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RESUMO

Condroitim sulfato € um glicosaminoglicano sulfatado composto por unidades
dissacaridicas formadas por acido D-glucurbnico e N-acetil-galactosamina. Este
polissacarideo € utilizado no Brasil em combinacdo com outros farmacos para
tratamento de osteoartrite. Este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade do
insumo farmacéutico condroitim sulfato de sodio utlizado em farmacias de
manipulacdo. Para isso foi necessario estabelecer uma técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida para andlise de acucares (FACE), bem como produzir enzimas
especificas para a digestdo de condroitim sulfato. Diferentes dissacarideos
insaturados, monossacarideos sulfatados e acucares neutros derivatizados com 2-
aminoacridona foram separados por FACE, usando dois sistemas tampéao distintos.
Fracionamos por cromatografia de interacdo hidrofébica trés condroitinases de F.
heparinum — condroitinase AC, C e B. Por FACE caracterizamos a atividade dessas
enzimas e identificamos contaminacdo de condroitinase AC por sulfatase especifica
para hexosamina sulfatada na posi¢do 4, que foi inibida por fluoreto de soédio (10
mM). Glucuronidase com atividade especifica para dissacarideo ndo sulfatado e 6-
sulfatado foi detectada em condroitinase C, e sacarolactona (10 mM) foi capaz de
impedir somente a degradacdo de ADIOS. Dosagem de condroitim sulfato em
amostras farmacéuticas foi realizada por eletroforese em gel de agarose e por
titulacdo fotométrica. Teor superior a 80% foi encontrado em apenas cinco matérias-
primas. O peso molecular médio do condroitim sulfato nessas amostras variou entre
16 e 26 kDa, e analise dissacaridica por FACE revelou propor¢des préximas entre
dissacarideo 4-sulfatado e 6-sulfatado. Onze amostras apresentaram teor inferior a
20%, e analise por FACE demonstrou presenca de contaminacao por lactose ou
polimeros de glicose com diferentes pesos moleculares. Concluimos neste estudo
gue ha grande distorcdo entre os resultados reportados no certificado de analise de
onze insumos analisados e o0s resultados obtidos nesse trabalho. Torna-se

necessario, portanto, maior fiscalizacao e regulacédo do comércio deste produto.

Palavras chave: condroitim sulfato, FACE, condroitinase



ABSTRACT

Chondroitin sulfate is a sulfated glycosaminoglycan composed of alternate
sequences of D-glucuronic acid and N-acetyl-D-galactosamine. This polysaccharide
is widely recommended for treatment of osteoarthritis in Brazil, in association with
other drugs. The objective of the present study was to evaluate the quality of
chondroitim sulfate raw material used for pharmaceutical recipes. A polyacrylamide
gel electrophoresis method for carbohydrate analysis (FACE) was established, so as
the production of specific enzymes able to digest chondroitin sulfate. Different
unsaturated disaccharides, sulfated monosaccharides and neutral sugars derivatized
with 2-aminoacridona were resolved by FACE, using two distinct buffer systems. F.
heparinum chondroitinase AC, C and B were fractioned by hydrophobic interaction
chromatography, and the activity of these enzymes was characterized by FACE.
Chondroitinase AC demonstrated contamination by a sulfatase specific for sulfation
at position 4 of hexosamine, which was inhibited by 10 mM sodium fluoride.
Glucuronidase contamination with specific activity against non sulfated and 6-
sulfated disaccharide was detected in chondroitinase C, and 10 mM D-saccharic
acid-1,4-lactone inhibited the degradation of only non sulfated disaccharide.
Chondroitin sulfate content in pharmaceutical raw materials was determined by
agarose gel electrophoresis and by photometric titration. Only five samples showed
content greater than 80%. Chondroitin sulfate average molecular weight in these
samples varied from 16 to 26 kDa, and disaccharide analysis by FACE revealed
similar proportions between 4-sulfated and 6-sulfated disaccharide. Eleven samples
showed less than 20% of chondroitin sulfate, and contaminant analysis by FACE
detected the presence of lactose or different polymers of glucose. We concluded that
there is a large distortion between the data reported at the certificate of analysis of
eleven products and the results obtained in this work. Stricter regulation of this raw

material should be enforced.

Key-words: chondroitin sulfate, FACE, chondroitinase
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1 INTRODUCAO

1.1 OSTEOARTRITE

Osteoartrite ou artrose € uma doenca progressiva caracterizada pela
destruicdo e perda da cartilagem articular, promovendo alteracdes nos tecidos
adjacentes e desenvolvimento de processos inflamatérios. Sua origem, ainda que
nao completamente elucidada, parece ser o resultado do somatério de diversos
fatores, como por exemplo, fatores mecanicos, bioquimicos e genéticos, entre
outros. Com a progressdo da doenca, o processo de degradacdo da cartilagem
supera o0 anabdlico, 0 que leva a uma progressiva perda da cartilagem. Durante o
estagio clinico da osteoartrite ocorre frequentemente uma reacao inflamatoria
envolvendo a membrana sinovial, o que favorece a sintese de mediadores
inflamatdrios que alteraram o metabolismo dos condrécitos. A via final comum de
destruicdo da cartilagem resulta da incapacidade dos condrdcitos em manter o
balanco homeostatico entre sintese e degradacdo da matriz cartilaginosa,
favorecendo o catabolismo. (MARTEL-PELLETIER et al., 2008).

A osteoartrite € a forma mais comum de doenca articular e a maior
responsavel por prejuizo funcional e reducdo da independéncia em idosos, devido
principalmente a perda de movimentos. Essa doenca € responsavel ainda por
grande impacto sécio-econdmico, pois é uma das maiores causas de problemas
relacionados a mobilidade e incapacidade. Nos Estados Unidos cerca de 20 milhdes
de pessoas sao afetadas, numero que deverd ser duplicado em duas décadas
(CLEGG et al., 2006).

No Brasil, com o aumento na proporcédo da populacdo de idosos provocado
pelo declinio da fecundidade e aumento da expectativa de vida, observa-se um
aumento das doencas cronico-degenerativas, incluindo osteoartrite. Essa doenca
atinge cerca de 16% da populacao brasileira, sendo responséavel por 30 a 40% de
todas as consultas em ambulatérios de reumatologia. Com o aumento da idade a
prevaléncia da osteoartrite € ainda maior, sendo que 85% das pessoas com idade
superior a 79 anos apresenta diagnostico radioldgico de osteoartrite. Esse quadro
ainda sobrecarrega o servico de saude publica nacional (TAMEGUSHI et al., 2008).

A osteoartrite afeta principalmente as articulacées do quadril e do joelho, e

estima-se que mais de 40% de idosos acima de 65 anos tenha osteoartrite
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sintomatica em um dos dois locais, sendo a osteoartrite de joelho mais prevalente
(ZHANG et al., 2007).

1.1.1 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA TRATAMENTO DE
OSTEOARTRITE

As estratégias atuais de tratamento da osteoartrite incluem tanto terapias
farmacoldgicas quanto ndo farmacolégicas com objetivo de reducéo da dor no local
afetado e da deficiéncia fisica e dificuldade de locomocdo melhorando a mobilidade,
e algumas delas ainda visam diminuir a deterioracdo estrutural da articulacao
afetada, promovendo melhoria da qualidade de vida do paciente. Intervencao
cirdrgica também pode ser uma opcdo para pacientes que ndo respondem ao
tratamento convencional (CLEGG et al., 2006; ZHANG et al., 2008)

As terapias medicamentosas atualmente disponiveis tém como objetivo
principal a reducéo da dor articular nos pacientes com a doenca. Para este fim séo
utilizados tanto analgésicos como anti-inflamatérios néo esteroides (AINES), que
além de possuirem efeito de carater apenas secundario, tém efeitos adversos
preocupantes relacionados ao trato gastrointestinal superior e atualmente ao sistema
cardiovascular (CLEGG et al., 2006).

Atualmente sdo encontradas diversas recomendacdes e diretrizes para o
tratamento da osteoartrite. Porém, a maioria delas é criticada pela falta de rigor
metodoldgico, aplicabilidade e ainda por existirem conflitos de interesse. Dessa
forma, a Sociedade Internacional de Pesquisa em Osteoartrite - OARSI
(Osteoarthritis Research Society International) definiu em setembro de 2005 um
comité internacional multidisciplinar com o0 objetivo de elaborar um consenso
atualizado e com base cientifica apontando uma estratégia global para o tratamento
da osteoartrite de joelho e quadril (ZHANG et al., 2007; ZHANG et al., 2008).

De forma geral, a conduta mais eficaz no tratamento da osteoartrite envolve
combinacdo de terapias ndo farmacologicas e farmacolégicas. Dentre as
modalidades ndo farmacoldgicas de tratamento, podem ser utilizados: informacéo e
educacdo do paciente quanto ao objetivo do tratamento e mudancas no estilo de
vida; exercicios aerbbicos e para fortalecimento muscular, como fisioterapia e

hidroginastica; diminuicdo de peso; utilizagdo de joelheiras e calcados adequados e
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terapias alternativas, como acupuntura, termoterapia e terapia eletromagnética
(ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 2010).

Quanto as modalidades de tratamento farmacologicas, acetaminofeno
(paracetamol) em dose maxima de 4 g por dia é utilizado como analgésico oral de
primeira escolha no alivio de dores moderadas. Porém, diversos estudos tém
questionado sua eficicia e toxicidade envolvendo principalmente sistema hepatico,
renal e gastrointestinal. Atualmente, o 6rgdo norte-americano FDA (Food and Drug
Administration) recomenda doses diarias inferiores a 4 gramas por dia para adultos,
sendo que cada dose nao deve ultrapassar 650 mg (ZHANG et al., 2008; ZHANG et
al., 2010).

AINEs também sdo comumente utilizados no tratamento de osteoartrite de
joelho e quadril. Porém, o uso de longa duracdo desses medicamentos é
desaconselhado. Em pacientes com histéria prévia de distirbios gastrointestinais,
deve-se optar pelo uso de inibidores seletivos da COX-2 ou inibidores ndo seletivos
associados a inibidores da bomba de préton, como omeprazol. Os AINEs também
devem ser utilizados com cautela em pacientes com risco cardiaco. A aplicacao de
AINEs de uso tépico e capsaicina também é eficiente no tratamento associado ou
alternativo a analgésicos e ainti-inflamatérios de uso oral (ZHANG et al., 2008;
ZHANG et al., 2010).

InjecBes intra-articulares de corticosteroides também sdo consideradas,
especialmente em pacientes com osteoartrite de joelho ou quadril com dor severa
que ndo responde ao tratamento com analgésicos ou anti-inflamatérios orais ou
ainda em pacientes com efusdo ou sinal de inflamagéo local. Injecéo intra-articular
de &cido hialurénico € outra forma de tratamento, caracterizada por acdo demorada,
porém de duracdo prolongada quando comparada com injecao intra-articular de
corticosteroides. Entretanto essas duas estratégias sao procedimentos invasivos e
geralmente ndo sdo bem aceitas pelos pacientes por gerarem desconforto e dor no
momento da aplicacdo. Além disso, ha o risco de injecdo da medicacao fora do local
indicado. (ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 2010).

O uso de opidides mais leves e analgésicos narcoticos também pode ser
considerado para o tratamento de dor refrataria em pacientes que nao obtiveram
resposta efetiva com o uso de outros agentes farmacoldgicos, ou que tém
contraindicacéo de uso. Opioides mais fortes devem apenas ser utilizados em casos

excepcionais de dor severa. Nestes casos, o tratamento ndo farmacoldgico deve ser
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reforcado e intervencdo cirargica também deve ser avaliada. De forma geral, em
pacientes com osteoartrite de joelho ou quadril que ndo respondem de forma
adequada ao tratamento néao farmacoldgico e farmacolégico, a intervencao cirurgica
pode ser considerada (ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 2010).

Atualmente uma nova classe de farmacos tem sido introduzida no tratamento
da osteoartrite com objetivo de reducdo dos sintomas da doenca. Essa classe,
chamada SYSADOA (Symptomatic Slow Acting Drug in Osteoarthritis), inclui
compostos que, em paises europeus, Sao prescritos como medicamentos ha muitos
anos, enquanto nos Estados Unidos sdo vendidos como suplementos alimentares.
Nessa classe esté presente o condroitim sulfato de uso oral (UEBELHART, 2008).

O condroitim sulfato é atualmente recomendado pela EULAR (European
League Against Rheumatism) para o tratamento de osteoartrite de joelho e de méo,
com base em metandlises de diversos estudos clinicos. Na Europa, as
recomendacdes da EULAR para tratamento de osteoartrite de joelho classificaram o
condroitim sulfato como evidéncia 1A, onde A representa o nivel mais elevado para
uma estratégia terapéutica (JORDAN et al., 2003). Além do mais, estudos clinicos
recentes demonstram que o0 condroitim sulfato pode apresentar efeitos que
provocam a modificacdo do curso da doenca, sendo capaz de parar sua progressao,
e nado apenas agir positivamente nos sintomas (UEBELHART et al, 2006;
UEBELHART, 2008; KAHAN et al., 2009).

O tratamento de osteoartrite com condroitim sulfato associado a glucosamina
€ indicado como terapia medicamentosa e melhora o quadro sintomatico em
pacientes com osteoartrite de joelho. Estes sacarideos sdo constituintes naturais dos
proteoglicanos da cartilagem e vém sendo muito utilizados como suplementos
nutricionais principalmente nos Estados Unidos, enquanto em paises da Europa,
Asia e América Latina, seu uso como medicamento tem ganhado importancia
(ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 2010).

No Brasil, o condroitim sulfato é registrado pela ANVISA como medicamento.
Quanto a denominacdo dada a esse principio ativo no pais, pode-se encontrar
sulfato de condroitina ou condroitina sulfato de sédio. Neste trabalho, este insumo
farmacéutico sera denominado condroitim sulfato, que € a traducdo mais adequada
do termo chondroitin sulfate. Os principais produtos industrializados para tratamento
de osteoartrite contendo condroitim sulfato sdo o Condroflex® e o Artrolive®,

comercializados em associacdo com glucosamina (denominada sulfato de



23

glucosamina no Brasil) na forma de sachés ou capsulas. O condroitim sulfato ainda
€ amplamente manipulado e comercializado no pais por farmacias magistrais.

A utilizacdo de condroitim sulfato no regime terapéutico da osteoartrite
melhora a funcao das articulacdes, pois reduz a dor e 0 edema articular e impede o
estreitamento do espaco articular. Além disso, a seguranca e tolerancia do farmaco
mostram-se favoraveis ao uso (UEBELHART, 2008).

A resposta clinica apresentada pelo uso de condroitim sulfato pode ser
explicada pelos diversos efeitos produzidos por essa molécula no organismo. A
diminuicdo da dor e do edema podem ser explicados pelo efeito anti-inflamatério do
condroitim sulfato, devido a mecanismos como diminuicdo da expressao de
fosfolipase A2 e ciclo-oxigenase 2 e diminuicdo da concentracdo de prostaglandina
E2. Nas articulacbes o condroitim sulfato reduz a concentracdo de citocinas proé-
inflamatérias, como fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 1B (IL-1B), e
provoca ainda diminuicdo da concentracdo sistémica e articular de éxido nitrico e
espécies reativas de oxigénio. Além disso, a protecdo da estrutura articular pode ser
explicada pelo fato de que, em condrdcitos, o condroitim sulfato reduz o aumento de
proteases de matriz mediado por IL-13, como as metaloproteases de matriz (MMP-2,
MMP-3, MMP-9, MMP-13 e MMP-14) e agrecanase-1 e -2 (IMADA et al., 2010; IOVU
et al., 2008).

O condroitim sulfato tem um modo de acdo mais demorado que os AINEs,
sendo que os primeiros efeitos sobre dor e mobilidade somente sédo alcancados
apos 2 a 3 semanas de terapia. Em contrapartida, o uso de analgésicos e AINES
apresenta resposta terapéutica no prazo de 1 a 3 dias. Porém, € importante notar
gue, em caso de interrupcdo da administracdo ap0s uso continuo diario de 3 meses,
o condroitim sulfato na maioria dos casos possui um efeito remanescente que pode
durar até 2 meses. Este resultado nunca € alcancado com o uso de AINES, os quais
necessitam ser continuamente administrados para promover alivio da dor e aumento
da mobilidade nos pacientes com osteoartrite. Uma importante abordagem no uso
do condroitim sulfato é a redugdo do uso de AINEs no regime terapéutico da
osteoartrite, consequentemente limitando a ocorréncia dos efeitos adversos

relacionados ao trato gastrointestinal superior (UEBELHART, 2008).
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1.2 GLICOSAMINOGLICANOS E PROTEOGLICANOS

Glicosaminoglicanos (GAGs) sdo heteropolissacarideos lineares que
apresentam como estrutura basica unidades dissacaridicas repetitivas, constituidas
por uma hexosamina e por um acucar ndo nitrogenado (acido D-glucurdnico, acido L-
idurbnico ou D-galactose), unidos entre si por ligacdes glicosidicas. As unidades
dissacaridicas podem estar esterificadas por grupos sulfato, que juntamente com os
grupamentos carboxilicos dos acidos urénicos (acucar ndo nitrogenado), conferem
alta densidade de cargas negativas a esses polimeros (JACKSON et al., 1991).

De acordo com o tipo de hexosamina, os GAGs podem ser divididos em
galactosaminoglicanos, que incluem condroitim sulfato e dermatam sulfato, e em
glucosaminoglicanos, a exemplo de heparam sulfato, heparina, queratam sulfato e
acido hialurénico. A hexosamina € sempre N-acetilada em condroitim sulfato,
dermatam sulfato, &cido hialurébnico e queratam sulfato, enquanto na heparina a
glucosamina é geralmente N-sulfatada, e em heparam sulfato as duas substituicdes
podem ocorrer. Além da classificacdo de acordo com o tipo de hexosamina, 0s
GAGs ainda podem ser distinguidos de acordo com o aglcar néo nitrogenado. Acido
D-glucurénico é o unico encontrado em condroitim sulfato e &cido hialurénico,
enquanto queratam sulfato apresenta galactose. Ja em dermatam sulfato, heparam
sulfato e heparina, acido D-glucurdnico e &cido L-idurbénico coexistem em propor¢des
variadas. A presenca de grupamentos sulfato em diferentes posi¢cdes, bem como o
tipo de ligacdo glicosidica intradissacaridica e interdissacaridica aumentam ainda
mais a complexidade destas moléculas (SAMPAIO & NADER, 2006).

Com excecdo do &cido hialurénico, o Unico ndo sulfatado, os GAGs sao
formados por dois ou mais tipos de unidades dissacaridicas. Diferentes proporcdes
entre esses dissacarideos sdo encontradas nos GAGs de diferentes origens e, por
isso, cada um deles se constitui numa familia. A Figura 1 mostra as unidades mais
frequentes de cada uma dessas familias (ESKO, KIMATA & LINDAHL, 2009).

Os glicosaminoglicanos sado bastante heterogéneos em termos de peso
molecular, que varia entre 5 e 100 kDa. O numero de grupamentos sulfato por
unidade dissacaridica também € caracteristico, sendo que heparam sulfato e
heparina tendem a ser mais sulfatados que condroitim e dermatam sulfato.

Com excecgdo do &cido hialurénico, que ocorre nos tecidos como cadeia

polissacaridica livre, os GAGs encontram-se covalentemente ligados a um esqueleto



25

protéico, formando os proteoglicanos (PGs), os quais ainda podem conter
oligossacarideos N- e/ou O-ligados (EVERED & WHELAN, 1986; LOHMANDER et
al., 1980; THONAR & SWEET, 1997).

B4 A3 P43 MBS 3P4SO MB4SL3

Acido Hialurénico (HA)

Agucares nao
4S 4S6S 6S nitrogenados

DB“QB3 B4 B3[]p4p3 DB%BC’JDB“QB?’

@ Acido Glucurdnico (GlcA)
Condroitim Sulfato (CS)

&> Acido ldurénico (IdoA)

6S 4S 4S 4S 4S
[]p4&33 Dﬁ‘l@a3|:|[342@s(13 DB4%&3DB4QBS O aalactose (Gal)

Dermatam Sulfato (DS)

6S 6S Aclcares
.04@014.(140[34.0(4034.&4@&4.04 &p4 nitrogenados
NS 23 Ks B N-acetitglucosamina (GIcNAc)

Heparam Sulfato (HS)I Heparma

[:I N-acetil-galactosamina

6S 6S 6S 6S (el

IB3OB4IB3OB4IB3OB4IBSOB4IBSOB4

Queratam Sulfato (QS)

Figura 1 — Esquema da Composi¢cao Tipica de Diferentes Familias de Glicosaminoglicanos.
Fonte: Adaptado de ESKO, KIMATA, LINDAHL, 2009.

Os proteoglicanos encontram-se largamente distribuidos nos tecido animais e
podem ser classificados de acordo com o esqueleto protéico. Os PGs localizados na
superficie celular compreendem as familias do sindecam e glipicam, enquanto
serglicim é encontrado em granulos. Na matriz extracelular sdo encontrados varios
tipos de PGs, como agrecam, versicam, decorim, biglicam, perlecam e agrim
(10220, 1998).

A ligacdo dos GAGs sulfatados ao esqueleto protéico, com excecdo do
gueratam sulfato, se faz por meio do tetrassacarideo &cido glucurénico-galactosil-
galactosil-xilose (GIcA-Gal-Gal-Xil), onde a extremidade redutora se une a proteina
por uma ligagéo do tipo O-glicosidica entre a xilose do tetrassacarideo e a hidroxila
de um residuo de serina. A extremidade ndo redutora se liga a cadeia de GAG
(SAMPAIO & NADER, 2006).
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1.3 CONDROITIM SULFATO

Condroitim sulfato € um glicosaminoglicano formado por unidades alternadas
de &cido D-glucurénico e N-acetil-galactosamina, unidos por ligacdo glicosidica
B(1—3) e B(1—4), respectivamente [-4GIcAB1—3GalNAcB1—]. De acordo com a
sulfatacao dos dissacarideos, diferentes tipos de condroitim sulfato sdo conhecidos.
Os mais comuns sdo formados por diferentes porcentagens de dissacarideos
monossulfatados: condroitim 4-sulfato, ou condroitim sulfato A, € constituido por
dissacarideos sulfatados na posicdo 4 ou 6 da N-acetil-galactosamina, podendo
apresentar regides ndo-sulfatadas. Ja condroitim 6-sulfato, ou condroitim sulfato C, é
formado principalmente por unidades dissacaridicas sulfatadas na posicdo 6 da N-
acetil-galactosamina, podendo também estar presentes outros tipos de
dissacarideos monossulfatados, dissulfatados e né&o-sulfatados (LAMARI,
KARAMANOS, 2006; VOLPI, 2007).

A proporcao relativa dos dissacarideos na cadeia de condroitim sulfato varia
de acordo com o tecido e espécie. Por exemplo, condroitim sulfato extraido de
plaquetas e tecidos cerebrais apresenta mais de 90% de unidades dissacaridicas 4-
sulfatadas (DIETRICH et al., 1978; NADER, 1991). Ja cartilagem humana normal de
individuos adultos e cartilagem de tubardo apresentam maior proporcao (cerca de
85%) do dissacarideo 6-sulfatado (MICHELACCI et al.,, 1979; MICHELACCI,
HORTON, 1989).

Em animais de origem marinha sdo também encontrados outros tipos de
unidades dissacaridicas. O dissacarideo E extraido de lula apresenta dois grupos
sulfato nas posicbes 4 e 6 da N-acetil-galactosamina (SUZUKI et al., 1968). A
unidade dissacaridica D, encontrada em cartilagem de tubaréo e arraias, apresenta
dissacarideos dissulfatados na posicdo 2 do acido glucurdnico e 6 da N-acetil-
galactosamina (VOLPI, 2007).

O dermatam sulfato apresenta uma estrutura com quantidades variaveis de
acido L-idurdénico e acido D-glucurbnico, de acordo com o tecido e a espécie. Este
glicosaminoglicano € formado a partir da epimerizacdo do carbono 5 do acido D-
glucurénico do condroitim sulfato para L-idurbnico, podendo ocorrer também
modificacdes na sulfatacdo dos dois monossacarideos constituintes. A Figura 2
mostra exemplos de dissacarideos que formam os diferentes tipos de condroitim

sulfato e dermatam sulfato (antigamente denominado condroitim sulfato B).



27

co0~
H o —0,50
H
\‘-o OH H o
H
H OH H NHCOCH,
CS-A
(olelo )
H ‘o]
\\o OH H ©
H
H OH H NHCOCH,
CS-C
coo~ CH,0S0,
H o ~0,S0
H
0 OH H © [\
H H
H oH H NHCOCH,

CS-E

H
!

00~

OH H
H

H OH H  NHCOCH,
CS-B (DS)

coo™ ’ CH,0S0;
0 HO 0

H H

OH H 0o
H H H

H 0so, H NHCOCH,

CS-D

H NHCOCH,
CS-K

Figura 2 — Estrutura Quimica dos Dissacarideos que Constituem Diversos Tipos de Condroitim

Sulfato e Dermatam Sulfato. Fonte: STYLIANOU et al., 2006

A heterogeneidade de estruturas do condroitim sulfato € responsavel pelas

diversas e mais especializadas funcdes deste polissacarideo. Na cartilagem

articular, tecido conjuntivo que reveste 0s 0Ss0s, proteoglicanos de condroitim

sulfato sdo os maiores responsaveis por retencdo de agua no tecido, o que pode ser

atribuido as cargas negativas distribuidas na molécula. Esta funcédo esta associada

ao grau de sulfatacdo dos dissacarideos, sendo que condroitim sulfato com menor

grau de sulfatacdo tem menor capacidade de retencédo de agua (STYLIANOU et al.,

2006; MARTEL-PELLETIER et al., 2008).

1.3.1 EXTRACAO E PURIFICACAO DE CONDROITIM SULFATO

Em tecidos animais, o condroitim sulfato encontra-se associado a outros

componentes da matriz extracelular,

e para sua extracdo € necessario

primeiramente realizar digestdo proteolitica do tecido usando proteases nao
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especificas, por exemplo papaina. O material digerido é entdo tratado para
separacdo do condroitim sulfato e outros GAGs por métodos de precipitacdo com
solventes organicos ou ions de amonio quaternario e ainda por cromatografia de
troca ibnica. Como a maioria dos tecidos possui outros tipos de GAGs, sao utilizadas
ainda técnicas de fracionamento para obtencdo de condroitim sulfato puro. Dentre
essas técnicas, destacam-se fracionamento por solventes organicos como acetona e
etanol, cromatografia de troca ibnica, e degradacdo de outros GAGs por enzimas
altamente especificas seguida por cromatografia de exclusdo de tamanho (VOLPI,
1994; VOLPI, 1996; SILVA, 2006).

A produgdo comercial de condroitim sulfato, assim como de outros
polissacarideos naturais, € proveniente essencialmente de processos de extracao e
purificacdo de cartilagem de bovinos, suinos, aves e peixes cartilaginosos (VOLPI,
2007).

1.3.2 METODOS APLICADOS A ANALISE DE CONDROITIM SULFATO

A dosagem de condroitim sulfato por métodos colorimétricos de deteccado e
quantificacdo de seus mondmeros € usualmente utilizada. Para dosagem de &cido
urénico, os métodos de Dische (1947) e Bitter e Muir (1962), que utilizam carbazol,
sdo os mais usados. Contudo, deve-se destacar que esse método, na presenca de
acucares neutros, desenvolve coloracdo marrom que interfere substancialmente na
quantificacdo de &cido urdnico (FILISETTI-COZZI e CARPITA, 1991). Ja a maioria
dos métodos de dosagem de hexosaminas é derivada do método de Elson e Morgan
(1933), baseado na reacdo com acetil-acetona.

Outra abordagem interessante na andlise de condroitim sulfato esta em sua
capacidade de produzir metacromasia na presenca de corantes catibnicos,
propriedade conferida pela alta densidade de cargas negativas. O corante azul de
1,9-dimetilmetileno, de acordo com modificagcdes de Farndale et al. (1986), € muito
utilizado na triagem rapida para determinar presenca de GAGs em amostras e
também na quantificacdo de GAGs totais. Contudo, esse método deve ser utilizado
com cautela na dosagem de condroitim sulfato, pois dosa também outros GAGs e
ainda é muito afetado por alguns sais e por outros polianions (LIMA et al., 2007).

Outros corantes catibnicos também sdo utilizados na detec¢cdo de GAGSs, por



29

exemplo azul de alcian, azul de toluidina e stains-all (STYLIANOU et al., 2006;
VOLPI & MACCARI, 2002).

H ] | o
N S N /\Q/
-~
N
Azul de toluidina Azul de dimetilmetileno
W ‘
Bt O
Stains-all

Figura 3 — Estrutura dos principais corantes empregados na andlise de CS. Fonte: STYLIANOU
et al., 2006

Métodos de eletroforese também sdo muito empregados na analise de
condroitim sulfato. O método de eletroforese em gel de agarose, desenvolvido por
Jaques et al. (1968) e modificado por Dietrich e Dietrich (1976) € um dos mais
eficazes para analise qualitativa e quantitativa de GAGs. O condroitim sulfato pode
ser qualitativamente avaliado quanto a presenca de outros GAGs provenientes de
impurezas de extracdo, como heparina, heparam sulfato e dermatam sulfato, pois
estes apresentam migracdo diferente em alguns tampdes, por exemplo 1,3-
diaminopropano acetato. A analise densitométrica das bandas formadas apos
coloracdo por azul de toluidina ou outros corantes permite ainda a quantificacdo de
diferentes polissacarideos em misturas. A andlise de condroitim sulfato também
pode ser realizada por eletroforese em membrana de acetato de celulose em
tampao acetato de bario, sendo que este método é atualmente recomendado pela
Farmacopeia Americana (VOLPI, 2007; USP 32, 2008).

Métodos cromatograficos também sdo aplicados na separagdo e analise de
condroitim sulfato, conferindo importantes informacdes quanto a densidade de

carga, polidispersia e peso molecular médio das cadeias de GAG. Cromatografia de



30

troca ibnica e cromatografia por exclusdo de tamanho sdo dois exemplos bastante
empregados na analise deste polimero (CHOI et al., 2003; STYLIANOU et al., 2006;
VOLPI, 2007).

Outras técnicas analiticas eficientes na determinacdo da estrutura do
condroitim sulfato sdo Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) e Espectrometria de
Massas com lonizacédo por Electrospray (ESI-MS). Porém, alguns aspectos inerentes
a esses métodos inviabilizam sua utilizacdo em rotinas de analise, como preco dos
equipamentos e procedimentos de analise complexos e demorados (VOLPI, 2007).

Uma ferramenta muito importante na identificagdo e andlise de condroitim
sulfato € o uso de condroitinases. Condroitinase AC, por exemplo, é uma enzima
que pode ser extraida de Flavobacterium heparinum, uma bactéria ndo patogénica
encontrada em solo. Essa enzima € uma endoglicosidase que age em condroitim 4-
sulfato, condroitim 6-sulfato e em regides glucurdonicas de dermatam sulfato,
liberando dissacarideos e oligossacarideos de baixo peso contendo ligacdo dupla
entre carbonos 4 e 5 do residuo de acido glucurdnico adjacente ao local quebra. A
presenca da insaturacdo proveniente da acdo das condroitinases bacterianas € de
fundamental importancia para deteccdo dos produtos de digestdo, dada a
capacidade de absorcdo em ultravioleta (232 nm) (AGUIAR et al., 2003;
MICHELACCI & DIETRICH, 1975; MICHELACCI & DIETRICH, 1976). A Figura 4
apresenta a estrutura de diferentes dissacarideos insaturados de condroitim sulfato
e acido hialurdnico, liberados apoés digestao com liases bacterianas.

A andlise dos dissacarideos que formam o condroitim sulfato apos
degradacdo por condroitinases é importante em diversas situacdes. Condroitins
sulfato extraidos de diferentes origens apresentam diferente densidade de carga
(nimero de grupamentos sulfato por unidade dissacaridica) e ainda variacdes na
posicao da sulfatacdo das unidades dissacaridicas (Tabela 1). A densidade de carga
de condroitim sulfato de bovinos, suinos e aves varia de 0,88 a 0,96, devido a
presenca majoritaria de dissacarideos monossulfatados (posicdo 6 e 4) e baixa
porcentagem (6 a 8%) de dissacarideos néo sulfatados. O condroitim sulfato dessas
diferentes espécies pode entdo ser diferenciado pela razédo 4S/6S (1,5-2,0 em boi,
3,0-4,0 em frango e 4,5-7,0 em porco). Por outro lado, condroitim sulfato de animais
marinhos possui densidade de carga superior a 1,0 (pois apresenta também
dissacarideos dissulfatados e até trissulfatados) e a razdo 4S/6S varia de acordo
com a espécie (VOLPI, 2004; VOLPI, 2007).
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ADi2,4,65

Figura 4 — Estrutura de Dissacarideos Insaturados de Acido Hialurénico e Condroitim Sulfato.

Além de apresentar diferencas entre as espécies, variagdes no condroitim
sulfato, geralmente relacionadas ao perfil de sulfatacdo, também podem ocorrer em
uma mesma espécie. Essas variacbes podem estar relacionadas a diferenca na
composi¢cdo do condroitim sulfato em diferentes tecidos, ou ainda ao método de
extragdo desse composto (TAMURA et al., 2009; VOLPI, 2009).

Tabela 1 — Porcentagem Relativa de Dissacarideos de Condroitim Sulfato Extraido de
Diferentes Origens.

Bovino Suino Frango Tubaréo Baleia Arraia Lula
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ADi0S 6-10% 4-6% 8-12% 1-3% 7-11% 2-3% 11-14%
ADi6S 33-35% 14-16% 18-20% 40-50% 16-20% 38-40% 15-17%
ADi4S 56-60% 78-80% 68-72% 20-30% 63-67% 40-43% 49-51%
ADi2,6S - - - 15-22% 2-5% 13-16% 1%
ADi4,6S - - - 2-4% 2-4% 1% 18-20%
ADi2,4S - — - 1-2% - 1% -
SO;/COO 0,90-0,94 0,92-0,96  0,88-0,92 1,15-1,25 0,95-1,05 1,08-1,16  1,10-1,20
4S/6S 1,5-2,0 4,5-7,0 3,0-4,0 0,45-0,70 3,0-4,0 1,0-1,4 2,5-3,5

SO;/COO": numero de grupamentos sulfato por unidade dissacaridica. 4S/6S: razdo entre
porcentagem relativa de ADi4S e ADIi6S. Fonte: adaptado de LAMARI, KARAMANOS, 2006; VOLPI,
2004, 2007, 2010.

As propriedades bioldgicas e farmacolégicas do condroitim sulfato variam de
acordo com sua origem e estrutura, sendo que propriedades fisico-quimicas
diferentes influenciam na absorcéo oral da molécula. Dessa forma, a determinacao
da fonte de extracdo deste composto € extremamente importante, o que pode ser
inferido pela analise dissacaridica (VOLPI, 2002; VOLPI, 2003; VOLPI, 2007).

Dentre os métodos de andlise de unidades dissacaridicas de GAGs,
cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca ibnica forte (SAX-HPLC) € um dos
mais usados. Esse método se baseia na interacdo diferencial dos varios
dissacarideos sulfatados com a resina de troca idnica, com eluicdo por gradiente
crescente de NaCl em tempos diferentes e detec¢cdo em 232 nm (STYLIANOU et al.,
2006). Alguns autores ainda utilizam derivatizacdo dos dissacarideos com
fluoréforos, por exemplo 2-aminoacridona (AMAC), com o0 objetivo de aumentar a
capacidade de separacdo e principalmente a sensibilidade do método (VOLPI,
2010).

A andlise das unidades dissacaridicas ainda pode ser realizada pelo método
de eletroforese capilar. Alguns estudos destacam varios beneficios deste método,
como elevada eficiéncia de separagdo, operacao simples, tempo de analise curto,
analise automatizada e com boa reprodutibilidade, e consumo muito baixo de
amostra e tampdes (VOLPI, 2004; MALAVAKI et. al, 2008).

Entretanto, os métodos citados acima, apesar de muito eficientes, necessitam
de aparelhos caros que muitas vezes ndo sdo acessiveis a alguns laboratérios de

pesquisa e controle de qualidade.
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1.3.3 FACE (FLUOROPHORE ASSISTED CARBOHIDRATE
ELECTROPHORESIS)

Uma alternativa para a analise de carboidratos € a utilizacdo de um método
de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) para separacdo de sacarideos
marcados com fluoroforo. Essa técnica, denominada PAGE-FS (polyacrylamide gel
electrophoresis of fluorophore-labeled saccharides) ou FACE (fluorophore assisted
carbohydrate electrophoresis), foi inicialmente investigada por Jackson (1990)
utilizando ANTS (&cido 8-aminonaftaleno-1,3,6-trissulfénico) para a derivatizagédo
dos carboidratos, e posteriormente o marcador AMAC (2-aminoacridona) foi
introduzido (JACKSON 1991).

O método consiste na reacdo entre sacarideos com grupo aldeido redutor
livre e um grupo amino primario de um composto fluorescente, com producdo de
uma base de Schiff. Essa reacdo é reversivel e necessita ser acompanhada de
reducdo a um derivado de amina secundaria usando cianoborohidreto de sdédio
(aminacdo redutiva). Os derivados sacarideo-fluoréforo sdo entdo submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em géis de alta densidade (20 a 36%),
para obtencdo de separagcbes com alta resolucdo. A presenca do marcador
fluorescente permite a deteccdo e quantificagdo dos derivados com elevada
sensibilidade quando os géis (eletrofluorogramas) sao iluminados por luz UV e
digitalizados por sistema de aquisicdo de imagens.

A aplicacdo da FACE para andlise de dissacarideos derivados de
glicosaminoglicanos foi efetivamente estabelecida por Calabro et al. (2000, 2001).
Para isso, os polissacarideos sdo submetidos a digestdo por condroitinases para a
formacdo de dissacarideos insaturados contendo grupamento redutor livre, 0os quais
séo derivatizados com (AMAC). Os derivados sacarideo-AMAC séo separados por
eletroforese em géis contendo 20 a 30% de poliacrilamida e quantificados por
densitometria apds a aquisicdo das imagens (JACKSON, 1994; CALABRO et al.,
2000, 2001; OONUKI et al, 2005)

A Figura 5 apresenta a reagdo de derivatizagdo de um dissacarideo de
condroitim sulfato com AMAC. A estrutura dos fluoroforos mais utilizados em FACE

também esta representada.
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Figura 5 - Derivatizagdo de dissacarideo insaturado néo sulfatado de condroitim

sulfato/dermatam sulfato com AMAC na presenca de cianoborohidreto de sddio (NaCNBH3z). A
estrura dos fluoréforos ANTS e AMAC, bem como seus comprimentos de onda de excitacdo e
emissdo estao apresentados. Adaptado de JACKSON, 1994 e VOLPI, 2010.

1.3.4 ANALISE FARMACOPEICA DE CONDROITIM SULFATO

De acordo com as Farmacopeias Europeia e Americana (EP 6.0, 2007; USP
32, 2008), as analises atualmente reportadas em laudos de controle de qualidade de
condroitim sulfato se limitam a testes como composicdo quimica elementar
(nitrogénio, enxofre), materiais poluentes (cloretos, proteinas, metais pesados),
presenca de solventes organicos ou patdgenos e algumas informacdes estruturais
pouco relevantes, como espectro de absorcdo no infravermelho, rotacdo 6ptica
especifica, viscosidade intrinseca e pH (Tabela 2). Essas andlises, apesar de
necessarias, nao fornecem informacdes relevantes sobre a estrutura do condroitim
sulfato nem sua origem.

O teor de condroitim sulfato € geralmente determinado por método de
titulacdo com cloreto de cetilpiridinio. A titulacdo é realizada por fotometria
(turbidimetria), utilizando titulador automético equipado com um fototrodo que
registra alteracdes na absorbancia em fungcdo do volume de titulante adicionado e
determina o ponto final. A Farmacopeia Europeia ainda descreve um método de
titulacdo visual. Nesse caso, a medida que a titulagdo prossegue a turbidez da
solucdo aumenta, sendo que no ponto de equivaléncia a solugéo fica mais clara e
pode-se observar um precipitado branco em suspensédo (EP 6.0, 2007; USP 32,
2008).




Tabela 2 - Especificacbes Geralmente
Analise de Condroitim Sulfato de Sédio.
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Reportadas em Laudos de Certificado de

Anélises/Componentes

Especificacbes

Aparéncia

Identificacdo por Absorcéo no Infravermelho
Identificacéo de Sdédio

Teor de Condroitim Sulfato

pH (1% H,0)

Rotacéo Especifica (4% H,0)

Cloreto

Nitrogénio (Kjeldahl)

Proteinas (Lowry)

Enxofre

Metais Pesados

Residuo de Igni¢céo

Metanol

Acetona

Perda por secagem (105°C, 4h)
Contagem microbiana total
Patdégenos

Pé fino higroscépico branco a creme
Mesmas bandas do padréo de referéncia

Positiva

USP - 90 a 105% (base seca)
EP - 95 a 105% (base seca)

55-75
Entre -20,0° e -30°
N&o mais que 0,5%

2,5-3,4%

USP - Ndo mais que 6%
EP - Nao mais que 3%
4,8 — 6,5%

N&o mais que 20 ppm
20 — 30%

N&o mais que 0,1%
N&ao mais que 0,1%
N&o mais que 10,0%
NZo mais que 10° ufc/g
Ausentes

ppm: partes por milhdo; USP: United States Pharmacopoeia; EP: European Pharmacopoeia. Fonte:

adaptado de VOLPI, 2007

Este método é fundamentado na interagdo entre polianions, por exemplo

condroitim sulfato, e céations como cloreto de cetilpiridinio (CPC) e brometo de
cetiltrimetilaménio (CETAVLON), formando complexos insoliveis em agua (LIANG,
2002; SILVA, 2006). Logo, a especificidade do método para dosagem de condroitim
sulfato é afetada por macromoléculas contendo cargas negativas

Os tecidos animais dos quais se obtém condroitim sulfato podem conter
também outros tipos de glicosaminoglicanos, como heparina, queratam sulfato,
heparan sulfato e dermatam sulfato. Como as técnicas de extracdo sdo em sua
maioria pouco seletivas para um unico tipo de glicosaminoglicano, estes GAGs
citados podem aparecer como impurezas em insumos de condroitim sulfato que ndo
tenham passado por métodos de purificagcdo bem controlados. Além disso, a
presenca de acidos nucleicos também pode ocorrer, dependendo da origem do
tecido animal e do processo de extracdo. Como estas provaveis impurezas sao

macromoléculas com cargas negativas, sua presenca pode afetar o método de
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dosagem de condroitim sulfato, podendo superestimar a concentracdo deste
polimero (VOLPI, 2007)

A dosagem e determinacdo da pureza de condroitim sulfato extraido de
tecidos animais por métodos sensiveis e especificos € um ponto fundamental
quando esse composto € produzido para fins farmacéuticos, assim como para uso
em suplementos alimentares (VOLPI, 2009).

A utilizacdo de métodos pouco especificos para analise de condroitim sulfato
nos levou a investigar diferentes técnicas analiticas capazes de identificar e dosar
este insumo em matérias-primas farmacéuticas. Além disso, buscamos também a
utilizacdo de técnicas complementares de andlise que fornecessem informacdes
relevantes quanto a estrutura da molécula. Neste mesmo raciocinio, coletamos
amostras de condroitim sulfato de uso farmacéutico comercializadas em territorio
nacional e realizamos diversas analises com o objetivo de verificar a qualidade

destes produtos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem o objetivo de investigar métodos alternativos para andlise

de condroitim sulfato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os métodos de eletroforese em gel de agarose e titulacdo fotométrica
para dosagem de condroitim sulfato em insumos farmacéuticos

e Caracterizagdo estrutural do condroitim sulfato presente em insumos
farmacéuticos.

e Estabelecer as condi¢cdes de analise de dissacarideos insaturados de condroitim
sulfato/dermatam sulfato e acido hialurénico por FACE

e Estabelecer as condicbes de analise de monossacarideos e dissacarideos
neutros por FACE

e Produzir e caracterizar a atividade de condroitinases de Flavobacterium
heparinum

e Produzir e analisar oligossacarideos e dissacarideos insaturados de condroitim

sulfato.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Matérias-primas e produtos farmacéuticos contendo condroitim sulfato:
Dezesseis amostras de insumo farmacéutico condroitim sulfato (condroitim
sulfato de sédio) foram coletadas em diferentes farmacias magistrais de Juiz de
Fora — MG, em abril de 2010, assim como coépia do certificado de analise de
controle de qualidade do produto. Cada amostra recebeu aleatoriamente
numeragédo de 1 a 16. Dois medicamentos industrializados (produto final)
contendo condroitim sulfato associado a glucosamina foram obtidos no mercado
farmacéutico (Condroflex® e Artrolive®).

Glicosaminoglicanos e outros acucares: condroitim 4-sulfato de traqueia
bovina, condroitim 4-sulfato de cartilagem de baleia e dermatam sulfato de
mucosa intestinal suina foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
EUA). Condroitim 6-sulfato de cartilagem de tubardo foi obtido da Seikagaku
Kogyo Co. Ltd. (Téquio, Japao). D-arabinose, D-frutose, D-galactose, D-glucose,
D-manose, D-ribose, D-xilose, a-lactose, D-maltose e sacarose (Carbohydrates kit
— CAR10), da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA), foram gentilmente doados
pelo professor Paulo Mourdo. Acido D-glucurdnico, N-acetil-D-glucosamina, N-
acetil-D-galactosamina, hidrocloreto de glucosamina e sacarolactona (D-
saccharic acid 1,4-lactone) foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
EUA). Dissacarideos insaturados de condroitim sulfato/dermatam sulfato ADIOS,
ADI2S, ADi4S, ADI6S, foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).
Dissacarideos insaturados de condroitim sulfato/dermatam sulfato ADi2,6S,
ADi4,6S, ADi2,4,6S foram obtidos da Seikagaku Kogyo Co. Ltd. (Téquio, Japao).
Todos esses dissacarideos foram gentiimente doados pelo professor Mauro
Pavéao, da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

FACE: foi utilizado sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® Tetra Cell da
Bio-Rad Laboratories Inc. (Richmond, CA, EUA) e GelDoc-It Imaging System, da
UVP (Upland, California, EUA)Cianoborohidreto de sddio, 2-aminoacridona
(AMAC), N’,N’,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), acetato de mercurio ll,

resina dowex 50WX8 hydrogen form e glicina foram adquiridos da Sigma-Aldrich
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Co. (St. Louis, MO, EUA). Acrilamida foi adquirida da Ludwig Biotecnologia Ltda.
(Porto Alegre, RS, Brasil) e N-N-metilbisacrilamida da Neon Comercial Ltda.
(Sdo Paulo, SP, Brasil). Tris(hidroximetil)aminometano foi obtido da Biosolve
(Valkenswaard, Holanda), e persulfato de amdnio e acido boérico das empresas
Vetec Quimica Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ, Brasil) e ISOFAR Industria e
Comércio de Produtos Quimicos Ltda. (Duque de Caxias, RJ, Brasil),
respectivamente. Spin-X centrifuge filter unit foi obtido da Costar (Cambridge,
MA, EUA)

Producdo de condroitinases: Flavobacterium heparinum (ATCC n° 13.125),
American Type Culture Collection (Rockville, ML, EUA). Desruptor de célula ultra-
sbnico, Unique (Indaiatuba, SP, Brasil). Caldo triptona de soja sem dextrose foi
obtido da HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. (Mumbai, india), e Bacto Agar da Difco
Laboratories (Detroit, Ml, EUA). Resina Phenyl Sepharose High Performance foi
adquirida da GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suécia). Azul de 1,9-
dimetilmetileno (DMB) foi obtido da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).
Cromatografia em papel: Whatman cellulose chromatography papers 3MM (46
x 57 cm) foi adquirido da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA), e papel de
cromatografia Whatman n°l1 foi da Whatman International, Ltd. (W. & R. Balston
Ltd., Maidstone, Inglaterra). Nitrato de prata e hidroxido de amonio foram obtidos
da Vetec Quimica Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ, Brasil) e &cido isobutirico da
ISOFAR Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda. (Duque de Caxias, RJ,
Brasil)

Imunoblotting: Anticorpo anti-queratam sulfato - MST1 foi gentiimente doado
pela professora Yara Michelacci, da Universidade Federal de S&o Paulo.
Anticorpo secundario anti-lgG de camundongo produzido em cabra conjugado
com biotina e estreptavidina conjugada com peroxidase foram obtidos da GE
Healthcare  Bio-Sciences AB  (Uppsala, Suécia). Substrato para
guimioluminescéncia SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
(PIERCE) foi adquirido da Thermo Scientific (Rockford, IL, EUA), e
tetrametilbenzidina em solucdo da KPL Solugbes (Barueri, SP, Brasil).
Eletroforese em gel de agarose: Camara de eletroforese em gel de agarose
horizontal, modelo desenvolvido por Jaques et al. (1968), foi adquirido da Técnica
Permatron Ltda. (Joinvile, SC, Brasil); agarose foi obtida da Bio-Rad Laboratories
Inc. (Richmond, CA, EUA). 1,3-diaminopropano, brometo de N-cetil-N,N,N-
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trimetilamoénio (CETAVLON) e azul de toluidina foram da Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, MO, EUA), Merck (Darmstadt, Alemanha) e Vetec Quimica Fina Ltda.
(Dugue de Caxias, RJ, Brasil), respectivamente. Benzina foi adquirida da
ISOFAR Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda. (Duque de Caxias, RJ,
Brasil)

Dosagens bioquimicas: Reagente de fenol segundo Folin-Ciocalteu,
4-(dimetilamino)-benzaldeido e acetil acetona foram obtidos da Sigma-Aldrich Co.
(St. Louis, MO, EUA). Acido 3,5-dinitrosalicilico e tartarato de sodio e potassio
foram adquiridos da Proquimios Comércio e Industria Ltda. (Bangu, RJ, Brasil).
Sulfato de cobre Il foi da LABIMPEX Industria e Comércio de Produtos para
Laboratério Ltda. (Diadema, SP, Brasil), e tetraborato de sodio e carbazol da
Reagen Quimibras Indastrias Quimicas S/A (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e Vetec
Quimica Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

Outros reagentes: Papaina de latex de Carica papaya, queratanase de
Pseudomonas sp. e L-cisteina foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
MO, EUA). Outros reagentes utilizados de uso comum no laboratério foram de

grau analitico.
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3.2 METODOS

3.2.1 FACE (FLUOROPHORE ASSISTED CARBOHYDRATE
ELECTROPHORESIS)

3.2.1.1 Derivatizagdo de Amostras e Padrdes

O procedimento geral para derivatizacdo de amostras degradas
enzimaticamente ou quimicamente e padrdes foi realizado como descrito a seguir:
aliguotas contendo entre 10 e 200 nmol de sacarideos com grupamentos redutores
livres foram secas a vacuo e derivatizadas com 5 pL de solu¢gdo de AMAC 50 mM
(250 nmol) em DMSO:acido acético (85:15). Ap6s 15 minutos em temperatura
ambiente foram adicionados 5 L de solucdo recém preparada de cianoborohidreto
de sédio 1M. Essa mistura de derivatizagdo foi mantida em banho a 37°C por 16
horas, e foram adicionados 30 pL de glicerol 30%. Aliquotas das amostras
derivatizadas (2 pL) foram entdo analisadas imediatamente por eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE) ou congeladas a -80°C para posterior andlise.

Em alguns experimentos as amostras foram derivatizadas com quantidades
diferentes de AMAC. Nestes casos, a derivatizacéo foi realizada sempre com 5 pL
de AMAC em concentracfes variadas. A proporcao de 5 pL de cianoborohidreto de
sédio 1 M foi mantida em todos os experimentos, independente da concentracdo de
AMAC aplicada.

Tratamento de amostras com mercurio: para a remoc¢do do residuo de
acido urébnico insaturado em dissacarideos e oligossacarideos de condroitim sulfato,
aliquotas foram secas a vacuo e ressuspendidas em 100 pyL de solucdo contendo
acetato de mercurio 11 17,5 mM e acetato de s6dio 50 mM, pH 5,0. Apos 30 minutos
em temperatura ambiente, os ions mercurio foram removidos pela adicao de 30 pL
de resina de troca catiénica Dowex H" 50W-X8 em suspensdo (50%). A resina
contendo os ions mercurio foi removida por centrifugacdo em dispositivo Spin-X
centrifuge filter unit, e a solucdo obtida foi seca a vacuo e derivatizada (CALABRO et
al, 2000).
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3.2.1.2 Preparo de Géis de Poliacrilamida e Eletroforese

FACE foi realizada em sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN® Tetra
Cell com laminas de 7,2 cm com espacadores de 0,75 mm. A corrida eletroforética
foi realizada em géis de acrilamida-bisacrilamida 20%, preparados em dois sistemas-
tampao diferentes. Para o sistema tampdao (1) Tris-glicina os géis foram preparados
em tampdao Tris-HCI, e foi usado como tampéao de corrida Tris-glicina (OONUKI,
2005). Para o sistema tampéao (2) Tris-borato os geéis foram preparados em tampao
Tris-borato, e a corrida foi realizada com tamp&o contendo Tris-borato-glicina (GAO,
2003).

Géis para Sistema Tris-glicina: Solucdo para dois géis de corrida foi
preparada a partir de 5 mL de solucdo de acrilamida-bisacrilamida T 40%, C 5%;
1,5 mL de tampéo Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 e 3,5 mL de agua destilada. Solucao para
o0 gel de entrada foi preparada misturando 500 pL de solucdo de acrilamida-
bisacrilamida T 40%, C 5%; 660 uL de tampéo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,7 e 3,0 mL de
agua destilada.

Géis para Sistema Tris-borato: Solucdo para dois géis de corrida foi
preparada a partir de 5 mL de solucdo de acrilamida-bisacrilamida T 40%, C 5%; 2,5
mL de tampdéo Tris-borato (0,75 M/ 0,5 M), pH 7,0 e 2,5 mL de &gua destilada.
Solucédo para o gel de entrada foi preparada com 2 mL de solucédo de acrilamida-
bisacrilamida T 10%, C 2,5%; 1,0 mL de tamp&o Tris-borato (0,5 M/ 0,5 M), pH 6,8 €
1,0 mL de agua destilada.

A polimerizacdo do gel de corrida foi iniciada ap6s adicdo de 100 puL de
solucdo de persulfato de aménio 10% (APS) e 10 uL de TEMED. A solucdo foi
homogeneizada e 3,5 mL foram rapidamente transferidos para o interior de cada
placa, e butanol foi adicionado na superficie do gel ndo polimerizado. Apés cerca de
30 minutos, a superficie do gel polimerizado foi lavada com agua destilada.

Em seguida 50 pL de APS 10% e 5 uL de TEMED foram adicionados na
solugcéo do gel de entrada, e cerca de 850 pL foram transferidos para cada placa
contendo o gel de corrida polimerizado. Pentes contendo 10 poc¢os de 0,5 cm foram

inseridos entre as placas, e apos a polimerizacdo do gel de entrada, as placas com

L o5 T refere-se a concentracdo total de monémeros, no caso acrilamida mais bisacrilamida, e
% C refere-se a concentracéo de cross-linker (bisacrilamida) em relagcédo ao total de mondmeros.
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os géis foram armazenadas a 4°C para uso em no maximo 24 horas ou utilizadas
imediatamente.

Para eletroforese, 150 mL de tampdo de corrida diluido (1X) em &agua
destilada a 4°C foram adicionados ao anodo. O tampéao de corrida estoque (10X)
para sistema Tris-glicina foi Tris-glicina (0,25 M/1,92 M), pH 8,3. O tampé&o de corrida
estoque (5X) para sistema Tris-borato foi Tris-borato-glicina (0,6 M/0,5 M/0,5 M), pH
8,3. Apds remocéao dos pentes, as amostras foram aplicadas no gel, e o catodo foi
preenchido com aproximadamente 500 mL de tamp&o de corrida diluido a 4°C. A
eletroforese foi submetida a uma diferenca de potencial de 100 V, e apés cerca de
20 minutos foi aumentada para 220 V. A duracédo da corrida foi de aproximadamente
70 minutos para sistema Tris-glicina e 90 minutos para Tris-borato®. Apés a corrida,
as placas foram lavadas com agua destilada e as imagens digitlizadas em GelDoc-It
Imaging System (transiluminador UV com filtro em 365 nm e Camera scientific grade
CCD GelCam 310), em diferentes tempos de exposicdo. Analise densitométrica foi

realizada pelo programa TotalLab TL120 1D v2009 (Nonlinear Dynamics Ltd.).

3.2.2 PRODUCAO E CARACTERIZACAO ENZIMATICA DE CONDROITINASES

DE Flavobacterium heparinum

3.2.2.1 Preparo de Extrato Bruto

Para cultivo e estocagem do microrganismo F. heparinum foi utilizado meio
semi-soélido preparado com caldo triptona de soja sem dextrose (2,7%) e Bacto Agar
(1%), esterilizado em autoclave a 120°C sob pressao de 1 kg, por 30 minutos. O
cultivo das bactérias foi feito pela técnica do tubo inclinado e as células foram
repicadas a intervalos de, no maximo, 30 dias, e armazenadas a 4°C.

O crescimento da bactéria foi realizado em caldo triptona de soja sem
dextrose (2,7%) contendo 150 mg/L de condroitim 4-sulfato (indutor). A bactéria
estocada em meio semi-solido foi repicada em erlenmeyer contendo 50 mL do caldo
esterilizado, para crescimento inicial. O meio foi mantido em temperatura ambiente e
agitacdo branda. Apo6s 24 horas todo o conteudo foi transferido para outro

erlenmeyer contendo 950 mL do mesmo meio para crescimento em massa, nas

A migracgdo dos sacarideos derivatizados foi acompanhada durante a corrida usando luz UV
320-400nm (IUZ Negra).
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mesmas condi¢bes. Apos 24 horas todo o caldo foi centrifugado a 3.000 rpm, e 0
pellet obtido foi ressuspendido em 10 mL de tampao Tris-acetato 0,05M, pH 8,0, a
4°C. A partir dessa etapa a suspensado celular foi sempre manuseada a 4°C, em
banho de gelo, e armazenada a -80°C.

As células presentes na suspensdo foram entdo rompidas por ultrassom (30
KHz, 4 pulsos de 30 segundos, 4°C). Os restos celulares foram removidos por
centrifugacdo (15.000 rpm, 30 minutos, 4°C), e o sobrenadante, denominado

“Extrato Bruto”, foi armazenado a -80°C.

3.2.2.2 Fracionamento e Caracterizagcdo das Enzimas Presentes no Extrato

Bruto

O extrato bruto de F. heparinum foi submetido a cromatografia de interacao
hidrofébica (Hydrophobic Interaction Chromatography - HIC) em resina Phenyl
Sepharose High Performance (HP). Aliquota de extrato bruto contendo 10 mg de
proteina (3-4 mL) foi diluida em tampéao Tris-acetato 0,05 M, pH 8,0 contendo sulfato
de amonio para concentracao final de 1 M. Essa solugéo foi submetida a HIC em
coluna contendo 5 mL de resina previamente equilibrada no mesmo tampéo. A
coluna foi eluida em step wise com concentracfes decrescentes de sulfato de
amoénio (1 a 0 M) no mesmo tampao, com variacdo de 0,05 M, em um total de 21
fracOes de 5 mL.

As fracdes coletadas foram incubadas com 3 pg de condroitim 4-sulfato,
condroitim 6-sulfato e dermatam sulfato em placas de 96 pocos, a temperatura
ambiente. Apos 6 horas, 200 uL do reagente de azul de 1,9-dimetilmetileno (DMB),
preparado de acordo com Farndale (1986), foram adicionados e a absorbancia
medida a 630 nm, em leitor de microplacas.

Esse método foi utilizado para localizacdo das condroitinases nas fracdes
eluidas da coluna de Phenyl Sepharose e baseia-se na metacromasia do DMB na
presenca de glicosaminoglicanos sulfatados (FARNDALE et al., 1986), sendo que,
no comprimento de onda utilizado (630 nm), observa-se um aumento de leitura
devido a degradacédo desses polimeros pelas condroitinases (a despolimerizagcéao
dos GAGs diminui a metacromasia do corante, que permanece na sua cor original).
A Figura 6 mostra o espectro de absor¢cdo do DMB e as modificacbes que ocorrem

na presenca de glicosaminoglicanos sulfatados.
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Figura 6 - Espectro de Absorcdo do Reagente Azul de 1,9-dimetilmetileno (DMB) na Auséncia
(azul) ou Presenca (vermelho) de 10 pg de Condroitim 4-sulfato (A), Condroitim 6-sulfato (B) e
Dermatam Sulfato (C).

As fracdes com presenca de condroitinases foram dialisadas contra tampao
Tris-acetato 0,05M, pH 8,0 a 4°C, por 12 horas, com duas trocas de tampéo, e
submetidas a dois métodos para caracterizacdo de atividade enzimética, como

descrito a seguir.



46

3.2.2.2.1 Método 1 - Determinacdo de Atividade Enzimatica por Absorcdo em
UV232nm

Misturas de incubacdo contendo 100 pg de substrato, 20 pL de enzima
(extrato bruto ou fragdes da HIC) e tampé&o Tris-acetato 0,05 M, pH 8,0, para volume
final de 1 mL, foram preparadas e transferidas para cubetas de quartzo. Para
ensaios com dermatam sulfato foram adicionados 100 pL de solucdo de acetato de
calcio 0,1 M. A variacdo da absorbancia a 232 nm foi monitorada em
espectrofotometro com camara de temperatura controlada (30°C) (modelo Evolution
160 UV-Vis, da Thermo Fisher Scientific), por 5 ou 10 minutos em intervalos de 3

segundos. A atividade foi expressa em unidades enzimaticas, a partir de calculos
com base no coeficiente de extingdo molar para dissacarideos insaturados (€23=

3.800 M cm™), sendo que uma unidade enzimatica é definida como a quantidade de

enzima necessaria para produzir 1 pmol de dissacarideo insaturado por minuto

3.2.2.2.2 Método 2 - FACE de Produtos de Degradacédo de Glicosaminoglicanos por

Condroitinases

Misturas de incubacdo contendo 100 pg de substrato e 2 mU de fracbes de
HIC em Phenyl Sepharose HP foram preparadas em volume final de 50 pyL. ApGs
diferentes tempos de incubacdo a temperatura ambiente, as enzimas foram
inativadas em banho fervente por 10 minutos. As amostras foram secas a vacuo e
derivatizadas com AMAC, como ja descrito.

Para andlise de enzimas contaminantes nas preparacdes de condroitinases,
20 nmol de dissacarideos insaturados de condroitim 4-sulfato (ADIOS, ADi4S ou
ADIi6S) foram incubados com 2 mU de fracdes de HIC em Phenyl Sepharose HP, na
presenca ou auséncia de fluoreto de sédio (10 mM) ou sacarolactona (1 mM e 10
mM). Apds 24 horas de incubagéo a 30°C, as enzimas foram inativadas em banho
fervente por 10 minutos, e as amostras foram secas a vacuo e derivatizadas com
AMAC.
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3.2.3 PREPARO DE DISSACARIDEOS E OLIGOSSACARIDEOS INSATURADOS
E CONDROITIM SULFATO

3.2.3.1 Preparo de dissacarideos e oligossacarideos insaturados por

Cromatografia Preparativa em Papel

Alternativamente, dissacarideos e oligossacarideos insaturados foram
preparados a partir de condroitim 4-sulfato de traqueia bovina (100 mg) incubado
com 100 mU de condroitinase AC em tampao Tris-acetato 0,05M, pH 8,0, a 30°C,
em volume final de 10mL. Apd6s 18 horas, a mistura de incubacéo foi fervida por 10
minutos e aplicada a 2 folhas de papel Whatman 3MM (cerca de 500 pg/cm). Apos
48 horas de cromatografia descendente em sistema solvente acido
isobutirico:NH,OH 1,25 M (5:3, v/v), cada cromatograma foi seco sob ventilacdo a
temperatura ambiente (sem aquecimento) e duas estreitas tiras laterais foram
cortadas e reveladas por reagente de prata em meio alcalino (TREVELYAN et al.,
1950). Usando essas tiras como guias, bem como a observag¢do do cromatograma
com luz UV distante, os produtos redutores e/ou insaturados foram localizados no
restante do cromatograma. As regides contendo esses produtos foram cortadas e,
apos lavagem do papel com acetona, os compostos foram eluidos com &gua
destilada, liofilizados e ressuspendidos em 1 mL de agua destilada. Estes produtos

submetidos a analises quimicas e enzimaticas.

3.2.3.2 Extragédo de Condroitim Sulfato de Tecidos Animais

Para a extracdo de condroitim sulfato de diferentes origens (traqueia bovina,
cartilagem de esterno de frango, cartilagem de arraia e nadadeira de lula), os tecidos
foram picotados em pequenos fragmentos de aproximadamente 2 mm e submetidos
a protedlise com papaina (1 mg/mL em tampao Fosfato-cisteina 0,05M, pH 6,5), na
proporcdo de 2 mL de solucdo da enzima para 100 mg de tecido. Apds incubacao
por 18-24 horas a 60°C, &cidos nucléicos e proteinas ainda presentes na solugéo
foram precipitados pela adicdo de acido tricloro acético (TCA 10%), em presenca de
NaCl 1 M. Apés 10 minutos em banho de gelo, o precipitado formado foi removido
por centrifugagdo (3.000 rpm, 15 minutos). Ao sobrenadante foram adicionados,

lentamente e sob agitacdo, 2,5 volumes de etanol para precipitagdo de
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glicosaminoglicanos. Apds 18 horas a - 20°C, o precipitado formado foi coletado por

centrifugacgéo (3.000 rpm, 20 minutos) e seco a vacuo.

3.2.4 ANALISE DE CONDROITIM SULFATO EM AMOSTRAS FARMACEUTICAS

3.2.4.1 Eletroforese

3.2.4.1.1 Eletroforese em Gel de Agarose em Tampéao PDA

Glicosaminoglicanos ou seus produtos de degradacdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 0,5% em tampao 1,3-diaminopropano-acetato 0,05
M, pH 9,0 (PDA), com espessura de 2 mm. A corrida eletroforética foi realizada em
uma camara refrigerada, submetida a uma diferenca de potencial de 100 V, por
aproximadamente 1 hora ou até migracdo apropriada. Apos a corrida, o gel foi
mergulhado em solugédo de brometo de cetiltrimetiiamonio (CETAVLON) 0,1% por
um periodo minimo de 2 horas para precipitacdo dos glicosaminoglicanos. O gel foi
seco sob corrente de ar quente e corado com azul de toluidina 0,1% em solucéo de
acido aceético 1%: etanol 50% por 20 minutos. O excesso de corante foi
posteriormente removido com solugéo de acido acético 1%: etanol 50%.

A aquisicao de imagens foi realizada por digitalizagdo em modo de cores RGB
a partir de impressora multifuncional (modelo HP C3180), e quantificacdo das
bandas por densitometria usando o programa TotalLab TL120 1D v2009 (Nonlinear

Dynamics Ltd.).

3.2.4.1.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Analise de peso molecular em amostras de condroitim sulfato foi realizada por
adaptacao do método de eletroforese em gel de poliacrilamida descrito por Hilborn e
Anastassiadis (1971) e modificado por Dietrich e Nader (1974).

Aliguotas (20 pg) foram ressuspendidas em 10 pL de tampao de amostra (Tris
40 mM, NaCl 20 mM, EDTA 2 mM, glicerol 40%, vermelho de cresol 0,05%) e
aplicadas em gel de poliacrilamida 7,5%, em tampéao Tris-HCI 20 mM. A eletroforese
foi realizada em tampéao de corrida contendo Tris 40 mM, NaCl 20 mM, EDTA 2 mM

(100 V), e apos 1 hora de corrida o gel foi removido das placas e corado com azul de
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toluidina 0,1% em &cido acético 1%, por 5 minutos. O excesso de corante foi
removido com solucdo de acido acético 1%, e o gel foi digitalizado e submetido a
analise densitométrica pelo programa TotalLab TL120 1D v2009 (Nonlinear

Dynamics Ltd.).

3.2.4.2 Imunoblotting para Queratam Sulfato

Aliquotas (5 ug) de amostras farmacéuticas de condroitim sulfato foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose em tampdo PDA, como descrito
anteriormente. ApOGs a eletroforese, o0s compostos foram transferidos, por
capilaridade, do gel de agarose para membranas de nitrocelulose previamente
lavadas com salina tamponada (PBS), por 2 horas. Ligacdo inespecifica foi
blogueada pela incubacdo das membranas com solu¢céo de caseina 5% em PBS por
2 horas a temperatura ambiente. Apos 3 lavagens com PBS (5 minutos cada), as
membranas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-queratam sulfato -
MST1 por 2 horas a temperatura ambiente. Novamente, as membranas foram
lavadas com PBS (3 vezes, 5 minutos) e incubadas com anticorpo secundario anti-
IgG conjugado com biotina, diluido 2:5.000 em PBS contendo 1% de albumina
bovina sérica (BSA), por 2 horas, na auséncia de luz. Apos 5 lavagens com PBS as
membranas foram incubadas com estreptavidina conjugada com peroxidase (diluida
1:5.000 em PBS/BSA 1%) por 2 horas, na auséncia de luz. Apds 5 lavagens com
PBS as membranas de nitrocelulose foram reveladas por incubacdo com
tetrametilbenzidina em solugcdo. Alternativamente, foi realizada revelacdo pelo
método de quimioluminescéncia utilizando SuperSignal West Pico chemiluminescent

substrate (PIERCE), como descrito pelo fabricante.

3.2.4.3 Titulacdo Fotométrica

Método de titulacdo fotométrica modificado para leituras em
espectrofotdmetro convencional (modelo SP 1105, Bel Photonics®) foi desenvolvido
para dosagem de condroitim sulfato. Volumes de 5 mL de solugfes teste 1 mg/mL (5
mg) foram transferidos para béquer contendo 25 mL de solugéo diluente (tampé&o
fosfato de potassio 0,1M, pH 7,0) em agitacdo constante. Aliquota de 2 mL foi

retirada para zerar o aparelho e imediatamente retornada para o béquer. A titulacao
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foi iniciada com adigcdo de solucdo titulante (brometo de cetiltrimetilamonio —
CETAVLON 0,1%). Ap6s 10 segundos de homogeneizagdo, 0 registro da
absorbancia (660 nm) foi realizado retirando-se 2 mL da solu¢cdo, que foram
imediatamente devolvidos ao béquer. A titulacdo prosseguiu com adicdo de mais
titulante até a percepcao do ponto final, que pode ser notado tanto visualmente pela
floculacdo do CS pelo titulante quanto pela elevagdo abrupta da absorbéancia
seguida de ligeira queda. O ponto de inflexdo foi calculado usando o programa
CurTiPot (versdo 3.5.4 para MS-Excel®).

3.2.4.4 Espectro de Absorg¢éo em Ultravioleta

Espectroscopia de varredura no ultravioleta (190-320 nm) foi realizada em
espectrofotometro Hitachi, Modelo U-2000 (Téquio, Japao), equipado com células
termoestatizadas, com solugdo 1mg/mL de cada material. O gréfico de Absorbéancia
(Abs) vs Comprimento de onda de cada amostra foi comparado com o padrdo de

referéncia.

3.2.4.5 Degradac¢fes Enziméticas

Degradacdes enzimaticas com condroitinase AC de Flavobacterium
heparinum foram realizadas como descrito anteriormente (CASSARO e DIETRICH,
1977; AGUIAR et al., 2003).

e Incubacédo 1: Aliquotas de cada amostra da matéria-prima (10 pL de solucéo 10
mg/mL) foram incubadas com 2 mU de condroitinase AC (10 pL) em tampao
etilenodiamino-acetato (EDA) 0,05 M, pH 8,0, a temperatura ambiente por 18
horas. Uma incubacdo controle com 10 pyL de cada amostra e 10 uL de agua
também foi realizada.

e Incubacdo 2: Aliquotas de cada amostra contendo 100 pg de CS (volumes
diversos de solugao 10 mg/mL) foram incubados com 10 pL de condroitinase AC.
Apbs 18 horas de incubacdo em temperatura ambiente, as amostras foram secas
por centrifugacdo a vacuo, e o precipitado foi ressuspendido em 20 uL de agua.
Incubacédo controle com os volumes especificos de cada amostra e 10 pyL de

agua também foi realizada.
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Aliquotas de 2 pL de todas as incubacgfes realizadas foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose como descrito acima. O restante do material foi

submetido a cromatografia em papel, como descrito a seguir.

3.2.4.6 Cromatografia em papel

Para verificar a estrutura dos dissacarideos das amostras de CS, produtos de
degradacédo obtidos por meio de ensaios enzimaticos como descrito acima foram
analisados por cromatografia em papel. Misturas de incubacdo das amostras de CS
com condroitinase AC foram aplicadas em papel Whatman n® 1 e submetidas a
cromatografia descendente em acido isobutirico: NH;OH 1,25 M (5:3 v/v). ApGs 18-
24 horas ou periodo suficiente para corrida do solvente por toda a extensdo do
papel, o cromatograma foi seco em estufa com aquecimento e circulagcéo de ar. Os

produtos redutores foram revelados com nitrato de prata em meio alcalino.

3.2.4.7 Andlises Quimicas

3.2.4.7.1 Determinacdo de Acucares Redutores

Para investigacdo do potencial redutor das amostras, foi utilizado o reagente
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Este composto, na presenca de acucares redutores,
€ reduzido a &cido 3-amino-5-nitrosalicilico, que absorve intensamente em 540 nm
(MILLER, 1959)

As aliquotas de 100 pL de uma solucdo 5 mg/mL de cada amostra de CS
foram adicionados 100 pL do reagente DNS. Ap6s 10 minutos em banho de 90°C, foi
adicionado 1 mL de 4gua destilada em cada tubo. Para leitura da intensidade da cor
formada em leitor de microplacas, 100 pL dessa solucédo foram transferidos para
cada poco. A absorbancia foi medida em 492 nm. Para a quantificacdo do poder
redutor foi preparada uma curva de calibracdo com glicose. Os resultados foram

expressos em pg de acucar redutor/mg de amostra
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3.2.4.7.2 Quantificacdo de Proteinas

A determinacéo de proteinas foi realizada pelo método de Lowry (1951). A um
tubo de ensaio contendo 400 pug da matéria-prima a ser analisada (volume final de
400 pL), foram adicionados 2 mL de uma mistura reativa preparada no momento do
teste, contendo hidroxido de sodio 0,4%, carbonato de sodio 2%, tartarato de sodio e
potassio 0,02% e sulfato de cobre 0,01%. Apds 10 minutos, 200 pL de solucéo de
Folin-Ciocalteu diluida 1:3 foram adicionados no tubo. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotbmetro apdés 30 minutos em comprimento de onda de 660
nm. Para quantificacdo de proteinas foi utilizada uma curva de calibracdo de
albumina bovina. Os resultados foram expressos em porcentagem de proteina por

peso da amostra.

3.2.4.7.3 Dosagem de Acido Urdnico

A dosagem de acido urbnico nas amostras foi realizada pelo método de Di
Ferrante (1971), de acordo com Sajdera. Em um tubo contendo 100 pg de matéria-
prima (volume final de 250 pL) foram adicionados 100 pL de solugéo de carbazol
0,1% em etanol, seguido de 2,5 mL do reagente borato (tetraborato de sodio 0,4%
em acido sulfurico). Os tubos foram entédo agitados em vortex e aquecidos em banho
fervente por 15 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada em 525 nm e os
valores de acido urbnico foram calculados por meio de curva de calibragcdo com

acido D-glucurénico.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DE AMOSTRAS FARMACEUTICAS DE CONDROITIM SULFATO

Resultados encontram-se em Apéndice A — Resultados Preliminares.

4.2 FACE (FLUOROPHORE ASSISTED CARBOHYDRATE
ELECTROPHORESIS)

FACE (Fluorophore Assisted Carbohydrate Electrophoresis) é um método de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) aplicado a separacdo e visualizacao
de acucares derivatizados com fluoréforo em seu grupamento aldeido redutor livre.
A marcacdo dos sacarideos confere alta sensibilidade para sua deteccdo e
quantificacdo nos géis (eletrofluorogramas), quando iluminados por luz UV e
digitalizados por sistema de aquisicdo de imagens.

A aplicacdo da FACE na analise estrutural de condroitim sulfato envolve
inicialmente a digestdo desse polissacarideo por condroitinases especificas, que
liberam as diferentes unidades dissacaridicas que comp&em sua estrutura basica.
Em seguida os produtos de digestdo com grupos redutores livres sdo derivatizados
com 2-aminoacridona (AMAC), um fluoréforo que néo possui carga em pH neutro e
alcalino, e os derivados sacarideo-AMAC sdo submetidos a separacdo por PAGE.
Neste trabalho, as eletroforeses foram realizadas em sistemas tampao sem borato

(Tris-glicina) e com borato (Tris-borato).

421 ANALISE DE MIGRACAO DE DISSACARIDEOS INSATURADOS DE
CONDROITIM SULFATO/DERMATAM SULFATO

Para estabelecer a migracdo dos dissacarideos insaturados de condroitim
sulfato/dermatam sulfato em FACE, foram utilizados os seguintes dissacarideos
obtidos comercialmente: dissacarideo insaturado nado sulfatado (ADIOS),
dissacarideo insaturado 2-sulfatado (ADi2S), dissacarideo insaturado 4-sulfatado

(ADi4S), dissacarideo insaturado 6-sulfatado (ADi6S), dissacarideo insaturado 2,6-
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dissulfatado (ADi2,6S), dissacarideo insaturado 4,6-dissulfatado (ADi4,6S) e
dissacarideo insaturado 2,4,6-trissulfatado (ADi2,4,6S)

Aliquotas desses dissacarideos (cerca de 20 nmol para o ndo sulfatado e
monossulfatados, e 5 nmol para os di- e trissulfatado) foram secas a vacuo e
ressuspendidas com 5 pL de solucdo 50 mM de AMAC (250 nmol), preparada em
DMSO:é&cido acético (85:15). Apds 15 minutos em temperatura ambiente, 5 pL de
solucéo de cianoborohidreto de sédio 1M foram adicionados a cada tubo. A reacdo
de derivatizacdo dos dissacarideos com o fluoréforo ocorreu durante 16 horas, a
37°C. Apos esse tempo foram adicionados 30 pL de solugéo de glicerol 30% a cada
tubo, e 2 uL de cada amostra derivatizada foram submetidos & FACE nos sistemas
Tris-glicina e Tris-borato, conforme descrito em Métodos. A Figura 7 mostra a

migracdo dos dissacarideos em ambos os sistemas tampéao.
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Figura 7 — Eletrofluorogramas em Sistema Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de Dissacarideos
Insaturados de CS/DS Derivatizados com AMAC. Aliquotas (entre 5 e 20 nmol) de cada
dissacarideo foram derivatizadas com 250 nmol de AMAC na presencga de cianoborohidreto de sédio
e diluidas com glicerol para volume final de 40 pL. Foram aplicados 2 uL de solu¢do em cada poc¢o
(0,25 nmol — 1 nmol).

Tanto em sistema Tris-glicina quanto em Tris-borato, podemos observar que o
dissacarideo trissulfatado (ADi2,4,6S) € o que apresenta a maior mobilidade

eletroforética, migrando proximo a frente de corrida. Entre os dissacarideos

dissulfatados, o ADi2,6S migra mais que o ADi4,6S. Ja em relagdo aos
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dissacarideos monossulfatados had uma diferenca de resolugdo entre os dois
sistemas tampao. Em Tris-glicina, o ADi4S pode ser separado do ADI6S, que
apresenta menor migracdo. Entretanto, neste tampdo o ADi2S migra proximo ao
ADi4S. Ja no sistema Tris-borato, o ADi2S pode ser separado do ADi4S, que,
entretanto, possui a mesma migracdo do ADIi6S. Por fim, o dissacarideo nao
sulfatado (ADIOS) é o que apresenta a menor migracdo, nos dois sistemas tampao.

4.2.2 ANALISE DE MIGRACAO DE DIFERENTES TIPOS DE N-ACETIL-
GALACTOSAMINA E DISSACARIDEO INSATURADO DE ACIDO
HIALURONICO

Para investigar a migracéo de diferentes residuos de N-acetil-galactosamina
em FACE, os dissacarideos insaturados ADIOS, ADi4S e ADIi6S (cerca de 20 nmol)
foram submetidos a tratamento com sal de mercurio®, como descrito em Métodos, e
derivatizados com 250 nmol de AMAC.

Para analise da migracdo do dissacarideo insaturado de acido hialurénico
(ADIHA), 100 pg de é&cido hialurdénico de corddo umbilical foram incubados com
condroitinase AC por 6 horas, a temperatura ambiente, e os produtos de digestéao
derivatizados com AMAC (250 nmol).

A Figura 8 apresenta os eletrofluorogramas em Tris-glicina e Tris-borato dos
dissacarideos ADIOS, ADi4S e ADI6S e seus respectivos produtos de degradacao
com mercurio, bem como os produtos de digestdo de &cido hialurbnico por
condroitinase AC. Os monossacarideos GalNAc e GIcNAc obtidos comercialmente
também foram analisados.

O eletrofluorograma em Tris-glicina mostra que os dissacarideos foram
completamente degradados pelo tratamento com mercurio. Os monossacarideos
GalNAc-4S e GalNAc-6S formados a partir de ADi4S e ADI6S, respectivamente,
apresentam migracdo nesse sistema, sendo que GalNAc-6S migra na mesma
posicdo que ADIOS, e o isbmero 4-sulfatado apresenta mobilidade ligeiramente
maior. Entretanto, nenhuma banda foi visualizada apds o tratamento de ADIOS com

mercurio (GalNAc), assim como para GalNAc e GIcNAc obtidos comercialmente.

® O tratamento de dissacarideos insaturados com sal de merctrio remove o &cido urénico
insaturado, liberando o residuo de GalNAc correspondente ao dissacarideo tratado, de acordo com a
presenca de sulfatacao.
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Esses monossacarideos ndo sdo carregados, e dessa forma ndo sdo capazes de
migrar nesse sistema.
Ainda no sistema Tris-glicina, a digestdo de acido hialurénico por

condroitinase AC mostra uma banda comigrando com ADIOS e GalNAc-6S, que

corresponde a ADIHA.

Hg - + - + - + S
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Figura 8 — Eletrofluorogramas em Sistema Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de Diferentes
Residuos de GalNAc e ADIHA. Cerca de 20 nmol de ADIOS, ADi4S e ADi6S foram derivatizados
diretamente (Hg —) com AMAC (250 nmol) ou apés tratamento com mercurio (Hg +). Produtos de
digestdo de acido hialurénico por condroitinase AC foram derivatizados com 250 nmol de AMAC. As
setas apresentadas partem da posi¢cdo de migracao do dissacarideo ndo tratado e apontam para o
produto liberado apds tratamento com mercurio. Hg: mercurio; HA: acido hialurdnico; Chase AC:
condroitinase AC.

7

Padrdo de migracdo diferente é obtido no sistema tampao Tris-borato. Os
monossacarideos neutros (GalNAc e GIcNAc) apresentam migracdo, devido a
complexacdo de ions borato com os derivados sacarideo-AMAC neutros, que
passam a apresentar carga negativa. A interacdo com ions borato ainda proporciona
a separacdo de ADIHA, ADIOS e GalNAc-6S, sendo que estes apresentam
mobilidade crescente nessa ordem. Porém, na presenca de borato, GalNAc-4S
apresenta migracdo muito proxima aos dissacarideos monossulfatados (ADi4S e
ADI6S).

A digestao de acido hialurdnico por condroitinase AC produz, além do ADIHA,
outros produtos que também sao visualizados nos dois eletrofluorogramas da Figura
8. As duas bandas principais migram entre ADIOS e ADI6S nos dois sistemas, e

correspondem a oligossacarideos com diferentes graus de polimerizacdo. Outra
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banda menos intensa com migracao de ADi6S ainda é vista em ambos os géis, além
de uma quinta banda mais fraca observada apenas no sistema contendo borato
(marcada por uma seta horizontal), que comigra com ADIOS. A observacdo dessas
bandas sugere uma pequena contaminacdo da preparacdo de acido hialurénico
utilizada neste teste por condroitim sulfato.

A Figura 9-A apresenta sequéncia de migracdo de sacarideos derivatizados
na presenca de ions borato. Representacdes esquematicas da migracao de todos os
acucares analisados em sistema tampao Tris-glicina e Tris-borato também estéo

apresentadas (Figura 9-B e C, respectivamente).
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Figura 9 - (A) Eletrofluorograma em Sistema Tris-borato de Diferentes Sacarideos

Derivatizados com AMAC. (B e C) Esquema Representativo da Migracdo de Diversos
Sacarideos em Sistema Tris-glicina e Tris-borato.

Observamos nos esquemas apresentados na Figura 9, que os 12 diferentes
sacarideos analisados podem ser separados por FACE usando os sistemas tampao

Tris-glicina e Tris-borato.

4.2.3 ANALISE DA DERIVATIZACAO DE SACARIDEOS COM AMAC

A concentracdo de AMAC necesséaria para a derivatizacdo de amostras

contendo glicose ou produtos de digestado de condroitim sulfato foi investigada.

4.2.3.1 Derivatizacao de Glicose
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Aliquotas contendo 50 nmol de glicose foram secas a vacuo e derivatizadas
com diferentes quantidades de AMAC (5 a 150 nmol), como descrito em Métodos.
Apoés 16 horas foram adicionados 30 pL de solucéo de glicerol 30% e 2 uL de cada
solucédo foram submetidos a analise por FACE em sistema Tris-borato. As bandas

detectadas foram quantificadas por densitometria (Figura 10).
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Figura 10 — (A) Eletrofluorograma em Sistema Tris-borato de Glicose Derivatizada com
Diferentes Quantidades de AMAC. (B) Anélise Densitométrica de Bandas Detectadas em
Relacdo a Concentracdo de AMAC usada na derivatizacdo. Aliquotas de 50 nmol de glicose foram
derivatizadas com quantidades de AMAC entre 5 e 150 nmol. UAD: Unidades Arbitrarias de
Densitometria.

Percebemos na Figura 10 que a intensidade das bandas de glicose aumenta
de forma linear com o aumento da quantidade de AMAC até 80 nmol, e a partir
dessa concentracdo permanece constante. A AMAC livre ndo migra por nao
apresentar carga, e pode ser observada na origem do gel de entrada a partir de 80
nmol, indicando saturacdo. Esses dados nos permitem afirmar que a derivatizacao

completa de 50 nmol de glicose requer um minimo de 80 nmol de AMAC.

4.2.3.2 Derivatizagdo de Produtos de Digestdo de Condroitim Sulfato

Para investigar a concentragcdo de AMAC necessaria para a derivatizacao de
produtos de digestdo enzimatica de condroitim sulfato, aliquotas contendo 100 ug de
condroitim 4-sulfato de traqueia bovina foram incubadas com 2 mU de condroitinase
AC na presenca de fluoreto de sodio 10 mM, por 18 horas a temperatura ambiente.

As misturas obtidas apés a digestdo (maximo de 200 nmol de dissacarideos
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insaturados) foram derivatizados com diferentes quantidades de AMAC (20 a 400
nmol). Apés a derivatizacdo as amostras foram submetidas a analise por FACE em
sistema Tris-glicina. Os produtos de digestdo detectados foram quantificados por

densitometria (Figura 11).

Quantidade de AMAC usada na derivatizacao
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Figura 11 - (A) Eletrofluorograma em Sistema Tris-glicina de Produtos de Digestdo de
Condroitim 4-Sulfato por Condroitinase AC Derivatizados com Diferentes Quantidades de
AMAC. (B) Analise Densitométrica do Total de Produtos Formados. Aliquotas contendo 100 pg
de C4S de traqueia bovina foram submetidas a digestdo por condroitinase AC, e os produtos foram
derivatizados com diferentes quantidades de AMAC (entre 20 e 400 nmol). UAD: Unidades Arbitrarias
de Densitometria.

Na Figura 11, os produtos detectados ganham intensidade de forma linear
com o aumento da concentracdo de AMAC até 160 nmol, e a partir desse ponto néo
ha grande variacdo na quantidade total de dissacarideos detectados. A difusdo de
AMAC livre no gel de entrada € observada a partir de 160 nmol, e ganha intensidade
com o aumento da concentracdo de AMAC aplicada.

A andlise individual de cada dissacarideo mostra preferéncia para a
derivatizacdo do ADIi6S, em relacdo ao ADi4S, em quantidade de AMAC inferior a
160 nmol (Figura 12). A porcentagem relativa entre ADi4S e ADI6S € invertida a
partir de 160 nmol de AMAC (Figura 12-B).

Esses resultados nos permitiram estabelecer que para a derivatizagao total
dos produtos de digestdo de 100 pg de condroitim 4-sulfato sdo necessarios, no
minimo, 300 nmol de AMAC.
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Figura 12 — (A) Analise Densitométrica de Dissacarideos Insaturados Formados por Digestédo
de Condroitim 4-Sulfato por Condroitinase AC e Derivatizados com Diferentes Quantidades de
AMAC. (B) Porcentagem Relativa de Dissacarideos Insaturados Detectados. Aliquotas contendo
100 pg de C4S de traqueia bovina foram submetidas a digestao por condroitinase AC, e os produtos
derivatizados com diferentes quantidades de AMAC (entre 20 e 400 nmol). UAD: Unidades Arbitrarias
de Densitometria.

43 PREPARO E CARACTERIZACAO DE PRODUTOS DE DIGESTAO
ENZIMATICA DE CONDROITIM SULFATO

Para a obtencao de dissacarideos e oligossacarideos insaturados, 100 mg de
condroitim 4-sulfato de traqueia bovina foram incubados com 100 mU de
condroitinase AC por 18 horas em tampédo Tris-acetato 0,05M, pH 8,0, a 30°C, em
volume final de 10mL. Os produtos formados foram aplicados a 2 folhas de papel
Whatman 3MM e submetidos a cromatografia descendente usando sistema solvente
acido isobutirico:NH,OH 1,25 M (5:3, v/v) .

ApoOs a corrida, cada cromatograma foi seco sob ventilacdo a temperatura
ambiente (sem aguecimento) e duas estreitas tiras laterais foram cortadas e

reveladas por reagente de prata em meio alcalino (Figura 13)*.

* A mistura de digestdo de C4S foi aplicada a duas folhas de papel, que foram submetidas
aos mesmos processos para purificacdo dos dissacarideos e oligossacarideos. Resultados
semelhantes entre os dois cromatogramas foram obtidos, e serdo apresentados os resultados de
apenas uma folha.
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Regido Redutora 5 1 — ADi0S/GalNAc-6S
Regido Redutora 4 1 — ADi4S
Regiao Redutora 3 1 — ADi6S

Regiao Intermediaria

Regiao Redutora 2 1 — Tetrassacarideos

Regido Redutora 1 — Oligossacarideos
— Origem

Figura 13 — Lateral Direita de Cromatograma Preparativo Revelado com Reagente de Prata
Alcalino. Produtos de digestdo de C4S por condroitinase AC foram submetidos a cromatografia
descendente em papel, e duas tiras laterais foram cortadas e reveladas.

Na Figura 13, cinco regifes contendo produtos redutores foram observadas. A
Regido Redutora (RR) 1, com menor migragdo, corresponde a oligossacarideos de
diferentes graus de polimerizacdo. A RR 2 possui principalmente tetrassacarideos
insaturados de condroitim sulfato. As RR 3, 4 e 5 correspondem a migracdo de
ADi6S, ADi4S e ADiIOS/GalNAc-6S, respectivamente (MICHELACCI, HORTON,
POBLACION, 1987). Além disso, uma Regido Intermediaria (RI) entre
tetrassacarideos e ADI6S, contendo baixa quantidade de acuUcares redutores,
também foi identificada. As regifes contendo esses produtos foram cortadas e, apos
lavagem do papel com acetona, os compostos foram eluidos com agua destilada,
liofilizados e ressuspendidos em 1 mL de agua destilada.

As solugbes contendo produtos de digestdo de condroitim 4-sulfato obtidas
apos esse processo de separacao foram submetidas a dosagem de acido urdénico

(Figura 14) e analisadas por FACE em sistema Tris-glicina (Figura 15).
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Dosagem de Acido Urénico

acldo urénico (mg/mL)

Regido do Cromatograma

Figura 14 — Dosagem de Acido Urdnico por Método de Carbazol em Solugces Obtidas por
Cromatografia Preparativa em Papel. Aliquotas de 5 pL de cada solugcdo foram analisadas em
duplicata, conforme descrito em Métodos.
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Figura 15 — (A) Eletrofluorograma em Sistema Tris-glicina de Produtos de Digestdo Enzimatica
de Condroitim 4-Sulfato Separados por Cromatografia Preparativa em Papel. (B) Andlise
Densitométrica do Total de Fluorescéncia das Bandas de Cada Regido. Aliquotas de 10 pL de
cada solucéo obtida apés a cromatografia foram derivatizadas com 250 nmol de AMAC. P1: mistura
padrao contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; UAD: Unidades Arbitrarias de Densitometria.

A Figura 16 apresenta a porcentagem dos produtos obtidos por cromatografia

preparativa, calculada pela razéao entre fluorescéncia total das bandas detectadas no

eletroferograma e dosagem de &cido urénico. Os principais produtos formados foram
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ADI4S (27,1%), ADi6S (20,3%) e tetrassacarideos (17,0%). A formacdo dos demais

produtos foi inferior a 15%.

Produtos Obtidos por Cromatografia Preparativa (%)
304

N
2

UAD/4cldo urénico (%)
S

Regiao do Cromatograma

Figura 16 — Razado Entre Fluorescéncia das Bandas Detectadas no Eletroferograma (UAD) e
Dosagem de Acido Ur6nico por Método de Carbazol em Solu¢gdes Obtidas por Cromatografia
Preparativa em Papel. UAD: Unidades Arbitrarias de Densitometria.

Para caracterizacdo dos acucares eluidos da cromatografia em papel,
aliquotas de aproximadamente 20 nmol foram submetidas a tratamento com sal de
mercurio e derivatizadas com 250 nmol AMAC. Essas amostras foram analisadas
por FACE em sistema tampé&o Tris-glicina e Tris-borato (Figuras 17 e 18).

Na regido contendo oligossacarideos insaturados, observamos dois produtos
principais com elevada mobilidade eletroforética. Apesar do maior peso molecular,
esses produtos apresentam maior migracdo devido a grande densidade de cargas
negativas na molécula.

Para os tetrassacarideos percebemos uma banda com migracdo semelhante
a de oligossacarideos, devido a menor resisténcia pelo tamanho, apesar de
apresentar menor densidade de cargas negativas.

Apo6s remocgéo do residuo de acido urdnico insaturado por tratamento com
mercurio, uma pequena redug¢do na mobilidade eletroforética desses compostos foi

observada.
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Figura 17 — Eletrofluorogramas em Sistema Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de Produtos
Presentes em Regides Redutoras 1, 2 e Regido Intermediaria, Submetidos a Tratamento com
Mercurio. Aliquotas foram derivatizadas diretamente ou tratadas com sal de mercurio e derivatizadas
com 250 nmol de AMAC. As setas apresentadas partem da posi¢do de migracdo dos produtos néo
tratados e apontam para os produtos liberados apés tratamento com mercirio. P1: mistura padrao
contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; RR: Regido Redutora; RI: Regido Intermediaria;

Na Regido Intermediaria (RIl), duas bandas principais se destacam, com
migracao ligeiramente superior a ADi4S. Essas duas bandas provavelmente
correspondem a tetrassacarideos monossulfatados na posicao 4 (AglcA-B1,3-galNAc
- AglcA-B1,3-galNAc-4S — maior migracdo) ou 6 (glcA-p1,3-galNAc - AglcA-B1,3-
galNAc-6S — menor migracdo) de um residuo de N-acetil-galactosamina. Estes
compostos apresentam trés cargas negativas, sendo duas referentes ao grupo
carboxila do &cido urbnico e a outra ao grupo sulfato. Ap6s a remocao do &cido
urénico insaturado do terminal ndo redutor, essas duas bandas (trissacarideos com
duas cargas) apresentam migracdo menor que dissacarideos monossulfatados
(duas cargas negativas). Apesar de apresentarem 0 mesmo numero de cargas, 0
trissacarideo resultante apresenta menor migracdo devido ao maior tamanho.

A partir dessas proposi¢cdes, conjecturamos que o0s tetrassacarideos

visualizados na Regido Redutora 2 séo dissulfatados.
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Figura 18 — Eletrofluorogramas em Sistema Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de Produtos
Presentes em Regifes Redutoras 3, 4 e 5 Submetidos a Tratamento com Mercurio. Aliquotas
foram derivatizadas diretamente ou tratadas com sal de mercurio (Hg) e derivatizadas com 250 nmol
de AMAC. As setas apresentadas partem da posicdo de migracdo dos produtos nédo tratados e
apontam para os produtos liberados apés tratamento com mercirio. P1: mistura padrdo contendo
ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; RR: Regido Redutora; RI: Regido Intermediaria;

Como ja descrito anteriormente, os dissacarideos ADIOS, ADi4S e ADI6S,
ap6s tratamento com sal de mercurio, liberam suas N-acetil-galactosaminas
correspondentes (Figura 8). Resultados semelhantes foram observados na Figura
18, o que confirma a presenca de ADIi6S, ADi4S e ADIOS nas RR 3, RR 4 e RR 5,
respectivamente. Esses dissacarideos produzidos apresentam uma pequena
contaminagdo por suas respectivas GalNAc, como observado nas amostras nao
tratadas. Além disso, ADIOS possui ainda pequena contaminagao por GalNAc-6S,
sendo que estes apresentam a mesma mobilidade na cromatografia em papel.

Em sistema Tris-borato, uma banda com migracdo caracteristica de agucares
neutros (glicose) é observada em todos os produtos obtidos por cromatografia, e

pode ser explicada por contaminacao proveniente da celulose do papel.
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4.4 PRODUCAO E CARACTERIZACAO ENZIMATICA DE CONDROITINASES

DE Flavobacterium heparinum

As condroitinases sao endoglicosidases da classe das liases que quebram
ligacBes glicosidicas via mecanismo de eliminacdo, gerando insaturacdo entre os
carbonos 4 e 5 do residuo de acido urdnico adjacente ao local da clivagem. Essa
insaturacao absorve luz na regido do UVa,3; nm, Sendo possivel monitorar atividade
enzimatica com base no surgimento dessas insaturacoes.

Quatro condroitinases de Flavobacterium heparinum foram descritas com
base em sua especificidade: condroitinase AC, quebra ligacdes B-glicosidicas entre
N-acetilgalactosamina ou N-acetilglucosamina e acido glucurénico; condroitinase B
atua quebrando as ligacbes B,1-4 entre os residuos de N-acetilgalactosamina e
acido L-idurdnico; condroitinase C, quebra ligacbes f,1-4 entre residuos de N-
acetilgalactosamina ou N-acetilglucosamina e acido glucurénico apenas quando a
hexosamina ndo esti sulfatada na posicdo 4 e condroitinase ABC, com amplo
espectro de acdo, quebra ligacdes B-glicosidicas tanto de condroitim sulfato,
dermatam sulfato quanro acido hialurdénico. Diferentemente das outras
condroitinases, a condroitinase ABC cliva ligacdes a partir do terminal ndo-redutor.

Devido a sua especificidade, as condroitinases sdo importantes ferramentas
para andlise estrutural de glicosaminoglicanos. Para andlise de amostras de
condroitim sulfato de diferentes origens, essas enzimas foram fracionadas a partir de
extrato bruto induzido de F. heparinum e caracterizadas por dois diferentes métodos:
Método 1 - Determinacdo de atividade enzimética por absorcdo em UVaz nm €
Método 2 - Andlise por FACE de produtos de degradacdo de glicosaminoglicanos

por condroitinases.

4.4.1 PREPARO E ANALISE DE EXTRATO BRUTO DE Flavobacterium

heparinum.

O preparo de extrato de F. heparinum foi realizado a partir de cultivo do
microrganismo em caldo triptona de soja sem dextrose (2,7%), utilizando condroitim
4-sulfato como indutor para expressdo de condroitinases. Apés dois dias de

crescimento, o pellet bacteriano foi obtido apds centrifugacdo do meio de cultura e



67

ressuspendido em tampao Tris-acetato 0,05M, pH 8,0, e as células presentes na
suspensao foram rompidas por ultrassom. O sobrenadante deste material,
denominado “extrato bruto”, foi coletado por centrifugacdo e congelado a -80°C.
Aliquotas (20 pL) do extrato bruto obtido foram incubadas com 100 pg de
substrato (condroitim 4-sulfato, condroitim 6-sulfato ou dermatam sulfato), em
tampao Tris-acetato 0,05M, pH 8,0, em volume final de 1mL. A variacdo da
absorbancia a 232 nm foi monitorada em funcéo do tempo em célula de temperatura
controlada (30°C). A Figura 19 apresenta as curvas de velocidade, em abs/min, da

degradacéo de cada substrato pelas condroitinases presentes no extrato bruto.

Atividade Extrato Bruto

0.20-+
_ 0.15- a = 0,0304
E
N 0 —— C4S
T —— C6S
5 «=0013 o

0.054

a=0,0111

0.00

T T
0 1 2 3 4 5

Tempo (min)

Figura 19 — Curva de Velocidade das Condroitinases Presentes em Extrato Bruto de F.
heparinum. Determinacdo pelo Método 1. Os valores de velocidade (a = abs/min) sobre cada
substrato sédo apresentados.

Na Figura 19 pode-se observar que a velocidade de degradacdo sobre
condroitim 6-sulfato (0,0304 abs/min) € maior que a sobre condroitim 4-sulfato
(0,0111 abs/min) e dermatam sulfato (0,0139 abs/min). A atividade do extrato bruto,
expressa em unidades enzimaticas, foi calculada com base no coeficiente de
extingdo molar para dissacarideos insaturados (£.3= 3.800 M™* cm™), sendo que
uma unidade enzimatica é definida como a quantidade de enzima necessaria para
produzir 1 pmol de dissacarideo insaturado por minuto. A Tabela 3 resume o0s
valores de velocidade de formacéo de produtos insaturados para os trés substratos,

em abs/min e Unidades/mL de extrato bruto.
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Tabela 3 — Atividade de Condroitinases Presentes em Extrato Bruto de F. heparinum.

Atividade
Abs/min U/mL
C4Ss 0,0111 0,146
C6S 0,0304 0,400
DS 0,0139 0,183

4.4.2 FRACIONAMENTO DE CONDROITINASES PRESENTES NO EXTRATO
BRUTO

As condroitinases presentes no extrato bruto foram fracionadas por
cromatografia de interacdo hidrofébica (Hydrophobic Interaction Chromatography -
HIC) em resina Phenyl Sepharose High Performance (HP). Aliquota de extrato bruto
contendo 10 mg de proteina (3-4 mL) foi diluida em tampao Tris-acetato 0,05 M, pH
8,0 contendo sulfato de aménio para concentracdo final de 1 M. Essa solucao foi
submetida a HIC em coluna contendo 5 mL de resina previamente equilibrada no
mesmo tampdo. A eluicdo foi realizada em step wise com concentracfes
decrescentes de sulfato de aménio (1 a 0 M) nho mesmo tamp&o, com variacdo de
0,05 M, em um total de 21 fracbes de 5 mL. Essas fracbes foram submetidas a
diferentes métodos para caracterizacao da atividade enzimatica.

Aliquotas de 20 pL de cada fragcdo foram incubadas com 3 ug de condroitim 4-
sulfato, condroitim 6-sulfato ou dermatam sulfato, por 6 horas a temperatura
ambiente. ApGs adicdo de 200 pL de reagente de azul de 1,9-dimetilmetileno (DMB),
a absorbancia foi medida a 630 nm (Figura 20).

Na presenca de glicosaminoglicanos sulfatados, o corante DMB apresenta
metacromasia com pico de absor¢cdo em 525 nm. A despolimerizacdo dos GAGs
pela acdo das condroitinases diminui a metacromasia do corante, que retorna a sua

cor original, absorvendo intensamente a 630 nm (Figura 6).
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Fracionamento de Condroitinases de F. heparinum
Triagem de Atividade por Reagdo com DMB
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Figura 20 — Fracionamento de Condroitinases de Flavobacterium heparinum por Cromatografia
de Interacdo Hidrofébica em Phenyl Sepharose HP. Triagem de atividade enzimatica pela reacéo
com azul de dimetiimetileno (DMB). As regides com atividade enzimatica estdo marcadas por
nameros.

Na Figura 20 observamos trés regides com maior absorcdo a 630 nm,
indicativas da acdo de condroitinases. A Regido 1, correspondente as fracdes 5, 6 e
7, possui atividade somente sobre condroitins 4- e 6-sulfato. Estes substratos
também foram degradados pela fracdo 12 (Regido 2), porém com menor atividade.
Ja as fracbes 17 e 18 (Regido 3) apresentaram atividade apenas sobre dermatam
sulfato. As fracdes presentes nas trés regides foram submetidas a determinacdo da

atividade enzimética pelo Método 1 (UV232nm).

4.4.3 CARACTERIZAGCAO ENZIMATICA DAS FRACOES ELUIDAS POR HIC EM
PHENYL SEPHAROSE HP

4.4.3.1 Determinacdo de Atividade Enzimatica por Absor¢cdo em UVz3; nm
(Método 1).

Aliquotas (20 pL) de cada fracdo foram incubadas com 100 pg de substrato,
em tampao Tris-acetato 0,05M, pH 8,0, em volume final de 1mL, a 30°C. As fracbes
4, 5, 6, 7 (Regido 1), 11, 12 e 13 (Regido 2) tiveram sua atividade testada com

condroitim 6-sulfato, enquanto dermatam sulfato foi usado para ensaio das fragbes
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16, 17, 18 e 19 (Regiao 3). As atividades dessas fracdes sobre os substratos

utilizados estéo apresentadas na Figura 21

Atividade Fracdes nao Dializadas
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Figura 21 - Atividade (U/mL) de Fracbes Eluidas por HIC em Phenyl Sepharose HP.
Determinacdo pelo Método 1 — absor¢cdo em UV (232 nm). Os substratos utilizados para a
determinacéo de atividade das fracbes de cada regido séo apresentados

Dentre as fracdes contidas nas Regibes 1, 2 e 3 da Figura 20, as fracdes 6,
12 e 17 apresentaram as maiores atividades, respectivamente. Essas fragbes foram
entdo dialisadas contra tamp&o Tris-acetato 0,05M, pH 8,0 a 4°C, e sua atividade foi
analisada novamente pelo Método 1, usando condroitim 4-sulfato, condroitim 6-
sulfato ou dermatam sulfato como substratos (Figura 22). A atividade (U/mL) de cada
fracdo sobre os substratos esta apresentada na Tabela 4.

A fragdo 6 apresenta atividade significante sobre condroitim 4-sulfato e
condroitim 6-sulfato e baixa atividade sobre dermatam sulfato. Ja a fracdo 12 possui
atividade sobre ambos os condroitins, mas nao sobre dermatam sulfato, que é
degradado pela fracdo 17. Esta, por sua vez, ndo apresenta atividade sobre os
condroitins sulfato. Esses achados corroboram os resultados apresentados no teste
de diminuicdo de metacromasia por reacdo com DMB (Figura 20).

As fracOes 5 e 18 também apresentaram atividade significativa (igual ou
superior a 0,05 U/mL) e foram submetidas a dialise e analisadas pelo Método 1. A
atividade (U/mL) dessas fracdes sobre os substratos testados encontra-se na Tabela
4.
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Figura 22 — Atividade de Condroitinases Presentes em Fra¢des Eluidas por HIC em Phenyl
Sepharose HP. Determinacédo da atividade pelo Método 1. Os valores de velocidade (a = abs/min)

sobre cada substrato séo apresentados.

Tabela 4 — Atividade de Frac@es Dialisadas Eluidas por HIC em Phenyl Sepharose HP.

Atividade (U/mL)

Fracao (20 pL) C4s C6S DS C6S/C4S
. 0,055 0,091 - 1,64
Condroitinase AC
0,113 0,228 0,004 2,01
Condroitinase C 12 0,017 0,071 — 4,15
. 17 - - 0,116 -
Condroitinase B
18 - - 0,050 -

*Os espacos preenchidos com — apresentam valores néo significativos de atividade
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As fragbes 5 e 6 apresentam maior velocidade de digestdo sobre condroitim
6-sulfato, sendo que a razdo da atividade de condroitim 6-sulfato/condroitim 4-sulfato
é de 1,64 e 2,01, respectivamente. Ja para a fracdo 12 essa razao € cerca de duas
vezes maior (4,15). Estes resultados sdo consistentes com as atividades de
condroitinase AC para as fragdes 5 e 6 e condroitinase C para a fragéo 12.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 22-C e Tabela 4, fica
evidente que as fracbes 17 e 18 apresentam condroitinase B, que quebra regibes

idurdnicas do dermatam sulfato.

4.4.3.2 FACE de Produtos de Degradacdao de Glicosaminoglicanos por

Condroitinases (Método 2).

Os produtos formados pela acado das condroitinases fracionadas por HIC em

Phenyl Sepharose HP sobre diferentes substratos foram analisados por FACE.

4.4.3.2.1 Condroitinase AC (Fracdes 5 e 6)

Inicialmente, misturas de incubacgéo contendo 100 pg de condroitim 4-sulfato
de traquéia bovina e 2 mU de condroitinase AC foram preparadas e mantidas a
temperatura ambiente. Apos diferentes tempos de incubacéo (0, 1, 2, 4, 6, 12, 18 e
24 horas), as enzimas foram inativadas em banho fervente por 10 minutos. Para o
tempo 0, a mistura foi fervida imediatamente apo6s a adicdo da enzima ao substrato.
As misturas foram secas a vacuo e submetidas a derivatizacdo com 400 nmol de
AMAC, na presenca de cianoborohidreto de sodio 0,5 M, a 37°C por 16 horas. Apos
esse tempo, 30 pL de glicerol 30% foram adicionados a cada mistura. Aliquotas (2
UL, 5% do total derivatizado) foram submetidos a andlise por FACE nos sistemas
Tris-glicina e Tris-borato (Figura 23).
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Figura 23 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de Produtos de
Digestdo de C4S de Traquéia Bovina por Condroitinase AC. Aliquotas (100 pg) de C4S foram
incubadas com 2 mU de condroitinase AC em diferentes tempos e derivatizadas com AMAC (400
nmol). P1: mistura padrdo contendo ADIOS, ADi4S, ADi6S e GalNAc-6S; Oligo: oligossacarideos;
Tetra: tetrassacarideos.

Apos uma hora de digestédo, cinco produtos principais foram observados no
sistema Tris-glicina (Figura 23-A). Uma banda, com menor migracdo, comigrando
com ADIOS/GalNAc-6S, duas bandas com migracao intermediaria correspondendo
aos dissacarideos ADi4S e ADI6S, e outras duas com maior mobilidade eletroforética
(oligossacarideos e tetrassacarideos, respectivamente). No sistema Tris-borato,
somente trés bandas foram  detectadas, ADIOS, ADi4S/ADi6S e
oligossacarideo/tetrassacarideo.(Figura 23-B)

AlteracOes nas intensidades das bandas foram observadas com o aumento do
tempo de incubacdo. As bandas relativas a oligossacarideos e tetrassacarideos
perderam intensidade, enquanto as bandas dos dissacarideos ficaram mais fortes. A
Figura 24 apresenta as porcentagens relativas de cada produto formado nos

diferentes tempos de incubagao com a condroitinase AC no gel em Tris-glicina.
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Figura 24 — Porcentagem Relativa de Produtos de Digestdo de C4S por Condroitinase AC. Os
célculos foram realizados a partir de analise densitométrica das bandas identificadas no gel em Tris-
glicina (Figura 23-A).

Ao final de 24 horas de incubacédo foram produzidos aproximadamente 45%
de ADI6S, 26% de ADi4S e 29% de ADIOS. Andlises dissacaridicas de condroitim 4-
sulfato de traquéia bovina por outros métodos apresentam uma distribuicdo de cerca
de 5% de ADIOS, 58% de ADi4S e 36% de ADi6S (VOLPI, 2010). Esses dados
indicam uma grande diferenca na quantidade de ADi4S e ADIOS em relacdo ao
obtido neste trabalho. Além disso, observamos na Figura 24 uma queda na
porcentagem relativa de ADi4S acompanhada do aumento de ADIOS a partir de 6
horas de incubacdo. A proporcdo de ADI6S permanece constante nesse tempo.
Estes resultados indicam contaminacdo da preparacdo de condroitinase AC por
sulfatase especifica para o dissacarideo 4-sulfatado.

A incubacao de condroitim 4-sulfato de traquéia bovina com condroitinase AC
foi repetida com adicao de fluoreto de sédio 10 mM para investigar a presenca e a
inibicdo de sulfatase pelos ions fluoreto (ROY, 1991). A Figura 25 apresenta o0s

resultados obtidos.
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Figura 25 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de Produtos de
Digestdo de C4S de Traquéia Bovina por Condroitinase AC na Presenca de Fluoreto de Sédio.
(C) Porcentagem Relativa de Produtos de Digestdo de C4S por Condroitinase AC na Presenca
de Fluoreto de Sddio. Aliquotas (100 pg) de C4S foram incubadas com 2 mU de condroitinase AC,
na presenca de fluoreto de sodio 10 mM, em diferentes tempos e derivatizadas com AMAC (400
nmol). P1: mistura padrdo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; Oligo: oligossacarideos;
Tetra: tetrassacarideos. Os calculos foram realizados a partir de andlise densitométrica das bandas
identificadas no eletroferograma em Tris-glicina.

Na presenca de fluoreto de sddio, observamos um aumento da porcentagem
relativa dos dissacarideos insaturados monossulfatados, ADi4S e ADI6S, ao longo
das 24 horas de incubacdo, enquanto a porcentagem de ADIOS permanece
inalterada a partir de 6 horas (Figura 25-C), indicando inibicdo da sulfatase. O
condroitim sulfato analisado nessas condi¢cdes apresenta 46% de ADi4S, 45% de
ADI6S e 5% de ADIOS, ao final de 24 horas de digestdo, sendo que 4% de
tetrassacarideos também séo encontrados. Esses resultados estdo de acordo com a

porcentagem dissacaridica descrita para o condroitim 4-sulfato obtido de traquéia
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bovina, além de reforcar os indicios de presenca de sulfatase com atividade
especifica para sulfatacdo na posicao 4 da N-acetilgalactosamina na preparacéo de
condroitinase AC. A partir de entdo, misturas de incubacéo para condroitinase AC
foram realizadas com adi¢éo de fluoreto de s6dio 10 mM.

A formacao de produtos de digestdo de condroitim 6-sulfato de cartilagem de
tubardo por condroitinase AC em diferentes tempos de incubacdo também foi

investigada (Figura 26).
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Figura 26 — (A) Eletrofluorograma em Sistema Tris-glicina de Produtos de Digestéo de C6S de
Cartilagem de Tubardo por Condroitinase AC. (B) Porcentagem Relativa de Produtos de
Digestao de C6S por Condroitinase AC. Aliquotas (100 pg) de C6S foram incubadas com e 2 mU
de condroitinase AC, na presenca de fluoreto de s6dio 10 mM, em diferentes tempos e derivatizadas
com AMAC (400 nmol). P1: mistura padrdo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; Oligo:
oligossacarideos; Tetra: tetrassacarideos.

Nas primeiras 6 horas notamos um aumento na propor¢ao relativa do ADI6S,
que estabiliza em 78%, acompanhado de queda nos oligossacarideos, que em 12
horas jA ndo séo vistos. A partir de 6 horas, ndo ha alteracdo significativa na
proporcao relativa nos produtos formados. Esse condroitim ainda possui 8% de
ADIi4S e 5% de ADIOS. Os outros 10% correspondem a uma banda com migracao de
tetrassacarideo que aparece jA em 1 hora de digestao e é resistente a quebra por
condroitinase AC.

A acdo da condroitinase AC sobre dermatam sulfato extraido de mucosa
intestinal suina produz diversas bandas ao longo do gel, caracterizando a quebra de

regides glucurdnicas presentes nesse glicosaminoglicano. (Figura 27)
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Figura 27 — Eletrofluorograma em Sistema Tris-glicina de Produtos de Digestdo de DS de
Mucosa Intestinal Suina por Condroitinase AC. Aliquotas (100 ug) de DS foram incubadas com 2
mU de condroitinase AC, na presenca de fluoreto de sodio 10 mM, em diferentes tempos e
derivatizadas com AMAC (400 nmol). P1: mistura padrao contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-
6S.

4.4.3.2.2 Condroitinase C (Fragdo 12)

A Figura 28 mostra os produtos da acdo da condroitinase C sobre condroitim
6-sulfato de tubardo, analisados em sistema Tris-glicina (A) e Tris-borato (B), e os
produtos de condroitim 4-sulfato em sistema Tris-glicina (C).

Diferentemente ao observado para a condroitinase AC, a degradacédo de
condroitim 4-sulfato e condroitim 6-sulfato pela condroitinase C apresentou um maior
namero de bandas no gel, devido a especificidade restrita desta enzima para regiées
6-sulfatadas destes compostos.

Nas primeiras 4 horas de incubag&o do condroitim 6-sulfato com condroitinase
C, observamos a formacdo de trés oligossacarideos principais. O primeiro
oligossacarideo (Oligo 1) aumenta até 6 horas, e a partir dai permanece resistente a
acado da enzima, provavelmente por ser rico em regides quatro sulfatadas. A partir
de 6 horas, notamos ainda uma alteracdo na migracdo dos outros oligossacarideos
(Oligo 2), que perdem intensidade com o decorrer da incubagdo, por ainda

apresentarem regides sensiveis a acao enzimatica.
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Figura 28 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A e C) e Tris-borato (B) de Produtos
de Digestdo de C6S de Cartilagem de Tubardo (A e B) e C4S de Traquéia Bovina (C) por
Condroitinase C. Aliquotas (100 pg) de C6S e C4S foram incubadas com 2 mU de condroitinase C,
na presenca de fluoreto de sodio 10 mM, em diferentes tempos e derivatizadas com AMAC (400
nmol). P1: mistura padrao contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; Oligo: oligossacarideos.

Observamos também o desaparecimento do ADi6S formado nas primeiras
horas de incubacdo, acompanhado do aumento da formacdo de GalNAc-6S,
evidenciado principalmente a partir de 6 horas. A presenca desse monossacarideo
como principal produto da agdo da condroitinase C indica contaminagdo dessa

enzima com glucuronidase.
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4.4.3.2.3 Condroitinase B (Fracdes 17 e 18)

A Figura 29 apresenta o padrdo de digestdo de dermatam sulfato por

condroitinase B.
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Figura 29 — (A) Eletrofluorograma em Sistema Tris-glicina de Produtos de Digestdo de DS de
Mucosa Intestinal Suina por Condroitinase B. (B) Porcentagem Relativa de Produtos de
Digest&o de DS por Condroitinase B. Aliquotas de DS foram incubadas com 2 mU de condroitinase
B, na presenca de fluoreto de sodio 10 mM, em diferentes tempos e derivatizadas com AMAC (400
nmol). P1: mistura padrao contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S. Oligo: oligossacarideos;
Tetra: tetrassacarideos; ADidiS: dissacarideos insaturados dissulfatados.

Podemos notar no inicio da incubacédo (1 hora) uma banda relativa ao ADi4S,
cuja intensidade aumenta com o decorrer da incubacdo, e outra mais intensa
correspondente a oligossacarideos (oligo GlcA/ldoA). Essa também aumenta até 6
horas, e a partir dai perde intensidade. Estes oligossacarideos provavelmente
contém regides de acido glucurdnico e acido idurénico.

Uma banda com migracdo de GalNAc-4s também é vista em menor
intensidade, bem como outras duas bandas (Tetra/ADidiS) que podem ser tanto
tetrassacarideos resistentes a acdo da enzima quanto dissacarideos insaturados

dissulfatados (ADidiS).

4.4.4 ANALISE DAS ENZIMAS CONTAMINANTES NAS PREPARACOES DE
CONDROITINASES POR FACE.

Os resultados anteriores demonstraram que as preparacdes de
condroitinases eluidas da HIC em Phenyl Speharose HP apresentam também outras
atividades de enzimas (sulfatase e glucuronidase) da via catabdlica de condroitim

sulfato/dermatam sulfato em Flavobacterium heparinum. A Figura 30 apresenta o0s
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produtos formados apés 24 horas de incubacao (30°C) de glicosaminoglicanos (20
Hg) com as fragdes de condroitinases (2 mU) preparadas neste trabalho.
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Figura 30 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de Produtos de
Digestdo de Glicosaminoglicanos por Incubacdo com Condroitinases de F. heparinum
Fracionadas por HIC em Phenyl Sepharose HP. Aliquotas (20 ug) de C4S de traquéia bovina, C6S
de cartilagem de tubardo e DS de mucosa intestinal suina foram incubadas por 24 horas com 2 mU
de cada frag&o e derivatizadas com AMAC (60 nmol). Foram adicionados 5 pL de solucdo de glicerol
60% e 2 pL da solucdo derivatizadas foram aplicados no gel. As setas apresentadas partem da
posicdo original do dissacarideo produzido pelas das condroitinases e apontam para o produto
liberado apds acéo das enzimas contaminantes. P1: mistura padrao contendo ADiOS, ADi6S, ADi4S e
GalNAc-6S; P2: mistura padrdo contendo GalNAc-4S e GalNAc-6S; Oligo: oligossacarideos. Tetra:
tetrassacarideos.

Testes de inibicdo da atividade das enzimas contaminantes sobre
dissacarideos insaturados de condroitim sulfato foram realizados com a incubacéo
(24 horas, 30°C) de 20 nmol de ADIOS, ADi4S ou ADiI6S com 2 mU de cada fragéo
de condroitinase, na presenca e auséncia de inibidores. Fluoreto de sédio (FNa) foi
utilizado como inibidor de sulfatase (ROY, 1991). Para a inibicdo de glucuronidase
foram realizadas também incubacdes contendo sacarolactona (SaL) em
concentracdes de 10 mM e 1 mM (HOPWOOD et al., 1979). Nesse caso, aliquotas
de SaL contendo 500 nmol e 50 nmol também foram derivatizadas separadamente.
Apoés 24 horas de incubacédo a 30°C, os tubos contendo as misturas foram mantidos
em banho fervente por 10 minutos para a inativacdo das enzimas. As amostras
foram secas a vacuo e derivatizadas com 100 nmol de AMAC em presenca de
cianoborohidreto de sodio 0,5 M. Apés a derivatizacdo, 30 pL de glicerol 30% foram
adicionados, e aliquotas de 2 uL foram analisadas por FACE em sistema Tris-glicina

e Tris-borato. A Figura 31 apresenta os resultados com fluoreto de sédio.
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Figura 31 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A e B) e Tris-borato (C, D e E) de
Diferentes Dissacarideos Insaturados ApoOs Incubacdo com Condroitinases de F. heparinum
Fracionadas por HIC em Phenyl Sepharose HP. Aliquotas (20 nmol) de cada dissacarideo foram
incubadas com fracdes contendo 2 mU de condroitinases, na auséncia (-) ou presenca (+) de fluoreto
de sodio 10 mM, e derivatizadas com AMAC (100 nmol). As setas apresentadas partem da posicao
original do dissacarideo e apontam para o produto liberado apos a incubagdo. P1: mistura padrdo

contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e Ga

INAc-6S.
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Na Figura 31, percebemos que o ADi4S foi convertido em ADIOS na
incubacdo com fragdes 5 e 6 (condroitinase AC). Porém, na presenca de fluoreto de
sédio o ADiI4S nao sofreu degradacdo. JA o ADI6S permaneceu inalterado nas
incubacBes com essas fracdes, tanto na auséncia quanto presenca de fluoreto de
sédio (imagens A e C). Esses resultados confirmam que as fragfes de condroitinase
AC produzidas neste trabalho apresentam contaminacdo por sulfatase com
especificidade para ADi4S, que € inibida por fluoreto de sdédio em concentracao final
de 10 mM.

Nenhuma modificagdo foi observada quando os dissacarideos
monossulfatados foram incubados com a fracdo 17 (condroitinase B) (Figura 31-B).

Na incubacdo com a fracdo 12 (condroitinase C), os dissacarideos ADIOS e
ADiI6S foram degradados, liberando respectivamente GalNAc e GalNAc-6S,
enquanto ADi4S ndo sofreu alteragdo. Os mesmos resultados foram obtidos nas
incubacBes na auséncia e presenca de fluoreto de sédio (imagens B, D e E). Dessa
forma, podemos inferir que a condroitinase C apresenta contaminacdo por
glucuronidase com atividade sobre ADIOS e ADI6S, e fluoreto de sédio nédo foi capaz
de inibir essa atividade.

A Figura 32 mostra as alteracdes apresentadas por esses dissacarideos
guando incubados com a fragdo 12 na presenca de SaL em concentracao final de 10
mM e 1mM.

Percebemos que a quebra de ADIOS pela glucuronidase com consequente
liberagdo de GalNAc foi inibida apenas com SaL 10 mM. Entretanto, ndo houve
inibicdo da agéo da glucuronidase sobre ADiI6S em nenhuma das concentragdes de
Sal.

Aliguotas de SalL foram derivatizadas individualmente com AMAC. Esse
sacarideo comigra com GalNAc-4S em sistema Tris-glicina, e em Tris-borato
apresenta mobilidade entre GalNAc-6S e GalNAc-4S. Entretanto, nas amostras
testadas para a inibicdo de glucuronidase por SalL, ndo detectamos a migracéo

desse acucar.
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Figura 32 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de ADiOS e ADi6S
Apéds Incubacdo com Fragdo 12 (condroitinase C) de HIC em Phenyl Sepharose HP. Aliquotas
(20 nmol) de cada dissacarideo foram incubadas com 2 mU da fragdo 12 (F12) na auséncia (-) ou
presenca de sacarolactona (SalL) em concentracéo final de 10 mM (+*) ou 1 mM (+**), e derivatizadas
com AMAC (100 nmol). As setas apresentadas partem da posicgédo original do dissacarideo e apontam
para o produto liberado apds a incubagdo. P1: mistura padrao contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e
GalNAc-6S; P2: mistura padrdo contendo GalNAc-4S e GalNAc-6S; SalL: sacarolactona.

A Figura 33 mostra os resultados de inibicdo das enzimas contaminantes por
fluoreto de sodio em incubacBes de condroitim 4-sulfato, condroitim 6-sulfato e
dermatam sulfato (20 pg) com fracdes de condroitinases. Os resultados de inibi¢do

de glucuronidase presente na fracdo 12 por Sal estao apresentados na Figura 34.
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Figura 33 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A e B) e Tris-

borato (C) de Produtos

de Digestdo de Condroitim Sulfato por Incubacdo com Condroitinases de F. heparinum

Fracionadas por HIC em Phenyl Sepharose HP na Presenca de Fluoreto

de Sédio. Aliquotas (20

ug) de C4S de Traquéia Bovina e C6S de Cartilagem de Tubardo foram incubadas por 24 horas com

2 mU de cada fragdo, na auséncia (-) ou presenca (+) de fluoreto de sédio

10 mM, e derivatizadas

com AMAC (60 nmol). As setas apresentadas partem da posicao original do dissacarideo produzido

pelas condroitinases e apontam para o produto liberado apés a¢édo das enz

imas contaminantes. P1:

mistura padréo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; P2: mistura padrao contendo GalNAc-
4S e GalNAc-6S; Oligo: oligossacarideos. Tetra: tetrassacarideos; Tetra-diS: tetrassacarideo

dissulfatado; Tetra-triS: tetrassacarideo trissulfatado.
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Figura 34 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A) e Tris-borato (C) de Produtos de
Digestdo de Glicosaminoglicanos por Incubacédo com Fracdo 12 (condroitinase C) de HIC em
Phenyl Sepharose HP, na Presenca de Sacarolactona. Aliquotas (20 pg) de C4S de Traquéia
Bovina e C6S de Cartilagem de Tubardo foram incubadas por 24 horas com 2 mU da fragédo 12 (F12)
na auséncia (-) ou presenca de sacarolactona (SalL) em concentracao final de 10 mM (+*) ou 1 mM
(+**), e derivatizadas com AMAC (60 nmol). As setas apresentadas partem da posicdo original do
dissacarideo produzido pelas condroitinases e apontam para o produto liberado apds acdo das
enzimas contaminantes. P1: mistura padrdo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; P2:
mistura padrao contendo GalNAc-4S e GalNAc-6S; Oligo: oligossacarideos. Tetra: tetrassacarideos;

45 APLICACAO DE FACE NA ANALISE DE CONDROITIM SULFATO
EXTRAIDO DE DIVERSAS FONTES.

FACE foi utilizada para analise dissacaridica de amostras de condroitim
sulfato obtidas da Sigma (condroitim 4-sulfato de traqueia bovina e condroitim 4-
sulfato de cartilagem de baleia) e Seikagaku (condroitim 6-sulfato de cartilagem de
tubardo), bem como de condroitim sulfato extraido em nosso laboratério, conforme
descrito em métodos, de diferentes tecidos de animais (traqueia bovina, cartilagem
de esterno de frango, cartilagem de arraia e nadadeira de lula). Aliquotas (20 ug) de
cada material foram incubadas com 2 mU de condroitinase AC, na presenca de
fluoreto de sédio 10 mM por 24 horas, a 30°C. As misturas obtidas ap6s a digestédo
foram secas a vacuo e os produtos foram derivatizados com 60 nmol de AMAC.
Apés a derivatizagdo foram adicionados 5 pL de solucdo de glicerol 60% e aliquotas
de 2 pL foram submetidas a andlise por FACE em sistema Tris-glicina e Tris-borato
(Figura 35). Os produtos de digestéo identificados foram quantificados por analise

densitomeétrica (Tabela 5).
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— GalNAc-4S
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Figura 35 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de Produtos de
Digestdo de Condroitim Sulfato de Diferentes Origens por Condroitinase AC de F. heparinum
Fracionada por HIC. Aliquotas (20 ug) de cada amostra foram incubadas por 24 horas com 2 mU de
condroitinase AC, na presenca de fluoreto de s6dio 10 mM, e derivatizadas com AMAC (60 nmol). P1:
mistura padrdo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; Tetra: tetrassacarideos; C4S bovino:
padréao usado foi o0 C4S S2 da Sigma.
Tabela 5 — Porcentagem Relativa de Produtos de Digestdo de CS de Diferentes
Origens por Condroitinase AC de F. heparinum Fracionada por HIC, Determinada por
FACE em Sistema Tris-Glicina.
% Relativa de Produtos ldentificados
Origem CS ADi0S ADi4S ADi6S ADi2,6S ADi4,6S Tetra
Traqueia Bovina (Sigma) 10,6 38,9 47,1 34
Cartilagem Baleia (Sigma) 59 62,3 28,6 3,2
Cartilagem Tubaré&o (Seikagaku) 2,4 8,0 74,7 14,8
Traqueia Bovina 12,7 33,7 51,0 2,6

Esterno Frango 12,1 55,5 29,6 2,7
Cartilagem Arraia 59 18,3 58,7 17,1
Nadadeira Lula 3,2 11,9 28,1 38,8 18,0

Tetra: tetrassacarideo
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4.6 APLICACAO DE FACE NA ANALISE DE AMOSTRAS FARMACEUTICAS DE
CONDROITIM SULFATO.

4.6.1 ANALISE DISSACARIDICA DE CONDROITIM SULFATO

A andlise das unidades dissacaridicas presentes em condroitim sulfato de uso
farmacéutico foi realizada nas amostras com teor de condroitim sulfato superior a
80% (amostras 3, 4, 6, 12, 16). Aliquotas (20 ug) dessas amostras, bem como de
dois padrdes diferentes de condroitim 4-sulfato de tragueia bovina obtidos da Sigma-
Aldrich, foram incubadas com 2 mU de condroitinase AC, na presenca de fluoreto de
sédio 10 mM por 24 horas, a 30°C. As misturas obtidas ap0s a digestdo foram secas
a vacuo e os produtos foram derivatizados com 60 nmol de AMAC. Foram
adicionados 5 pL de solucéo de glicerol 60% e aliquotas de 2 pL foram submetidas a
andlise por FACE em sistema Tris-glicina e Tris-borato (Figura 36). Os produtos de

digestao identificados foram quantificados por analise densitométrica (Tabela 6).

C4S padrao Amostras CS Farmécias C4S padrao Amostras CS Farmacias 'W‘?@
P2 P1 S1 S2 3 4 6 12 16 P1 P1 S1 S2 3 4 6 12 16 VQ
A B
oy W aDios
GalNAc-6S —
e e (T ADISS  ADIGS! | M ——
A T R —w | — ADi4s ~ ADi4s
Tetra —
ADi2,6S —
+

Figura 36 — Eletrofluorogramas nos Sistemas Tris-glicina (A) e Tris-borato (B) de Produtos de
Digestdo de Condroitim Sulfato de Amostras Farmacéuticas por Condroitinase AC de F.
heparinum Fracionada por HIC. Aliquotas (20 pg) de cada amostra foram incubadas por 24 horas
com 2 mU de condroitinase AC, na presenca de fluoreto de s6dio 10 mM, e derivatizadas com AMAC
(60 nmol). P1: mistura padrdo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S e GalNAc-6S; P2: mistura padrdo
contendo GalNAc-4S e GalNAc-6S; Tetra: tetrassacarideos; C4S padrdo S1 e C4S padrdo S2:
condroitim 4-sulfato de traqueia bovina obtidos da Sigma (dois produtos distintos).
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Tabela 6 — Porcentagem Relativa de Produtos de Digestdo de CS de Amostras
Farmacéuticas e Padrbes Sigma-Aldrich por Condroitinase AC de F. heparinum
Fracionada por HIC, Determinada por FACE em Sistema Tris-Glicina.

% Relativa de Produtos Identificados

Densidade de

Amostra ADiOS ADi6S ADi4S Tetra Carga 4S/6S
C4S S1 (Sigma) 10,6 32,9 50,7 5,8 0,84 15
C4S S2 (Sigma) 9,6 47,7 39,3 3,3 0,87 0,8

Amostra 3 11,1 31,4 52,5 50 0,84 1,7
Amostra 4 12,0 32,1 50,4 5,5 0,83 1,6
Amostra 6 10,2 46,0 40,7 3,1 0,87 0,9
Amostra 12 8,5 42,8 45,0 3,7 0,88 11
Amostra 16 9,6 42,6 44,1 3,8 0,87 1,0

Tetra: tetrassacarideo. C4S padrao S1 e C4S padrdo S2: condroitim 4-sulfato de traqueia bovina
obtidos da Sigma (dois produtos distintos). Densidade de carga: nimero de grupamentos sulfato por
unidade dissacaridica.

As cinco amostras farmacéuticas analisadas apresentam perfil de sulfatacao
semelhante aos condroitins padrao de traqueia bovina (C4S S1 e C4S S2), apesar
de existir pequena variacdo na proporcao relativa de dissacarideos sulfatados na
posicdo 4 e 6 da N-acetil-galactosamina (4S/6S). Todas as amostras apresentaram

a mesma densidade de carga

4.6.2 ANALISE DE ACUCARES CONTAMINANTES

De acordo com os resultados preliminares em Apéndice A, onze amostras
farmacéuticas de condroitim sulfato analisadas apresentaram contaminagao por
outros acucares. Para investigar a natureza dessa contaminacdo, diferentes
acucares neutros (monossacarideos e dissacarideos), submetidos ou ndo a hidrélise
acida, foram derivatizados com AMAC e submetidos a FACE no sistema tampéao
Tris-borato (Figura 37).

Percebemos que glicose e galactose apresentam migracao diferente, e
frutose néo foi observada. A lactose apresenta migracao intermediaria a seus dois
monossacarideos constituintes, os quais podem ser separados apés a hidrolise do
dissacarideo. Maltose apresenta a mesma mobilidade da glicose, e quando
hidrolisada apresenta banda com maior intensidade. Nenhuma banda foi observada
para sacarose, uma vez que este ndo € um agucar redutor e portanto ndo ocorre

derivatizacao pelo fluoroforo, e na sua hidrolise é vista banda de glicose.
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Figura 37 — (A e B) Eletrofluorogramas em Sistema Tris-borato de Diversos AcguUcares
Submetidos ou n&o a Hidrélise Acida e Derivatizados com AMAC. Cerca de 50 nmol de cada
sacarideo foram submetidos a hidrélise com HCI 6M, por 4 horas a 100°C e derivatizados com AMAC
(250 nmol), ou derivatizados diretamente. GIcN: glucosamina; GIcNAc: N-acetil-glucosamina; GIcA:
acido glucurénico.

Quanto aos acucares modificados de glicosaminoglicanos, a glucosamina é o
anico monossacarideo que ndo apresenta diferenca de migracdo antes e apos a
hidrolise. Essa hexosamina penetra pouco no gel de corrida e é visualizada no topo
do eletrofluorograma como banda difusa. J& N-acetil-glucosamina apresenta maior
penetracdo no gel de corrida, e apOs hidrolise possui migracdo semelhante a
glucosamina, o que evidencia a perda do grupamento acetil durante a hidrélise
acida. Sao observadas trés bandas para acido glucurbnico, uma mais intensa com
maior migracdo, e outras duas de menor intensidade. Quando esse agucar é
submetido a hidrélise, a banda com maior migracao ainda pode ser vista, porém em
menor intensidade, sendo que as outras duas bandas mais fracas apresentam-se

mais ressaltadas, e uma quarta banda ainda € notada.
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Figura 38 — Eletrofluorograma em Sistema Tris-borato de Condroitim Sulfato Submetido ou néo
a Hidrolise Acida. Cerca de 20 pug de C4S padrdo Sigma ou Amostra Farmacéutica 4 foram
submetidos a hidrélise com HCI 6M, por 4 horas a 100°C e derivatizados com AMAC (250 nmol).
Aliquota néo hidrolizadas (40 pg) de condroitim padréo também foi analisada.

Amostra Farmacéutica contendo teor de condroitim sulfato superior a 90%
(Amostra 4) foi submetida a hidrolise &cida e analisada por FACE, bem como
condroitim 4-sulfato de traqueia bovina padrdo (C4S S1) (Figura 38). Podemos
observar a formacdo dos mesmos produtos de degradacdo acida para os dois
compostos. Estes produtos correspondem aos mesmos produtos de hidrolise de
acido glucurdnico e N-acetil-galactosamina.

Para analise de acucares contaminantes nas amostras com baixo teor de
condroitim sulfato (Amostras 1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14 e 15), 20 pg foram
submetidos a hidrolise com acido cloridrico 6M, a 100°C, por 4 horas. As amostras
hidrolisadas, bem como aliquotas ndo hidrolisadas contendo 40 pg de material,
foram derivatizadas com 250 nmol de AMAC e submetidas a anélise por FACE em
sistema tampao Tris-borato (Figura 39).

Observamos nas amostras 13 e 15 bandas com a mesma migracdo de
lactose, e apods hidrolise sdo formadas glicose e galactose (Figura 39-D). Esse
resultado nos permite concluir que lactose € o principal aclcar nessas duas

amostras.
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Nas demais amostras (Figura 39-A, B e C) percebemos diversas bandas, que

apos hidrolise ddo origem a glicose, confirmando a presenca majoritaria de

oligossacarideos de glicose com diferentes graus de polimerizacao.
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+

Amostral  Amostra2  Amostra5  Amostra7
- + - + + + - + - +

HCI6M  — + - + HCI6M —
B

A

- W W e c

+

Amostra1l  Amostra 14 & & O‘? Lactose Amostra13  Amostra 15
HCI6M -~ + - + + HCI6M + + - + - + - +
D

B c

+

+

Figura 39 — Eletrofluorogramas em Sistema Tris-borato de Amostras Farmacéuticas de
Condroitim Sulfato Contaminadas por Outros AguUcares. Cerca de 20 pug de cada amostra foram
submetidos & hidrélise com HCI 6M, por 4 horas a 100°C e derivatizados com AMAC (250 nmol).

Aliquotas néo hidrolizadas (40 ug) também foram derivatizadas.
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5 DISCUSSAO

As matérias-primas utilizadas na fabricacdo de medicamentos constituem um
ponto critico para a qualidade do produto final, determinando a eficacia de um
produto ou ndo. Até chegarem as prateleiras, os produtos passam por diversas
etapas, que geralmente comecam com a importacado dos insumos farmacéuticos. De
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), muitos casos de
desvios de qualidade de medicamentos estéo ligados a falta de caracteristicas ideais
nos insumos. Dessa forma, os insumos farmacéuticos devem estar sujeitos a
rigoroso controle e fiscalizacdo durante todas as etapas do processo de producéo do
medicamento (BRASIL, 2006).

Varios insumos farmacéuticos ativos sdo obtidos a partir da extracdo de
fontes naturais, tanto vegetais quanto animais, € necessitam passar por processos
de purificacdo para isolamento da molécula de interesse. Este é o caso do
condroitim sulfato, um glicosaminoglicano constituinte da cartilagem, extraido
principalmente de traqueia bovina que € muito utlizado para tratamento de
osteoartrite e como suplemento alimentar (CLEGG et al., 2006; SIM et al., 2007).

O condroitim sulfato é um polissacarideo de natureza complexa, e apresenta
variacbes importantes tanto no peso molecular quanto no grau e posicdo da
sulfatagdo de suas unidades dissacaridicas. Essas variac@es refletem em diferentes
efeitos biologicos, e dessa forma necessitam ser investigadas. Recentemente, lotes
de heparina foram associados ao desenvolvimento de reacdes alérgicas agudas em
pacientes apdés injecdo intravenosa, devido a presenca de condroitim sulfato com
perfil de sulfatacdo atipico (oversulfated), levando muitos desses pacientes a Obito
(GUERRINI et al., 2008; LIU, ZANG, LINHARDT, 2009).

De acordo com a fonte e o processo de extracdo e purificacdo, pode-se
produzir condroitim sulfato com diferentes estruturas moleculares e pureza. A
dosagem e determinacdo da pureza de condroitim sulfato extraido de tecidos
animais é um ponto fundamental quando esse composto € produzido para fins
farmacéuticos, assim como para uso em suplementos alimentares. (VOLPI, 2009)

Diversos casos de inconformidades em formulagbes a base de condroitim
sulfato foram descritos em diferentes trabalhos que detectaram insumos contendo

teor de condroitim sulfato inferior ao especificado ou até mesmo auséncia desse
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composto. Algumas amostras ainda apresentaram contaminagdes por outros
acucares e glicosaminoglicanos, como por exemplo, &cido hialurénico
(ADEBOWALE et al.,, 2000; SIM et al.,, 2005; SIM et al., 2007; VOLPI, 2009).
Contudo, no Brasil sdo escassos 0s estudos sobre a qualidade dos insumos de
condroitim sulfato utilizados no mercado nacional, que sdo em sua maioria
importados.

A Farmacopeia Brasileira carece de monografia para o condroitim sulfato, e
recomenda o0 uso de outros compéndios, como a Farmacopeia Americana (The
United States Pharmacopeia - USP) e a Farmacopeia Europeia (The European
Pharmacopeia - EP). As analises estruturais atualmente descritas para esse
composto fornecem poucas informacBes relevantes frente a complexidade da
molécula. Além disso, o teste que determina o teor de condroitim sulfato é realizado
por um método de titulagdo pouco especifico (VOLPI, 2007).

A utilizacdo de técnicas analiticas pouco especificas para identificacdo e
dosagem de condroitim sulfato, bem como os relatos de produtos irregulares, nos
levou a investigar diferentes técnicas para a analise desse composto em matérias-
primas farmacéuticas. Buscamos também a utilizacdo de técnicas complementares
de analise que fornecessem informacdes relevantes quanto a estrutura da molécula.
Para isso, coletamos dezesseis amostras de matérias-primas comercializadas em
territdrio nacional e realizamos diversas analises, com o objetivo de verificar a
qualidade destes produtos.

Os resultados obtidos até setembro de 2011, data da defesa do projeto de
qualificacdo, estdo apresentados em Apéndice A — Resultados Preliminares, e
resumidos a seguir.

Para a analise qualitativa e quantitativa das amostras foi utilizado o método de
eletroforese em gel de agarose em tampé&o PDA, segundo Dietrich e Dietrich (1976).
Neste método, condroitim sulfato é separado de outros glicosaminoglicanos, como
dermatam sulfato, heparam sulfato e heparina, e pode ser quantificado sem
equivocos por andlise densitométrica, na faixa de 1 a 8 pg, mesmo na presenca de
outras macromoléculas negativas, como acidos nucleicos (Figuras Al1-4).

O método de titulacdo para analise do teor de condroitim sulfato, atualmente
recomendado pelas Farmacopeias Europeia e Americana, também foi investigado.
Este método é fundamentado na interacdo entre polianions, como condroitim sulfato,

e alguns detergentes cationicos, a exemplo de cloreto de cetilpiridinio (CPC) e
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brometo de cetiltrimetilamoénio (CETAVLON), formando complexos insoluveis em
agua (LIANG, 2002; SILVA, 2006). De acordo com Liang et al. (2002), o método é
rapido, especifico e preciso para a dosagem de condroitim sulfato em formulacdes
farmacéuticas. De fato esse método possui boa linearidade para quantificacdo de
condroitim sulfato em amostras puras (Figura A5). Porém, nossos resultados usando
CETAVLON como titulante contestam a afirmagcdo quanto a especificidade do
método, uma vez que a presenca de outros polianions afetou significativamente a
titulacao (Figura A6).

A dosagem de condroitim sulfato nas amostras farmacéuticas por eletroforese
em gel de agarose revelou que apenas uma matéria-prima apresentou teor superior
a 90%, sendo que outras quatro amostras ficaram entre 80 e 90% (Figura AS8).
Nenhum outro glicosaminoglicano foi detectado nestas amostras por eletroforese
(Figura A7).

Por imunoblotting detectamos também a presenca de queratam sulfato
nessas cinco amostras, bem como no condroitim sulfato padrdo (Figura A23).
Comparando a intensidade das bandas percebemos que trés amostras
farmacéuticas apresentam maior contaminacao por esse glicosaminoglicano. Apés o
tratamento das matérias-primas com queratanase nenhuma banda foi vista no
imunoblotting.

Na dosagem por titulagdo, essas mesmas amostras apresentaram teor
superior a 95% (Figura A8). A andlise por esse método € realizada a partir de maior
quantidade de amostra (1.000 vezes), em relacdo ao método de eletroforese. Dessa
forma, substancias contaminantes que ndo sdo detectadas na eletroforese podem
interferir e superestimar os resultados obtidos na titulacéo.

Quando analisadas por espectroscopia em UV, trés matérias-primas
apresentaram espectros muito semelhantes ao condroitim sulfato padr&o, enquanto
elevacao no pico de 258 nm foi observada nas outras duas (Figura A11). Esse pico é
dado provavelmente por residuos aromaticos de aminoacidos presentes na amostra,
0 que é corroborado pela andlise de proteinas, que apresentou os dois maiores
valores dentro dessas amostras (Figura A16).

O tratamento dessas cinco amostras com condroitinase AC mostrou trés
produtos de digestdo principais (ADi6S, ADi4S, e ADiOS/GalNAc-6S) por

cromatografia em papel (Figuras A19-20). Entretanto, devido as inconveniéncias
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deste método, que serdo discutidas a seguir, ndo fomos capazes de quantificar
esses produtos.

Tanto o método de eletroforese em gel de agarose quanto a titulacao
mostraram teor de condroitim sulfato inferior a 20% nas outras onze amostras
analisadas, as quais apresentaram espectros de absor¢cdo em UV diferentes do
padrdo de referéncia (Figuras A12-13). Analises complementares indicaram
contaminacdo por diferentes acucares. Em nove amostras observamos varios
produtos redutores em cromatografia em papel, e apenas uma banda foi vista nas
outras duas amostras (Figura A15). Esses aguUcares redutores apresentam a mesma
migracdo cromatografica apds tratamento das amostras com condroitinase AC, o
gue indica que eles ndo séo provenientes do condroitim sulfato. A dosagem de acido
urénico nesses produtos apresentou coloracdo marrom-alaranjada, caracteristica da
interferéncia de aclUcares neutros nesse método colorimétrico (FILISETTI-COZZI,
CARPITA, 1991), o que superestimou a concentragdo de é&cido urdnico nessas
amostras (Figura Al7). As duas amostras contendo apenas uma banda na
cromatografia ainda apresentaram dosagem de proteinas acima do limite de 6%
especificado pela USP (Figura A16).

Até o momento da obtencdo destes resultados, cromatografia em papel era
nossa Unica técnica de analise diferencial de monossacarideos e dissacarideos
neutros, bem como para analise dissacaridica de glicosaminoglicanos. Estes
experimentos foram realizados no laboratério da disciplina de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP, em colaboracdo com a professora
Dra. Yara Michelacci. Entretanto, esse método apresenta algumas desvantagens,
como baixa sensibilidade, uso de solventes téxicos que requerem ambiente com
exaustdo especial, tempo de analise longo e realizacdo trabalhosa, além da
dificuldade de obtenc&o de imagens e quantificacdo das bandas nos cromatogramas
frente a novas técnicas disponiveis. As desvantagens desse método, aliadas a
auséncia de cuba cromatografica e infra-estrutura em nosso laboratoério, nos levaram
a investigar métodos alternativos para analise diferencial de carboidratos.

O grande numero de isdbmeros espaciais e de possiveis combinacdes de
mondmeros, além da falta de grupamentos cromoéforos, fazem da analise de
carboidratos uma tarefa desafiadora. Dentre as principais técnicas atualmente
empregadas para esse fim podemos citar cromatografia em camada delgada (TLC),

cromatografia gasosa (GC), cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC),
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eletroforese capilar (CE) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (CHURMS, 1990;
HOFFSTETTER-KUHN et al., 1991). Para analise da composicdo dissacaridica do
condroitim sulfato, HPLC e CE destacam-se entre os métodos mais empregados
(VOLPI, 2004). Apesar de muito eficientes, essas técnicas necessitam de aparelhos
caros gue, até o presente momento, ndo sdo acessiveis ao nosso laboratorio.

Dessa forma, resolvemos investir na técnica FACE (Fluorophore Assisted
Carbohidrate Electrophoresis), um método de eletroforese em gel de poliacrilamida,
como alternativa para andlise dissacaridica de condroitim sulfato e dos acucares
presentes nas amostras farmacéuticas. Para isso, foi necessario estabelecer o
preparo e caracterizagdo da atividade de condroitinases em nosso laboratorio. Esses
dois temas principais foram apresentados em Resultados.

A andlise de carboidratos por eletroforese em gel de poliacrilamida apresenta
trés desafios a ser superados: (1) Carboidratos que ndo apresentam carga nao séo
capazes de migrar no gel; (2) Em geral os carboidratos ndo apresentam grupo
cromoforo, e dessa forma ndo podem ser corados no gel; (3) Oligossacarideos e
monossacarideos de interesse bioldgico sdo pequenos em relacdo ao tamanho do
poro da matriz de poliacrilamida geralmente utilizada para andlises de proteinas
(STARR et al., 1996).

A FACE é baseada na ligacdo de marcadores fluorescentes ao terminal
redutor dos carboidratos, seguida de separacdo por eletroforese em géis de
poliacrilamida de alta densidade (20-40%). Existem diversos fluoréforos para este
fim, sendo que alguns s&o carregados negativamente, como ANTS, e outros sdo
neutros, como AMAC. A escolha do fluoréforo adequado € essencial para a
obtencdo de separacdes de alta resolucdo. Por exemplo, quando sacarideos séo
derivatizados com um marcador com carga negativa, os derivados irdo migrar
independentemente da natureza do carboidrato nativo e do sistema tampé&o
utilizado. J4 quando sdo usados marcadores neutros, como AMAC, apenas 0s
acucares com carga negativa apresentam migracdo em sistemas tampao
convencionais, como Tris-glicina. A migracdo de sacarideos neutros derivatizados
com AMAC torna-se possivel quando usado sistema tampéo contendo ions borato,
que interagem com o derivado formando um complexo com carga negativa
(JACKSON, 1991, 1994; STARR et al., 1996; LAMARI, KUHN, KARAMANOS, 2003).

Neste trabalho as amostras analisadas por FACE foram derivatizadas com

AMAC e submetidas a eletroforese em geéis de poliacrilamida 20%, tendo sido
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empregados dois sistemas tampéo diferentes e independentes. Para o sistema Tris-
glicina, os géis de corrida foram preparados em tampéo Tris-HCI 225 mM, pH 8,8, e
a eletroforese foi realizada em tampéao Tris 25 mM, glicina 192 mM. Para o sistema
Tris-borato os géis foram preparados em tampao Tris-borato (188 mM/ 125 mM), pH
7,0, e a corrida foi realizada em tampao Tris-borato-glicina (120 mM/100 mM/100
mM).

Percebemos que todos os dissacarideos insaturados de condroitim
sulfato/dermatam sulfato e acido hialurénico sdo capazes de migrar em ambos 0s
sistemas tampao (Resultados - Figuras 7 e 8), pois essas moléculas apresentam
carga negativa conferida pelos grupos sulfato esterificados e/ou pelos grupos
carboxila do acido urbnico. O dissacarideo trissulfatado apresentou a maior
migracdo. Os dissacarideos dissulfatados migraram mais que os monossulfatados, e
os dissacarideos ndo sulfatados foram 0s que apresentaram a menor migracao.
Com base nesses resultados, podemos inferir que a migracéo destes dissacarideos
em ambos 0s sistemas tampao obedece essencialmente ao nimero de grupamentos
sulfato O-esterificados presentes, o que confere mais cargas negativas e aumenta
sua mobilidade eletroforética. Estes resultados estdo de acordo com os reportados
na literatura (CALABRO et al., 2000; OONUKI et al., 2005).

A estrutura especifica de cada dissacarideo, como a posi¢cdo do grupamento
sulfato, também interfere na sua interacdo com o tampao e a malha do gel. Como
observado na Figura 7, o ADi2S apresenta a maior migragdao dentre os
dissacarideos monossulfatados, e ADi4S migra mais que ADi6S na auséncia de
borato. Entre os dissacarideos dissulfatados, percebemos que ADi2,6S migra mais
que ADi4,6S. Apesar de nao ter sido possivel a analise de ADi2,4S neste trabalho,
este € o dissacarideo dissulfatado com maior mobilidade em FACE, apresentando
migracdo proxima ao dissacarideo trissulfatado (CALABRO et al., 2000a; OONUKI et
al., 2005). Dessa forma, podemos inferir que a sulfatacdo na posicao 2 do residuo
de &cido urénico confere maior mobilidade aos dissacarideos, seguida da sulfatacéo
na posicao 4 da N-acetil-galactosamina.

Apesar de ADIOS e ADIHA nao possuirem grupo sulfato, a migragao desses
dissacarideos na auséncia de borato deve-se a carga negativa conferida pela
carboxila do &cido urdnico, que se encontra desprotonada no pH alcalino usado nos
tampdes das eletroforeses. Em Tris-glicina ADIHA apresentou migragao ligeiramente

superior a ADIOS (Figura 8-A), o que nao permite sua diferenciacéo. Por outro lado,
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esses dissacarideos nao sulfatados foram separados em sistema Tris-borato, sendo
que o ADIHA apresentou menor migragcao que ADIOS (Figuras 8-B e 9-A). Estes
resultados estdo de acordo com os de Oonuki et al. (2005), usando AMAC como
fluoréforo, que mostraram que ADIHA apresenta maior migracdo que ADIOS em gel
de 20%, usando tamp&o Tris-glicina 50 mM, pH 8,3, e a inversdo de migragao entre
esses dois dissacarideos também foi observada quando a eletroforese foi realizada
em geéis de 36% com tampao contendo borato.

Os residuos de &acido urbnico insaturado presentes em dissacarideos
formados pela acdo de condroitinases sdo suscetiveis a tratamento com mercurio.
Essa reacdo remove o acido urénico insaturado localizado no terminal ndo redutor,
liberando o monossacarideo intacto (ou o restante do oligossacarideo) (CALABRO
et al., 2000a; CALABRO et al., 2001; LUDWIGS et al., 1987).

Os produtos liberados da acdo do mercurio sobre ADIOS, ADi4S e ADIi6S
(GalNAc, GalNAc-4S e GalNAc-6S) apresentaram comportamento eletroforético
diferente nos dois sistemas tampé&o utilizados (Figuras 8 e 9).

GalNAc e GIcNAc sdo monossacarideos neutros e ndo migram em sistema
Tris-glicina. A interacdo desses acucares com ions borato confere carga negativa ao
complexo, e os derivados neutros passam a migrar na eletroforese. Entre todos os
acucares analisados neste trabalho, GalNAc é o que apresenta menor migragao,
seguido de GIcNAc. A presenca de sulfatacdo em GalNAc permite que GalNAc-4S e
GalNAc-6S possam migrar em sistema Tris-glicina, sendo GalNAc-4S com maior
mobilidade. Na presenca de borato a distancia de migracdo entre as duas
hexosaminas sulfatadas € aumentada. A posicdo da sulfatacdo no carbono 4 do
residuo de N-acetil-galactosamina, novamente, confere maior mobilidade para esses
compostos em FACE em relacao a posicéo 6.

A migracdo observada em FACE pelos diferentes isdbmeros de agucares
derivatizados com AMAC pode servir de paradigma para o entendimento da
interacdo intra e intermolecular de carboidratos com diferentes ions ou moléculas. A
formacao de complexos estaveis com borato, por exemplo, depende da configuracéo
e do numero de hidroxilas presentes na molécula, e ainda da presenca de
substituintes. Sabe-se que grupos hidroxila vicinais com configuragdo cis, bem como
em carbonos alternados, formam complexos mais estaveis com borato que
estruturas com conformacéo trans. Essas interacdes entre os sacarideo-fluoréforo e

a matriz do gel determinam a migracéo desses derivados no campo elétrico. Porém,
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a explicacdo irrefutdvel das separagbes observadas ainda ndo esta clara
(HOFFSTETTER-KUHN et al., 1991; JACKSON, 1994).

A reacdo de derivatizacdo de acucares com AMAC é realizada em diversos
trabalhos com excesso de fluoréforo de cerca de 10 a 100 vezes (CALABRO et al.,
2000; JACKSON et al., 1991). Neste trabalho ndo observamos grandes variacdes na
derivatizacdo dos sacarideos com propor¢cdes maiores que 1,5 vezes de AMAC
(Figuras 10-12). Dessa forma, foi padronizado para a derivatizacdo de amostras com
concentracdo de acucares conhecida a propor¢cdo minima de 2 mols de fluoroforo
por mol de sacarideo.

Utilizamos cromatografia preparativa em papel para a producdo de
oligossacarideos e dissacarideos insaturados de condroitim sulfato. Os principais
produtos formados foram ADi4S (27,1%), ADi6S (20,3%) e tetrassacarideos (17,0%).
Oligossacarideos representaram 10% do total (Figuras 13-16).

A separacdo de oligossacarideos na FACE é influenciada tanto pela carga
intrinseca quanto pelo tamanho. Segundo Oonuki et al. (2005), octa e
decassacarideos de &cido hialurénico migram mais que oligossacarideos de baixo
peso (di, tetra e hexassacarideos), quando derivatizados com AMAC. Isso ocorre
porque a maior carga liquida negativa conferida pelos grupos carboxila dos residuos
de acido urbnico confere maior mobilidade aos oligossacarideos maiores.
Entretanto, com o0 aumento da polimerizacdo da cadeia a partir de decassacarideos,
ocorre diminuicdo da mobilidade, de forma com que o tamanho das estruturas passa
a ter mais relevancia na interacdo com a malha do gel. A estrutura do fluoréforo
também é muito importante nestes casos, uma vez que marcadores carregados,
como ANTS, equalizam a carga liquida efetiva para a migracdo, e o0s
oligossacarideos podem ser separados pelo tamanho (JACKSON, 1994; OONUKI,
2005; STARR et al., 1996).

A andlise da migracao dos oligossacarideos e tetrassacarideos obtidos por
cromatografia na FACE contribuiu significativamente para a o entendimento dos
produtos de degradacado de condroitinases analisados por esta técnica (Figura 17).

A identificacdo dos dissacarideos insaturados obtidos foi confirmada por
FACE. Entretanto, ADIOS, ADi4S e ADIi6S apresentaram pequena contaminacao por
suas respectivas GalNAcs e glicose. Em ADIOS foi notada também contaminacéo
por GalNAc-6S, devido a mesma migracdo destes compostos na cromatografia em

papel. A presenca destes outros produtos nao interferiu na utilizacdo destes
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dissacarideos para a pesquisa de enzimas contaminantes em preparacfes de
condroitinases, como descrito a seguir (Figura 18).

Para o fracionamento das condroitinases utilizadas neste trabalho,
empregamos uma metodologia baseada em cromatografia de interacdo hidrofobica,
de acordo com Aguiar et al. (2003), e resultados semelhantes foram obtidos (Figuras
19-22). Os produtos formados pela acéo das condroitinases sobre condroitim sulfato
e dermatam sulfato foram analisados por FACE (Figuras 23-29).

A condroitinase AC apresentou atividade sobre condroitim 4-sulfato e
condroitim 6-sulfato. Essa enzima age sobre regidbes 4 e 6 sulfatadas e néo
sulfatadas do condroitim, com preferéncia pelo substrato sulfatado na posig¢éo 6.

Inicialmente, incubacdes em diferentes tempos de condroitim 4-sulfato com
condroitinase AC foram realizadas para a determinacédo do perfil de digestdo deste
glicosaminoglicano. Uma vez que a condroitinase AC é uma endoglicosidase,
produtos de maior peso molecular sdo produzidos nas primeiras horas, e com o
passar do tempo ocorre formacdo dos dissacarideos constituintes do condroitim
sulfato. Entretanto, apos 24 horas de digestédo, encontramos proporcdes elevadas de
ADIOS e subestimadas de ADi4S em relacdo ao descrito na literatura para este
composto (VOLPI, 2007), indicando contaminagao por sulfatase dessa preparagao
enzimética.

De acordo com Roy (1991), sulfatases podem ser inibidas por ions fluoreto.
Incubacdes de condroitim 4-sulfato com condroitinase AC foram repetidas com a
adicdo fluoreto de sédio 10 mM. Neste experimento encontramos proporcdes de
ADIOS e ADi4S mais condizentes com a literatura. Com base nestes resultados,
confirmamos a contaminacdo de sulfatase em nossa preparacdo de condroitinase
AC, e a partir de entdo as incubacbes com essa enzima foram realizadas na
presenca de fluoreto de sédio.

Na incubagéo de condroitinase AC com condroitim 6-sulfato, o0 mesmo perfil
de degradacao foi obtido, porém os dissacarideos foram formados em menor tempo
e observamos ainda a presenca de um tetrassacarideo resistente a acdo da enzima.

A baixa atividade de condroitinase AC sobre dermatam sulfato se deve aos
poucos residuos de acido glucurbnico presentes nesse glicosaminoglicano, o que
mostra na FACE diversos produtos de tamanhos variados.

Condroitinase C, que n&o quebra regides contendo hexosamina sulfatada na

posicéo 4, apresentou velocidade de quebra sobre condroitim 6-sulfato quatro vezes
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maior que sobre condroitim 4-sulfato. A degradacdo deste Ultimo por essa enzima
ocorre devido a presenca de regides 6-sulfatadas, sendo que o condroitim 4-sulfato
utilizado como substrato possui 32% de unidades dissacaridicas sulfatadas na
posicdo 6 da N-acetil-galactosamina. A digestdo de ambos os condroitins por
condroitinase C gerou diversas bandas de oligossacarideos na FACE. Entretanto,
GalNAc-6S foi o produto mais visualizado ao final de 24 horas de degradagéo,
indicando a presenca de glucuronidase.

A condroitinase B, como esperado, apresentou atividade apenas sobre
dermatam sulfato, e o principal dissacarideo formado foi ADi4S. Oligossacarideos
também foram visualizados, devido a presenca de regides glucurénicas que ndo sao
suscetiveis a acdo da enzima.

Para melhor caracterizacdo das enzimas contaminantes das preparacdes
enzimaticas, incubacdes com os diferentes dissacarideos insaturados produzidos
por nés foram realizadas. Confirmamos a contaminagdo de condroitinase AC por
sulfatase com atividade especifica sobre ADi4S, que foi inibida por fluoreto de sodio
10 mM. Ja na condroitinase C foi detectada glucuronidase com acao sobre ADIOS e
ADI6S. Sacarolactona em concentracdo igual a 10 mM foi capaz de inibir a acao
dessa enzima apenas sobre o dissacarideo ndo sulfatado (Figuras 30-34).

Utilizamos entéo a preparacdo de condroitinase AC para analise dissacaridica
de condroitim sulfato de diferentes origens por FACE. Foram analisados produtos
obtidos da Sigma-Aldrich e Seikagaku, assim como de extracbes realizadas em
nosso laboratério (Figura 35, Tabela 5). Em relacdo aos padrfes, verificamos que o
condroitim de cartilagem de baleia é o que apresenta maior proporgdo de ADi4S
(62%), e ADI6S € o dissacarideo majoritario em cartilagem de tubardo (75%). O
condroitim sulfato de traqueia bovina possui maior equilibrio na porcentagem relativa
entre esses dois dissacarideos. O condroitim de traqueia bovina extraido por nés
apresentou proporcao dissacaridica semelhante ao da Sigma, e o de esterno de
frango possui mais ADi4S (55%). Nos condroitins de animais marinhos extraidos de
cartilagem de arraia e de nadadeira de lula observamos, além dos dissacarideos
monossulfatados, a presenca de ADi2,6S e ADi4,6S, respectivamente.

A proporcdo de dissacarideos encontrada na analise por FACE esta de
acordo com o descrito na literatura (LAMARI, KARAMANOS, 2006; MICHELACCI,
HORTON, 1989; VOLPI, 2004, 2007, 2010). Algumas diferencas entre os resultados

sdo esperadas, pois, como ja discutido, a estrutura do condroitim pode variar de
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acordo com a fonte e o processo de extracdo e purificacdo. Esses resultados
confirmam que a técnica FACE estabelecida em nosso laboratorio pode ser utilizada
para analise dissacaridica de condroitim sulfato.

Realizamos entdo a digestdo das cinco amostras farmacéuticas com teor de
condroitim sulfato superior a 80% com condroitinase AC, e analisamos o0s produtos
por FACE (Figura 36, Tabela 6). Dois condroitins de traqueia bovina obtidos da
Sigma-Aldrich também foram analisados. Em trés amostras a propor¢cao de ADi4S
em relacdo a ADIi6S foi proxima de 1,0, como obtido para um dos padrdes. Nas
outras duas amostras e no outro padrdo essa razao foi de aproximadamente 1,6,
demonstrando predominio do dissacarideo 4-sulfatado.

A analise de peso molecular por PAGE mostrou resultados interessantes
guanto aos dois padrées diferentes de condroitim 4-sulfato de traqueia bovina,
obtidos da Sigma-Aldrich. Apesar da mesma origem de extracdo, esses padrbes
possuem migracao diferente na eletroforese, indicando diferencas no peso molecular
entre eles. O peso molecular estimado do condroitim sulfato nas cinco amostras
farmacéuticas variou entre 16 e 26 kDa (Figura A21). Esses resultados estdo de
acordo com o peso modal descrito para condroitim sulfato de traqueia bovina
(VOLPI, 2007).

A analise de monossacarideos neutros também pode ser realizada por FACE.
As diferentes conformacdes espaciais de glicose e galactose, por exemplo,
permitem com que esses dois epimeros sejam separados (STARR et al., 1996;
GAO, LEHRMAN, 2003). A separacao destes dois monossacarideos derivatizados
com AMAC pode ser observada na Figura 37.

As amostras farmacéuticas com baixo teor de condroitim sulfato e presenca
de acucares contaminantes, como ja discutido, foram entdo analisadas por FACE
(Figura 39). Concluimos que duas amostras tratam-se, na verdade, de lactose, um
excipiente farmacéutico, e que as demais sdo compostas majoritariamente por
oligossacarideos de glicose com diferentes graus de polimerizacao.

Os resultados obtidos nessas amostras nos levantaram  seérios
guestionamentos quanto a qualidade dos insumos farmacéuticos de condroitim
sulfato comercializados no Brasil. E notavel que, por se tratarem de matérias-primas
para producdo de medicamentos para consumo humano, esses produtos deveriam
conter a maior pureza possivel. O baixo teor de condroitim sulfato encontrado é

muito preocupante. Ambos os métodos utilizados para dosagem do teor forneceram
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resultados proximos, que foram ainda corroborados por analises complementares. A
identificacdo dos contaminantes ainda sugere casos graves de adulteracdo do
insumo farmacéutico em questao.

O descaso com o controle de qualidade do condroitim sulfato fica ainda mais
evidente se nos atentarmos ao certificado de analise das amostras que possuem
lactose (Tabela Al, amostras 13 e 15). De acordo com as informacgdes reportadas,
essas amostras apresentam teor de proteinas superior a 18%, 0 que esta em
desacordo com a especificacdo da Farmacopeia Americana. Os laudos apresentam
como especificacdo para proteinas minimo de 16%. As informagdes reportadas no
certificado de analise ainda s&o contraditérias. Por exemplo, a amostra 15
apresentou teor de condroitim sulfato (um acucar) igual a 99,8%, e 21,12% de
proteinas.

A utilizacdo de medicamentos com baixo teor do principio ativo, além de néo
ser eficaz para o tratamento farmacoldgico, pode desencadear sérios maleficios a
saude. Apesar dos insumos analisados terem sido coletados na cidade de Juiz de
Fora, MG, suas distribuidoras tém abrangéncia nacional, e dessa forma espera-se

que as inconformidades detectadas neste trabalho se estendam ao resto do pais.



104

6 CONCLUSAO

Concluimos neste trabalho que h& grande distorcdo entre os resultados
reportados no certificado de analise de varios insumos analisados e os resultados
obtidos nesse trabalho. Torna-se necessario, portanto, maior fiscalizacdo e
regulacdo do comércio deste produto.

A técnica FACE utilizada neste estudo é rapida, sensivel, versétil, barata e de

facil execucéo para analises de carboidratos.
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APENDICE A — RESULTADOS PRELIMINARES

Esta secdo apresenta os resultados obtidos até setembro de 2011, data em
que foi defendia a qualificacdo do projeto relativo a essa dissertacdo. O método de
eletroforese em gel de agarose, muito utilizado em laboratérios de pesquisa de
glicoconjugados, foi avaliado para analise de produtos farmacéuticos contendo
condroitim sulfato. O método de titulacdo descrito em farmacopeias para analise de
teor também foi estudado. Além desses dessas técnicas de analise, outros métodos
complementares foram utilizados para avaliar a qualidade de insumos

comercializados no Brasil.

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Em 1976 Dietrich e Dietrich desenvolveram um método para separacao de
glicosaminoglicanos por eletroforese em gel de agarose, baseando-se na interacdo
entre as cargas destes compostos e diaminas organicas, tais como diaminopropano.
Apés a corrida, os glicosaminoglicanos presentes no gel podem ser precipitados por
solucéo de brometo de cetiltrimetilaménio (CETAVLON), um detergente catiénico, e
corados por azul de toluidina, corante que se complexa com 0s grupamentos sulfato
destes compostos produzindo metacromasia, corando-os em roxo. A posicdo das
bandas obtidas pode ser comparada a posicdo correspondente a de
glicosaminoglicanos padrdo de uma solugcédo de concentracdo conhecida, permitindo
assim a identificacdo do(s) tipo(s) de glicosaminoglicanos (s) presente(s) em uma
amostra analisada.

A Figura Al1-A mostra um gel de agarose em tampao 1,3-propanodiamino-
acetato (PDA) 0,05 M, pH 9,0, ao qual foram aplicados 5 pL de solu¢cBes padrdo 1
mg/mL de diferentes glicosaminoglicanos: heparina (Hep), heparan sulfato,
dermatam sulfato e condroitim sulfato. Foi aplicada também uma mistura padréao (M)
contendo os glicosaminoglicanos condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparan
sulfato (5 pL, solugdo 1 mg/mL). Além destes glicosaminoglicanos, a mistura padréao
contém também o corante vermelho de cresol, utilizado para orientacdo durante a

corrida eletroforética devido a migracdo semelhante ao condroitim sulfato.
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Figura Al — Eletroforese em gel de agarose em tampéao 1,3 diaminopropano acetato (PDA) de
diferentes glicosaminoglicanos e acidos nucleicos. A: separacdo eletroforética de diferentes
GAGs. M: mistura padrédo de CS, DS e HS. B: Migragéo eletroforética de CS na presenca de DNA
extraido de morango por dois protocolos diferentes (CETAVLON/cloroformio — DNA 1,
fenol/cloroférmio — DNA 2). C: Migracgédo eletroforética e coloracado de acidos nucleicos extraidos de
figado de rato.

Pode-se observar que heparina e heparan sulfato apresentam menor
migracao eletroforética que condroitim sulfato e dermatam sulfato, o que pode ser
explicado pela maior densidade de cargas negativas dos dois primeiros, levando
assim a maior interagdo com a diamina do tampao.

Condroitim sulfato e dermatam sulfato tém densidade de cargas semelhantes
entre si. Entretanto, essas moléculas também podem ser separadas por este método
devido a diferenca na conformacdo espacial conferida ao dermatam sulfato pela
presenca de regides contendo acido L-idurdnico, e consequente interacao diferencial
com o tampao.

Como observado na Figura Al-B, a migracdo de condroitim sulfato nao é
afetada pela presenca de acidos nucleicos extraidos de morango, que podem ser
vistos em azul na origem do gel de agarose. A coloragédo azul dos acidos nucleicos
se deve a interacdo de suas cargas negativas com azul de toluidina, porém ndo ha
ocorréncia de metacromasia. Dessa forma, acidos nucleicos com migracao
semelhante a glicosaminoglicanos podem ser detectados em geis de agarose pela
coloracdo azul assumida pelos primeiros (Figura A1-C).

ApoOs a eletroforese, os glicosaminoglicanos revelados por azul de toluidina
podem ser quantificados por densitometria. Este processo € realizado a partir de
softwares de analise de imagens digitalizadas por scanners convencionais, ou ainda
€ possivel o uso de aparelhos especificos de aquisi¢cdo e analise de imagens. Neste

trabalho as analises densitométricas foram realizadas pelo programa TotalLab
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TL120 1D v2009 (Nonlinear Dynamics Ltd.), a partir de imagens digitalizadas por
scanner convencional, como descrito em Métodos.

A quantificacdo de condroitim sulfato por analise densitométrica de bandas
em geéis de agarose envolve coloracdo de laminas, processo que se nao for
conduzido de maneira adequada e uniforme pode levar a grandes variagbes de
intensidade de cor, tanto em uma mesma lamina quanto em laminas diferentes. As
variacfes intra-corrida (intra-lamina) e inter-corrida (inter-lamina) do método de
eletroforese em gel de agarose para quantificacdo de condroitim sulfato foram
avaliadas neste trabalho.

Para andlise da variacao intra-lamina, diferentes concentra¢fes de condroitim
sulfato padréo (0,1-12 ug) foram aplicadas em triplicata em uma mesma lamina. Ja a
variacdo inter-lamina foi obtida aplicando-se cada replicata em trés laminas
diferentes. A Figura A2 mostra as laminas coradas e na Figura A3 esta representada
a média das unidades arbitrdrias de densitometria de cada concentracdo das

analises inter e intra-lamina, assim como o desvio padrdo entre as replicatas.
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Figura A2 - Eletroforese em gel de agarose em tamp&o PDA de condroitim sulfato.
Eletroforeses foram realizadas com diferentes concentracfes de CS (0,1 ug - 12 pg). A, B, C: Andlise
de variacdo inter-lamina. D, E, F: Analise de variacado intra-lamina. M: mistura padréo de CS, DS e HS

Na Figura A2, pode-se observar banda de condroitim sulfato a partir de 0,5
Mg, sendo essa a menor concentracdo detectavel pelo método. Essa concentragdo
foi padronizada como limite de detec¢cdo do meétodo de eletroforese em gel de

agarose.
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Figura A3 — Variagao inter-lamina e intra-lamina do método de eletroforese em gel de agarose.
As médias dos valores de unidades arbitrdrias de densitometria de cada concentracdo estdo
representadas, assim como os desvios padrao.

A Figura A3 mostra maiores valores de desvio padrdo na analise inter-lamina,
ou seja, replicatas analisadas em laminas diferentes apresentam maior variacdo que
quando analisadas na mesma lamina. Isso reflete as diferengas de coloragdo entre
as laminas e sugere que analises comparativas entre diferentes amostras devem ser
realizadas apenas na mesma lamina.

Com o objetivo de analisar a linearidade entre a intensidade da banda
formada e a concentracdo de material aplicado, curvas de calibragdo foram
construidas a partir das médias dos valores de densitometria obtidos na andlise
inter-lamina (Figura A4).

Duas equacdes de curva estdo apresentadas na Figura A4. A regressao
representada por reta tracejada compreende toda a faixa de concentragéao (0,1 g -

12 ug), enquanto a reta continua envolve apenas os pontos entre 1 ug e 8 ug.
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Figura A4 — Curva de calibracdo da andlise inter-lamina. Estdo representadas curvas de
regresséo linear de todos os pontos 0,1 ug - 12 ug e de pontos intermediarios (1 pug e 8 ug).

Linearidade pode ser definida como a capacidade de um método analitico de
demonstrar que os resultados obtidos sédo diretamente proporcionais a concentracao
do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. E visivel na andlise inter-
lamina que a medida que a concentracdo de condroitim aumenta para valores
maiores que 8 g ocorre saturacao da resposta densitométrica. A equacao de reta
gue apresenta valor de coeficiente de determinacdo mais préximo de 1 corresponde
a faixa entre 1 e 8 ug (R? = 0,9998). Nessa faixa de concentracdo o método possui

Otima linearidade e pode ser usado para quantificacdo de condroitim sulfato.

TITULACAO DE CONDROITIM SULFATO

As titulometrias realizadas nesse estudo foram conduzidas por um meétodo
modificado para leitura de Abs em espectrofotdbmetro convencional, como descrito
em Métodos. A Figura A5-A mostra trés curvas de titulagdo com diferentes
concentragbes de condroitim sulfato de traguéia bovina (padréo Sigma-Aldrich) e
seus respectivos volumes de inflexdo. Na Figura A5-B nota-se que ha uma relacéo
de linearidade entre volume de inflexdo e concentragcdo de condroitim sulfato na

faixa de concentracao de 0,5 - 7,5 mg.
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Figura A5 — Titulagdo de condroitim sulfato com brometo de cetiltrimetilamdnio (CETAVLON)
0,1%. A: Curvas de titulagdo de trés concentragdes de CS com seus respectivos volumes de inflexdo
(v.i.). B: curva de calibracdo do método de titulagdo usando diferentes concentracdes de CS (0,5 —
7,5 mg).

A dosagem de condroitim sulfato pelo método de titulacdo baseia-se na
precipitacdo de polidnions por compostos catidnicos. A interferéncia de polimeros
contendo cargas negativas na dosagem de condroitim sulfato pelo método de

titulacao foi analisada. Os resultados estdo apresentados na Figura A6.
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Figura A6 — Curvas de titulacdo de diferentes polimeros anibnicos com brometo de
cetiltrimetilaménio (CETAVLON) 0,1%. A: curvas de titulacdo de CS, heparina (Hep), e os dois em
combinacgdo. B: curvas de titulacdo de CS, DNA extraido de morango e os dois em combinacéo.

Na Figura A6-A, o volume de inflexdo da titulacdo de 5 mg de condroitim
sulfato com CETAVLON foi de 7,21 mL, enquanto a mesma quantidade de heparina
atingiu volume de inflexdo em 7,95 mL. Ja na titulacdo de uma mistura contendo a
mesma quantidade de condroitim sulfato e heparina (2,5 mg cada) o ponto final foi
7,93 mL, 0 que mostra que a presenca de heparina superestima a concentracao de
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condroitim sulfato na titulagdo. O mesmo pode ser notado na titulagdo de condroitim

sulfato com &cidos nucleicos extraidos de morango (Figura A6-B)

ANALISE DE AMOSTRAS FARMACEUTICAS DE CONDROITIM SULFATO

Com o objetivo de analisar a qualidade de insumos farmacéuticos de
condroitim sulfato disponiveis no mercado brasileiro, amostras coletadas foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose em tampdo PDA e por titulacado
utilizando CETAVLON como titulante, para dosagem de condroitim sulfato. Métodos
complementares como espectroscopia em ultravioleta, digestdo especifica por
condroitinase AC, cromatografia em papel e dosagens quimicas também foram

realizados.

DOSAGEM DE CONDROITIM SULFATO

Eletroforese em Gel de Agarose

Aliquotas de 5 pL de cada amostra (solucdo 1mg/mL) foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose. As amostras foram divididas em duas laminas (8
amostras em cada), corridas em quadruplicata. A quantificacdo foi realizada por
densitometria por comparacdo com a banda relativa ao condroitim sulfato padréo
Sigma (5 pL de solugcéo 1 mg/mL), que foi aplicado nas duas laminas. A Figura A7

apresenta uma replicata de cada lamina.

+ A +| B
cs— - - - - - cs— . - - =
DS— W DS —
HS— Hs— W
OR —{ OR —]|
M P 1 2 3 4 S5 6 7 8 M P 9 10 1" 12 13 14 15 16

Figura A7 — Eletroforese em gel de agarose em tampé&o PDA de amostras de condroitim sulfato
coletadas em farmacias de manipulagdo de Juiz de Fora. OR: origem; M: mistura padrdo de
glicosaminoglicanos CS, DS e HS. P: condroitim-4-sulfato padréo de referéncia Sigma-Aldrich.
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Como pode ser observado na Figura A7, todas as amostras apresentaram
banda Unica comigrando com condroitim sulfato. Entretanto, hd uma grande
diferenca de concentracdo entre as amostras. Por densitometria das bandas, a
concentracdo de condroitim sulfato em cada gel foi determinada por comparacao
com o padrao do mesmo gel (Figura A8). Percebe-se que apenas cinco amostras (3,
4, 6, 12 e 16) apresentaram teor de condroitim sulfato superior a 80% (80,8 —

91,2%), sendo que todas as demais ficaram abaixo de 15%.

Titulagdo Fotométrica com CETAVLON

Na dosagem de condroitim sulfato por titulometria, 5 mg de condroitim sulfato
foram titulados por solucdo de CETAVLON 0,1%. ApGs obtencéo de cada curva de
titulacéo, o ponto final foi calculado como descrito em Métodos e a concentragédo de
condroitim sulfato em cada amostra foi determinada utilizando-se a equacéo
determinada na curva de calibracdo deste método (Figura A5-B). Os resultados
estdo apresentados na Figura A8. Nota-se que as amostras 3, 4, 6, 12 e 16
apresentaram teor de condroitim sulfato superior a 90% na dosagem por titulagéo,
enguanto nas demais amostras o teor de condroitim sulfato foi inferior a 20%.

Teor de CS em Amostras Farmacéuticas

120,0%

100,0%

Teor CS (%)
8
3

20,0%

0,0% LLLLL J_LJ_

1 2 3 4 5 [ F 8 9 10 11 12 13 14 15 16
® Hetroforese | 10,4% | 13,1% | 82.9% | 94.0% | 125% | 865% 906% | 134% | 73% 89% | 110% 897% | 54% | 114% 68% | 879%
Titulagio 188% | 184% | 953% | 988% | 160% 101,7% 165% | 163% | 13.7% 155% | 158% | 933% | 123%  150% 828% | 972%

Figura A8 - Teor de condroitim sulfato em Amostras Farmacéuticas analisadas por
eletroforese em gel de agarose e titulagdo fotométrica com CETAVLON.
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ESPECTRO DE ABSORCAO EM ULTRAVIOLETA

Aliquotas do condroitim sulfato padrdo e das amostras analisadas (1 mL, 1
mg/mL em agua destilada) foram submetidas a varredura em espectrofotdmetro na
regido UV (190 a 320 nm, 200nm por segundo). A Figura A9 apresenta o0 espectro
de varredura do condroitim sulfato padréo.

Padrdo — CS 1mg/ml

7\ 207.2 nm
' 1.815 ABS

} 257.8 nm
[ N 0.213 ABS i
; . il il ‘.

0. 000 | —

T T

nm 200 240 280 320

Figura A9 — Espectro de absor¢cdo em ultravioleta de condroitim sulfato padréo Sigma.
Varredura realizada em faixa de comprimento de onda de 190 a 320 nm (200nm por segundo),
utilizando 1 mL de solu¢cdo 1 mg/mL.

Observa-se na Figura A9 a presenca de dois picos no espectro de varredura
do condroitim sulfato padrdo, um em 207 nm com Abs de 1,812 (PICO 1) e outro,
ndo tdo bem caracterizado, em 258 nm com 0,213 de Abs (PICO 2). Este ultimo é
caracteristico de residuos aromaticos de aminoacidos ou acidos nucleicos.

Para melhor entender a absorcdo do condroitim sulfato em UV, solucdes
padrao (1 mL, 1 mg/mL em agua destilada) dos monossacarideos que constituem o
condroitim sulfato (acido D-glucurdnico e N-acetil-galactosamina, no caso foi usado
N-acetil-glucosamina, epimero em C4) também foram submetidas a varredura em
uVv.

Padrao — Ac. Glucurnica Padrao — N-acetil-glucosamina
2, 000 — 2,000
<7y 210.8nm
/ 1.892 ABS
185.4 nm /
| ~ 1249 ABS / 4
\/ N / ‘I
8BS N ABS \
\ \
x
Y \\
. N
0. 000 : e : 0. 000 . e ;
nn 200 240 280 320 nm 200 240 280 320

Figura A10 — Espectro de absorcdo em ultravioleta de solug¢6es padrédo de acido glucurdnico e
N-acetil-glucosamina. Varredura realizada em faixa de comprimento de onda de 190 a 320 nm
(200nm por segundo), utilizando 1 mL de solu¢do 1 mg/mL.
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Nota-se que na Figura A10 que o acido D-glucurénico apresenta um pico de

absorcdo em 195 nm com intensidade de 1,249 Abs, enquanto N-acetil-glucosamina

absorve com mais intensidade (1,892 Abs) em 211 nm.

Os espectros de varredura das amostras analisadas foram comparados com o

espectro de varredura do condroitim sulfato padrdo. A Figura All mostra 0s

espectros das amostras 3, 4, 6, 12 e 16, que apresentaram teor de condroitim sulfato

superior a 80%, determinado por eletroforese em gel de agarose.

Padréo versus Amostra 03 Padrao versus Amostra 04
. 000 2. 000
A7, 209.4 nm =y
NN /77NN, 210.6 nm
\\BLLABS |/ | 1.792 ABS
Y \
\
/ \ % v\ 258.2 nm
8RS A\ 258.6 nm sps [ % 0.892 ABS
abo v\ 0.785 ABS o Voo e
il ™
» -
0. 000 ¢ . = — 0. 000 =
nm 200 240 320 nm 200 240 280 320
Padrdo versus Amostra 06 Padrao versus Amostra 12
2. 000 2. 000 SRR,
< N
7 208.8nml //208.4 nm |\
4 1829 ABs\‘ " 1776 ABS |\
", LR |.‘
8BS ‘ 8BS
|
|
|
000 ' —— 0. 000 —_— —
nm 0 24( 2 320 nm 200 240 2810) 20

Padrdo versus Amostra 16

2. 000

\
\

//207.4nm),

7/ 1.779 ABS |

h
%

nm 200

:
240 280 320

Figura All — Espectro de absorcdo em ultravioleta de amostras 3, 4, 6, 12 e 16. Varredura
realizada em faixa de comprimento de onda de 190 a 320 nm (200nm por segundo), utilizando

solu¢des 1 mg/mL.

As amostras 6, 12 e 16 apresentaram espectros de absor¢céo semelhantes ao

espectro do condroitim padrdo. Ja nas amostras 3 e 4 percebe-se, além de um pico

em 210 nm com intensidade proxima ao padrédo, outro pico em 258 nm com

intensidade quatro vezes maior que o PICO 2 do padréo.

As amostras 13 e 15 (Figura Al12), com teor de condroitim sulfato inferior a

10%, apresentam um pico em 212 nm com intensidade proxima a 1,810 Abs.
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Padréo versus Amostra 13
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Figura A12 — Espectro de absorcao em ultravioleta de amostras 13 e 15. Varredura realizada em
faixa de comprimento de onda de 190 a 320 nm (200nm por segundo), utilizando solu¢des 1 mg/mL.

As demais amostras (1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11 e 14), todas com teor de

condroitim sulfato inferior a 15%, apresentaram pico Unico de absor¢cdo em 192 nm

com intensidade proxima a 0,960 Abs (Figura A13). Na Figura A13 ainda pode ser

visualizada a sobreposicdo dos espectros de absorcdo de todas as amostras,

inclusive do padréo.
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Figura A13 — Espectro de absorcdo em ultravioleta de amostras 1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 14 e de

todas as 16 amostras mais o padréo. Varredura realizada em faixa de comprimento de onda de 190
a 320 nm (200nm por segundo), utilizando solu¢des 1 mg/mL.
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ANALISES QUIMICAS

Determinacao de Acucares Redutores

O condroitim sulfato € uma macromolécula linear que possui uma
extremidade redutora e outra ndo redutora. A investigacdo do potencial redutor das
amostras foi realizada por colorimetria utilizando o reagente acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). Este composto, na presenca de acucares redutores, € reduzido a acido 3-
amino-5-nitrosalicilico, que absorve intensamente em 540 nm. A Figura Al4
apresenta os resultados obtidos

>
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Figura A14 — Dosagem de acgUcares redutores por método do DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico)
em amostras de condroitim sulfato coletadas em farmacias de manipulacdo de Juiz de Fora. A:
concentracdo de substancias redutoras expressa em pg de aglcar redutor/mg de amostra. B:
porcentagem de acUcares redutores em relagéo ao teor de CS.

Percebemos na Figura Al4-A que as amostras 3, 4, 6, 12 e 16 apresentam

concentracdo de acucares redutores proxima a obtida para o padrdo; as amostras
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13 e 15 possuem valores maiores que o dobro e nas demais o poder redutor é
proximo de 3,5 vezes maior que o padréo.

Os valores obtidos para acgucares redutores estédo relacionados ao peso da
amostra que, em teoria, deveria apresentar teor proximo a 100% de condroitim
sulfato. Como observado na dosagem por eletroforese, véarias amostras
apresentaram teor de condroitim sulfato muito baixo. A Figura Al14-B ilustra o
potencial redutor das amostras em relacdo ao teor de condroitim sulfato. E possivel
claramente visualizar que essa relacdo encontra-se extremamente elevada nas
amostras com baixo teor de condroitim sulfato.

De acordo com o grau de polimerizacdo do condroitim sulfato, solucdes
contendo a mesma massa (g) de condroitim sulfato apresentam uma relacao
inversamente proporcional entre a massa molecular (g/mol) e o numero de hidroxilas
anoméricas livres. Dessa forma, a determinacdo do potencial redutor de uma
amostra de condroitim sulfato pode servir como estimativa do grau de polimerizacao

Entretanto, a presenca de outros acucares (monossacarideos, dissacarideos
etc.) pode também aumentar o valor do poder de reducdo. Como as amostras com
alto potencial redutor possuem baixo teor de condroitim sulfato, resolvemos utilizar
cromatografia em papel para andalise de acucares redutores.

Aliquotas (5 uL, sol. 10mg/mL) de cada amostra foram submetidas a
cromatografia descendente em papel Whatman n°1 usando a mistura de solvente
acido isobutirico: NH;,OH 1,25 M (5:3 v/v). Padrbes de monossacarideos também
foram submetidos a cromatografia no mesmo papel. Apds a corrida do solvente o
cromatograma foi seco e os produtos redutores revelados com nitrato de prata em
meio alcalino (Figura A15).

Podemos observar em nove amostras (1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 11 e 14) a presenca
de véarios compostos redutores com migracado diferenciada na mistura de solvente
utilizada. As amostras 13 e 15 apresentaram apenas uma banda com coloracdo bem
intensa apds revelacdo por prata, enquanto para o restante (3, 4, 6, 12 e 16) nédo
houve o aparecimento de bandas.

A partir da comparacao dos fatores de retencédo (Rfs) das bandas de cada
amostra com os Rfs dos padrdes, foi possivel identificar apenas a banda com Rf
mais alto (préximo de 0,470) como glicose. As demais bandas ndo apresentaram

comigracdo com nenhum dos padroes.



126

Este tipo de cromatografia indica que quanto maior o peso molecular de um
composto menor sera sua migracdo, tendo sua presenca revelada em posi¢cées mais
proximas da origem. Dessa forma, acreditamos que as demais bandas
correspondam a aguUcares de maior peso, como dissacarideos, tetrassacarideos e

oligossacarideos.

1 2 345 67 8 910111213 141516 1 2 3 4 5 6 7 8 9
AMOSTRAS PADROES

Figura A15 - Cromatografia em papel das amostras de insumo farmacéutico condroitim sulfato
coletadas em farméacias de manipulagdo. Diversos padrées de monossacarideos também foram
aplicados (1: glicose 10 pg; 2: galactose 10 pg; 3: fucose 6 pg; 4: manose 5 ug; 5: frutose 6 pg; 6:
arabinose 6 pg; 7: xilose 5 pg; 8: glucosamina 10 pg; 9: N-acetil-glucosamina 10 pg.
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Dosagem de proteinas

De acordo com a Farmacopéia Americana (USP 32, 2008), o teor de
proteinas em condroitim sulfato ndo deve exceder 6%, calculado em relacdo a base
seca.

Com o objetivo de quantificar as proteinas totais presentes nas amostras, foi
realizado método de Lowry (1951). A dosagem, realizada em 400 pg da matéria
prima, foi expressa em % de proteinas em relacdo ao peso da amostra (Figura A16-
A). A Figura A16-B mostra a porcentagem de proteina nas amostras em relacdo ao

teor de condroitim sulfato
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Figura A16 — Dosagem de proteinas totais por método de Lowry em amostras de condroitim
sulfato coletadas em farmacias de manipulagcdo de Juiz de Fora. A: % de proteina em relacdo ao
peso da amostra. A linha preta representa o limite de proteinas calculado em relagdo a base seca
segundo USP 32 (6%). B: porcentagem de proteinas em relacdo ao teor de CS (os valores que
excedem 6% estao representados).

Percebe-se na Figura A16-A que as amostras 13 e 15 possuem teor de
proteinas, calculado em relacdo ao peso da amostra, acima do especificado pela
USP 32. Quando o teor de proteinas € relacionado a concentracdo de condroitim

sulfato (Figura 18-B), a porcentagem de proteinas nessas duas amostras encontra-
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se exageradamente elevada, ficando também acima do especificado em outras seis
amostras (1, 5, 7, 9, 10, 14).

Dosagem de acido urdnico

O condroitim sulfato € formado por unidades dissacaridicas compostas por
residuos de acido D-glucurbnico e N-acetil-galactosamina, sendo que o residuo de
acido urénico representa cerca de 38% do peso de cada unidade dissacaridica
sulfatada.

Dosagem de &cido urdnico pelo reagente de carbazol foi realizada nas
amostras com o objetivo de estabelecer relacdo com a concentracdo de condroitim
sulfato nas mesmas. ApOs 0 processamento da reacdo e leitura em
espectrofotometro (525 nm), a concentracao de acido urdnico foi calculada por meio
de uma curva de calibragéo de acido glucurénico (Figura A17).
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Figura A17 — Dosagem de acido urbnico por método de carbazol em amostras de condroitim
sulfato coletadas em farmacias de manipulacdo de Juiz de Fora. A: concentracdo de acido
urénico em pg de acido glucurdnico/mg de amostra. B: porcentagem de acido urénico em relacdo ao
teor de CS.
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Como observado na Figura Al17-A, condroitim sulfato padréo apresentou
cerca de 330 pg de acido glucurénico por mg de amostra, o que representa 33% em
relacdo ao peso da amostra. Nota-se ainda que a maioria das amostras possui, em
média, 25% de acido urdnico.

Porém, quando o teor de &cido urdnico obtido por esta dosagem é
relacionado ao teor de condroitim sulfato determinado por eletroforese em gel de
agarose (Figura A17-B), percebe-se que, nas amostras com alto teor de condroitim
sulfato essa relacdo permanece préoxima de 32%, enquanto que nas amostras com
baixo teor de condroitim sulfato ela ultrapassa 200%.

Durante a leitura espectrofotométrica dessa dosagem, percebemos
visualmente que diversas amostras apresentaram coloracdo marrom-alaranjada,
diferente das cores obtidas nos diversos pontos da curva de calibracdo com solucao
padrdo de acido glucurbnico. Esta curva apresenta coloracdo rosa, que varia de
tonalidades mais claras em menores concentracées a tons mais fortes nos pontos
de maior concentracgao.

De fato, a presenca de aclUcares neutros na amostra em analise,
principalmente hexoses, produz coloracdo marrom que interfere significativamente
na dosagem, comprometendo a especificidade do método (FILISETTI-COZZI,
CARPITA, 1991). Dessa forma, é possivel supor contaminacao por outros acucares
neutros nas amostras em que a relacao entre acido glucurdnico e teor de condroitim

sulfato encontra-se exageradamente alta.

ANALISE ENZIMATICA

Enzimas capazes de degradar glicosaminoglicanos tém grande importancia
no estudo destas moléculas. Diversos micro-organismos, especialmente bactérias de
solo como Flavobacterium heparinum, produzem estas enzimas. Condroitinase AC é
capaz de degradar condroitins 4 e 6-sulfato. Essa reagc&o ocorre por mecanismo de
eliminacdo e produz oligossacarideos contendo um residuo de acido urénico com
insaturacdo entre os carbonos 4 e 5. Essa insaturacdo apresenta maximo de
absorbéancia em 232 nm, o que permite a deteccdo de produtos de degradacao
destas enzimas por métodos espectroscopicos em ultravioleta (AGUIAR et al.,
2003).



130

Para melhor caracterizacao das amostras foi realizada digestdo enzimatica do
condroitim sulfato com condroitinase AC de Flavobacterium heparinum. Inicialmente
foi realizada incubacéao de 10 pL de solucdo 10 mg/mL de cada amostra (100 pg de
amostra) com 10 pL de condroitinase AC. Incubacéo controle com 10 pL de amostra
e de 4gua também foi realizada.

A dosagem de condroitim sulfato por eletroforese em gel de agarose revelou
diferentes concentracfes deste insumo nas diversas amostras analisadas, sendo
gue muitas delas apresentaram teor muito baixo (Figura A8). Para melhor analisar a
degradacdo do condroitim sulfato por métodos descritos a seguir, foi realizada
também outra incubagdo com volumes corrigidos de solu¢cdo 10 mg/mL de amostra,
para que 100 pg de condroitim sulfato fossem incubados com 10 pL de condroitinase
AC. Incubacéo controle também foi preparada com os volumes relativos a cada
amostra e 10 pL de agua.

Apés 18 horas de incubacdo, 2 pL de cada mistura dos ensaios foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose, e o0 restante foi aplicado em
cromatograma. A Figura A18 apresenta geis de agarose da incubacao realizada com
100 pg de condroitim sulfato. As Figuras A19 e A20 correspondem aos
cromatogramas da incubagdo com 100 pg de amostra e 100 pg de condroitim
sulfato, respectivamente, apds corrida com solvente acido isobutirico: NH,OH 1,25 M

(5:3 v/v) e revelacédo dos produtos redutores com nitrato de prata em meio alcalino.
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Figura A18 - Eletroforese em gel de agarose de amostras submetidas a degradagdo com
condroitinase AC. Incubacdo de volumes variados de cada amostra para atingir 100 pg de
condroitim sulfato. OR: origem; M: mistura padrdo de GAGs (CS, DS e HS); P: condroitim-4-sulfato
padréo; C: incubagéo controle com agua; D: amostras incubadas com condroitinase AC.

Na Figura Al18, bandas de condroitim sulfato sdo vistas nas incubacdes
controle com agua (C). A ndo visualizagdo das bandas nas incubacdes com
condroitinase AC (D) mostra que o condroitim foi degradado pela enzima.

O condroitim sulfato ndo degradado possui alto peso molecular e ndo migra
em cromatografia em papel nesse sistema solvente. Como ja discutido
anteriormente, o poder redutor das amostras analisadas depende do grau de
polimerizacdo da molécula. A degradacéo de condroitim sulfato por condroitinase AC
gera produtos de degradacdo de menor peso que apresentam migracdo em

cromatografia e sao revelados por nitrato de prata.
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Figura Al19 - Cromatografia em papel de amostras submetidas a degradacdo com

condroitinase AC. Incubacédo de 100 pg de amostra. OR: origem; ADi-6S: dissacarideo insaturado
sulfatado na posi¢do 6; ADi-4S: dissacarideo insaturado sulfatado na posicao 6; ADi-0S: dissacarideo
insaturado ndo sulfatado; GalNAc-6S: N-acetil-galactosamina-6-sulfato; P: condroitim-4-sulfato
padréo; C: incubagéo controle com agua; D: amostras incubadas com condroitinase AC.
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oR —
P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
AMOSTRAS
Figura A20 - Cromatografia em papel de amostras submetidas a degradacdo com

condroitinase AC. Incubacédo de volumes variados de cada amostra para atingir 100 pug de
condroitim sulfato. OR: origem; ADi6S: dissacarideo insaturado sulfatado na posicéo 6; ADi4S:
dissacarideo insaturado sulfatado na posigdo 6; ADIOS: dissacarideo insaturado ndo sulfatado;
GalNAc-6S: N-acetil-galactosamina-6-sulfato; P: condroitim-4-sulfato padrdo; C: incubacdo controle
com agua; D: amostras incubadas com condroitinase AC.
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Nos dois cromatogramas realizados (Figuras A19 e A20) podemos perceber
que a degradacdo de condroitim sulfato padréo por condroitinase AC revelou trés
bandas bem definidas com Rfs iguais a 0,184, 0,246 e 0,347.

Dos trés dissacarideos insaturados principais obtidos por degradacéo
enzimatica do condroitim sulfato, o ndo sulfatado é o que migra mais distante da
origem na cromatografia em papel utlizando acido isobutirico: NH,OH como
solvente. Em sequéncia migra o ADi4S, sendo o ADi6S o dissacarideo com menor
migracdo. ADIOS e N-acetil-galactosamina-6-sulfato comigram neste método
(MICHELACCI, HORTON, POBLACION, 1987).

As amostras 3, 4, 6, 12 e 16, quando degradadas pela enzima, revelaram
também os dissacarideos insaturados. Essas amostras possuem tetrassacarideos e
oligossacarideos formando um arraste proximo a origem.

Os Rfs das bandas mais evidentes das outras amostras foram calculados com
base no primeiro cromatograma (Figura A19). Essas bandas nao sofreram alteracao
apos tratamento com condroitinase AC, o que indica que a natureza destes produtos

nao esta relacionada ao condroitim sulfato.

ANALISE DE PESO MOLECULAR POR PAGE.

Para analise de peso molecular de condroitim sulfato em amostras
farmacéuticas, aliquotas (20 pg) de matérias-primas com teor de condroitim sulfato
superior a 80% foram ressuspendidas em 10 pL de tampéao de amostra e aplicadas
em gel de poliacrilamida 7,5%. Apds eletroforese, como descrito em Métodos, o gel

foi corado com azul de toluidina (Figura A21).
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Figura A21 — PAGE de condroitim sulfato de amostras farmacéuticas. Amostras foram
analisadas em gel de Poliacrilamida 7,5%, corado com azul de toluidina 0,1%. A tabela apresenta o
peso molecular das amostras, calculado conforme descrito no texto. C4S S1 e C4S S2: condroitim 4-
sulfato de tragqueia bovina obtidos da Sigma (dois produtos distintos).

O peso molecular médio (peso modal) das amostras de condroitim sulfato foi
estimado com base no Rf do pico obtido na andlise densitométrica (Figura A22), a
partir de curva padréo construida por regressdo logaritmica com os padrdes de
dextram sulfato (8KDa), condroitim 4-sulfato de traqueia bovina — C4S S1 (26 KDa),
e condroitim 6-sulfato de tubaréo (67 KDa).

Observamos um variacdo de peso molecular das amostras farmacéuticas

analisadas de cerca de 17 a 26 kDa, caracteristica de condroitim 4-sulfato.
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Figura A22 — Analise densitométrica das bandas de condroitim sulfato de amostras
farmacéuticas em gel de PAGE. As bandas foram densitometradas usando o programa TotalLab

TL120 1D v2009 (Nonlinear Dynamics Ltd.). Os valores de Rf estdo apresentados.

PESQUISA DE QUERATAM SULFATO

Pesquisa de queratam sulfato em amostras farmacéuticas de condroitim

sulfato foi realizada por imunoblotting. Aliquotas de 5 de ug de amostras com teor
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maior que 80% foram submetidas a eletroforese em gel de agarose. Apos
transferéncia dos glicosaminoglicanos por capilaridade para membranas de
nitrocelulose, o bloqueio de ligacdes inespecificas foi realizado por incubagdo com
solucdo de caseina 5%. As membranas foram entdo incubadas com anticorpo
monoclonal anti-queratam sulfato (MST1), seguido de anticorpo secundario anti-lgG
de camundongo conjugado com peroxidase. A revelagcdo foi realizada por
guimioluminescéncia e por incubacdo com substrato para peroxidase

(tetrametilbenzidina em solucéo) (Figura X).

Figura A23 — Imunoblotting contra queratam sulfato de amostras farmacéuticas de condroitim
sulfato. Aliquotas (5 pg) de cada amostra foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
seguida de transferéncia para membranas de nitrocelulose. Ap6s incubag¢@o com anticorpo primario
MST1 e secundario conjugado com peroxidase a membrana foi revelada por quimioluminescéncia (A)
e por reacdo com substrato para peroxidase (tetrametilbenzidina) (B). KS S1: queratam sulfato
extraido de nulcleo pulposo bovino; KS S2: queratam sulfato extraido de cérnea bovina. C4S S2:
condroitim 4-sulfato de traqueia bovina obtido da Sigma.

Na Figura A23 observamos que as cinco amostras farmacéuticas de
condroitim sulfato analisadas apresentam contaminacdo por queratam sulfato. A
identificacdo desse glicosaminoglicano foi confirmada pelo desaparecimento das
bandas detectadas no imunoblotting apds tratamento das amostras com

gueratanase (resultados ndo apresentados).
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INFORMACOES REPORTADAS NO CERTIFICADO DE ANALISE

Para melhor comparacdo dos resultados obtidos pelos métodos realizados
neste trabalho com as informacdes reportadas no certificado de analise, decidimos
agrupar as amostras com base na andlise por eletroforese em gel de agarose.

Resumidamente, trés grupos foram formados:

e Grupo 1 - Amostras com teor de condroitim sulfato superior a 80%.
Encontram-se neste grupo as amostras 3, 4, 6, 12 e 16.

e Grupo 2 — Amostras com teor de condroitim sulfato inferior a 15%, e que
apresentaram pico de absor¢cdo UV em 210 nm préximo de 1,800 Abs. As
amostras 13 e 15 representam este grupo.

e Grupo 3 — Amostras com teor de condroitim sulfato inferior a 15%, e que
apresentaram pico de absor¢do UV em 192 nm préximo de 1,000 Abs. Este
grupo € constituido pelas amostras 1, 2,5, 7, 8, 9, 10, 11 e 14.

O Grupo 1 possui amostras de duas distribuidoras A e B. Quatro destas
amostras possuem a mesma procedéncia do pais X, sendo que a amostra 6 tem
origem em Y. As amostras do Grupo 2 tém a mesma distribuidora C e procedéncia
Z. Ja o Grupo 3 engloba quatro diferentes distribuidoras (D, E, F e G), sendo a
procedéncia a mesma (W). A Figura A24 apresenta um organograma para melhor

visualizacdo dessa classificacao.

Distribuidora Amostra Procedéncia
A
Grupo 1
Teor CS > 80%
B
Grupo 2
Teor CS < 15% C z
UV 210 nm (1,8 Abs)

Grupo 3
Teor CS < 15%
UV 192 nm (1,0 Abs) F

Figura A24 — Organograma com a classificacdo das amostras de condroitim sulfato quanto a
distribuidora e procedéncia (pais de origem da matéria-prima)
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Dentre as andlises realizadas neste trabalho, as dosagens de teor de
condroitim sulfato por eletroforese em gel de agarose e por titulagdo, bem como a
dosagem de proteinas por método de Lowry, podem ser comparadas com oS
resultados reportados no certificado de analise das amostras. A Tabela Al
apresenta estes resultados.

Percebemos que, para o teor de condroitim sulfato, segundo as informacdes
reportadas no certificado de analise, todas as amostras encontram-se dentro do
limite definido pela Farmacopeia Americana (90-105%). Porém, comparando estes
resultados com os obtidos por eletroforese, apenas a amostra 4 apresentou
resultados semelhantes e dentro da especificagdo farmacopeica. As demais
amostras do Grupo 1, apesar de possuirem teor acima de 80%, encontram-se
abaixo da especificacdo e apresentam resultados diferentes do valor reportado nos
laudos. Entretanto, na dosagem de condroitim sulfato por titulagdo essas amostras
apresentaram teor superior a 90%. Ja as amostras dos Grupos 2 e 3 possuem teor
préoximo a 15% em ambos os métodos realizados neste trabalho

As amostras do Grupo 1 apresentaram teor de proteinas inferior a 6% em
ambos os resultados e, portanto, encontram-se de acordo com as preconizacdes da
Farmacopeia Americana (ndo mais que 6% de proteinas). Ja as amostras do Grupo
2 mostraram, tanto no certificado quanto na dosagem deste trabalho, valor superior
a 6%. Ja para o Grupo 3 nao constam informacfes sobre dosagem de proteinas no
certificado de analise, sendo que, segundo a dosagem realizada neste estudo, todas

possuem teor inferior a 6%.
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Tabela A1 - Comparacdo dos Resultados de Teor de Condroitim Sulfato e de
Proteinas Obtidos Neste Trabalho com as Informag¢6es Reportadas no Certificado de
Andlise do Controle de Qualidade do Produto

Teor CS Teor Proteinas
Amostra Eletroforese em Titulagao Certificado Dosagem  Certificado
gel de agarose Fotométrica de Analise Lowry de Anélise
1 10,4% 18,83% 97,32% 0,93% n.c.
2 13,1% 18,36% 95,89% 0,70% n.c.
3 82,9% 95,30% 90,50% 3,95% 5,40%
4 94,0% 98,80% 91,90% 4,64% 5,50%
5 12,5% 15,97% 95,77% 2,36% n.c.
6 86,5% 101,66 96,80% 2,18% 2,70%
7 9,6% 16,93% 97,28% 0,98% n.c.
8 13,4% 16,29% 99,89% 0,68% n.c.
9 7,3% 13,75% 99,89% 0,57% n.c.
10 8,9% 15,50% 95,77% 0,75% n.c.
11 11,0% 15,81% 99,89% 0,61% n.c.
12 89,7% 98,32% 96,49% 3,64% 4,50%
13 5,4% 12,32% 97,84% 8,75% 18,15%
14 11,4% 15,02% 91,92% 0,89% n.c.
15 6,8% 8,82% 99,78% 10,27% 21,12%
16 84,8% 97,21% 96,49% 3,61% 4,50%

n.c.: ndo consta no Certificado de analise

ANALISE DE CONDROITIM SULFATO EM MEDICAMENTOS
INDUSTRIALIZADOS

O método de eletroforese em gel de agarose foi utilizado para analise de dois
medicamentos industrializados a base de CS, sendo um comercializado na forma de
saché e outro em capsulas. A partir do pé de cada medicamento foram preparadas
solugdes 1 mg/mL em relagédo a concentracdo de condroitim sulfato especificada no
rotulo de cada produto (1,2 g no saché e 400 mg na capsula), tendo sido aplicados
no gel 5 pL de cada solucdo, em triplicata. Os resultados estdo apresentados na
Figura A25.
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Figura A25 — (A) Eletroforese em gel de agarose em tampédo PDA de dois medicamentos
industrializados contendo condroitim sulfato. B: Concentragdo de CS (em mg) determinada por
densitometria das bandas do gel de agarose. M: mistura padrdo de CS, DS e HS.

Como observado na Figura acima, o teor de CS nestas amostras de medicamentos

atende ao especificado no rotulo, sendo inclusive ligeiramente superior.
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