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RESUMO

Glicosaminoglicanos de animais marinhos sd3o compostos com grande potencial terapéutico
devido a sua variabilidade estrutural. O objetivo deste estudo foi realizar a extragao,
caracterizacdo quimica, e investigar as atividades anticoagulante e antitrombdtica do
heparam sulfato (HS) obtido do camardo Farfantepeneaus brasiliensis. A fragdo F2M foi
obtida por cromatografia em resina de troca idnica em step-wise, analisada por eletroforese
em gel de agarose em dois sistemas de tampoes (PDA e Ba/PDA), seu contetdo quimico foi
determinado por dosagens quimicas (conteido de hexosamina, acido urdnico, sulfato e
proteina residual). O peso molecular modal foi estimado por eletroforese e gel de
poliacrilamida. As caracteristicas estruturais do HS foram obtidas por despolimerizagdo
enzimatica utilizando liases oriundas da Flavobacterium heparinum (heparinase e
heparitinases) e por meio de técnicas espectroscopicas RAMAN e FT-IR. A atividade
anticoagulante foi investigada in vitro pelo método USP 1965, TTPa, Tempo de
Fibrinogénio e inibi¢ao dos fatores Xa e [la. Em RAEC, foi avaliado a capacidade do HS em
estimular a sintese do proteoglicano de heparam sulfato (PGHS) antitrombético, utilizando
marcagdo metabdlica com sulfato [S*°]. A atividade antitrombética foi avaliada in vivo
(CEUA/UFJF 014/2019) pelo modelo de trombose induzida pela ligadura da veia cava
inferior, em ratos machos Wistar e, foi avaliada o TTPa no sangue dos ratos expostos a fragao
F2M. A4 Atividade hemorragica in vivo da fragdo F2M do camarao F.brasiliensis foi realizada
utilizando ratos machos Wistar, pelo modelo de escarificagdo caudal. Os resultados
demonstraram que a fracdo F2M apresentou bandas de migragdo eletroforética com
metacromasia similar ao HS, alta concentracao de sulfatos, peso molecular de 56,86 kDa, ¢
¢ composta pelos dissacarideos AU-GIcNS, 6S e AU-GINS, comummente encontrados em
HS de animais terrestres. A fragdo F2M na concentragdo de 55 pg/ul, prolongou o TTPa em
8 vezes em relacdo ao controle negativo, inibiu significativamente os fatores Xa e Ila, 60%
e 90%, respectivamente. RAEC estimuladas com fracdo F2M (13,7 e 27,5 w/mL)
apresentaram aumento de sintese de PGHS de maneira dose-dependente. Na anélise da
atividade antitrombdtica in vivo, a fracdo F2M (27,5 wmL) reduziu em 80% o trombo
formado apds 1 hora de exposi¢do, no entanto ndo foi observado prolongamento do TTPa
quando avaliado no sangue desses animais. Além disso, a fracdo F2M ndo apresentou
sangramento residual significativo quando comparado a heparina. Os resultados mostraram
que o HS obtido do cefalotérax do camarao Farfantepeneaus brasiliensis apresenta atividade

antitrombotica e anticoagulante promissoras e sugerem que a atividade antitrombotica pode



ndo estar correlacionada somente com a inibi¢ao dos fatores envolvidos na via intrinseca da

coagulagdo sanguinea.

Palavras-chave: Farfantepeneaus brasiliensis, anticoagulante, antitrombotica.



ABSTRACT

Glycosaminoglycans from marine animals are compounds with great therapeutic potential
due their structural variability. The aim of this study was to perform the extraction, Chemical
characterization, and to investigate the anticoagulante and antithrombotic activities of
heparam sulfate (HS) obtained from the shrimp Farfantepeneaus brasiliensis. The F2M
fraction was obtained by step-wise ion Exchange resin chromatography, analyzed by agarose
gel electrophoresis in two buffer sustems (PDA and Ba/PDA) its Chemical contente was
determined by Chemical assays (hexosamine contente, uronic acid, sulfate and residual
protein). The modal molecular weight was estimated by electrophoresis and polyacrylamide
gel. The structural characteristics of HS were obtained by enymatic depolymerization using
lyases from Flavobacterium heparinum (heparinase and haparitinases) and by means of
RAMAN and FT-IR spectroscopic techniques. The anticoagulante activity was investigated
in vitro by the USP 1965 method, aPTT, Fibrinogen Time and inhibition of factors Xa and
ITa. In RAEC, the ability of HS to stimulate the synthesis of antithrombotic heparam sulfate
proteoglycan (PGHS) was evaluated using metabolic sulfate labeling [S*]. Antithrombotic
activity was evaluated in vivo (CEAUA/UFJF 014/2019) by the model of thrombosis
induced by ligation of the inferior vena cava, in male Wistar rats, amd the aPTT in the blood
of rats exposed F2M fraction was evaluated. The in vivo hemorragic activity of the F2M
fraction of F. brasiliensis shrimp was performed using male Wistar rats, using the caudal
scarification model. The results showed that the F2M fraction showed electrophoretic
migration bands with metachromasia similar to HS, high concentration of sulfates, molecular
weight of 56.86 kDa, and is composed of the disaccharides AU-GIcNS, 6S e AU-GINS,
commonly found in HS of terrestrial animals. The F2M fraction at a concentration of 55
ug/ul prolonged the aPTT by 8 times in relation to the negative control, significantly
inhibiting factors Xa and Ila, 60% and 90%, respectively. RAEC stimulated with F2M
fraction (13.7 and 27.5 pg/ mL) showed dose-dependent increase in PGHS synthesis. In the
analysis of antithrombotic activity in vivo, the F2M fraction (27.5 pg/ mL) reduced the
trombus formed after 1 hour of exposure by 80%. However, no prolongation on aPTT was
observed When evaluated in the blood of these animals. In addition, the F2M fraction
showed no significant residual bleeding when compared to heparina. The results showed that
the HS obtained from the cephalothorax of the shrimp F.brasiliensis shows promissing

antithrombotic and anticoagulant activity and suggest that the antithrombotic activity may



not be correlated only with the inhibition of factors involved in the intrinsic pathway of blood

clotting.

Key words: Farfantepeneaus brasiliensis, anticoagulant, antithrombotic.
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1. INTRODUCAO

1.1 Justificativa

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, estima-se que cerca de 17.9
milhdes de pessoas morreram em 2019 em virtude de doengas cardiovasculares,
representando 32% de todas as mortes registradas globalmente naquele ano. No Brasil,
dentre as doengas cronicas classificadas como nao transmissiveis (DCNT), as DCVs
foram as responsaveis pelo maior numero de 6bitos em 2016, cerca de 28% (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2021).

A trombose ¢ uma patologia caracterizada como a formacao desrregulada de coagulos
sanguineos, conhecidos como trombos ou eventos tromboemboliticos, no interior de veias
e artérias, pejudicando o fluxo normal de sangue. E a principal patologia subadjancente
as doengas cardiovasculares (DCVs), sendo uma doenga potencialmente fatal (NORTH
AMERICAN TROMBOSIS FORUM, 2020).

Dentre as estratégias indicadas para a profilaxia e tratamento da trombose esta a
terapia farmacologica com o uso de anticoagulantes e antitrombdticos orais ou injetaveis,
sendo a heparina de baixo peso molecular (LMWH, do inglés low molecular weight
heparin) e a heparina nao fracionada (UFH, do inglés Unfractionated heparin) dois dos
principais medicamentos de escolha (NADER et al., 2001; ANDERSON, D.R et al.,
2019).

A heparina, obtida a partir de mucosa bovina e suina, ¢ uma macromolécula
pertencente a classe dos glicosaminoglicanos (GAGs), polimeros de elevada densidade
anionica, heterogeneidade e complexidade estrutural. E largamente utilizada na prética
clinica devido ao seu efeito anticoagulante e antitrombdtico, sendo indicada tanto para o
tratamento quanto profilaxia de eventos tromboliticos venosos e arteriais e controle da
coagulagdo intravascular em processos cirurgico (AFRATIS, 2012; KNELSO, BLOBE.,
2014; WANG et al., 2017, TSAI, ZULETA, HUNG., 2017).

No entanto, seu uso estd associado a eventos adversos graves, como quadros
hemorragicos, desencadeados pela sua poténcia de agdo e que, para tanto se faz necessario
o acompanhamento do paciente (WEIZT, 1994; NADER et al,, 2001; SOKOLOVA,
2014). Até o presente momento, inexiste no mercado um medicamento que possa ser

utilizado como alternativa a heparina no controle da coagulagao.
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Motivado por esse cenario, este trabalho foi conduzido com o propdsito de explorar o
potencial anticoagulante, antitrombdtico e hemorragico do heparam sulfato presente no
cefalotérax do camardo Farfantepeneaus brasiliensis, a fim de avaliar o seu efeito
anticoagulante, antitrombotico e, além disso, o efeito hemorragico associado. Ademais, o
uso da heparina, como agente anticoagulante e antitrombotico, apesar de efetivo, carrega
consigo efeitos colaterais e adversos consideraveis e, por este motivo, se faz necessario a
pesquisa e desenvolvimento de possiveis alternativas a heparina de origem suina e bovina
que possam ser utilizadas no tratamento e profilaxia da trombose.

O heparam sulfato (HS), assim como a heparina, ¢ uma macromolécula pertencente
a familia dos GAGs, que vem ganhando destaque devido ao seu potencial anticoagulante
e antitrombotico associado a efeitos adversos mais brandos quando comparados a
heparina. Diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de isolar e caracterizar
quimica e biologicamente HS obtidos a partir de diferentes fontes, principalmente HS
obtido de animais marinhos (NADER et al., 2001; BRITO et al., 2018).

O ambiente marinho devido a sua grande biodiversidade ¢ em sua maioria
inexplorada, ¢ considerado uma fonte potencial de novas substancias com estruturas
quimicas distintas e biologicamente ativas. O Brasil, por sua vez, apresenta um vasto
litoral e, portanto, detém uma consideravel fonte de novas moléculas com potencial
terapéutico (JIMENEZ., 2018). Os GAGs presentes nos tecidos de organismos marinhos
distinguem-se dos GAGs encontrados em animais terrestres por apresentarem
particularidades estruturais relacionadas a densidade de cargas anidnicas, padrao de
repeti¢do de unidades monoméricas e peso molecular. Tais diferengas conferem-lhes
propriedades biologicas distintas e grande potencial farmacoldgico, uma vez que a agdo
desses compostos se deve a sua composi¢do, complexidade e heterogeneidade quimica
(VALCARCEL et al.,2017).

Portanto, o presente estudo foi desenvolvido por meio da extragdo, caracterizagao
quimica do HS de origem marinha, e norteado pela avaliacdo dos efeitos desse sobre a

coagulagdo sanguinea, a fim de explorar alternativas a heparina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. GLICOSAMINOGLICANOS E PROTEOGLICANOS

A matriz extracelular (MEC) de tecidos de animais terrestres ou marinhos,
vertebrados ou invertebrados ¢ composta por diferentes macromoléculas, dentre as quais
podemos destacar os GAGs. Esses compostos sdo polissacarideos lineares constituidos
por unidades dissacaridicas repetidas e alternadas; sendo elas: uma hexosamina (N-acetil-
galactosamina ou N-acetil-glucosamina) unida por ligagdo glicosidica a um
monossacarideo nao nitrogenado (&cido D-glucurdnico, éacido L-idurdénico ou D-
galactose). Cada unidade monossacaridica pode ser N ou O-sulfatada, com exce¢do do
acido hialurdnico, por meio de uma esterificagdao, que juntamente com as carboxilas dos
acidos urdnicos conferem a esses compostos elevada densidade anidnica (DIETRICH et
al.,1984; NADER, DIETRICH, 1989).

De acordo com o agucar nitrogenado presente, os GAGs podem ser divididos em:
glucosaminoglicanos, onde o monossacarideo nitrogenado ¢ uma N-acetil-glucosamina,
tais como: heparina, HS, queratam sulfato (QS) e &cido hialurénico (AH); e em
galactosaminoglicanos, como por exemplo:condroitim sulfato (CS) e dermatam sulfato
(DS). Esses compostos ainda podem diferir entre si em relagdo ao agticar nao nitrogenado,
a proporgoes entre as unidades dissacaridicas, quanto ao grau e ponto de sulfatagdao, bem
como o tipo de ligacdo inter e intrassacaridica. S3o bastante heterogéneos em termos de

peso molecular, variando entre 5 e 100 kDa (Figura 1) (SAMPAIO et al., 2006).
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Figura 1 — Unidade estrutural dos glicosaminoglicanos
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Fonte: Adaptado de DIETRICH et al., 1984

Com excecao do acido hialurénico, todos os GAGs aparecem nos tecidos animais
na forma de proteoglicanos (PGs), ou seja, associados a uma cadeia protéica. A grande
maioria deles; CS, DS, HS e heparina; apresentam-se ligados covalentemente a proteina
através de um tetrassacarideo (xilose—galctosil-galactosil-acido glucurdénico), por uma
ligagdo O-glicosidica ao grupamento hidroxila de um residuo de serina do esqueleto
protéico. O QS encontrado em tecido cartilaginoso, também ¢ um GAG O-ligado a um
residuo de serina, no entanto ndo apresenta a sequéncia tetrassacaridica, € sim uma n-

acetil-galactosamina. Ja o QS presente na cornea, esta ligado ao core protéico por uma
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ligacdo N-glicosidica entre um N-acetilglucosamina e a amida do residuo de asparagine

(Figura 2).

Figura 2 — Representacao esquematica dos proteoglicanos
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NOTA: Ser, residuo de serina; Asn, residuo de asparagina; Xil, xilose; Gal, galactose; GIcUA,
acido glucurdnico; GalNac, n-acetil-galactosamina; GlcNac, n-acetil-glucosamina; Gal,
galactose; AS, acido sialico; Man, manose; CS, condroitim sulfato; DS, dermatam sulfato; HS,
heparam sulfato; Hep, heparina; QS, queratam sulfato, [, hexosamina; , acido urénico; , D-

galactose. . Fonte: Adaptado de HARDINGHAM, FOSANG, 1992.

Os PGs estdo presentes na MEC, membrana basal, superficie celular e
intracelularmente em granulos secretorios. As atividades bioldgicas dos PGs estdo
intimamente relacionadas com a localizagao em que ocupam no meio celular, composi¢ao
peptidica do nucleo protéico, bem como com o tamanho, nimero e tipo de cadeia de GAG
covalentemente ligado (DIETRICH et al., 1984)

Os PGs interagem com diversas moléculas da MEC como proteinas fibrosas;
possibilitando a organizagao das fibras de colageno. Alguns PGs interagem com proteinas
de adesao influenciando tanto na migragdo quanto na proliferacdo celular, na medida em
que certos PGs podem modular a atividade fatores de crescimento, controlando assim,

processos importantes como o desenvolvimento e progressdo de tumores e a
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embriogénese. Outros podem atuar como co-receptores de alguns fatores de crescimento,
que se ligam primeiramente as cadeias de GAGs presente nos PGs, para depois se ligarem
aos seus receptores, provavelmente como forma de protecao contra degradagao destes
pela agdo de proteases da MEC. Além disso, devido a presenca de cargas negativas nas
cadeias laterias de GAGs, alguns PGs podem atuar como filtros bioldgicos, como por
exemplo o perlecam e o agrim, PGs de HS, que contribuem para a seletividade da
membrana basal glomerular. Os GAGs também estao envolvidos na ligacao de cations
(como sodio, potassio e calcio) e na retengdo de agua nos tecidos, possuindo papel
fundamental na hidratacdoe, portanto, sustentacdo da MEC (Figura 3) (PINHAL,
SOUZA, 2011).

Figura 3 — Representaciio esquematica da via Biosintética e papel biologico do

proteoglicanos na MEC.
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Fonte: GULATI; POLURI, 2016

2.2. HEMOSTASIA E COAGULACAO SANGUINEA

A hemostasia ¢ um processo fisiologico responsavel por manter a fluidez
sanguinea, abrangendo mecanismos que se contrapdem a fim de evitar tanto a perda
excessiva de sangue em lesdes vasculares, quanto a formagao descontrolada de trombos,

e ainda engloba mecanismos de remocao dos coagulos apds o reparo da integridade
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vascular. A hemostasia ¢ um processo rigorosamente controlado e coordenado que
envolve a interacdo entre plaquetas, endotélio vascular, proteinas da coagulagdo,
cofatores e receptores teciduais que levam a formagao e dissolu¢ao do coagulo sanguineo,
sendo dividida, didaticamente. em primaria, secundaria e terciaria (MULLER, GAILANI,
RENNE, 2011; RODRIGUES et al., 2012; VERSTEEG et al., 2013).

A hemostasia primaria (Figura 4) ¢ composta pela ativacao e agregacao de plaquetas
e compreende a formacdo de um tampao plaquetario, o qual é o primeiro estdgio de
conteng¢do de extravasamento sanguineo.

A injuaria tecidual leva ao rompimento da vasculatura, expondo os componentes da
MEC da camada subendotelial, um deles ¢ o coladgeno tipo IV, glicoproteina mais
abundante em laminas basais. Esse se liga a plaquetas via receptor GPIV (receptor
acoplado a proteina G), ancorando e ativando-as no local da lesdao. O fator de von
Willebrand (vWF, do inglé€s von Willebrand factor), glicoproteina circulante produzida e
secretada pelas células endoteliais, também ativa e recruta plaquetas até o local da injuria.
Uma vez aderidas, as plaquetas unem se umas as outras, processo denominado de
agregacao plaquetaria, pela interacao entre fibrinogénio e seus receptores de superficie
celular. Colageno tipo IV e vWF sdo estimulos primarios que levam a liberagdo de
estimulos secundarios, via aumento da concentragdo de Ca™ intracelular, a partir dos
granulos citoplasmaticos, sendo eles: adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato
(ATP), fibrinogénio e vVWF. Além desses, as plaquetas liberam ainda o Fator Ativador de
Plaquetas (PAF), oriundo de eicosanoides e Tromboxano Az que intensifica a
vasoconstricdo local. Todos esses estimulos sdo agentes ativadores e promotores de
agregacdo plaquetaria, levando a formagdo de um tampao hemostatico primario o qual ¢
reforcado por um coagulo de fibrina resistente e estavel, formado como produto da
hemostasia secundaria (GAILANI; RENNE, 2011; VERSTEEG et al., 2013; BACH, M.
E et al, 2019).
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Figura 4: Participacio das plaquetas da formacdo do tampao plaquetario

(hemostasia primaria)

A B
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NOTA: (A) Injuria tecidual e exposi¢ao de agonistas plaquetarios presentes no subendotélio; (B)
adesdo das plaquetas aos componentes do subendotélio e secre¢do de fatores autocrinos pelas
plaquetas, com consequente formagdo do tampao plaquetario por meio da ativacao e agregacao

de plaquetas. Fonte: Adaptado de CASTRO et al., 2006.

A cascata de coagulagdo, como ¢ chamada a hemostasia secundéria, abrange uma
séria de reagdes enzimaticas envolvendo serino proteases, que resultam na formagao de
um coagulo estavel composto principalmente por fibrina. Esse modelo denominado de
“modelo classico de cascata de coagulacao”, foi proposto em 1964, por dois grupos
independentes a fim de explicar o principio fisioldgico da coagulagdo sanguinea
(MACFARLANE, 1964; DAVIE, RATNOFF, 1964). Nesse modelo, cada fator
envolvido na cascata ¢ uma proenzima a qual € convertida em sua forma ativa pelo fator
ativado anterior, e de acordo com esse modelo o processo de coagulacdo sanguinea ¢
desencadeado por meio de duas vias convergentes: a via extrinseca ¢ a via intrinseca

(Figura 5) (VERSTEEG et al., 2013; CHAPIN; HAJJAR, 2015).
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Figura 5: Vias envolvidas na cascata de coagulacio
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fator XI; XIa, fator XI ativado; IX, fator IX; IXa, fator IX ativado; VIlla, fator VIII ativado; X,
fator X; Xa, fator X ativado; TF, fator tecidual; VII, fator VII; VIla, fator VII ativado. Fonte:

Elaborado pela propria autora.

A via extrinseca (Figura 5) ¢ desencadeada quando fator VII (FVII) circulante se
liga ao seu receptor presente na membrana de células subendoteliais, o fator tecidual
(TF)(FIII), o qual € exposto ao sangue sempre que ocorre alguma injuria a vasculatura. O
TF promove protedlise e ativacao do FVII. O complexo FVIIa-TF cliva o fator X (FX)
em sua forma ativa. FXa, ponto de convergéncia das duas vias (extrinseca e intrinseca),
associado ao fator V ativado (FVa) forma o complexo protrombinase (FXa-FVa),
responsavel por converter protrombina (FII) em trombina,a qual catalisa a conversdo de
fibrinogénio, proteina soltivel, em fibrina, proteina insoluve(COLMAN, 2006; OWENS;
MACKMAN, 2010; MULLER; GAILANI; RENNE, 2011; CHAPIN; HAJJAR, 2015).

O fibrinogénio ¢ uma glicoproteina produzida pelos hepatocitos e circulante no
sangue de individuos saudaveis. A trombina (Ila) cliva a ligacdo peptidica entre residuos
de arginina e glicina das cadeias polipeptidicas do fibrinogénio, liberando
fibrinopeptideos (mondmeros de fibrina). A trombina também ativa o fator XIII,

responsavel pelo crosslink entre esses mondmeros, ou seja, pela polimerizacdo dos
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monodmeros de fibrina, conferindo rigidez e estabilidade ao codgulo e, o deixando menos
susceptivel a fibrindlise. A trombina ainda fomenta a ativagdo e agregacao de plaquetas,
uma vez que as ativa por meio do receptor GPIb, promovendo a liberacao de TXA» e PAF
(VRIES, 1.J et al, 2020).

A via intrinseca (Figura 5), inicia-se apds a interagdo fator XII (FXII) com as cargas
negativas presentes no endotélio lesado (fosfolipidiosde membrana e ions calcio,
secretados por plaquetas ativadas), processo conhecido como ““ativagao por contato”. O
cininogénio de alto peso molecular (CAPM) atua como cofator do fator XII ativado
(FXIIa) acelerando sua autocatalise. FXIla converte pré-calicreina em calicreina,
responsavel por ativar mais FXII, mantendo dessa forma um loop de ativagdo do FXII. A
ativagao desse fator € o inicio do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), um dos
testes de diagnostico de coagulacdo mais comumente utilizado na pratica clinica para o
rastreamento ¢ monitoramento da hemostasia e utilizado para andlise de varias serino
proteases (MULLER; GAILANI; RENNE, 2011; RODRIGUES et al, 2012;
GEDDINGS,MACKMAN, 2014). O FXIIa converte o Fator XI inativo a sua forma ativa,
o qual ativa o Fator IX. O Fator IX ativado juntamente com o FVIIIa, formam o complexo
tenase intrinseco e cliva o FX tornando-o ativo, logo, promovendo a producao de fibrina
que rapidamente polimeriza-se formando uma rede, até que o dano tecidual possa ser
reparado (VERSTEEGet al., 2013).

No entanto, alguns estudos demonstraram que o modelo cléssico de coagulagdo
sanguinea nao traduz completamente a homeostasia in vivo. Uma vez que o processo de
ativacdo das serino proteases nao assume o formato hierarquico, e tdo pouco as duas vias
de coagulagdo ocorrem de maneira independente. Como forma de representar melhor a
coagulagdo sanguinea in vivo um novo modelo foi proposto, onde existe apenas uma via
subdividida em trés estagios distintos: iniciagdo, amplificacdo e propagagdo (Figura 6)
(RODRIGUES et al., 2012;VERSTEEG et al., 2013; REYS, 2019).

Na fase de inicia¢do, que ocorre nas células que expressam o FT na superficie
(células endoteliais, células do musculo liso e fibroblastos), o complexo FVIla-TF
formado apo6s a injuria do endotélio, ativa proteoliticamente pequenas quantidades dos
FIX e FX, formando respectivamente o FIXa e FXa. O FXa cliva o FV em FVa e,
associado a esse forma o complexo prototrombinase (FXa-FVa), responsavel por
converter protrombina (FII) em trombina (FIla).No entanto, sdo geradas apenas tracos de
trombina, que ndo sdo suficientes para sustentar um coagulo porém necessdria para

induzir a amplificacdo do codgulo. O FIXa pode migrar para outra regido da lesdo ou para
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a superficie das plaquetas, ativando-as e desencadeando a fase de amplificagdo
(RODRIGUES et al., 2012; VERSTEEG et al., 2013; REYS, 2019).

Na fase de amplificacao, os pequenos tragos de trombina ativam mais plaquetas por
meio do estimulo de liberagdo de fator ativador de plaquetas (PAF) e adenosina difosfato
(ADP), agentes ativadores e promotores de agregacao plaquetaria. A trombina pode ainda
promover a dissociagdo do complexo FVIIIa-VWF na superficie das plaquetas, liberando-
os para recrutar mais plaquetas no local da lesdo, além disso esses tragos de trombina
formados podem ativar FV em FVa, que associado ao fator FXa forma mais complexo
prototrombinase e, FIXa oriundo do estagio de inicia¢do associa-seao FVIIla presente na
superficie das plaquetas ativadas formando o complexo tenase (FIXa-FVIIla).

A fase de propagagao também envolve a superficie das plaquetas, onde o complexo
tenase (FIXa-FVIIIa) cliva mais FX em FXa, que associado ao FVa forma o complexo
prototrombinase (FXa-FVa) gerando grandes quantidades de trombina responsavel por
converter fibrogénio em fibrina, formando assim um coagulo estavel e

resistente(RODRIGUES et al., 2012; VERSTEEG et al., 2013; REYS, 2019).

Figura 6: Novo modelo da cascata de coagulacio
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ativado; X, fator X; Xa, fator X ativado; TF, fator tecidual; VII, fator VII; VIIa, fator VII ativado.

Fonte: Elaborado pela propria autora.

A partir do momento em que o coagulo ndo ¢ mais necessario para a hemostase, esse

deve ser removido pelo sistema fibrinolitico (hemostasia tercidria) para que seja
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restabelecido o lumen vascular e ndo ocorra interferéncias no fluxo sanguineo. Na
fibrindlise, processo de remocdo gradual da fibrina, o plasminogénio, uma proenzima
inativa circulante, ¢ convertida em plasmina principalmente por meio do ativador de
plasminogénio do tipo tecidual (t-PA), produzido e liberado pelo endotélio. A plasmina ¢
uma serino protease responsavel por degradar a rede de fibrina em produtos de
degradagdo soluveis (PDF), desestabilizando o codgulo. Além da participagdo da
plasmina, o sistema fibrinolitico conta com a acdo de metaloproteinanses de matriz
(MMPs), como colagenases que degradam coldgeno, onde fica ancorado o tampao
plaquetério e consequentemente o coagulo (RODRIGUES et al., 2012; VERSTEEG et
al., 2013; CHAPIN, HAJJAR, 2015).

O sistema hemostatico ¢ rigorosamente controlado para manter a fluidez do sangue,
portanto obviamente existem inibidores naturais endogenos responsaveis pela regulacao
negativa da coagulag¢do sanguinea. Sdo eles: antitrombina (AT), cofator II da heparina
(HC-II),proteina C (C), inibidor do fator tecidual (TFPI, do inglés tissue fator pathway
inhibitor) e os participantes do sistema fibrinolitico, o ativador tecidual do plasminogénio
(tPA) e a plasmina (Figura 7) (RODRIGUES et al, 2012; VERSTEEG et al., 2013;
CHAPIN, HAJJAR, 2015).

A antitrombina (AT), cofator II da heparina IT (HC II), o inibidor do fator tecidual
(TFPI) ligam-se ao sitio ativo das serino proteases envolvidas na coagulacao sanguinea
e inibem a ativagdo das mesmas, por meio do bloqueio das suas respectivas clivagens
proteoliticas. O TFPI, um antagonista do TF secretado pelas plaquetas e por células do
endotélio microvascular, limita o processo inicial de coagulagdo ao mimetizar o substrato
tanto do FXa livre quanto do complexo TF-FVIla, ocupando estes fatores em uma
metabolizacao lenta ou quase nula do TFPI. A AT tem a capacidade de inibir todas as
serino proteases envolvidas no processo de coagulacdo, no entanto apresenta maior
afinidade pelos fatores FIXa, FXa e principalmente pela trombina (FIla). A AT se liga a
esses fatores provocando uma mudanga conformacional e distorcendo o sitio catalitico
dos mesmos, os quais ficam impossibilitados de seguir com as reagdes de ativagcdo dos
fatores subsequentes. A heparina, anticoagulante largamente utilizado, atua aumentando
exponencialmente a afinidade da AT pelos fatores FXa e trombina, de maneira que ¢
necessario o uso de um antidoto (protamina) para desfazer a ligacdo AT-FXa/AT-
Trombina, caso contrario essa inibi¢do ¢ irreversivel, podendo levar o paciente a morte

devido a um grande desequilibrio homeostatico (VERSTEEG et al., 2013).
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A plasmina e o tPA, como dito anteriormente, atuam desfazendo a rede de fibrina
formada apds o reparo tecidual. A proteina C ativada (PCa), associada a Proteina S (PS)
(Pca-PS), ¢ um fator anticoagulante que catalisa a inativa¢ao dos fatores FVIIla e FVa,
cofatores necessarios para a formagdo dos complexos coagulantes tenase e

prototrombinase.

Figura 7 — Inibidores endégenos da cascata de coagulagao
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NOTA: TFPI, inibidor do fator tecidual; tPA, ativador do tipo tecidual do plasminogénio; PCPS,
complexo formado pela proteina C e seu cofator, proteina S. Fonte: Elaborado pela propria

autora.

2.3. ENDOTELIO VASCULAR

O endotélio vascular ¢ uma camada de tecido epitelial que reveste o lumen vascular
e participa ativamente da regulacdo do fluxo sanguineo local. As células endoteliais
recobrem a superficie luminal dos vasos podendo interagir e regular tanto positivamente
quanto negativamente os fatores envolvidos na manuten¢do da hemostasia (Figura 8).

Em condi¢des de injiria ou dano tecidual, as células endoteliais secretam
endotelina, um potente vasoconstritor. Adquirem uma superficie de carater pro-
coagulante, FT, VWF, exposicdo de componentes da MEC, de maneira a estimular a

ativacdo e agregacgao plaquetéria, prevenindo o extravasamento de sangue até que haja a
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formagao do tampao plaquetario, e desencadear o processo de formagao do codgulo. Além
disso, as células endoteliais apresentam em sua superficie uma familia de receptores
(PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4), os quais sdo ativados pela grande maioria dos fatores
envolvidos na coagulacdo sanguinea atuando como fatores pro-coagulantes
(RODRIGUES et al., 2012; VERSTEEG et al., 2013; REYS, 2019).

Em contrapartida, em condi¢des normais o endotélio ndo permite que o sangue
circulante coagule dentro do vaso, secretando substancias vasodilatadoras como o 6xido
nitrico (NO) e a prostaciclina (PGI2), vasodilator e inibidor da agregacao plaquetaria. As
células endoteliais também impedem a ativagdo excessiva e equilibram o processo de
coagulagdo por meio da produgdo e secrecdo de fatores do sistema fibrinolitico
mencionados anteriormente (TFPI, tPA, uPA) e de serpinas como a AT e Pca-PS. Além
disso, o endotélio vascular expressa em sua superficie um proteoglicano de HS (PGHS)
que apresenta atividade antitrombdtica, atuando como cofator da AT, inibindo de maneira

indireta o fator Fxa ¢ trombina (RODRIGUES et al., 2012; REYS, 2019).

Figura 8- Participacao do endotélio na hemostasia
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NOTA: (A) Mediadores da funcdo anticoagulante das células endoteliais: PGI2, prostaciclina;
NO, 6xido nitrico; Anexina V, ATIII, antitrombina; TFPI, inibidor do fator tecidual; Proteina C-
Proteina S, complexo formado pela proteina C ativada e seu cofator proteina S; #-PA, ativador de
plasminogénio tecidual; u-PA, ativador de plasminogénio do tipo uroquinase. (B) Mediadores da
funcdo procoagulante das células endoteliais: PAI-1, inibidor do #PA; FvW, fator de von
Willebrand;, FT, fator tecidual. Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al., 2012.
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2.3.1. Proteoglicano de heparam sulfato e o endotélio vascular

A presenga do PGHS na superficie de células endoteliais foi primeiramente
observada, em cultura de células de aorta de coelho (RAEC), por Buonassi em 1973.
Posteriormente foi verificado que este PG apresentava um efeito inibitorio sobre o
processo de coagulacdo sanguinea (BUONASSSI, COLBURN, 1983).

Estudos de degradacdo enzimatica, utilizando heparinase e heparitinases I e Il
obtidas a partir do Flavobacterium heparinum, demonstraram que o PGHS ¢ composto
por unidades de dissacarideos tri- e dissulfatados contendo acido idurdnico e
tetrassacarideos, tetra e pentassulfatados tipicos da heparina (Figura 9). E provavel que
esta seja a unica cadeia de HS que apresenta tal configuracao (NADER et al., 1987;
NADER et al., 1984).

Figura 9: Representacio esquematica da estrutura do heparam sulfato (HS) de

células endoteliais
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NOTA: Este GAG contém quantidade significativa de 4cido L-idurdnico, intercalados por regioes
contendo acido D-glucurénico, sendo um copolimero de HS e heparina, onde regides
caracteristicas de heparina estdo intercaladas em regides caracteristicas de HS. AldoUA,2S-
GlcNS,6S: Acido L-idurénico 2 sulfatado-D-glucosamina N, 6-sulfatada; AldoUA,2S-GLCNS:
Acido L-idurénico 2 sulfatado- D-glucosamina N-sulfatada; AldoUA-GLCNS,6S: Acido L-
idurdnico-D-glucosamina N, 6 sulfatada; AGIcUA-GICNS,6S: Acido D-glucurénico-D-
glucosamina N,6 sulfatada; AGIcUA-GICNAC,6S: Acido D-glucurdnico- D-glucosamina N-
acetilada, 6 sulfatada; AGICUA-GIcNS: Acido D-glucurdnico-D-glucosaminana N-sulfatada;
AGIcUA-GIcNAc: Acido D-glucurdnico- D-glucosamina N-acetilada; AGIcUA,2S-GIcNS:
Acido Dglucurénico 2-sulfatado- D- glucosamina N-sulfatada. Fonte: TRINDADE, 2004.
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Acredita-se que a atividade antitrombodtica do PGHS endotelial seja similar ao
mecanismo de acdo da heparina, uma vez que apresenta em sua estrutura regides
tipicamente encontradas em heparinas comercializadas com este proposito, atuando como
um ativador da AT (PINHAL et al., 1994).

Foi demonstrado que a heparina regula positivamente a sintese do PGHS
antitrombotico presente na superficie das células endoteliais, por meio da interagdo com
proteinas na MEC, exercendo assim um efeito antitrombotico indireto (TRINDADE et
al., 2008). A heparina se liga a fibronectina, uma proteina de MEC, ativando via integrina,
proteina transmembrana responsavel por encaminhar sinais intracelularmente a partir de
interagdo com componentes da MEC, a fosforilagdo de proteinas de adesdo focal,
desencadeando duas vias de sinalizacdo intracelular: via do Ca™/ NO e a cascata de
sinalizagdo Raf-Ras-MEK-ERK MAP, levando a producao do PGHS e, portanto, maior
expressao deste na superficie de células endoteliais (MEDEIROS et al, 2012).

24. TROMBOSE

A falta de regulacao do processo de coagulagao sanguinea, bem como a deficiéncia
do sistema fibrinolitico, pode levar a formacao excessiva e desregulada de trombos
(trombose), configurando uma resposta patologica do sistema hemostatico na presenca
ou auséncia de injuria tecidual, prejudicando o fluxo continuo de sangue em artérias e
veias (VERSTEEG et al, 2013).

O tromboembolismo venoso ¢ divido em trombose venosa profunda (TVP), o qual
compreende a formagao e deposito de trombos em veias profundas de membros inferiores
(pernas e coxas), trombose venosa cerebral e tromboembolismo pulmonar.

A TVP, manifestacao mais comum da doenca, normalmente acarreta dor intensa,
inchago, e formagdo de varizes devido ao dano ocasionado a valvulas venosas. No entanto,
a TVP pode evoluir para quadros mais graves quando esses trombos se desprendem,
deslocam-se e obstruem totalmente o fluxo sanguineo em veias de menor calibre,
ocasionando a morte do tecido adjacente. Os principais fatores de risco para trombose
venosa, além da idade, incluem procedimentos cirurgicos, hospitalizagdo e repouso por
periodo prolongado, trauma, gravidez, uso de anticoncepcionais, além de fatores
endogenos, como céancer, obesidade, vasculites, sindrome nefrética e desordens

adquiridas ou genéticas do sistema homeostatico como a trombofilia e policetemia
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(OWENS, MACKMAN,2010; RIBEIRO et al, 2012; VERSTEEG et al., 2013;
MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

A trombose arterial, condi¢do mais grave da doenca, engloba a formagao de
trombos em artérias do coracao e do cérebro, podendo levar ao infarto agudo do miocérdio
e AVC, respectivamente. Essa doenca esta associada ao processo de formacgao de placas
de ateroma no interior das artérias (aterosclerose). A instabilidade ou ruptura destas placas
leva a exposi¢ao de moléculas pro-coagulantes no vaso, que ao se associarem a fatores de
coagulagdo, promovem a formagao de trombos, capazes de interromper o fluxo sanguineo,
levando a obstrucao total de artérias no cérebro e coragao (OWENS, MACKMAN, 2010;
LIBBY, RIDKER, HANSSON, 2011). Os trombos arteriais sdo ricos em plaquetas e por
isso conhecido como coagulos brancos. Varios fatores de risco podem aumentar a
incidéncia de trombose arterial, tais como tabagismo, hipertensdo, hiperlipidemia,
diabetes mellitus, procedimentos invasivos como aqueles que requerem reperfusdo
cardiaca (OWENS, MACKMAN, 2010).

A heparina de origem bovina ou suina ¢ em dos farmacos de escolha, desde 1936,
para o tratamento e prevencgado de tromboses vensosas ¢ arteriais, causadas por diferentes
etiologias. Além disso, a heparina ¢ o Unico medicamento disponivel no mercado
utilizado em cirurgias, como as que requerem reperfusdo cardiaca, com o intuito de
impedir a coagulacao sanguinea e consequentemente formagao de trombos. Devido a sua
forte interacao com a serpina AT, que aumenta a inibi¢ao do fator Xa e trombina, um dos
riscos associado ao uso da heparina ¢ o desenvolvimento de complicagdes hemorragicas,
efeito hemorragico residual e trombocitopenia, no entanto existe hoje no mercado as
heparinas de baixo peso molecular (LWM, do inglés low weight molecular heparin), que
apresentam menos risco devido a seu efeito anticoagulante controlado. Apesar disso, o
uso da heparina na pratica clinica ainda ¢ muito turbulento, uma vez que a tnica fonte de
obtencdo deste farmaco ¢ a partir de mucosa bovina e suina, e portanto ha o risco de
contaminagdo por particulas virais oriundas do processo de purificagdo da mesma

(WEIZT, 1994; NADER et al., 2001; ROCHA et al., 2004; SOKOLOVA, 2014).
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2.5. HEPARINA

A heparina, como dito anteriormente, ¢ polissacarideo pertencente a familia dos
glicosaminoglicanos muito utilizado na pratica clinica devido a seu efeito terapéutico
anticoagulante e antitrombotico. A heparina teve sua estrutura determinada por meio de
andlises envolvendo degradacdo enzimatica com heparinase e heparitinase II, enzimas
oriundas do Flavobacterium heparinum, uma bactéria que quando cultivada em meio
adequado produz tais enzimas capazes de romper liga¢des glicosidicas especificas entre
os mondmeros de heparina e HS (SILVA, DIETRICH, 1975).

A heparina apresenta como unidade estrutural predominante uma sequéncia
hexassacaridica octassulfatada, constituida essencialmente de dois tipos de dissacarideos:
um substituido com trés grupos sulfatos (SO3°) e outro com dois, na proporg¢ao 2:1 (Figura
10-A). Dessa forma, essa unidade estrutural ¢ composta de dissacarideos contendo acido
urdnico e D-glucosamina, sendo que os residuos de acidos urdnicos em sua maioria (70-
80%) sdo do tipo L-idurdnico (IdoUA), e em menores proporcdes de D-glucurdnico
(GIcUA) (20-30%) (Figura 10-B e C). Grande parte dos residuos de IdoUA apresentam
sulfatagdo no carbono 2 (C2), enquanto o acido D-glucurdnico raramente se encontra
sulfatado. Os residuos de D-glucosamina geralmente sdo dissulfatadas, em C2 e/ou C6).
As ligacdes glicosidicas intradissacaridicas sdo tipo a(1—4) ou B(1—4) e a ligagao

interdissacaridica ¢ do tipo a(1—4) (SILVA, DIETRICH, 1975; ZHANG et al., 2019).
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Figura 10: Unidade hexassacaridica octassulfatada da heparina e seus

dissacarideos constituinte
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NOTA: (A) Unidade hexassacaridica basica da heparina, onde esta representado que a heparina
¢ constituida principalmente por dois tipos de dissacarideos: l D-glucosamina, N,6-dissulfatada,
unida por liga¢do a(1—4) ao l acido L-idurdnico 2, O-sulfatado, e um outro dissacarideo de D-
glucosamina, N,6-dissulfatada unida a um I acido D-glucuronico por ligacdo do tipo a(1—4).
(B) Dissacarideo trissulfatado da heparina. (C) Dissacarideo dissulfatado da heparina. Fonte:

Adaptada de TERSARIOL, 1995; NADER et al., 2004.

Acreditava-se que a funcdo biolodgica da heparina estivesse relacionada com sua
propriedade anticoagulante/antitrombdtica, no entanto a heparina endégena ndo apresenta
tais efeitos. A heparina ¢ sintetizada exclusivamente na forma de proteoglicanos
(associada a um nucleo protéico) e, se encontra armazenada em granulos citoplasmaticos

de mastocitos (MENEGHETTI et al., 2015).

A atividade anticoagulante/antitrombotica da heparina esta relacionada com a
formagdo de um complexo ternario entre heparina-AT e com as diferentes serino
proteases do processo de coagulacdo. Dessa forma, a heparina potencializa a inibi¢ao
tanto da trombina quanto do FXa pela antitrombina mais de 1.000 vezes. Existe disponivel
no mercado as heparinas de baixo peso molecular obtidas a partir do fracionamento da
heparina. Tanto a heparina ndo fracionada quanto a de baixo molecular ligam-se a

antitrombina. No entanto, a AT apresenta dois sitios de ligagdo, um para a trombina e
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outro para o Fator Xa. Enquanto a heparina ndo fracionada ¢ capaz de modular ambos os
sitios, a heparina de baixo peso consegue modular apenas o Fator Xa, o que explica a
baixa atividade anticoagulante e alta atividade antitrombodtica associada as heparinas de

baixo peso (Figura 11) (NADERet al,, 2001; MONAKHOVA et al., 2019).

Figura 11: Mecanismo de a¢io da heparina e heparina de baixo molecular.
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NOTA: (A) Complexo ternario formado entre heparina, antitrombina e trombina. (B) Complexo
ternario formado entre heparina de baixo peso molecular, antitrombina e trombina. (C) Complexo
ternario formado entre heparina de baixo peso, antitrombina e fator Xa. AT III, antitrombina; Ila,

trombina; Xa, fator X ativado. Fonte: Elaborado pela propria autora.

A heparina comercial ¢ obtida por um processo complexo que envolve extragao,
purificagdao, branqueamento ¢ fracionamento. Considerado como um medicamento de
origem animal, a quantidade de impurezas em potencial ¢ relativamente alta quando
comparada a uma medicamento obtido por sintese, sendo necessario que esteja associado
a um rigoroso controle de qualidade. Hoje em dia, devido a ocorréncia do surto de
encefalopatia espongiforme bovina (EEB), muitos paises proibiram o uso de heparina de
origem bovina com receio da contaminagao pelo prion da EBB. Além disso, em 2008,
houve uma crise mundial no mercado da heparina logo apds um lote deste farmaco levar
pacientes a morte nos Estados Unidos devido arespostas clinicas adversas a

contaminagdo, como arritmia, nausea, edema, hipotensao e reacdes anafilaticas.
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Recentemente Mendes e colaboradores, 2019 demonstraram que tal contaminacao foi
ocasionada por um CS supersulfatado adicionado propositalmente ao extrato bruto de
heparina (GUERRINI et al., 2008; MENDES et al., 2019).

Todos esses fatos evidenciam a importancia pela busca de novas fontes e/ou novos
agentes antitrombdticos com menos risco de efeitos adversos, contaminag¢do e

apresentando melhor custo-beneficio.
2.6. HEPARAM SULFATO (HS)

O HS, um polissacarideo também pertencente a familia dos glicosaminoglicanos,
foi isolado em 1948 por Jorpes e Gardel e acredita-se que era uma nova molécula de
heparina com baixa atividade anticoagulante (JORPES, GARDEL., 1948).

Ao contrario da heparina, a D-glucosamina no HS apresenta elevado grau de N-
acetilacao (40-60%), sendo que o restante na forma N-sulfatada (60-40%). Apresenta
majoritariamente acido D-glucurdnico e pequenas proporgdes de acido L-idurénico. O
HS ¢ menos sulfatado que a heparina e apresenta maior variabilidade estrutural (Figura

12) (DIETRICH et al., 1998; L1, GULLBERG., 2016).

Figura 12: Estrutura do heparam sulfato
CH,0R, COOH CH;0R, ¢OOH HEPARAN
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OH OH & o Ry = Ac, HSO,
o o R, = H, HSO,
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Fonte: elaborada pela propria autora.
HS esta presente na MEC e na superficie de células, na forma de PGs, de todos os

tecidos animais vertebrados e invertebrados. Degradacdes enzimaticas demonstraram a

presenga de quatro tipos principais de dissacarideos na molécula de HS (Figura 13).



35

Figura 13: Unidades dissacaridicas do HS obtido por degradacio enzimatica.
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Fonte: Adaptado de PINHAL, 1996.

Acredita-se que os HSs sejam constituidos das mesmas unidades dissacaridicas,
porém variando na proporcao dessas unidades de acordo com cada tipo celular e tecido
de origem (DIETRICH et al., 1998; LI; GULLBERG., 2016).

A maioria das atividades biologicas desenvolvidas pelo HS se devem a interagoes,
em grande parte de natureza eletrostatica, com varios componentes da MEC. Trabalhos
apontam que os PGHS presentes na superficie, principalmente de células endoteliais,
atuam como um co-receptor imprescindivel para o fator basico de crescimento de
fibroblastos (FGF2, do inglés fibroblast growth factor 2), o qual é responsavel
primordialmente pela angiogénese. Acredita-se que o PGHS forme um complexo ternario
entre o FGF e seu receptor, potencializando a acao do FGFs. Além disso, devido a
interacao com fatores de crescimento, acredita-se que o PGHS tenha importante papel na
proliferacao e desenvolvimento de metastase (GAMBARINI ez al, 1993; KNELSON et
al., 2014; GARCIA et al., 2019).
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2.7. GLICOSAMINOGLICANOS DE ORIGEM MARINHA

O Brasil € um pais com uma vasta extensao litoranea, cuja biodiversidade marinha
tem sido reconhecida por ser fonte de compostos com propriedades diversas bioldgicas
(JIMENEZ, 2018). Os glicosaminoglicanos (GAGs) estdo entre as inimeras moléculas
de origem marinha, que vem despertando grande interesse devido a sua variabilidade
estrutural (WANG, WANG e GUAN, 2012). Estdao amplamente distribuidos nos filos de
espécies marinhas e, estudos vem demonstrando a participagdo destes em processos anti
inflamat6rios, anti metastaticos, regenerativos, anticoagulante e antitromboticos (WANG
etal., 2017).

Os GAGs geralmente sdo obtidos a partir de tecidos animais por meio de processos
de extragdo, isolamento e purificacdo. Grande parte dos GAGs comercializados para fins
terapéuticos sdo de oriundos de pele, trato intestinal e tecidos conjuntivos de origem
animal (bovinos e suinos, em sua grande maioria). No entanto, esses tecidos podem
oferecer certos riscos em decorréncia de contaminagoes, como infec¢des virais. Portanto,
¢ de grande interesse encontrar recursos alternativos para a obtencdo dessa classe de
compostos (VOLPI; MACCARI., 2007).

O principal interesse nos GAGs de origem marinha esta relacionado as
peculiaridades encontradas nestes organismos, seja em relacdo a sulfatagdo, seja em
relacdo a diferentes proporc¢des de unidades dissacaridicas. Os GAGs de origem marinha
apresentam variedade estrutural ainda pouco explorada e, geralmente, exibem
caracteristicas estruturais que os distinguem dos GAGs de animais terrestes. Dessa forma,
podem ser considerados como uma nova fonte de compostos de interesse terapéutico.

Ha uma diferenca consideravel no padrdo de sulfatagao entre os GAGs de origem
marinha e terrestre, o que acarreta alteragdes quanto a densidade de cargas negativas,
produzindo alteragdes na densidade de carga entre as cadeias GAG. Além disso, os GAGs
de origem marinha podem apresentar padrdes Unicos e sequéncias bem especificas de
unidades dissacaridicas, apresentando grande potencial terap€utico a ser explorado
(CHAVANTE et al., 2014; GULLBER., 2016).

Brito e colaboradores demonstraram atividades anticoagulante, anti-inflamatdria e
antitumoral de um heparinoide obtido a partir das visceras do camardo Litopenaeus

vannamei (BRITO et al., 2008, BRITO et al., 2018, BRITO et al., 2014), evidenciando o
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potencial terapéutico que pode ser explorado a partir de glicosaminoglicanos de origem

marinha.

2.7.1 Camarao Farfantepeneaus brasiliensis

Farfantepeneaus brasiliensis (F. brasiliensis), comumente conhecido como o
“camarado rosa”, ¢ uma das espécies de camardo mais exploradas no Brasil (Valentine et
al, 2012). E tipico do oceano atlantico ocidental, podendo ser encontrado desde o norte
da Carolina do Norte — EUA até o Rio Grande do Sul — Brasil (Pérez-Farfante., 1967;
Dincao et al, 199; Costa et al., 2003).

Apesar da extensa zona de habitagdo desta espécie, um estudo desenvolvido por
Gusmao e colaboradores (2005), demonstraram que, muito embora possa existir uma
diferenga morfoldgica entre individuos desta espécie, oriundos do litoral sul e norte do
Brasil, ndo existe uma variabilidade genética significativa entre estes grupos, ratificando
que apesar das diferentes condi¢des ambientais, o gendtipo dos individuo desta espécie nao
sofrem grandes variacdes de acordo com a localizagdo de origem. Visando a
disponibilidade e facilidade de obten¢do da matéria-prima e presenca e concentragdo de
glicosaminoglicanos, o camarao da espécie Farfantepeneaus brasiliensis foi escolhido para

extracao ¢ caracterizacao do HS.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a estrutura quimica e avaliar a atividade anticoagulante, antitrombdtica
e hemorrédgica do heparam sulfato obtido do cefalotérax do camardo Farfantepeneaus

brasiliensis.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair e purificar por cromatografia de troca-idnica em Q-Sepharose o0s
glicosaminoglicanos do cefalotdrax do camardo Farfantepeneaus brasiliensis;

e Realizar a caracterizacao fisico-quimica (dosagens de hexosamina, acido urdnico,
sulfato e proteina, eletroforeses em gel de agarose em tampao propileno diamino-
acetato, pH 4,5 e 9, determinacao de peso molecular por eletroforese em gel de
poliacrilamida, degradacdo com mucopolissacaridases especificas e determinagao
dissacaridica por cromatografia descendente em papel) e espectroscopica (FT-IR,
RAMAN) do heparam sulfato obtido do cefalotorax do camardo Farfantepeneaus
brasiliensis,

e Avaliar a atividade anticoagulante in vitro pelos métodos USP, TTPa, tempo de
fibrinogénio, inibicdo do Fator Xa, inibi¢do do Fator Ila do heparam sulfato obtido
do cefalotorax do camarao Farfantepeneaus brasiliensis;

e Avaliar o estimulo do heparam sulfato obtido do cefalotorax do camardo
Farfantepeneaus brasiliensis sobre a sintese do heparam sulfato antitromboético
produzido por linhagem de células endoteliais de aorta de coelho (RAEC);

e Investigar a atividade antitrombotica do heparam sulfato obtido do cefalotérax do
camarao rosa Farfantepeneaus brasiliensis pelo modelo experimental de ligadura da
veia cava em ratos Wistar.

e Avaliar a influéncia do heparam sulfato obtido do cefalotorax do camardo
Farfantepeneaus brasiliensis nos fatores envolvidos na cascata de coagulacao in

Vivo;
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e Investigar a atividade hemorragica do heparam sulfato obtido do cefalotérax do
camarao Farfantepeneaus brasiliensis pelo modelo experimental em ratos Wistar de

sangramento caudal residual.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAL
4.1.1. Camarao Farfantepeneaus brasiliensis

Camardes da espécie Farfantepeneaus brasiliensis (F. brasiliensis) foram
gentilmente doados pela peixaria Armazém do Porto situada na cidade de Juiz de Fora,
MG, Brasil. A identificagdo da espécie foi realizada pela Prof*. Dr* Sonia Sin Singer, do
Departamento de Zoologia — Instituto de Ciéncias Biologicas — UFJF. Na Figura 14 ¢

descrita a classificacao taxonomica.

Figura 14 — Camarao Farfantepeneaus brasiliensis

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Subfilo: Crustacea
Classe: Malacostraca
Ordem: Decapoda
Subordem: Dendrobranchiata
Superfamilia: Penacoidea
Familia: Penaeidae
Género: Farfantepeneaus

Espécie: Farfantepenaeus brasiliensis

O exoesqueleto dos crustaceos foi retirado, ¢ o cefalotorax triturado, pesado e

mantido a -80 °C para posterior extracdo dos GAGs.

4.1.2. Linhagem Celular

A linhagem celular de endotélio de aorta de coelho (RAEC) foi gentilmente cedida

pela Prof®. Dr?. Helena B. Nader da Disciplina de Biologia Molecular do Departamento
de Bioquimica - UNIFESP, SP, Brasil.
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4.1.3. Animais

Neste estudo foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, com
aproximadamente 75 dias de vida e pesando cerca de 250 g. Os animais foram obtidos do
Centro de Biologia da Reprodugdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF), mediante aprovagdo do Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da UFJF,
sob o Protocolo n° 014/2019 (Anexo I) e protocolo n® 022/2019 (Anexo II). Todos os
animais utilizados neste estudo foram alojados em pequenos grupos em gaiolas de
polipropileno, cobertas com maravalha e com livre acesso aragdo eagua. Os animais
foram mantidos em ambiente com regime de luz (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura

(21 £1 °C) controlados.

4.1.4. Reagentes

Q-Sepharose TM*L adquirida da GE HEALTHCARE (Uppsala, Sweden.). Enzimas
heparitinases I e Il e heparinase foram gentilmente cedidas pela Prof* Dr* Helena B. Nader
(UNIFESP, Sao Paulo, Brasil). Heparina (165 UI) obtida da Kim Master (Passo Fundo,
RS, Brasil). Agarose foi adquirida da BioRad Laboratories (Richmond, CA, USA).
Heparam sulfato bovino, condroitim sulfato, dermatam sulfato, DMSO, azul de toluidina,
papaina, diamino propano etileno (1,3-diamino propano) adquiridos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Os kits comerciais Activated partial thromboplastin time (aPTT) e
thrombin time (TT) utilizados foram da Labtest (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).
ACTICHROME® Heparin (Anti-Flla) e ACTICHROME® Heparin (Anti-FXa)
utilizados foram da BioMedica Diagnostics (Windsor, NS, Canada). Plasma citratado
adquirido da Bionutrientes do Brasil, Ltda (Barueri, SP, Brasil). Meio de cultura F12 e
soro fetal bovino (FBS) adquirido da Cultilab (Campinas, SP, Brasil). Cetamina 10% e
xilazina 2% da Syntec (Santana de Parnaiba, SP, Brasil). Acetona PA foi adquirida da
Neon (Suzano, SP, Brasil). Acido acético, etanol, acido cloridrico foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Germany). Todos os demais solventes e produtos quimicos utilizados

apresentavam grau analitico.

4.1.5. Equipamentos
Os principais equipamentos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho

foram: Agitador magnético (Phoenix, AP56); Balanca analitica (BEL Engineering,
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MARK M254A); Balanga analitica (Shimadzu, AY 220); Balanga semi-analitica
(Shimadzu, BL3200H); Banho-maria (Unique Ultrasonic Cleaner, USC 2800A); Cabine
de Fluxo Laminar (Thermo Scientific 1300 Series A»); Centrifuga 10000 rpm (Jouan
Paris); Centrifiga 5000 rpm (Excelsa Baby FANEN Ltda, 208N); Centrifuga 4000 rpm
(Centribio); Estufa de secagem (FANEM, 315 5E); Fonte de eletroforese (Isco
Electrophoresis Power Supply, 494); Freezer -20°C (Intelligent Bosch 32); Freezer -80°C
(ThermoScientific); Incubadora de CO> umidificada (Thermo Scientific Forma Series 11
WaterJacket); Infravermelho (FT-IR-Fourier-transform infrared); Leitor de placas
(Thermo Scientific Multiskan 60); Sistema de eletroforese vertical (BioRad); Unidade

filtrante (Millipore, Coagulometro Cascade-M da Helena Laboratories, Company.

42.  METODOS

4.2.1. Extracao dos glicosaminoglicanos

4.2.1.1. Protedlise

O bruto de glicosaminoglicanos foi extraido a partir do cefalotéorax do camarao
Farfantepeneaus brasiliensis (Figura 15). Cerca de 475,81g do material foi triturado e
delipidado por duas vezes com 250 ml de acetona. Em seguida, o material foi submetido
a protedlise com papaina em tampao fosfato-cisteina-EDTA, pH 6,5 na proporcdo de
1,0 mg de enzima para cada 100 mg de tecido. O material foi incubado por 18 horas em
banho-maria a 60°C. Apds esse periodo, o material foi filtrado e o sobrenadante
submetido a precipitagdo com 2,5 volumes de etanol, adicionados lentamente, sob
agitacdo constante e em presenga de NaCl 1M. Apos incubagdo a -20°C por 24 horas, o
material foi centrifugado a 3.000 rpm por 30 minutos e o precipitado recuperado foi
despigmentado, por meio de incubagdo com acetona por 48 horas (com troca de solvente
a cada 12 horas), dialisado por 48 horas para remocao do excesso de sal e,
posteriormente, liofilizado (bruto de glicosaminoglicanos). Este precipitado foi

ressuspenso em agua destilada (solugdes de 100mg/mL).
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4.2.1.2. Purificagdo em cromatografia de troca ionica

Os glicosaminoglicanos (GAGs) presentes no bruto de GAGs foram purificados por
cromatografia de troca idnica (lon Exchange Chromatography). Foi utilizada coluna
cromatografica empacotada com 20 mL de resina O-Sepharose. A eluigao foi realizada
em gradiente de NaCl (NaCl 0,5M, NaCl 1M e NaCl 2M), no fluxo de 8 mL/min. Foram
aplicados 175 mg do bruto de GAGs, em volume final de 60 mL. A resina Q-Sepharose
foi previamente ativada com 60 ml de NaCl 2M e equilibrada com agua destilada. As
subfragdes obtidas foram identificadas por dosagem de acido urénico (Métodos 4.2.3.1)
e, as que apresentaram o mesmo conteudo quimico foram agrupadas em trés fracdes:
F0.5M, FIM e F2M. O HS presente em cada uma destas, foi precipitado com 2,5 volumes
de etanol, adicionados lentamente e sob agitacdo. Apds 24 horas a — 20°C, as fragdes
foram centrifugadas (3.000 rpm, 30 minutos), e o precipitado foi dialisado e liofilizado.

Solugdes de 1 mg/mL de cada uma das fragdes foram preparadas em agua destilada.

Figura 15: Esquema de extracio dos GAGs de camarao Farfantepeneaus

brasiliensis.

‘ Cefalotorax de Farfantepeneaus brasiliensis

‘ Delipidagéo com acetona PA ovemnight

‘ Protedlise enzimatica |

Papaina/Tampéo Fosfato- Cisteina-EDTA - 60’ C - Overnight |

| Precipitagéo 2,5V |

| l Etanol — 20°C overnight — centrifugacao 3000 rpm/30 min J

| Dialise |

| Liofilizagao |

P6 pos-protedlise ‘ ‘ Precipitado ‘

Coluna de Troca lénica
Q-Sepharose™ XL

| Naciosm  |—>| Nacitm  |—— | NaCl2m
_Prochitagao com otanol PA | | | |

Fonte: elaborado pela propria autora.



44

4.2.2. Eletroforese

4.2.2.1. Eletroforese em gel de agarose 0,6% em tampdo 1,3-diaminopropano acetato

(PDA) 0,05M

As fragdes (F0.5M, FIM e F2M) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
0,6% (p/v), de acordo com a metodologia proposta por Dietrich & Dietrich, 1976. As
solucdes de 1 mg/mL, de uma cada uma das fracdes, foram secas a vacuo e concentradas,
ressuspensas em aliquotas de 5 plL de agua destilada, e aplicadas no gel, preparado em
tampao PDA, 0,05M, pH 9,0. A corrida foi realizada utilizando-se voltagem constante
(100 V) por aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Apds a migragdo eletroforética, a
lamina com gel foi imersa em brometo de cetiltrimetilaménio (CETAVLON) 0,1% (p/v)
por no minimo 2 horas para precipitacdo dos GAGs. Em seguida, o gel foi seco sob
corrente continua de ar quente. A 1amina foi corada com azul de toluidina 0,1% (p/v) em
solugdo de etanol 50% (v/v): acido acético 1% (v/v) por 15 minutos. O excesso de corante
foi removido com solu¢do descorante (etanol 50% (v/v): 4cido acético 1% (v/v)). A
lamina foi descorada e, corada novamente com azul de toluidina 0,1% (p/v) em tampao
acetato de sodio 0, 025 M, pH 4,5. O excesso de corante foi removido por tampao acetato

de sodio 0,025 M, pH 5.

4.2.2.2. Eletroforese em gel de agarose em dois sistemas de tampoes:  acetato de bario

— 1,3 — diaminopropano acetato (Bario/PDA)

Seguindo a metodologia proposta por Bianchini et al, 1980, os GAGs foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,55% (p/v) em sistema descontinuo,
utilizando dois tampdes: acetato de bario 40 mM e PDA 0,05M. As fragdes FIM e F2M
(200 pg de cada) foram ressuspensas em aliquotas 5 pl. de dgua destilada, e aplicadas no
gel de agarose 0,55% em tampao acetato de bario 40 mM pH 5,8. Inicialmente o gel foi
submetido a eletroforese em uma camara com o mesmo tampao, por 15 minutos a uma
diferenga de potencial de 80 volts. Decorrido esse tempo, o gel foi transferido para outra
cuba com tampao PDA 0,05M, permanecendo em repousopor 15 minutos a 4°C. Em
seguida a corrida foi retomada a uma diferenca de potencial de 100 volts. Decorrido o
tempo necessario para a corrida eletroforética, os GAGs presentes no gel foram

precipitados com CETAVLON 0,1% durante o periodo de no minimo2 horas. A seguir,
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o gel foi seco sob calor e ventilagdo, e corado com uma solucao de azul de toluidina 0,1%
(p/v) em solucdo de acido acético 1%: etanol 50 %. O excesso de corante, foi retirado

com uma solu¢ao de acido acético 1%:etanol 50%.

4.2.2.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida para estimativa de peso molecular

A estimativa do peso molecular modal (PM) do HS presente nas fracdes foi
determinada por eletroforese em gel de poliacrilamida (Hilborn; Anastassiadis, 1971;
(Dietrich & Nader, 1974). As fra¢des (100 pg) foram secas a vacuo e ressuspensas em
10pL de tampao de amostra (Tris 40 mM, NaCl 20 mM, EDTA mM, glicerol 40%,
vermelho de cresol 0,05%), e aplicadas em gel de poliacrilamida 30%, em tampao Tris-
HC1 20 mM. A eletroforese foi realizada tampao de corrida contendo Tris 40 mM, NaCl
20 mM, EDTA 2 mM, pH 8,3 (100 V), em sistema de eletroforese vertical. Apds 1 hora
de corrida o gel foi removido da placa e corado com azul de toluidina 0,1% (p/v) em acido
acético 1% por 20 minutos, em seguida, o excesso de corante foi removido com solugdo
acido acético 1%. Foram utilizados como padrdoes de PM: dextram sulfato (8 kDa),
condoitim-4-sulfato (26 kDa) e condroitim-6-sulfato (67 kDa). O PM modal dos

compostos foi obtido por analise do padrdo de migracgao utilizando o programa TotalLab.

4.2.3. Dosagens quimicas

4.2.3.1. Dosagem de dacidos uréonicos

O contetido de acidos urdnicos foi avaliado pelo Método de Carbazol segundo (Di
Ferrante et al., 1971) em espectrofotometro a 525 nm. A concentragdo de acidos urénicos

foi estimada em relagdo a uma curva padrdo de acido D-glucurénico.

4.2.3.2. Dosagem de hexosamina

O contetido de hexosamina foi determinado pela reagdo modificada de (RONDLE
& MORGAN, 1955), apos hidrolise acida (HCl 4M, 6 horas, 100° C). A reagdo foi
observada em espectrofotdometro a 530 nm. Uma curva padrao foi construida usando

concentragdes conhecidas de n-acetil-glucosamina.
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4.2.3.3. Dosagem de sulfato

O teor de sulfato foi analisado através do método proposto por (DODGSON, 1961),
onde a amostra foi submetida a hidrolise acida, utilizando acido cloridrico 8M por 4 horas,
a 100°C e posteriormente neutralizado por evaporag¢do avacuo na presenca de NaOH. O
teor de sulfato foi verificado em espectofotometro a 500 nm. A concentragao de sulfato

foi estimada em relacdo a uma curva padrao de sulfato de sodio.

4.2.3.4. Dosagem de proteinas

A quantidade de proteinas foi avaliada pelo método proposto por (Bradford, 1976)
em espectrofotdmetro a 595 nm. A concentragao de proteinas estimada em relagdao a uma

curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA).

4.2.4. Despolimerizacdo enzimatica

424.1. Incubagdo com as enzimas da Flavobacterium heparinum

A fracdo F2M obtida do cefalotérax do camardo F. brasiliensis foi submetida a
despolimerizagao enzimatica, utilizando combinagdes das enzimas heparinase e
heparitinase I e II.

A fragdo F2M (100 pg de GAG) foi incubada com as enzimas nas seguintes
combinagdes: heparinase, heparinase + heparitinase II, heparitinase I, heparitinase II e
heparitinase I e II. Também foram incubados nas mesmas condi¢cdes padrao de HS de
pancreas bovino e heparina suina. O material foi incubado a 37°C overnight, em seguida,
aliquotas de 5 puLdo sobrenadante foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
0,55% em tampao PDA 0,05M, e a cromatografia descente em papel para identificagcdo

dos produtos formados.

424.2. Cromatografia descendente em papel

Cromatografia descendente em papel foi utilizada para discriminar os produtos

obtidos a partir da despolimerizagdo enzimatica da fracdo F2M, obtida a partir do

cefalotorax do camardo F.brasiliensis. A cromatografia foi realizada em papel Whatman
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3 MM, em sistema de solvente 4cido isobutirico:amoénia 1,25N (5:3,3 v/v) por 24 horas.
Em seguida, o cromatograma foi seco em estufa. Os produtos insaturados oriundos da

degradacao foram revelados com nitrato de prata alcalino.

4.2.5. Espectroscopia Infravermelho

Foi realizada anélise por espectroscopia de infravermelho (FT-IR - Fourier-
transform infrared) da fracido F2M de um aparelho Burker Alpha FT-IR, na regido
espectral 4000-600 cm™!, com resolugdo de 4 cm!, utilizando a técnica de reflexiio total
atenuada (ATR) de medi¢do. A execugdo desta analise também foi realizada no Nucleo
de Espectroscopia do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de

Fora.

4.2.6. Espectroscopia RAMAN

Os espectros de Raman para as amostras e padrdes foram obtidos a partir de analise
espectral realizada a 1000 scans no instrumento Bruker RFS 100, operando a 1064
nm, poténcia de laser de 100 mW e realizando uma varredura de 4000 a 500 niimero
de onda (4 cm™). A execugio desta andlise foi realizada no Nicleo de Espectroscopia

do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora.

4.2.7. Ensaios biologicos

4.2.7.1.  Atividades anticoagulantes in vitro

a) Atividade anticoagulante total - Método USP (1965)

Inicialmente, as amostras e o padrao de heparina (165 UI) foram adicionados em
tubos de vidro e secas a vacuo. Em seguida, as amostras foram ressuspensas em NaCl
0,9 %. O plasma foi entdo adicionado e os tubos foram incubados por 3 minutos a 37 °C.
Apos esse tempo, foi adicionado o CaCly, para ativagdo da cascata da coagulagdo e os
tubos, novamente, incubados a 37 °C. A observac¢do da retragdao do codgulo foi realizada

uma hora depois, como controle negativo foi utilizado o plasma citratado.
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b) Atividade anticoagulante — Ensaios TTPa e Tempo de Fibrinogénio

Os ensaios - tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPa) e tempo de
fibrinogénioforam realizados conforme protocolos dos kits adquiridos comercialmente
(Labtest) utilizando plasma citratado. O tempo de coagulagdo foi determinado em
coagulometro Cascade-M (Helena Laboratories, Company), sendo o tempo maximo dos
testes de 300 segundos. Como controle negativo, foi utilizado o plasma citratado e como

controle positivo heparina (165UI).

¢) Analise da atividade anti-Xa e anti-Ila

As atividades de anti-Xa e anti-Ila foram realizadas através de métodos
cromogénicos, utilizando kits ACTICHROME® Heparin (Anti-FXa) e ACTICHROME®
Heparin (Anti-Flla). Os testes foram realizados em microplacas de 96 pogos. A heparina
(165UI) foi utilizada como padrao e as leituras foram realizadas a 405 nm em leitor de

fluorimetria/colorimetria.

4.2.7.2. Manutengdo da linhagem celular (RAEC)

As células endoteliais da aorta do coelho (RAEC) apresentam crescimento em
monocamadas, até atingirem a confluéncia, apresentando inibicdo de contato. Quando
observadas ao microscopio Optico, possuem forma oval ou poligonal, com citoplasma
escuro ao redor do nucleo central, contendo dois ou mais nucléolos. Ja o citoplasma
periférico aparece mais claro e o contorno das células ¢ bem definido (Figura 16)
(Buonassisi; Colburn, 1980).

As células foram mantidas em placas de 100 mm de diametro, em meio de cultura
F-12, enriquecido com 10% de soro fetal bovino na presenca de penicilina (100 [U/ml)

estreptomicina (100 mg/mL) e mantidas a 37°C sob atmosfera de 2,5% de CO». O

subcultivo foi realizado no ponto de confluéncia (cerca de 3,5 x10° células/placa) (Figura
16). Para este procedimento, as placas eram previamente lavadas com solucdo de EBSS
duas vezes, e posteriormente incubadas com 3,5 mL de solugdo de tripsina (10X) diluida
em EBSS, na incubadora a 37 °C até que células se desprendessem da placa. Em seguida,
as células eram transferidas para um tubo de 15 mL contendo 8 mL de meio de cultura

completo e centrifugadas a 2000 rpm/minutos por 2 minutos. Posteriormente o
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sobrenadante foi descartado e as células ressuspas em 1 mL de meio de cultura
suplementado com 10% SFB e levadas para contagem em camara de Neubauer. Cerca de
3,5 x 10°células foram plaqueadas em uma nova placa contendo meio de cultura

suplementado com 10% SFB, onde foram mantidas a 37°C sob tensdo de 2,5% de CO».

O meio de cultura foi trocado em dias alternados até atingirem o estado de confluéncia.

Figura 16 — Células endoteliais de aorta de coelho (RAEC)

>

Fonte: A imagem foi gentilmente cedida por Andrade, R, G. C, 2019.

4.2.7.3. Teste de reducdo de MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide).

O teste de viabilidade celular foi realizado apods incubagdo da amostra (fragao
F2M) em cultura de células endoteliais de aorta de coelho-RAEC (1 x 10* células/pogo).
Em placas de 96 pogos as células foram incubadas com as amostras (13,7 € 27,5 ng/mL)
por 24 horas para aderirem, quando entdo foi adicionado o sal de tetrazélio MTT (brometo
de tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil) e novamente incubadas por mais 4
horas. A viabilidade celular foi medida pela capacidade mitocondrial de converter o sal
de tetrazolio (amarelo) em cristais de formazam (azul), que foram solubilizados em

DMSO para analise em leitor de microplacas a 492 nm (Mosmann, 1983).
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4.2.7.4. Sintese de PGHS por células de aorta de coelho apods estimulo com fragdo

F2M do camardo F. brasiliensis.

Para verificar se a fragdo F2M aumenta na sintese de PGHS, 1,5 X 104 células
RAEC/pogo foram plaqueadas em microplaca de 24 pogos e cultivadas até atingirem o
estado de subconfluéncia (80% da confluéncia), sendo o meio de cultura trocado em dias
alternados. Em seguida, as células foram lavadas por 2 vezes em EBSS e 1 vez em meio
F12 sem soro, e adicionado um novo meio contendo 150 pCi/ml de [S**]-sulfato de sodio
na presenga ou auséncia da fragdo F2M nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL e de
heparina (100 pg/mL) e mantidas por 24 horas a 37°C sob atmosfera de 2,5% de COs,.

Apo6s o tempo de incubagdo, o meio foi removido em banho de gelo, e armazenado
em tubo de microcentrifuga de 2 mL a -20°C. As células foram lavadas por 3 vezes com
PBS em banho de gelo e removidas com 1ml de uma solugdo de ureia 3,5 M em tampao
Tris-HC1 0,05M pH 8,0 com o auxilio de um “scrapper”. Uma aliquota de 20 pl do extrato
celular foi separado para a dosagem de proteinas por BCA.

Os glicosaminoglicanos (GAGs) secretados para o meio de cultura e presentes na
fragdo celular, foram submetidos a protedlise com maxatase (4 mg/ mL) em tris-HCI 0,5
M, pH 8, contendo NaCl 1 M, e posteriormente foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose tampao PDA, como demostrado no item 4. 2. 2.

Ap0s eletroforese, as amostras foram expostas a um filme radiosensivel e
submetidas a varredura a laser no aparelho Cyclone™, o qual faz leitura do fosforo
excitado e o quantifica como unidade de luminescéncia, variando conforme o grau de
excitagdo. As bandas dos GAGs presentes no gel foram recortadas e transferidas para
microtubos contendo 500 pL do liquido de cintilagdo, ultimagold, para quantificagdo da

radioatividade por meio do aparelho OptiQuant™

, que quantifica as cintilagdes por
minuto (cpm). Posteriormente foram plotados os dados recebidos do aparelho, e

relacionamos o resultado em cpm/proteina.

4.2.7.5. Atividade antitrombdtica in vivo

Os animais foram organizados, de maneira aleatéria, em quatro grupos (n = 5) e
submetidos ao modelo de ligadura da veia cava inferior, de acordo com trabalhos

previamente publicados (Dore et al., 2013; Reis et al., 2020; Reyers et al., 1980).
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A amostra (fracdo F2M) foi seca a vacuo e ressuspensas em 200 pl de solugdo salina
(NaCl0,9% p/v) de maneira a obter as doses de 13,7ug/g e 27,5ug/g. O preparo das doses
foi feito no momento prévio a administragao.

A fracdo F2M (200uL) foi entdo aplicada na veia caudal (intravenosa). Logo apds a
aplicag¢do da dose, sob efeito de anestesia (Quetamina (10%) 90 mg/kg e Xilazina (2%)
10 mg/kg), foi realizada laparotomia 2 centimetros abaixo do processo xifoide dos
animais. A por¢ao da veia cava inferior foi exposta cerca de 1 cm abaixo da veia renal
esquerda e uma ligadura com um fio de algoddo foi realizada na veia cava inferior,
distalmente ao ponto de origem da veia renal esquerda. A cavidade abdominal foi fechada
com a sutura do peritonio e das camadas musculares, assim como da pele dos animais
com pontos simples (Nylon 4.0). Este modelo induz e mimetiza um quadro de trombose
venosa profunda, por meio da estase sanguinea local. Decorrido uma hora do
procedimento cirdrgico, sobre efeito anestésico, a cavidade dos animais foi novamente

aberta e uma nova ligadura foi realizada um centimetro abaixo da primeira (Figura 17).

Figura 17 — Esquema ilustrativo do procedimento de ligadura da veia cava inferior

Primeira ligadurada _ _ _ 1h
ora

veia cava inferior

<« — - Segunda ligadura da

veia cava inferior

Fonte: Elaborado pela propria autora.

Os animais foram entdo submetidos a exsanguinagdo sobre efeito anestésico e ruptura do
diafragma. Apds eutanasia o fragmento da veia cava entre as duas ligaduras foi
seccionado, removido e colocado numa placa de Petri. Qualquer trombo formado foi
removido lavado com solu¢do salina, colocado em papel de filtro previamente seco e
tarado. O papel de filtro contendo o trombo foi entdo seco por 12 horas a véacuo e
novamente pesado, sendo a diferenga entre as pesagens correspondente ao peso do trombo

formado.
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4.2.7.6. Atividade hemostatica in vivo.

O sangue dos animais submetidos ao modelo de trombose induzida pela ligadura
da veia cava foi coletado diretamente do coracao 1° min antes do procedimento de
eutandsia. O plasma foi obtido por centrifugacdo (3 000 rpm, 15 min). Em seguida, 100
pl do mesmo foi incubado (37 °C, 10 min) e submetido ao teste de TTPa, de acordo com

o kit Labtest (Lagoa Santa, Brasil).

4.2.7.7. Atividade hemorragica in vivo

A atividade hemorragica in vivo foi determinada utilizando-se o método proposto
por Cruz & Dietrich, 1967 com algumas modificagdes. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos (n=5), sendo eles: F2M 27,5 pg/mL, F2M 55 nug/mL,
heparina 1,5 pg/mL, a qual foi utilizada como controle positivo. O objetivo desse
experimento foi avaliar se fragado F2M possuia efeito hemorréagico residual, tendo em vista
seu potencial anticoagulante e antitrombético.

Inicialmente os animais foram devidamente anestesiados com Quetamina (10%)
90 mg/kg e Xilazina (2%) 10 mg/kg, em seguida tanto os tratamentos foram diluidos em
2 mL de solugao salina tamponada (NaCl 0,9%, NaHCO3 0,1 mM, pH 7,0, 37°C) obtendo
as concentragdes acima mencionadas.

Sob o efeito da anestesia, higienizou-se com alcool 70%, a por¢ao terminal (cerca
de 2 cm) da cauda de cada um dos animais e, entdo realizou-se uma escarificacdo com
uma ldmina de bisturi nesta regido até que se formasse goticulas de sangue. A cauda foi
entdo mergulhada, por 2 minutos, em um tubo de ensaio de 3 mL contendo 2 mL de
solugdo salina tamponada a 37°C. Decorridos este tempo, a cauda foi mergulhada em
outro tubo contendo solu¢do salina, ¢ entdo observou-se o sangramento. Este
procedimento foi repetido 12 vezes, em um total de 40 minutos. A representagdo

esquematica deste protocolo experimental encontra-se na Figura 18.
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Figura 18- Esquema representativo do delineamento do modelo experimental

de atividade hemorragica por escarifica¢io.

1°) Escarificagdo 2cm da
porgcao terminal

Solucao salina
2°) A cauda mergulhada em
solucao salina tamponada,
a 37°C, e o sangramento foi
coletado em tubos de
ensaio de 3mL contendo 2 __ Tempo
mL da mesma solucao.

= (min)
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. Fragao F2M ou Heparina
3°) Em seguida, 0 mesmo

procedimento foi repetido u u

com o mesmo animal, no

entanto mergulhando-se a Tempo
cauda em uma solugcao
salina tamponada
contendo a amostra ou o
controle positivo

&@C
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4°) O sangramento foi determinado tomando-se como base a quantidade de proteina
liberada. Utilizou-se o reagente de Coomassie Brilliant Blue G e, os resultados foram
expressos como a razao entre a taxa de proteina liberada da lesdo antes e apds o contato
com a fracdo F2M e heparina.

Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Em seguida, o mesmo animal teve a cauda, ja escarificada, mergulhada em
solucao salina contendo a amostra teste, € 0 mesmo procedimento descrito anteriormente
foi realizado.

O sangue coagulado era retirado com uma gaze, tomando o cuidado para ndo gerar
outro ponto de lesdo na cauda. Os resultados foram expressos pela razdo da taxa de

proteinas liberadas da lesdo antes e apds o contato com a fracado F2M ou heparina.
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5. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism®
versao 5.0. Os dados obtidos neste estudo foram representados como média + desvio
padrao da média. Para comparagdes envolvendo mais de dois grupos, a analise de
variancia (Oneway ANOVA) foi usada para determinar as diferencas significativas,
utilizando o teste estatistico de Bonferroni ou Newman-Keuls. Todos os experimentos
foram realizados em duplicada ou mais. Valores de p < 0.05 foram considerados

significativos.
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6.1. EXTRACAO E CARACTERIZACAO QUIMICA PARCIAL DAS FRACOES
OBTIDAS DO CEFALOTORAX DO CAMARAO F. brasiliensis.

6.1.1. Extracio e purificacido do bruto de glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos (GAGs) do cefalotérax do camarao F. brasiliensis foram

obtidos por extragdo e purificagdo conforme descrito em Métodos 4.2.1.1. e 4.2.1.2.

Buscando obter maior rendimento da extracdo desses compostos, o cefalotorax foi

triturado a fim de aumentar a sua superficie de contato com a papaina e solventes

utilizados. O material triturado foi submetido a delipidagao para eliminagdo do conteudo

lipidico, e dessa forma, obter maior eficiéncia na etapa de purificacdo. O material obtido

apos a extragdo por protedlise foi submetido a cromatografia de troca idnica em resina Q-

Sepharose ¢ eluidos em step-wise, com concentragdes crescentes de NaCl (0,5M, 1M e

2M), Figura 19.

Figura 19- Perfil de eluicdo de GAGs presentes no pé pos-proteolise do cefalotorax

de camarao F. brasiliensis
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NOTA: A concentragdo de NaCl esta representada no grafico pela linha cinza. O perfil de eluigdo

dos GAGs foi acompanhado pelo método de dosagem de acido urdnico (DISCHE, 1954). Fonte:

elaborado pela propria autora.
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De acordo com a Figura 19, podemos observar a presenca de trés picos principais de
eluicao dos GAGs, os quais foram agrupados, dialisados, liofilizados e pesados em trés
fragdes denominadas: FO.5M (8 mg), FIM (5,1 mg) e F2M (4,7 mg).

Essas fracOes foram identificas utilizando eletroforese em gel de agarose 0,6% em
tampao PDA 0,05M, pH 9,0 conforme descrito em Métodos 4.2.2.1. O resultado obtido

estd demonstrado na Figura 20.

Figura 20- Perfil eletroforético das fracoes F 0.5M, F 1M e F 2M.
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NOTA: Foram aplicados 100 pug de cada uma das fragoes no gel. (A) Eletroforese em gel de
agarose em tampao PDA 0,05M corada com azul de toluidina pH 9,0. (B) Eletroforese em gel de
agarose em tampao PDA corada com azul de toluidina pH 4,5. 1, F 0,5M; 2, F 1M; 3, F 2M; CS,
condroitim sulfato; DS, dermatam sulfato; HS, heparam sulfato; Or, origem; P, padrao composto

por Sug de CS, Sug de DS e 5ug de HS. Fonte: elaborada pela propria autora.

Analisando a figura 20 (A e B), pela metacromasia formada, notamos a presenca de
GAGs nas fragoes FIM e F2M, enquanto na fragao F0.5M, mesmo apds a utilizacao dos
dois corantes, nao foi observado nenhuma banda metacromatica. Além disso, € possivel
observar que as fracdes FIM e F2M migraram com perfil semelhante ao HS presente na
mistura de padroes de GAGs (Figura 20). Entretanto, é interessante notar que ambas as
fragdes migraram além do HS padrdo de pancreas bovino, apresentando perfil de

migracao entre o dermatam sulfato (DS) e HS.
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O método de obten¢do de GAGs, proteolise enzimatica seguida de cromatografia em
resina de troca idnica, ¢ relatado na literatura para outras espécies de camardo
(Litopeneaus vannamei e Artemia franciscana) (BRITO et al, 2008; CHAVANTE et al.,
2000). Nesses trabalhos foi observado perfil semelhante de eluicao dos GAGs em step-
wise, sendo obtido picos desses compostos em concentracdes de 0.8M de NaCl. No
entanto, esses trabalhos realizaram o fracionamento por acetona em volumes crescentes.
De acordo com Costa e colaboradores (2012), a adigao de volumes crescentes de acetona
gradativamente reduz a constante dielétrica da agua, promovendo, assim, a precipitagao
de diferentes porcdes de GAGs. A separacao destes pela acetona ¢ dependente da
interagdo das cargas dessas macromoléculas com a agua, sendo que aquelas que sofrem
maior interagdo sao as ultimas a precipitar.

Andrade e colaboradores (2013) realizaram a extracao de HS presente em caranguejos
da espécie Goniopsis cruentata, utilizando papaina e, obtiveram um pico de GAG em
NaCl 2M e NaCl 3M, semelhante ao obtido com os GAGs oriundos do cefalotorax de
camarao F. brasiliensis.

Os GAGs sao moléculas organismo e tecido especificas, apresentando diferentes
padrodes de sulfatagdo e repeticdo de unidades dissacaridicas, sendo que essas alteragdes
sdo decorrentes das diversas fungdes fisiologicas que desempenham em cada organismo.
Portanto, € justificavel o fato de encontrarmos GAGs com distintas densidades anidnicas,
o que explica a diferenga no padrao de eluicdo desses compostos entre os estudos citados
acima e o0 GAG obtido no presente trabalho. Dessa forma, o perfil de elui¢do dos GAGs
em resina de troca i0nica, estd intimamente ligado a espécie de crustaceo em estudo e as
etapas de purificacao envolvidas.

Para o camardo F. brasiliensis, ha apenas um relato na literatura envolvendo a
extracdo de GAGs por protedlise, no entanto nao hé relato empregando a extracdo com
papaina seguida de purificacdo em coluna de resina de troca i6nica (DIETRICH et al.,
1999).

A eletroforese, técnica empregada para a identificagdo das fragdes FO.5M, F1M e
F2M, permite identificar compostos carregados negativamente por meio de seu perfil de
migracdo, o qual estd relacionada ndo s6é com a neutralizagdo e interacdo destas com o
tampao PDA, mas também com a conformacgao estrutural da molécula a qual esta ligada
as cargas negativas. Ademais, a metacromasia do corante mediante cargas negativas
oriundas de grupamentos sulfato ou carboxilicos, permite inferir sobre densidade

anidnica, e, portanto, concentragao destas na amostra (DIETRICH; DIETRICH, 1976).
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HS e a heparina apresentam elevada densidade anidnica, o que os faz interagir mais
com o tampdo e apresentar menor migracdo no gel. Condroitim sulfato (CS) ¢ o que
apresenta menor interagdo com o tampao e, portanto, apresenta maior migragao. Ja o DS
apresenta maior interagdo com o tampao, em relagcdo ao CS, devido a presencga de acido
L-idurdnico em sua estrutura, o que o faz migrar menos no gel.

Dessa forma, de acordo com a Figura 20, observamos que a fragdo F2M apresenta
migracao entre os padroes de HS e DS, e acreditamos que, por ser de origem marinha, o
GAG presente na fragdo nesta apesar de ser similar ao HS de pancreas bovino, apresenta
particularidades estruturais, tais como: densidade anidnica, o que justifica sua menor
interagdo com o tampdo e, portanto, maior migracdo eletroforética. Esse perfil de
migracao em eletroforese de gel de agarose em tampao PDA 0,05M obtido foi observado
para o HS extraido do camarao L. vannamei (BRITO et al., 2008).

O mesmo gel foi corado por azul de toluidina em diferentes valores de pH: 0,1% em
solugdo de acido acético 1% e etanol 50% em pH 9,0 (Figura 20-A) origina metacromasia
a partir da interagdo do azul de toluidina com grupamentos sulfato e, em contrapartida,
este mesmo corante em pH 4,5 (Figura 20-B) interage com cargas negativas referentes a
grupos carboxilatos. Em geral, o corante azul de toluidina pH 4,5 ¢ utilizado para
visualizar componentes que ndo apresentam os grupamentos sulfato tipicos de GAGs,
como o acido hialurdnico, inico GAG que ndo apresenta esta caracteristica (DIETRICH;
DIETRICH, 1976).

Analisando a Figura 20, nota-se que, em ambos os valores de pH, o perfil
eletroforético foi o mesmo para as fragdes FIM e F2M, indicando a presenga de GAGs
sulfatados. Para a fracdo F0.5M ndo foi observada nenhuma banda de migracdo em
nenhum dos corantes utilizados, sugerindo que ndo ha GAG nesta fra¢do, sendo, portanto,
excluida das andlises posteriores. A Figura 20 mostra, que a fracdo F1M, muito embora
tenha apresentado metacromasia, ndo apresenta a formagao de uma banda nitida de maior
concentragdo como pode-se observar na fracdo F2M, portanto, considerando as atividades
que seriam desenvolvidas com o composto obtido a partir do cefalotérax do camardo
F.brasiliensis, optamos por desenvolver o trabalho utilizando apenas a fracao F2M, a qual

foi atribuida maior rendimento de GAGs.
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6.1.2. Eletroforese em gel de agarose e, dois sistemas de tampdées: acetato de bario

— 1,3 — diaminopropano acetato (PDA)

Como dito anteriormente (itens 2.5 e 2.6), HS e heparina apresentam similaridades
estruturais, muito embora apresentem variabilidade entre diferentes tecidos e espécies.
Devido a essa similaridade, ndo ¢ possivel distingui-los pelo padrdo de migragdo ou pela
metacromasia formada na eletroforese em gel de agarose em tampao PDA, uma vez que
interagem de maneira muito similar com a diamina presente no tampao (DIETRICH &
NADER, 1974)

Para tanto procedeu-se a eletroforese em gel de agorose 0,55%, utilizando dois
sistemas de tampao: acetato de bario 40 mM e PDA 0,05M, como proposto por
(BIANCHINI et al., 1980)

Neste sistema de eletroforese, conhecido como descontinuo,onde sdo utilizados
dois tampdes (Bério/PDA), a heparina de origem suina (utilizada como padrdo neste
estudo) apresenta um padrao de migragao peculiar, uma vez ¢ composta por familias de
componentes, de maneira fracionada em duas bandas denominadas de componentes de
migracdo rapida e lenta (BIANCHINIer al., 1980; MEDEIROSet al., 2000). Desta
maneira, ¢ possivel diferir HS e heparina, uma vez que o HS ndo apresenta essas familias
de componentes, migrando indiferentemente da mesma maneira em ambos sistemas de

eletroforese (PDA ou descontinuo Ba/PDA).
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Figura 21 — Perfil eletoforético da fracio F2M em eletroforese em gel de agarose

em sistema descontinuo (Ba/PDA)

Cs .

DS
= 8

NOTA: 200 pg de cada uma das fragdes foram aplicados no gel de agarose, submetidos a
eletroforese e corados com azul de toluidina. , F0,5M; 2, FIM; 3, F2M;CS: condroitim sulfato,
DS: dermatam sulfato, HS: heparam sulfato, HEP: Heparina, HEP-F: Banda de migracgdo rapida
da heparina, HEP-S: banda de migracdo lenta da heparina, Or: Origem, P: Mistura de padrdes
contendo 5Sug de CS, DS e HS. Fonte: elaborada pela autora.

Conforme observado na Figura 21, a fragdo F2M apresentou apenas uma banda
eletroforética, que migrou de maneira similar ao HS de pancreas bovino utlizado como
padrdo, contendo apenas a banda de migragao rapida da heparina, o que permite sugerir
que a fragdo F2M nao apresenta os demais componentes que sio responsaveis pela banda
de migracdo lenta da heparina. Este mesmo comportamento foi observado para
compostos hibridos do tipo HS/Heparina de outras espécies de camardo (Artemia
franciscana e Litopenaeus vannamei) (CHAVANTE et al., 2000; BRITO et al., 2008).
HS obtido a partir do caranguejo Gniopsis cruentata, obteve padrao similiar de migra¢ao
na eletroforese em sistema descontinuo (ANDRADE et al., 2013). Sugerimos que a fragao
F2M apresenta um HS que se assemelha as caracteristicas estruturais (propor¢ao de
unidades dissacaridicas e padrao de sulfatagdo) a um HS de origem bovina. No entanto,
¢ valido reafirmar que os GAGs de origem marinha apresentam padrdes estruturais
distintos daqueles encontrados em GAGs de animais terrestres, € sdo comumente

chamados de heparinoides, por serem similares a heparina mas apresentarem
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peculiaridades estruturais, o que os tornam compostos de interesse (BRITO et al.,2008;
CHAVANTE et al., 2000; DIETRICH et al., 1999; NADERet al., 2004; VALCARCEL
etal., 2017), o que justifica o padrao de migracao distinto para fragdo F2M na eletroforese

em gel agarose em tampao PDA, 0,05M, pH 9,0.

6.1.3. Dosagens quimicas e estimativa de peso molecular por eletroforese em gel de

poliacrilamida

Como parte da caracterizagdo da fragdo F2M obtida do cefalotéorax do camario
F.brasiliensis, procedeu-se a realizagdo de dosagens quimicas relativas a componentes
comumente encontrados em GAGs como: conteudo de hexosamina, acido urénico,
grupamentos sulfato e residual de proteina. Além disso, como estimativa de peso
molecular, realizou-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida (Polyacrylamide gel
electrophoresis). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1.

De acordo com a Tabela 1, a fragdo F2M apresentou uma estimativa de peso
molecular modal de 56,86 KDa, maior que os pesos de heparina suina (=16 kDa) e HS
bovino (=25 kDa). A fragao F2M apresentou razao molar de sulfato por dissacarideo
(sulfato/hexosamina) de 2,3: 1,0. Esta razdo estdo entre os valores descritos para o HS
(sulfato/hexosamina, 1,6: 1,0) (Dietrich; Nader, 1974) e heparina (sulfato/hexosamina,
2,8: 1,0) (DIETRICH etal., 1985).

A fracdo F2M apresentou o conteudo de 0,27ug de hexosamina/pug de amostra
(27%), e cerca de 0,18 pg de 4cido urdnico/ pg de amostra (18%). Krinchen e
colaboradores (2015) encontraram conteido de 4cido urdnico em torno de 27% para
GAGs extraidos da pele de duas espécies de peixes (Balistes capriscuse Mustelus
mustelus).Observamos um conteudo de sulfato de 0,12 pg de sulfato/ pg de amostra, o
que esta de acordo com a propor¢ao de sulfato por unidade dissacaridica (2,31 /unidade
dissacaridica).

Nao foi detectado a presenca de proteinas, de forma significante, para a fragao F2M
obtida a partir de cefalotérax de camarao F. brasiliensis.

Na tabela 1, podemos observar a razdo molar das unidades de hexosamina e acido
urdnico na fragdo F2M, sendo a relagdo de 1:0,66, respectivamente. Este resultado obtido
para a fragdo F2M sugere que este ¢ um GAG, que ¢ um polimero constituido de unidades

dissacaridicas repetidas e alternadas de hexosamina e 4cido urdnico.
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O 4cido urénico pode se apresentar na forma de acido L-idurénico ou D-
glucurdnico, ambos estdo presentes nas moléculas de HS e heparina, muito embora em
proporgoes distintas

O resultado mostra que para o acido uronico foi quantificado 0,66, isto pode estar
associado a composicao dissacaridica da amostra. Nesta metodologia apenas o acido
glucurénico ¢ quantificado, por apresentar maior absorcdo da luz ultravioleta no
comprimento de onda de 525 nm. Portanto, a fragdo F2M apresentou menor absor¢ao o

que sugere a presenca de acido idurdnico em sua composicao dissacaridica.

Tabela 1 — Composicdo quimica e estimativa de peso molecular da fra¢iao F2M

Razao molar

Hexosami Acido , Razao de Peso
. Sulfato Proteina .
na Urénico [ (g/ul) Sulfato/ Hexosami Acido molecular
(ng/ug) (ng/ug) Dissacarideo - TEiEE (kDa)
0,27+0,01 0,18+0,0 0,121 ND 2,31 1 0,66 56,86

ND: Niao determinado

NOTA: Foi utilizado 100pg de F2M em cada uma das dosagens. Fonte: elaborada pela propria

autora.

6.1.4 Despolimerizacao enzimatica da fracao F2M obtido do cefalotéorax do camario

F.brasiliensis

A composi¢ao dissacaridica da fragdo F2M obtida a partir do cefalotérax do camarao
F.brasiliensis, foi determinada por meio da despolimerizacao enzimatica da fracao F2M
pelas liases oriundas da Flavobacterium heparinum: heparinase e heparitinases I e II de
Flavobacterium heparinum. A fracdo F2M foi incubada nas seguintes combinagdes:
F2M+heparinase, F2M-theparitinase I, F2M+heparitinase II, F2M+heparitinase [ ¢ II e
F2M-+heparinase e heparitnase I1.

O produto de degradacdo obtido foi analisado por eletroforese em gel de agarose
em tampao PDA 0,05M (Figura 21), e por cromatografia descendente em papel (Figura
22).

A heparitinase I cliva ligagdes glicosidicas do tipo a (1—4) entre n-acetil ou n-

sulfato-glucosamina e acido D-glucuronico(DIETRICH et al, 1999; SILVA; DIETRICH,
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1974). Enquanto a heparitinase II ¢ inespecifica, podendo clivar ligagdes glicosidicas do
tipo a (1—>4) entre D-glucosamina e 4cido D-glucurdnico e entre D-glucosamina e acido
L-idurénico (NADER et al., 1990; DIETRICH et al., 1999). Essas enzimas sao
eliminasese, portanto, geram uma instauragao entre C4 e C5 no residuo do acido urénico.
Essas enzimas degradam o HS a quatro tipos distintos de dissacarideos insaturados que
diferem entre si quanto ao grau e ponto de sulfatagdo e acetilagio bem como ponto de
sulfatagdo.

A heparinase cliva liga¢des do tipo a (1—4) entre glucosamina N-sulfatada e acido
L-idurdnico obrigatoriamente sulfatado na posi¢cdo C2, ndo atuando quando o acido
urdnico € acido glucurdnico 2-O ou 3-O-sulfato, ou quando a glucosamina ¢ n-acetilada.
Essa enzima ¢ uma liase promovendo também instauragdo entre C4 ¢ C5 do residuo de
acido idurénico (NADER et al., 1999).

Heparinase cliva a heparina de mamifero a tetrassacarideos e dissacarideo
insaturado trissulfatado (AU, 2S-GIcNS, 6S). Enquanto a heparitinase Il degrada o
tetrassacarideo, a um dissacarideo insaturado trissulfatado (AU,2S-GIcNS,6S) ¢ um
dissacarideo insaturado dissulfatado (AU-GIcNS,6S) (TERSARIOL, 1995).

De acordo com a Figura 21-A, a fracdo F2M sofreu degradagdo pela heparitinase
I e degradagdo total, pela acdo conjunta das enzimas heparitinase I e II.

A figura 21-B mostra que o HS de pancreas bovino foi totalmente degradado pela
acdo de todas as enzimas utilizadas. Enquanto a heparina de origem suina sofreu
degradagdo apenas pela heparinase e acdo conjunta desta com a heparitinase II, o que ja
era esperado. Os padrdes demonstram a especificidade e funcionalidade das enzimas
utilizadas.

Baseado na especificidade das enzimas, podemos notar que o HS presente na fragao
F2M ¢ composto por unidades dissacaridicas do tipo n-acetil ou n-sulfato-glucosamina
ligado a um acido D-glucurdénico e/ou L-idurdnico. Levando em consideracdo a relagao
molar de acido urdnico (0,66 de glucurdnico) encontrada nas dosagens quimicas e a
susceptibilidade da fragdo F2M a heparitinase I, sugerimos que o HS presente nesta fragao
apresenta maior percentual de acido glucurénico do que L-idur6onico em sua constitui¢ao
dissacaridica.

Além disso, podemos notar que a fragdo F2M difere na composi¢ao dissacaridica
em relacdo a um HS de animal terrestre. O HS de pancreas bovino, utilizado como

controle (Figura 21-B) foi totalmente degradado por todas as enzimas, evidenciando
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também a presenga de regides compostas de glucosamina N-sulfatada ligado a acido L-
idurdnico sulfato em C2, sendo que esta regido nao ¢ encontrada no HS presente da fragdo

F2M, uma vez que a F2M nao foi degradada pela heparinase.

Figura 21 — Perfil eletroforético dos produtos de degradacio enzimatica da

fracao F2M, HS e heparina
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NOTA: (A) Eletroforese em gel agarose em tampao PDA referente aos produtos de degracao de
100 pg da fragdo F2M. (B) Eletroforese em gel agarose em tampao PDA referente aos produtos
de degracdo HS e (C) Eletroforese em gel agarose em tampao PDA referente aos produtos de
degracdo da heparina. CS: Condroitim Sulfato, DS: Dermatam Sulfato, HS: Heparam Sulfato,
OR: Origem, P: Mistura de padrdes contendo Sug de CS, DS e HS. Fonte: elaborada pela autora.

Na cromatografia descendente em papel (Figura 22-A), foi possivel identificar que
dois dissacarideos insaturados foram gerados da degradagdo pela heparitinase 1 e
heparitinase II: AU-GIcNS (Figura 22-B) e AU-GIcNS, 6S (Figura 22-C). De acordo com
a especificidade de cada uma destas enzimas, podemos dizer que o HS presente na fragao
F2M apresenta composi¢do dissacaridica caracteristica de HS. No entanto, podemos
observar que a fracdo F2M ndo gerou como produto os outros dois dissacarideos
comumente oriundos de HS (AU-GIcNAc, AU-GIcNAc, 6S [Figura 22 — A)).

Este resultado sugere que o HS presente da fracdo F2M do camarao F.brasiliensis
apresenta regides dissacaridicas tipicas encontradas em HS de animais terrestre, no

entanto, difere em sua composicao dissacaridica também, uma vez que os resultados

Heparinase + Heparitinase Il
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anteriores sugerem diferengas quanto ao grau de sulfatacdo. Como os dissacarideos
dissulfatados encontrados sdo formados principalmente pela acdo conjunta da
heparitinase I e heparitinase II e, como pode ser observado na Figura 21-A que a fracao
F2M ¢ mais degradada pela heparitinase I do que pela heparitinase II, esses resultados
sugerem que a fragdo F2M do camardoF.brasiliensis ¢ degradada por estas enzimas,
semelhante a HS de mamiferos (Figura 22 — A).

O dissacarideo AU-GIcNS, 6S, oriundo da degradagao pela heparitinase II, também
foi encontrado por Brito e colaboradores (2014) a partir de uma molécula hibrida de
HS/Heparina do camarao L. vannamei.

O mesmo padrao de degradacdo foi encontrado por Chavante e colaboradores
(2000), a partir da despolimerizagdo do HS obtido do camardo A. franciscana. Neste
trabalho, os autores demonstraram a formagdo principalmente dos dissacarideos
insaturados AU-GIcNS, 6S e AU-GIcNS, em consonancia com a fracado F2M.

Dietrich e colaboradores (1999) demonstraram que o GAG obtido também do
camardo F. brasiliensis foi resistente a degradacao pela heparitinase I, gerando o
dissacarideo trissulfatado ((AU, 2S-GIcNS, 6S). Nao foi detectado a presenca deste
dissacarideo trissulfatado insaturado na degradagdo enzimatica da fracao F2M, o que

caracteriza uma grande diferenca entre a fracdo F2M e heparina de mamifero.
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Figura 22 — Perfil de migracio e identificacdo dos produtos de degradacio enziméatica

da fracao F2M
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NOTA: (A) Cromatografia descente em papel dos produtos formados a partir da degradagao
enzimatica da fracdo F2M, HS e heparina. (B) Dissacarideo insaturado acido urénico—D-
glucosamina N-sulfatada. (C) Dissacarideo insaturado dissulfatado acido urénico—D-glucosamina
N-sulfatada, 6-sulfatda. (1) Controle—fracdo F2M, (2) — fragdo F2M + heparitinase I, (3)—fracdo
F2M + heparitinase 11, (4)—fracdo F2M + heparitinase I e II, (5)—fracdo F2M + heparinase, (6)—
fragdo F2M + heparinase + heparitinase II. (7) Controle — HS, (8) - HS + heparitinase I, (9) - HS
+ heparitinase II, (10) - HS + heparitinase I e I, (11) — HS +heparinase, (12) — HS + heparinase e
heparitinase II, (13) - Controle — heparina, (14) - heparina + heparitinase I, (15) — heparina +
Heparitinase 11, (16) - heparina + heparitinase I e heparitinase II, (17) heparina + heparinase, (18)

heparina + heparinase e heparitinase II. Fonte: elaborado pela propria autora.

Com base nos resultados obtidos a partir da despolimerizagdo enzimatica ¢ nos
trabalhos apresentados, podemos sugerir que a fragdo F2M seja composta por um
heparindide estruturalmente similar ao HS de animal terrestre, porém como ja ¢ sugerido

para estes compostos de origem marinha, apresentam algumas distingdes estruturais,



67

apresentando um dissacarideo trisulfatado, comumente encontrado em heparina de
origem suina e dois dissacarideos comuns a molécula de HS de origem bovina.
Abaixo, na Figura 23 estd esquematizado uma sugestao da estrutura do heparindide

encontrado na F2M obtida do camarao F.brasiliensis

Figura 23 — Proposta de heparam sulfato presente na fracio F2M obtida do

cefalotorax do camarao F. brasiliensis.
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NOTA: Fonte: elaborado pela propria autora.

6.1.5 Analise por espectroscopia infravermelho e RAMAN da fra¢cdao F2M do

cefalotoraxdo camarao F. brasiliensis

As técnicas espectroscopicas Raman e Infravermelho estdo correlacionadas a
energia vibracional das ligagdes quimicas entre diferentes elementos, permitindo
identificar grupos funcionais presentes em moléculas, e fornecendo informagdes para
elucidagdo estrutural (PAVIA et al., 2008).

A analise do espectro de Infravermelho obtidos da fracdo F2M do cefalotérax do
camardo F.brasiliensis foi realizada por tentativa de comparagdo entre as principais
bandas vibracionais apresentadas no espectro e dados da literatura (Tabela 2). A
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (F7-IR) foi realizada na
regido de 4000-400 cm!.

De acordo com a Figura 24, a banda observada em 3369 cm™' é atribuida a vibragio
por estiramento de O-H, e a vibragao por estiramento N-H dos substituintes n-acetil dos
residuos de glucosamina (SYNYTSY Aet al., 2002; KANCHANANet al.,2013).A banda
observada em 2903 cm™ ¢ atribuida ao estiramento assimétrico de carbono sp’,

comumente encontrado em acidos urdnicos e glucosaminas (SYNYTSYAet al., 2002;
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KANCHANANet al., 2013). A banda 1631 cm™, segundo Alves, Souza e Reis (2013)
deve-se ao estiramento assimétrico do grupamento COO™ de 4cidos urdnicos. A banda
observada em 1412 cm™!, éatribuida na literatura aos grupos éster sulfato, caracteristica
marcante dos GAGs. A absor¢do proximo a 1021 cm™!, é correlacionada as unidades
piranosidicas dos polissacarideos (BANDYOPADHYAY et al., 2011).

Virias bandas de absor¢do na regido de 800 a 820 cm™' sdo atribuidas ao éster
sulfato de acordo comGrant e colaboradores (1991) e a banda a 824 cm™! éatribuida a C-

O-S, predominantemente grupos equatoriais 2-O e 3-O-sulfato nos residuos de

glucuronato (SANDERSON et al., 1987).

Figura 24 — Espectro de Infravermelho da fraciao F2M
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Fonte: elaborado pela propria autora.
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Tabela 2: Atribuicoes das bandas de Infravermelho

Numero de onda (cm™) Atribuigoes

Estiramento O-H e N-H (sanTHiva, D, sSUBRAMANIAN, s,

3369
NATARAJAN, L., et al, 2002;Kanchanan et al., 2013)

2903 Estiramento de Csp3 —H (Krichen et al., 2015)

1631 Estiramento NH2 e C=0 de carboxila acida (richen et
al., 2015)

1412 Estiramento de S=O (richen et al., 2015)

Fonte: elaborada pela propria autora.

A espectoscopia RAMAN ¢ um método espectroscopico rapido, ndo destrutivo e
nao necessita de marcadores externos, tornando-se uma importante técnica para analise
de substancias. A andlise do espectro de RAMAN da fragdo F2M do camardo F.
brasiliensis (Figura 25) foi realizada pela comparagdo entre as principais bandas
apresentadas nos espectros obtidos e dados da literatura (Tabela 3).

A espectroscopia de RAMAN ainda ¢ pouco utilizada para a andlise de
polissacarideos, portanto ndo foram encontradas andlises por esta técnica de amostras de
HS oriundas de crustaceos, para tanto a analise das principais bandas obtidas para a fracao
F2M, foi feita utilizando dados referentes a polissacarideos de ordem geral.

A banda de absorcdo detectada em 1072 cm™ ¢ atribuida tanto deformacido C-OH
(KACURAKOVA, MATHLOUTHI, 1996), quanto a vibragdes de ligagdes de
grupamentos sulfato (BANSIL et al., 1978). Ambas as ligacdes presentes em GAGs,
principalmente na molécula de HS.

Na literatura é atribuida a absor¢do proxima a 1415 cm™ a vibragdo de grupos
carboxilas (COO") de residuos de glucuronatos, no entanto a banda de absor¢ao mais
proxima detectada no espectro de RAMAN para a fragdo F2M foi de 1587 cm™!. Em
contrapartida, pela andlise do espectro de infravermelho (Figura 24), foi possivel
identificar a presenga de carboxilas (COO") na fragdo F2M obtida do cefalotérax do
camardo F. brasiliensis.

Para as demais bandas de absorcdo detectadas entre 655 e 476 cm™' ndo foram

encontrados dados na literatura sobre a atribuicao dessas bandas a polissacarideos.



70

Para a fracdo F2M de visceras do camardo F. brasiliensis, a técnica espectroscopica
RAMAN nio foi tdo eficiente, provavelmtente devido a coloragdo escura dessa amostra,
que interfere no espalhamento de luz necessario a analise. Apesar disso, foi possivel ainda

realizar a deteccdo de bandas coerentes com os resultados anteriores.

Figura 25 — Espectro RAMAN da fra¢io F2M obtida do cefalatorax de F.

brasiliensis.
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Fonte: elaborado pela propria autora.

Tabela 3: Atribuicoes das bandas RAMAN

Numero de onda (cm™) Atribuicoes

1587 COO" (BANSIL et al., 1978)

Estiramento C-O-H (KACURAKOVA,
1072 MATHLOUTHI, 1996) e
Estiramento SO4 (BANSIL et al., 1978)

Fonte: elaborado pela propria autora.
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6.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

6.2.1 Atividade anticoagulante in vitro

a) Método USP (1965)

A atividade anticoagulante da fragdo F2M obtida do camardo F.brasiliensis foi
inicialmente explorada pelo método USP (1965), que avalia visualmente o retardo na
formagao do codgulo formado em plasma e pode ser considerado um método qualitativo
de carater indicativo e sugestivo para atividade anticoagulante.

Conforme pode ser verificado pela anélise da Tabela 4, a atividade anticoagulante
foi determinada em triplicata em presenca de 27,5 pug da fragdo F2M, como controle
positivo utilizou-se a heparina 165 UI (1,5 pg) e como controle negativo o plasma na

auséncia de amostra (fragdo F2M).

Tabela 4 — Atividade anticoagulante — USP (1965)

Massa Triplicata
Amostras
(ng) A B C
Plasma - - - _
0,5 + + T
0,7 ++ ++ ++
1,0 ++ i ++
Heparina 1,5 ++ +++ +++
1,8 -+ ++ T
2,0 +++ +++ 4+
2,2 +++ A== 4+
Fracao F2M 27,5 ++ +++ ++

Fonte: elaborado pela propria autora.

De acordo com a tabela 4, a heparina, promove a retragao total do coagulo a partir
de 1,5 png de massa, a partir da qual se observa um platd para sua agdo anticoagulante.
Sendo, portanto, considerado o melhor ponto de atuacdo da mesma, para tanto os demais

experimentos foram executados tomando como base atividade da heparina em 1,5 pg.
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A fracdo F2M obtida do cefalotérax do camardo F.brasiliensis com a massa de 27,5
ug, foi capaz de retrair a formagdo do codgulo como a heparina na concentragdo. Este
resultado ¢ um indicativo preliminar que sugere uma possivel atividade anticoagulante

exercida pela fragao F2M.

b) Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e fibrinogénio

Os testes de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e tempo de
fibrinogénio foram realizados afim de investigar a atuagao da fracdo F2M obtida do
cefalotérax do camardo F. brasiliensis sobre os fatores envolvidos no processo de
coagula¢dao. TTPa etempo de fibrinogénio fazem parte de uma série de testes que sdo
utilizados na pratica clinica com o objetivo de avaliar as serino proteases que participam
da homeostasia secundaria.Para tanto,estes testes foram realizados como descrito em
M¢étodos no tépico 4.2.7.1.

O efeito da fracdo F2M obtida de cefalotorax de camardo F. brasiliensis sobre o
TTPa esté apresentado na Figura 26. Podemos observar que a fragdo F2M em ambas as
concentragdes 27,5 e 55ug/mL, prolongou de maneira significativa (cerca de 1,5 ¢ 8
vezes, respectivamente) (p<0,0001) o tempo de formagdo do coagulo em relagdo ao
controle negativo (plasma). A heparina (1,5 pg/mL), como previsto, prolongou o tempo
de formagdo do coagulo em mais de 8 vezes em relagdo ao controle negativo (plasma),
prolongando em mais de 300 segundos o tempo de formagao do coagulo.

Retomando o topico 2.2, sabe-se que o TTPa é o tempo de formacao do coagulo a
partir da ativacao do fator XII, por meio de cargas negativas, e ativacdo subsequentemente

dos fatores XI, IX, X, V e II (protrombina).
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Figura 26 — Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) da fracio F2M

de F. brasiliensis
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NOTA: F2M, glicosaminoglicano do cefalotorax do camardo F. brasiliensis. As analises foram
obtidas por one-way ANOVA seguida de Bonferroni, n=3 *** p<0,005 vs veiculo (controle -).

Fonte: elaborado pela propria autora.

O resultado referente ao tempo de fibrinogénio encontra-se na Figura 27.
Analisando-a, notamosque a fragdo F2M ndo prolongou, nas concentragdes testadas (27,5
e 55 pug/mL), de maneira significativa, o tempo de formagdo do codgulo em relacdo ao
controle negativo (plasma). A heparina, controle positivo, na concentragdo de 1,5 pg/mL,

aumentou cerca de 6 vezes o tempo de coagulacdo em relagdo ao controle negativo

(p<0,001).
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Figura 27 — Tempo de fibrinogénio da fracio F2M
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Fonte: elaborado pela propria autora.

Sabe-se que via intrinseca ¢ iniciada pela ativacdo de contato do fator XII numa
reacdo envolvendo a ativagdo subseqiiente de diversas serino proteases culmimando na
protrombina (IT) (WU et al., 2010).

Considerando os resultados obtidos nos testes TTPa e fibrinogénio, sugerimos que
a fragdo F2M obtida a partir do cefalotorax do camardo F. brasiliensis apresenta atividade
anticoagulante por prolongar o tempo de coagulagcdo em mais de 2,5 vezes em relagdo ao
controle negativo (plasma) e, que essa agdo esteja relacionada com a inibi¢do, de pelo
menos uma, das serino proteases envolvidas na via intrinseca do processo de coagulacao.
Além disso, pode-se notar que a fragdo F2M apresenta um efeito anticoagulante dose
dependente, com maior prolongamento do tempo de formagdo do coagulo quanto maior
a dose testada.

Além disso, as analises quimicas e espectrocdpicas, ja apresentadas neste estudo,
evidenciaram a presenga de elevada densidade anionica no HS presente na fragdo F2M,
em virtude dos grupamentos SOz e CCO". Sabe-se que as atividades bioldgicas
desempenhadas pelos GAGs, dentre elas, a atividade anticoagulante, estd relacionada

com o grau e distribuicdo de cargas negativas nesses compostos (POMIN, 2014).
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Portanto, sugerimos que o efeito anticoagulante observado para fragdo F2M também esta
intimamente relacionado com sua composi¢ao quimica.

Brito e colaboradores (2014) demonstraram que o composto hibrido de
HS/heparina, na concentracdo de 10 ug/mL, prolongou o TTPa em tempo similar a
heparina suina, o que estd em consonancia com o prolongamento encontrado para fracao
F2M sugerindo sua a¢do inibitéria em algum dos fatores envolvidos na via intrinseca da
coagulagdo.

Kritchen e colaboradores (2017) demonstram atividade nos fatores envolvidos no
processo de coagulacdo de GAGs obtidos a partir da pele dos peixes B. capriscuse
M.mustelus. Os GAGs oriundos de ambas as espécies prolongaram cerca de 1.66 ¢ 1.24
vezes, respectivamente, o TTPa em relagdo ao controle negativo na concentracao de 100
ug/mL. Os GAGs provenientes das duas espécies também prolongaram o tempo de
coagulagdo do tempo de fibrinogénio, porém na concentracao de 500 pg/mL.

Dietrich e colaboradores (1999) relataram que o GAG extraido da mesma espécie
de trabalho deste estudo (F.brasiliensis) também prolongou de maneira significativa o
TTPa (<300 segundos) na concentracao de 50 pg/mL em relagdo ao controle negativo, e
foi observado prolongamento significativo no tempo de fibrinogénio (<300 segundos) em
concentracdo superior (100 pg/mL), fundamentando os resultados encontrados para
fracdo F2M obtida neste estudo.

Até o momento nao foi realizado o tempo de fibrinogénio em concentracdes
superiores a 55 pg/mL, no entanto sugere-se que a fragdo F2M obtida do cefalotéraxdo
camardo F. brasiliensis possa prolongar, de forma significativa, o tempo de
coagulagaoenvolvendo os fatores avaliados por esse teste, em concentragcdes maiores do
que as ja testadas.

Além disso, estudos demonstraram que existem vias alternativas de manutengao do
coagulo, ndo dependente de trombina (FIla).

Portanto, sugerimos que a fracdo F2M obtida do cefalotérax do camardo
F.brasiliensis apresenta atividade inibitoéria em algum dos fatores envolvidos na via
intrinseca do processo de coagulagdo, e que essa atividade esta relacionada tanto com a

composi¢do quimica quanto a dose.
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C) Ensaios cromogénicos (FXa e FIla)

Considerando os resultados preliminares obtidos com as analises anteriores e, com
o objetivo que aprofundar a investigacao sobre a papel da fracdo F2M frente a inibi¢ao
dos fatores envolvidas na cascata de coagulagdo, foram realizados os testes cromogénicos
FXa e Flla. Estes sdo fatores fundamentais na cascata da coagulacdo, envolvidas na
formacao do coagulo de fibrina a partir de fibrinogénio (MACKMAN, 2008), a avaliagao
da inibicao destes pela fracdo F2M ¢ importante no entendimento de seu mecanismo
anticoagulante. O resultado encontra-se na Figura 28.

Analisando a Figura 28—A, observa-se que a fragdo F2M na maior concentragdo (27,5
ng/mL) foi capaz de inibir significativamente a atividade do fator Xa em 64% em relacao
ao controle negativo (plasma) (p<0,001). E, além disso, observa-se na Figura 28-B, que
a fracdo F2M inibiu significativamente a atividade do fator Ila (trombina) em ambas as
concentragdes, 13,7 pg/mL e 27,5 pg/mL, inibindo 77% e 90%, respectivamente
(p<0,0001).

A heparina na concentragdo de 0,3 pg/mL inibiu de forma significativa a atividade
do fator Ila em cerca de 91% (p<0,0001), e a atividade do fator Xa aproximadamente em

63% (p<0,001).
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Figura 28 — Inibi¢do dos fatores Xa e Ila pela fracio F2M obtida do cefalotorax

do camarao F .brasiliensis.
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NOTA: (A) Porcentagem de inibi¢do do Fator Xa. (B) Porcentagem de inibi¢do do Fator

ITa (trombina). Os resultados foram expressos como a percentagem de inibicdo das

respectivas proteases (FXa e Flla), em relagao ao branco de cada um dos fatores. O branco

ndo estd descrito no grafico uma vez que a inibicao foi de zero. As andlises foram obtidas

por one-way ANOVA seguida de Bonferroni, n=3. ** p<0,001, *** p<0,0001. Fonte:

elaborado pela propria autora.
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O fator Xa, conhecido por ser o ponto de convergéncia entre as duas vias (intrinseca
e extrinseca) no antigo modelo de “cascata de coagulagdo, apresenta papel importante
neste processo. O FXa juntamente com o FVa forma o complexo prototrombinase,
responsavel por ativar a protrombina em trombina, que catalisa a conversao de
fibrinogénio em fibrina. O fator Ila (trombina), € a serino protease envolvida diretamente
na conversdo de fibrinogénio em fibrina (VERSTEEG et al, 2013).

Portanto, estes resultados sugerem que a fracdo F2M, atua sobre estes fatores
envolvidos no processo de coagulagao, com maior especificidade pelo Ila, uma vez que
na mesma concentracao (27,5 ug/mL), a fragdo F2M foi capaz de inibir cerca de 30% a
mais o FIla em relagdo ao FXa. Resultados semelhantes também foram encontrados por
Brito e colaboradores (2014) e Dietrich e colaboradores (1999). Sugerimos que a fracao
F2M exerca sua atividade anticoagulante através da inibicdo dos fatores Xa e Ila, o que
justifica o prolongamento no tempo de tromboplastina parcial ativada, uma vez que os
fatores Xa e Ila fazem parte da via intrinseca do processo de coagulacao sanguinea. No
entanto, ndo se pode afirmar se essa inibi¢do ocorre via antitrombina ou diretamente sobre
estes fatores ativados, uma vez que a heparina exerce agdo anticoagulante por ambos os

mecanismos. Para tanto, novos testes precisam ser realizados.

6.2.2. Teste de reduciao do MTT

Com bases nos resultados preliminares encontrados in vitro, € com a intengao de
investigar a atividade antitrombotica in vivo da fragdo F2M obtida das visceras do
camardo F. brasiliensis, o trabalho teve como prosseguimento avaliar o possivel efeito
citotoxico da fracdo F2M em células endoteliais de aorta de coelho.

O teste escolhido para tal analise foi o ensaio colorimétrico de reducao do MTT
proposto por Mosmann (1983). Este teste permite quantificar o nimero células viaveis
por meio da atividade mitocondrial destas e inferir sobre a capacidade de compostos
alterarem a viabilidade de linhagens celulares. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), tem a capacidade de permear as membranas celulares e ser reduzido a cristais,
parcialmente soliveis de formazan. No entanto, apenas células metabolicamente ativas sao capazes
de reduzir o MTT, uma vez que essa reagdo depende diretamente da acdo de desidrogenases
mitocondriais. Desta forma, a metabolizacdio do MTT em cristais de formazan ¢
proporcional a atividade mitocondrial e, por consequentemente, a viabilidade celular

(MOSMANN, 1983).
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Foi avaliado se a fracdo F2M nas concentragdes de 13,7 e 27,5ug/mL, as quais
demonstraram melhor resposta nos testes in vitro realizados, apds 24 horas de incubagao
seria capaz de reduzir a capacidade de metabolizacdo do MTT por células endoteliais de
aorta de coelho. Sendo possivel inferir sobre a citotoxicidade da fragdo F2M.

A Figura 29 mostra que apds 24 horas de incubagdo, a fracdo F2M oriunda das
visceras do camarao F.brasiliensis parece ndo ter reduzido a capacidade mitocondrial de
metabolizacdo do MTT em nenhuma das concentragdes testadas; o que pode indicar
auséncia ou baixa citotoxicidade da fracdo F2M as células endoteliais de aorta de Coelho.
No entanto foipossivel observar um aumento da viabilidade desta linhagem de células e
ambas as concentragdes analisadas, isso pode indicar proliferacdo celular ou aumento da
atividade mitocondrial. Apesar do resultado, acreditamos que as concentragdes testadas
(13,7 e 27,5ug/mL) poderiam ser consideradas seguras para o prosseguimento

dasatividades em cultura de células e, para testes in vivo.

Figura 29 — Viabilidade celular de células endoteliais de aorta de coelho (RAEC)

apos estimulo com F2M.

- 2001
=
| .
S 150
=)
3 S
o 1004
x=}
3
= 501
re)
]
> 0 .
&y & &
S ()
¥ °§°Q
‘bw
N N\
WV

NOTA: Os resultados foram expressos como a porcentagem de células vidveis em relacdo ao
grupo controle. Como controle foi utilizado células cultivadas somente em meio F12. 10.000
células/poco. Os resultados foram expressos como +/-DP, n=6. *p<0,05, **p<0,01. Fonte:

elaborado pela propria autora.
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6.2.3 Sintese de PGHS por células de aorta de coelho apds estimulo com F2M do

camarao F.brasiliensis.

As células endoteliais dos vasos sanguineos apresentam o PGHS que tem a
capacidade de potencializar a inibi¢cdo da trombinha e fator Xa por meio do aumento da
interagdo da AT com estas serino proteases. A heparina ¢ capaz de estimular a sintese
deste PG peculiar nas cé¢lulas endoteliais de aorta de coelho (RAEC). Acredita-se que o
efeito inibitorio da heparina nas serino proteases envolvidas no processo de coagulagao
esteja parcialmente relacionado com tal indug¢do (TRINDADE et al., 2008; BOUCAS et
al.,2012).

Para avaliar se a fragdo F2M também apresenta a capacidade de estimular a sintese
de PGHS presente no endotélio vascular, foi realizado o ensaio utilizando marcagao
metabolica por sulfato radioativo em células endoteliais conforme descrito em Material e
Meétodos 4.2.7.3.

As células endoteliais de aorta de coelho (RAEC), no estado de subconfluéncia
(80% da confluéncia) foram estimuladas ou ndo (controle) com diferentes concentracdes
de F2M (13,7 e 27,5ug/mL) em presenca de 150 uCi/mL de [**S]-sulfato de sodio. Apds
24 horas de incuba¢do com a fragdo F2M, o PGHS sintetizado e liberado para o meio
pelas células endoteliais foi quantificado.

De acordo com a Figura 30, nota-se que em ambas as concentragdes (13,7 e
27,5ug/mL) houve aumento significativo na sintese de PGHS em relagao a célula nao
estimulada (*** p <0,001, ** p <0,01, respectivamente). A fracdo F2M na concentragdo
de 13,7 pg/mL aumentou cerca de 5 vezes, em relacdo ao basal, a sintese de PGHS
secretado para o meio. Com o aumento da concentragdo para 27,5 pg/mL da fragdo F2M,
foi um observado um aumento de cerca de 12 vezes na sintese de PGHS secretado para o
meio. Sugerindo que a fracdo F2M estimule a sintese de PGHS em células endoteliais de
aorta de coelho de maneira dose dependente.

Nenhum relato na literatura foi encontrado sobre o estimulo na sintese de PGHS
antitrombotico em RAEC por HS obtido a partir da espécie de camarao F. brasiliensis.
Entretanto, Brito e colaboradores (2018) encontraram resultado similar para o composto
hibrido do camarao L.vannamei, este também foi capaz de estimular a sintese do PGHS
em RAEC nas concentragdes de 25, 50 e 100 pg/mL.

Como descrito por Nader e colaboradores (1991), as células endoteliais de aorta de

coelho expressam em sua superficie o PGHS e, como foi sugerido por Colburn e
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Buonassisi (1982) e Nader e colaboradores (2001), este PGHS apresentam atividades
antitrombotica por aumentar a afinidade da AT aos fatores envolvidos no processo de
coagulagcdo. Além disso, foi evidenciado que tanto a heparina quanto compostos
semelhantes a heparina sao capazes de estimular a sintese do PGHS em células endoteliais
de aorta de coelho (NADER et al 2001). Portanto, considerando os estudos previamente
citados, pode-se sugerir que a fragdo F2M pode apresentar atividade antitrombotica
indireta por regular positivamente a sintese do PGHS antitrombdtico em células
endoteliais de aorta de coelho.

Esse aumento significativo na producdo de PGHS em RAEC sob estimulo da fragao
F2M sugere que esta fragcdo pode apresentar um efeito antitrombotico indireto, uma vez
que esta atividade ja € caracterizada para este PGHS de célula endotelial de aorta de
coelho (NADER et al., 1991; NADER et al., 2001). No entanto, assim como a heparina
pode estimular a sintese e induzir mudancas estruturais (padrdo de sulfatacdo, por
exemplo) das cadeias de GAGs neste PG, podemos sugerir que a fragdo F2M pode levar

a este tipo de alteragdo, intensificando a atividade antitrombotica.

Figura 30 — Produciao de PGHS por células endoteliais de aorta de coelho
estimuladas com fracao F2M.
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NOTA: *p,0,05 e *** z. As analises foram feitas por one-way ANOVA seguida de Bonferroni,

n=6 . Fonte: elaborado pela propria autora.
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6.2.4 Atividade antitrombadtica in vivo

A atividade antitrombotica, conforme descrito em material e métodos, foi avaliada
em ratos machos Wistar pesando entre 200 — 260g, com 75 dias de idade, em modelo de
trombose induzida por ligadura da veia cava inferior. O resultado encontrado estd na
Figura 31.

O efeito da fracdo foi avaliado 1 hora apds administracao venosa (veia caudal) da
fragao F2M na dose de 13,75 pg/g e 27,5 ng/g. Conforme pode ser verificado pela anélise
da figura 30, a fragdo F2M na dose de 27,5ug/g foi capaz de reduzir de forma significativa
(p<0,05) em 81,7% o peso dos trombos formados por ligadura da veia cava inferior, em
relagdo ao controle negativo.

A heparina, utilizada como controle positivo, na concentracao de 1,5 pug/g, apds
uma hora de administragdo, como ja era esperado em virtude da sua atividade
anticoagulante/antitrombotica, reduziu, significativamente, o peso dos trombos em cerca

de 91,3% (p<0,05), em relacdo ao controle negativo.

Figura 31 — Atividade antitrombdtica in vivo da fracio F2M obtida do camarao

F.brasiliensis.

o0
J

T

o
1

Peso do trombo (mg)
Yy %

@o Q\Qa Q\Cb g\O)
> s N3 Ny
Gq \? Oy e /\(?
< > N ah
3¢ &
o‘&° eQé\ <v <v
(&) Dy

NOTA: As amostras na concentragdo de 13,7 pug/g e 27,5 ug/g foram avaliadas ap6s 1 hora
de exposi¢do. Como controle positivo foi utilizada a heparina 165 UI (1,5 pg/g) apds 1 hora
de administragdo e como controle negativo animais submetidos a ligadura da veia cava
inferior na auséncia da aplicacdo de amostra. F2M: Fracdo F2M de F. brasiliensis; Hep,
heparina. ***p<0,05 em relacdo ao controle negativo. As andlises foram feitas por one-way
ANOVA seguida de Newman-Keuls, n=5. Fonte: elaborado pela propria autora.
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Esse resultado estd em consonancia com os resultados anteriormente encontrados
in vitro. A concentracdo relativa a 27,5 pg/mL da fracdo F2M demonstrou atividade
anticoagulante tanto no Tempo de Tromboplastina parcial ativada, quantono estimulo na
sintese de PGHS antitrombdtico em RAEC.

Nao ha relatos na literatura de avaliacdo da atividade antitrombotica in vivo, pelo
modelo de trombose induzida pela ligadura da veia cava, para HS obtido do camarao F.
brasiliensis. No entanto, esta foi avaliada pelo modelo de trombose induzida por laser, o
qual indicou atividade antitrombdtica para o GAG isolado do camardo F. brasiliensis
(DIETRICH et al., 1999).

O modelo de indugdo de trombose por ligadura da veia cava inferior, pode
contribuir para a ativacdo por contato da via intrinseca da coagulagdo, por meio da
exposicao de superficies carregadas negativamente quando a ligadura da veia cava ¢
realizada. Os fatores FXII e FXI podem ser ativados e desencadeiam a cascata de
coagulagdo.Existem diversos modelos in vivo utilizados para reproduzir tanto trombose
arterial quanto venosa. Além disso, Zhou e colaboradores demonstraram que o modelo
de ligadura da veia cava inferior induz rapidamente a expressao de TF e P-selectina na
membrana de células endoteliais e,evidenciaram que 60 minutos foi suficiente para a
formagao de trombos compostos por fibrina, plaquetas e leucocitos. Dessa maneira,
podemos sugerir que o modelo utilizado ¢ eficiente para mimetizar eventos de trombose
venosa profunda (ZHOU, J et al, 2009)

Levando em consideracdo o resultado obtido no ensaio TTPa, que avalia a via
intrinseca da coagulacao (FXII, FXI, FIX, FX, FV, FII e FIla), sugere-se que a atividade
antitrombotica observada para a fracdo F2M obtida a partir do cefalotéorax do camarao F.
brasiliensis pode estar relacionada com a inibi¢cdo de, pelo menos uma, serino protease
da via intrinseca da coagula¢ao.

A heparina, como mencionado anteriormente no item 2.5,potencializa a inibigao
deserino proteases envolvidas no processo de coagulacao por intera¢do via antitrombina.
Além disso, a heparina promove o aumento da sintese de proteoglicano de heparam
sulfato, que apresenta sequéncia pentassacaridica especifica, responsavel também por
potencializar o efeito inibitério da antitrombina mediante os fatores envolvidos na cascata
de coagulagdo. Estes, portanto, s3o os meios mais comumente discutidos e apontados para
a atividade anticoagulante e antitrombdtica da heparina. (COLBURN, BUONASSISI,
1982; NADER et al., 2004; CASU, NAGGI; TORRI, 2010; MEDEIROS et al., 2012).
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O resultado encontrado para atividade antitrombdtica in vivo ratifica os resultados
encontrados in vitro, demonstrando que a fracdo F2M obtida do cefalotérax do camardo
F. brasilensis apresenta atividade antitrombotica, avaliada em modelo in vivo, e atividade

anticoagulante, demonstrada in vitro.

6.2.5. Tempo de tromboplastina parcial ativada no plasma dos ratos

O tempo de tromboplastina parcial ativado foi avaliado no plasma dos animais
submetidos ao modelo de trombose induzida pela ligadura da veia cava. O principal
objetivo desse experimento foi observar a ativacao dos fatores envolvidos na cascata de
coagulacgao (XIIa, XIa, IXa, VIIIa, Xa, Va, Ila, fibrinogénio e fibrina) e correlacionar com

a atividade antitrombotica observada in vivo. O resultado encontra-se na Figura 32.

Figura 32 — Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) no plasma de

ratos
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NOTA: F2M: Fragdo 2M de F. brasiliensis. *p<0,05 em relagdo ao controle negativo. As

analises foram feitas por one-way ANOVA, n=3. Fonte: elaborado pela prépria autora.

De acordo com o grafico acima podemos observar que ndo houve um prolongamento

significativo do TTPa no plasma coletado dos animais tratados com a fracdo F2M, em
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nenhuma das concentragdes testadas, em relagdo aqueles animais ndo tratados (nos quais
foram injetados apenas solucdo salina NaCl 0.9%)).

O TTpa medido no plasma dos animais nao se mostrou alterado em relagao ao controle
negativo (branco), sugerindo que in vivo a ac¢ao antitrombotica da fracdo F2M esteja
ocorrendo decorrente de outros mecanismos responsaveis pela hemostase: plaquetas,
producdo pelo endotélio de 6xido nitrico, trombomodulina e trombospontina.

Com base nesses resultados sugerimos que a atividade antitrombotica exercida pela
fragdo F2M pode ndo ser consequéncia de sua atividade anticoagulante, ou seja, a
atividade antitrombotica pode estar relacionada com outros fatores além da inibi¢ao das
serino proteases envolvidas na cascata de coagulagdo

Zhigang e colaboradores demonstraram que a atividade antitrombotica, a qual foi
avaliada in vivo, do polissacarideo sulfatado obtido da Laminaria japonica estava
associada a inibicdo da agregacao plaquetéria, indugdo de 6xido nitrico por meio da
ativagdo da eNos e inibicao de TXA, ¢ PGl (XU, Z et al., 2020).

Assim como a fracdo F2M, o polissacarideo avaliado por esse grupo, também exerceu
atividade inibitoria sobre os fatores envolvidos na cascata de coagulagdo. Portanto
sugerimos que possivelmente a atividade antitrombotica da fracdo F2M possa estar
relacionada a outros mecanismos, tais como influéncia sobre a produgdo endogena de
oxido nitrico.

Medeiros e colaboradores (2012) demonstraram que o aumento intracelular de Ca*,
consequente ativacdo da eNOS e sintese do HSPG estdo relacionados a ativagao de
fosfolipase C (PCLy). Sendo que essa pode ser ativada por heparina, levando a produgio
de IP3, que se liga a receptores no reticulo endoplasmatico, resultando na liberagcdo de
Ca™ Esse aumento desencadeia a ativagio da eNOs, por meio de calmodulina,
culminando no aumento da produgdo de NO.

Resultados encontrados anteriormente em nosso grupo demonstraram que
polissacarideos sulfatados da alga verde Ulva lactuca foram capazes estimular a produgao
oxido nitrico em células endoteliais de aorta de coelho (ANDRADE, R.G.C, 2019). E
assim como o GAG do presente trabalho, este polissacarideo apresenta atividade
antitrombotica indireta ao estimular a sintese e expressio de PGHS nesta mesma

linhagem de células.
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6.2.6 Atividade hemorragica in vivo
A atividade hemorragica foi determinada, utilizando o método de CRUZ e
Dietrich (1967), com algumas modificagdes, seguindo o modelo experimental exposto

em METODOS 4.3.1.5. A Figura 33 mostra o resultado desse teste.

Figura 33 — Atividade hemorragica in vivo da fracao F2M obtida do camariao

F.brasiliensis
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NOTA: F2M: Fra¢do 2M F. brasiliensis, n=5. Fonte: Elaborado pela propria autora.

Este modelo permite a avaliacdo da hemostasia a nivel microvascular, e, portanto,
sugerimos que a Fracdo F2M ndo impede o restabelecimento da hemostasia por meio da
vasoconstri¢ao local. De com o resultado acima (Figura 33), a fragdo F2M, em nenhuma
das concentragdes, apresentou efeito hemorragico residual comparado a heparina.
Sugere-se que esse resultado esta associado as diferencgas estruturais encontradas entre a

heparina utilizada neste estudo e 0 GAG presente na fragao F2M.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados e discutidos neste trabalho, concluimos que:

e Pelo perfil de migragao eletroforético (PDA e Ba/PDA), degradagdo enzimatica e
dosagens quimicas, sugerimos que 0 GAG presente na F2M obtido de cefalotérax
do camarao F.brasiliensis seja um heparam sulfato, no entanto apresenta distingao
estrutural, quanto ao grau de sulfatacdo e composicao dissacaridica dos heparam
sulfato encontrados em tecido de animais terrestre.

e As analises espectroscopicas (IR-TFe RAMAN), sugerem a presenca de GAG na
fracado F2M, uma vez que foi possivel identificar bandas de absorcao relativas
vibragdes de ligacdes comumente encontradas nestes compostos, como: O-H,
COOr, SOs.

e Pelos testes in vitro (USP 1965, TTpa, Tempo de Fibrinogénio) sugerimos que a
fracdo F2M obtida do cefalotéorax do camardoF.brasiliensis apresenta atividade
anticoagulante, e que esta a¢do esta associada a inibibi¢ao de, pelo menos uma,
serino protease da via intrinseca da cascata de coagulagdo. Sugerimos também
que esta acdo seja proporcional a dose, e € justificada pela composi¢ao quimica
do HS presente na fragdo F2M.

e Os testes cromogénicos demonstraram que a fragdo F2M inibe os fatores Xa e Ila,
na concentragdo de 27 pg/mL.

e F2M obtida do cefalotéorax de camardo F.brasiliensis apresentou atividade
antitrombotica na concentragdo de 27 pg/mL, ao reduzir cerca de 80% o peso do
trombo formado em relag@o ao controle negativo. E nesta mesma concentracdo, a
fragao F2M estimulou a sintese de PGHS em RACE, o que pode estar relacionada,
de maneira indireta,com o mecanismo de atividade antitrombotica.

e Sugere-se que a atividade antitrombotica da fragdo F2M esteja relacionada ndo
somente com a inibicdo de fatores envolvidos na cascata de coagulagdo, mas
também com a interacao fragdo F2M-endotélio e fragdo F2M-plaquetas.

e A fracdo F2M ndo apresenta um efeito hemorragico a nivel microvascular.
Considerando a atividade antitrombdtica, sugere se que para esse fim a fracao
F2M nio apresenta o efeito hemorragico como o causado pela Heparina, portanto
sugerimos que a fragdo F2M ¢ para testes posteriores para melhor entendimento e

elucidagdo de sua atividade antitrombotica.
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Anexo |

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 07/05/2019, analisou o protocolo ne.
014/2018 intitulado “"Analise da atividade antitrombética de carboidratos complexos
de matriz extracelular”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de Valquiria
Pereira de Medeiros e colaboragédo de Jair Adriano Kopke de Aguiar & Tayna
Rodrigues Coelho, a ser realizado no periodo de 07/07/2019 a 07/07/2021. Por estar
de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), foi aprovado
pela CEUA. Serao utilizados 156 ratos Wistar machos de 2 a 3 meses, projeto a ser
realizado no Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Juiz de Fora-
MG. O prazo de validade desse certificado & equivalente a vigéncia do projete
prorrogavel por mais um ano, desde que seja enviada justificativa a CEUA durante a
vigéncia do projeto de acordo com orientagéo técnica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n. 014/2018 - CEUA about “Andlise da atividade
antitrombotica de carboidratos complexos de matriz  extracelular”, under
responsability of Valquiria Pereira de Medeiros and collaboration of Jair Adriano
Kopke de Aguiar and Taynd Rodrigues Coelho, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal
Experimentation (Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
07/05/2018. For the development of this research 156 males of Wistar rats will be
delivered as requested in the period of 07/07/2019 te 07/07/2021. The Project will be
performed at Biochemistry Department located at Federal University of Juiz de Fora-
MG. The term of validity of this certificate might be extended for one more year by
means of justification during the period of validity.

Juiz de Fora 21 de maio de 2019.

(\Ww Q Q‘

]
Coordenadora Vice-Coordenadora
CEUA CEUA
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SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 02/07/2019, analisou o protocolo ne.
022/2019 intitulado “Andlise da atividade anti-hemostatica de polissacarideos
complexos de matriz extracelular”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de
Valquiria Pereira de Medeiros e colaboragao de Jair Adriano Kopke de Aguiar e
Tayna Rodrigues Coelho, a ser realizado no periodo de 01/09/2019 a 01/09/2021.
Por estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentag&o Animal, adotados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), foi
aprovado pela CEUA. Serdo utilizados 66 ratos Wistar machos com 2-3 meses de
idade, projeto a ser realizado Sala de experimentacgo animal do Departamento de
Bioguimica. O prazo de validade desse certificado é equivalente a vigéncia do
projeto prorrogavel por mais um ano, desde que seja enviada justificativa a CEUA
durante a vigéncia do projeto de acordo com orientacao técnica do CONCEA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol ne. 022/2019-CEUA about “Andlise da atividade anti-
hemostatica de polissacarideos complexos de matriz extracelular’, under
responsability of Valquiria Pereira de Medeiros and collaboration of Jair Adriano
Kopke de Aguiar and Tayna Rodrigues Coelho is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal
Experimentation (Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF ~ ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
07/02/2019. For the development of this research 66 males of Wistar rats with 2-3
months old will be delivered as requested in the period of 09/01/2019 to 09/01/2021.
The Project will be performed at Biochemistry Department located at Federal
University of Juiz de Fora-MG. The term of validity of this certificate might be
extended for one more year by means of justification during the period of validity.

Juiz de Fora, 04 de julho de 2019.

Q%J Z. OuQ.

Coordenadora Vice-Coordenadora
EUA CEUA
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