. Células foram com incubadas com 100ug/mL de materiais, na presenga de [3®S] sulfato
(150uCi/mL), controle exposto apenas a [*°S] sulfato (150uCi/mL). Sendo PS-1M: 100ug (teor de 58,089
% de DS com base nas dosagens de hexosamina) da fracao de pele suina eluida na concentragdo de
1M de NaCl, PS-2M: 100ug (teor de 41,157% de DS com base nas dosagens de hexosamina) da fragéo
de pele suina eluida na concentracdo de 2M de NaCl, CB-bruto: GAGs apés digestdo com papaina,
sem nenhum processo cromatografico de purificagdo, CB-1M: 100ug (teor de 76,974% de DS com base
nas dosagens de hexosamina) da fragdo de cérnea bovina eluida na concentragédo de 1M de NaCl,

Controle (Hep): 1,5ug de heparina.

Como ocorre a sinalizacdo desse estimulo ocorre na presenca de DS ainda nao
foi estudado, assim como suas implicagbes para o organismo. Porém, conforme
mencionado anteriormente, um efeito semelhante ja foi descrito para a Hep. Neste
caso, o efeito se da através de uma auto-fosforilacdo dos receptores de tirosina-
quinase, estimulada pela presenca do GAG na matriz extracelular. Resultando assim,
no estimulo da sintese do PG de HS. Cabe aqui ressaltar que, estudos com a Hep,
determinam que o estimulo para a sintese do PG de HS n&o ocorre na ausencia da
matriz extracelular, assim como a menor unidade capaz de gerar o estimulo a
producao do HS € um tetrassacarideo pentassulfatado formado a partir da Hep. Cabe
tambem obervar, que a ausencia de N-sulfatagdes também acarreta na perda da
atividade. No entando estruturas com diferentes padrées de sulfatacoes e sem N-
sulfatagdes tambem se mostraram capazes de estimular a sintese do PG de HS (GAO;
GOLDFARB, 1995; MEDEIROS et al., 2012; NADER, H.B. et al., 2001). Considerando
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as semelhancgas estruturaes entre tais compostos e o DS, podemos apenas inferir que
o DS estimule a sintese deste PG de maneira analoga.

No entanto, conforme mencionado, o efeito do DS sobre a producédo de PGHS
foi aqui observado pela primeira vez. Sendo assim, uma vez que ocorre o aumento na
sintese do HS apds exposig¢ao ao DS, uma hipotese foi levantada, a de que a atividade
antitrombdtica in vivo, pelo menos em uma pequena parte, possa ser devido tambem
ao aumento da producao deste HS pelas células endoteliais. Em favor dessa hipotese
estdo os achados de que o tetrassacarideo de Hep e o acido ciclo octafenol-
octassulfénico (composto Y), exibem atividade antitrombotica in vivo, porém pouca
atividade anticoagulante in vitro, podedo ser parte dessa atividade atribuida a um
aumento da sintese de PG de HS (NADER, H.B. et al., 2001). Modificagbes na sintese
de GAGs de celulas endoteliais nos indicam um caminho no qual novas drogas podem
ser desenvolvidas. Uma vez que, a investigagcado e desenvolvimento de agentes que
modificam a sintese desses PGs endoteliais, possam ser alvo da terapia. Por estarem
ativamente envolvidos em diversos processos bioldgicos, assim como, atuarem como

potenciais agentes redutores do risco potencial de doengas cardiovasculares.



105

4.3. ATIVIDADE ANTITROMBOTICA IN VIVO DOS DS PURIFICADOS DE
CORNEA BOVINA E PELE SUINA

Para avaliar o poténcial antitrombdtico dos dermatans sulfatos extraidos e
purificados neste trabalho, um ensaio in vivo foi realizado ultilizando o método descrio
em Métodos 3.2.9. Foi possivel, assim, observar uma relacado de dose e resposta para

os DS extraidos e seu efeito antitrobotico, conforme a Figura 30.
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Figura 30 - Ensaio de atividade anticoagulante in vivo, usando o modelo de ligadura da veia
cava. Apos foi realizado um analise multivariada (one-way ANOVA) utilizando o teste de Dunnett,
comparando o peso dos trombos obtidos (ou ndo) com o controle. Diferencas significativas estao
representadas pelo asterisco no topo da coluna, assim como o nivel de significancia (*:p=0,05; **:
p=0,01; ***:p=0,00.1; ****;p=0,0001).Controle: ratos injetados com 200uL de salina, PS-1M 50: 50ug de
DS de pele suina eluido na concentragéo de 1M de NaCl (teor de DS: 58,089%), PS-1M 75: 75ug de
DS de pele suina eluido na concentragéo de 1M de NaCl (teor de DS: 58,089%, PS-1M 100: 100ug de
DS de pele suina eluido na concentracao de 1M de NaCl (teor de DS: 58,089%), CB- 1M 25: 25 ug de
DS de cérnea bovina eluido na concentracéo de 1M de NaCl (teor de DS: 76,974%) , CB- 1M 50: 50 ug
de DS de coérnea bovina eluido na concentragao de 1M de NaCl (teor de DS: 76,974%), Hep: 1,5ug de

heparina.

Para o teste foram avaliados os DS purificados em diferentes concentragdes e

sua capacidade de reduzir a formagao de trombo. Maggi et al em 1987 relataram a
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atividade antitrombdtica do DS em modelo animal semelhante ao utilizado, obtendo
redugao na formacgao do trombo, no entanto nosso trabalho difere do citado uma vez
que diferentes DS foram testados sendo o do estudo um DS isolado de mucosa
intestinal bovina.

Para o DS de PS- 1M pode se observar que a menor dose avaliada capaz de
impedir a formacéo de trombo foi a de 75 pg de GAG (teor de DS: 58,089%, 43,569
de DS)) por grama de animal. Para o DS de CB-1M, a menor dose capaz de gerar a
resposta desejada foi de 50 ug de GAG (teor de DS: 76,974%, 38,487 ug de DS) por
grama de animal. Essa variagdo na resposta biologica pode ser explicada devido as
variagoes estruturais do DS.

Polimeros de DS provenientes de diferentes origens e tecidos possuem uma
estrutura bastante heterogenea, para o DS de PS sua cadeia polimerica apresenta
longas regides de IdoAC, sendo esse acido uronico o de maior propor¢édo em todo o
polimero. Dentre os dissacarideos que o compdem o mais frequente € o IdoAc-
GalNAc4S03, formando aproximadamente 90% da estrutura deste DS. Além da
sulfatagdo na quarta posicdo da galactosamina, dissacarideos dissulfatados,
formando o IdoAc2S0O-GalNAc4SO3, podem compor tambem cerca de 10% da sua
estrutura polimerica. Dissacarideos sulfatados no carbono 6 da GalNAc compde cerca
de 2,9% da estrutura, sendo o restante dessas composta por dissacarideos sem
sulfatacdo (BOSSENNEC; PETITOU; PERLY, 1990; COSTER; FRANSSON, 1981;
LAURENT; LAURENT; FRASER, 1996; MAIMONE; TOLLEFSEN, 1990;
MALMSTROM; FRANSSON, 1971; MASCELLANI et al, 1993a; POBLACION;
MICHELACCI, 1986). Ja para os polimeros de DS provenientes de cornea bovina,
temos relatos da literatura que descrevem um tipo de DS cuja proporg¢ao de GlicAC e
IdoAc se da de forma mais equivalente (1:1) (ACHUR et al., 2004), com blocos de
IdoAc distribuidos pela estrutura, formando polimeros com aproximadamente 40
unidades dissacaridicas (PLAAS et al., 2001), sendo essas unidades compostas por
aproximadamente 60% de unidades sem sulfatagdo, e com 28% de unidades
sulfatadas em C-4 da Galactosamina, nesse tipo de DS também podem ser
encontrados até 8% de sulfatagdes em C-6 na sua estrutura (PLAAS et al., 2001).
Todos esses dissacarideos, relatados por diferentes autores, puderam ser
encontrados nas estruturas dos polimeros através das analises espectroscopicas e

dosagens acima apresentadas. Devido as condi¢des meédico sanitarias do Brasil, uma
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analise mais profunda na composic¢ao dissacaridica dos polimeros, n&o foi realizada
a tempo da defesa desta dissertacao.

Os resultados da demostram que o tempo de protrombina nao foi afetado, no
modelo in vivo, apds a administracdo de DS. Dessa forma o efeito atitrombdtico do DS
nao afeta o tempo de sangramento, reduzindo assim os potenciais efeitos colaterais
de aumento de sangramentos e hemorragias, o que difere da Hep que em doses
equipotentes as do DS demostraram aumentos significativos no tempo de
sangramento e possui como principal efeito colateral o aumento de sangramentos e
episodios hemorragicos (MAGGI et al., 1987). Esses dados evidenciam que os DS
purificados podem agir como agentes antitromboticos no modelo animal testado,
agindo de forma semelhante a heparina. Embora esta precise de uma dose menor
que o DS para gerar tal efeito, observa-se, que em doses capaz de gerar efeito
antitrobotico, o DS né&o apresenta tendéncia a sangramentos e somado ao estimulo
a sintese de PG de HS endotelial, agindo assim por diferentes mecanismos, sendo o
HS, atuante principalmente sobre a AT, e o DS exclusivamente sobre o HCII. Desta
forma o DS se mostra capaz de exercer uma atividade antitrombodtica semelhante a
da Hep de baixo peso molecular, no entanto sem apresentar o principal efeito colateral
desta, as hemorragias. Estes DS tambem mostraram-se capaz de exercer efeito nas
celulas endoteliais, possuindo assim um papel fisiolégico na manutengcdo da

hemostase do endotelio.
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Figura 31 - Ensaio de atividade anticoagulante in vitro, tempo de trombina (PT) dos ratos. 100uL
do plasma dos animais utilizados no ensaio foram incubados por 2min a 37°C, apés esse periodo 200uL
do reagente 1 foram adicionados aos tubos, como indicado pelo fabricante. Apds foi realizado uma
andlise multivariada (one-way ANOVA) utilizando o teste de Dunnett, dessa forma todas as amostras
foram comparadas com o controle. Diferengas significativas estao representadas pelo asterisco no topo
da coluna, assim como o nivel de significAncia (****: p=0,0001). Controle: ratos injetados com 200uL
de salina, PS-1M 50: 50ug de DS de pele suina eluido na concentragao de 1M de NaCl (teor de DS:
58,089%), PS-1M 75: 75ug de DS de pele suina eluido na concentragao de 1M de NaCl (teor de DS:
58,089%, PS-1M 100: 100ug de DS de pele suina eluido na concentragcéo de 1M de NaCl (teor de DS:
58,089%), CB- 1M 25: 25 ug de DS de cornea bovina eluido na concentragao de 1M de NaCl (teor de
DS: 76,974%) , CB- 1M 50: 50 ug de DS de cérnea bovina eluido na concentragao de 1M de NaCl (teor
de DS: 76,974%), Hep: 1,5ug de heparina.
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5. CONCLUSAO

Concluimos neste trabalho que a extracdo de GAGs de diferentes tecidos
nos levaram a rendimentos acima dos valores encontrados na literatura para a maioria
dos tecidos estudados. Sendo o perfil de migragao eletroforética em gel de agarose
0,5% tampao PDA distintos para cada material, bem como, as intensidades de
metacromasia apdés as coloragdes. No entanto, a maioria dos tecidos avaliados
apresentaram bandas comigrando com o DS.

A purificagdo e analise dos GAGs de CB e PS, apos fracionamento com
cromatografia de troca idnica em Q-sepharose foi efetiva para o presente trabalho.
Com a separagao de trés GAGs para CB (CB-0,5M, CB-1M, CB-2M) e dois para PS
(PS-1M, PS-2M). Andlises fisico-quimicas e espectroscopicas, permitiram classificar
tais polissacarideos em trés familias distintas, sendo o CB-05M classificado como um
Ac. Hialurénico, CB-1M como um DS, e CB-2M como um KS. As amostras de PS
foram ambas classificadas como DS.

As fracbes de DS extraidas e purificadas no trabalho, CB-1M e PS-1M,
puderam ser avaliadas quanto a sua atividade antitrombética in vivo e in vitro. Com
ambas demostrando atividade em uma resposta dose dependente.

Ambos DS foram avaliados tambem em relacdo a sua capacidade de
estimular a sintese de HS endotelial. Com resultados promissores, onde foi

demonstrado pela primeira vez a capacidade dos DS em estimular o HS endotelial.
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