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RESUMO

Glicosaminoglicanos (GAGs) sédo heteropolissacarideos lineares ligados a um
nacleo proteico dos proteoglicanos (PGs). Condroitim sulfato (CS) é GAG sulfatado
composto por unidades dissacaridicas repetidas de &cido D-glucurdnico e N-acetil-
galactosamina, esse composto possui atividades biologicas associadas a interacao
com diferentes elementos da matriz. Estas acdes tém sido relacionadas as suas
caracteristicas estruturais relativas ao elevado teor de grupos sulfato e carboxila que
originam dominios estruturais que sao conhecidos por participar de funcdes
fisiologicas especificas. O presente trabalho teve por objetivo a identificacdo e
caracterizagdo estrutural dos GAGs extraidos de diferentes tecidos de lula
(Doryteuthis plei) bem como a avaliagdo da atividade anticoagulante destes
compostos. Para isso inicialmente determinamos a técnica de extracdo dos GAGs
dos tecidos de manto, nadadeira, tentadculos e pele utilizando degradacdo com
enzimas proteoliticas e purificacdo utilizando a técnica de cromatografia de troca
ibnica. Realizamos a identificacdo dos GAGs com degradacdes com liases
especificas (chases AC e B de F. heparinum), em que ficou evidenciado que CS é o
GAG majoritario dos tecidos de D. plei. Os CS encontrados tiveram peso molecular
detectados na faixa de 30-50 kDa. A dosagem quimica de sulfato demonstrou que
estes CS possuiam relacdo superior a 1,2 sulfato/hexosamina o que nos forneceu o
indicativo que estas macromoléculas eram supersulfatadas. Este fato foi confirmado
pela analise por FACE dos produtos da digestdo de CS de manto e nadadeira com
chase AC de A. aurescens em que a maior sulfatacao foi relacionada a presenca de
alta proporcdo de residuos di-sulfatados, ADi4,6S (=55%). Técnicas
espectroscopicas de Raman e RMN permitiram confirmar a maior substituicdo e
sulfatacdo nas posi¢des 4- e 6- da GalNAc, respectivamente. Os CS de manto e
nadadeira ainda demonstraram atividade anticoagulante associada a inibicdo da via
intrinseca da coagulagéo sendo detectada inibicdo dos fatores lla e Xa. Desta forma
concluimos que CS-E é o tipo de glicosaminoglicano constituinte nos tecidos de lula
e que ele possui caracteristicas tecido-especifica, desempenhando sua atividade

anticoagulante de acordo com o padrao de sulfatacao.

Palavras chave: Lula, condroitim sulfato, atividade anticoagulante.



ABSTRACT

Glycosaminoglycans (GAGs) are linear heteropolysaccharides attached to a
core protein of proteoglycans (PGs). Chondroitin sulfate (CS) is sulfated GAG
composed of repeating disaccharide units of D-glucuronic acid and N-acetyl-
galactosamine, this compound has biological activities associated to their interaction
with different components of the extracellular matrix. These activities have been
related to their structural characteristics due to the high content of sulfate and
carboxyl groups originating structural domains which are known to participate in
specific physiological functions. This aim of this study was the identification and
structural characterization of glycosaminoglycans extracted from squid different
tissues (Doryteuthis plei) as well as evaluation of the anticoagulant activity of these
compounds. Initially, we determined the procedures GAGs extraction in mantle
tissue, fin, tentacles and skin using degradation with proteolytic enzymes and
purification using ion exchange chromatography. We carried out the identification of
GAG to degradation with specific lyases (chases AC and B from F. heparinum),
wherein we evidenced that CS is the principal GAG of the D. plei tissues. Molecular
weight of CS had a range of 30-50 kDa. Quantification of sulfate groups
demonstrated that these CS had higher ratio of sulfate/hexosamine (1.2), a indicative
that these macromolecules were oversulfated. This fact was confirmed by FACE
analysis of CS from mantle and fin after digestion with chase AC from A. aurescens
where most sulfation was related to the presence of high proportion of di-sulfated
residues, ADi4,6S (=55%). Raman spectroscopic and NMR techniques confirmed the
increased substitution and sulfation in positions 4 and 6 of GalNAc, respectively. CS
of the mantle and fin demonstrated anticoagulant activity associated with inhibition of
the intrinsic coagulation pathway by inhibition of factors Xa and lla. Thus, we
conclude that CS-E is the kind of glycosaminoglycan constituent in squid tissues and
it has tissue-specific characteristics, playing their anticoagulant activity according to

the sulfation pattern.

Key words: Squid, chondroitin sulfate, anticoagulant activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 JUSTIFICATIVA

Matriz extracelular (MEC), encontrada em tecidos animais, € uma estrutura
complexa composta por diferentes macromoléculas que circundam e dao suporte as
células. Seus principais componentes podem ser classificados em trés grupos: (1)
proteinas estruturais fibrosas, (ex. colageno); (2) glicoproteinas néo-colagenas
multiadesivas, (ex. fibronectina); e (3) proteoglicanos e acido hialurbnico. Estas
macromoléculas interagem na matriz formando agregados n&o-covalentes, que
podem variar no tipo, na concentracdo destes constituintes e nas diferentes
combina¢Bes que determinam as caracteristicas fisicas dos tecidos e muitas das
propriedades bioldgicas das células nela mergulhadas.

Os proteoglicanos sédo importantes componentes da superficie celular e da
MEC, e distintos proteoglicanos interagem com outros componentes da matriz, como
colageno, fibronectina, laminina, bem como fatores de crescimento e citocinas
(10ZZ0, 1998; . WOLANSKA & BANKOWSKI, 2004; SCHONHERR et al., 2005).
Estas interacoes sdo dependentes das cadeias de glicosaminoglicanos e podem
afetar a proliferacdo, migracéo e diferenciacéo celular (MERLE et al.,1999).

Os glicosaminoglicanos podem ser encontrados tanto em animais vertebrados
guanto em invertebrados. Estudo de caracterizacdo de glicosaminoglicanos em
invertebrados conduzidos por Cassaro & Dietrich (1976) demonstra o quao ampla e
diferente € a composicdo de GAGs dos tecidos nos animais analisados. As
diferencas na concentracdo, perfil de sulfatacdo e epimerizacdo tém sido
correlacionados com as propriedades biolégicas de GAGs como
migracao/adesao/diferenciacdo, funcdes neurorregulatdrias, atividade anticoagulante
e também a interacdo com proteinas especificas. Aléem desses fatores, a expressao
de proteoglicanos apresenta relagdo temporal e espacial, podendo estar envolvida
com a homeostase do tecido, modulando varias fungdes (LIMA et al., 2012; MIKAMI
& KITAGAWA, 2013; SUGAHARA et al., 2003).
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A ocorréncia de CS-E (Di4,6S) em invertebrados foi originalmente descrita em
cartilagem de lula (SUZUKI et al., 1968). Diferentes PGs ricos em E-unidades foram
identificados em mastécitos, células NK (natural killer) e em leucécitos de mamiferos
(RAZIN et al., 1982; STEVENS, 1986). Deve-se considerar que a proporcao relativa
destes dissacarideos na mesma cadeia varia dependendo do tecido e espécie
animal. Por isso passa a ser interessante verificar que tipos de agcbes CS-E de lula
teria nos processos biologicos verificados em humanos, por exemplo.

Esses e outros estudos tém demonstrado o importante papel biolégico dos
proteoglicanos/glicosaminoglicanos no comportamento e desenvolvimento
tecidual/celular em diferentes condi¢des fisiopatologicas. Além da atividade
bioldgica, varios grupos buscam evidéncias de atividade farmacoldgica destes
compostos. Recentemente, nosso grupo descreveu acdo anti-inflamatéria de
condroitim 4-sulfato em modelos experimentais de doencas inflamatérias intestinais
e em modelo de colestase extra-hepética. (GUEDES, 2013; OLIVEIRA, 2012).
Embora estudos da atividade farmacologica dos GAGs tenham sido intensificados,
questdes relevantes permanecem sem respostas. Por exemplo, qual a estrutura
necesséria (padrao de sulfatacao) para exercer os efeitos farmacoldgicos? Qual é o
mecanismo de acéo?

Baseado nessas questdes, 0 objetivo do presente projeto é analisar os tipos e
a estrutura dos glicosaminoglicanos de matriz extracelular presentes em manto,
nadadeira, tentdculos e pele de lula Doryteuthis plei, por métodos quimicos,

enzimaticos e espectroscopicos, bem como determinar sua atividade anticoagulante.

1.2 PROTEOGLICANOS E GLICOSAMINOGLICANOS

Proteoglicanos (PGs) sdo importantes componentes de matriz extracelular
(MEC), sendo caracterizados como macromoléculas que possuem pelo menos uma
cadeia de glicosaminoglicano (GAG) ligada covalentemente a um nucleo proteico
(KJELLEN & LINDAHL, 1991).

Os PGs podem estar localizados na regido intracelular, geralmente em
granulos secretdrios como o serglicim, na superficie celular encontram-se o0s

sindecans e glipicans. Na matriz extracelular intersticial estdo presentes varios
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outros PGs, como agrecam e versicam (PGs de alto peso molecular), decorim e
biglicam (PGs de baixo peso molecular) e na membrana basal encontramos o
perlecam (10ZZO, 1998). Os PGs sdo encontrados em varios tecidos, sendo
particularmente abundantes no tecido cartilaginoso articular no qual desempenham
uma importante atividade de regulagdo osmatica associada a presenca das cadeias
de GAG hidrofilicas, mantendo-o altamente hidratado. A cartilagem possui uma
composicdo importante para a sua propriedade de compressao, onde contém 70-
75% (p/p) de agua, alto teor de colageno fibrilar (~20% p/p) e também uma elevada
porcentagem de PGs (5-7% p/p) (SEIBEL et al., 2006).

Os glicosaminoglicanos sdo polissacarideos de cadeias longas lineares que
consistem de unidades dissacaridicas repetidas, tipicamente sao polidispersos tendo
cadeias com tamanho meédio de 10-50 kDa. As unidades dissacaridicas séo
constituidas por uma hexosamina (glucosamina ou galactosamina) e acucar nao
nitrogenado (acido D-glucurénico, acido L-idurbnico ou D-galactose), unidos entre si
por ligacbes glicosidicas e podem estar esterificadas por grupos sulfato, que
juntamente com o0s grupamentos carboxilicos dos &cidos urbnicos (agcUcar nao
nitrogenado), conferem alta densidade de cargas negativas a esses polimeros
(BRIMACOMBE & WEBBER, 1964; JACKSON et al., 1991).

A ligacdo dos GAGs sulfatados ao esqueleto proteico nos PGs, se faz por
meio do tetrassacarideo acido glucurénico-galactosil-galactosil-xilose (GIcA-Gal-Gal-
Xil), onde a extremidade redutora se une a proteina por uma ligacdo do tipo
O-glicosidica entre a xilose do tetrassacarideo e a hidroxila de um residuo de
serinal/treonina. A extremidade nado redutora se liga a cadeia de GAG (10ZZ0, 1998;
SAMPAIO & NADER, 2006).

De acordo com o tipo de hexosamina, os GAGs podem ser divididos em
galactosaminoglicanos, que incluem condroitins sulfato e dermatam sulfato, e em
glucosaminoglicanos, a exemplo de heparam sulfato, heparina, queratam sulfato e
acido hialurdénico. A hexosamina € sempre N-acetilada em condroitim sulfato,
dermatam sulfato, acido hialurdénico e gueratam 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 agtcar ndo nitrogenado. Acido

D-glucurbnico € o unico encontrado em condroitim sulfato e acido hialurénico,

enquanto queratam sulfato apresenta galactose. Ja em dermatam sulfato, heparam
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sulfato e heparina, &cido D-glucurdnico e acido L-idurénico coexistem em propor¢des
variadas. A presenca de grupamentos sulfato em diferentes posi¢des, bem como o
tipo de ligacdo glicosidica intradissacaridica e interdissacaridica aumentam ainda
mais a complexidade destas moléculas (MEYER, 1938; JEANLOZ, 1960; SAMPAIO
& NADER, 2006).

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

O numero de grupamentos sulfato por unidade dissacaridica também é
caracteristico, sendo que heparam sulfato e heparina tendem a ser mais sulfatados

gue condroitim e dermatam sulfatos.

R4S B3 MR4O L MR4S MBS LM B4SL3

Acido Hialurénico (HA)
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4S 4S6S nitrogenados

|:I[340133 [CIB4&p3[]p4&p3 DB%B?’DB@%
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6S 4S 4S 4S 4S
[]p4&33 D[34@013|:|[34§§a3 DB4§%&3DB4@BS O aalactose (Gal)

Dermatam Sulfato (DS)
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Queratam Sulfato (QS)

FIGURA 1. ESQUEMA DA COMPOSICAO TIPICA DE DIFERENTES FAMILIAS DE
GLICOSAMINOGLICANOS. Fonte: Adaptado de ESKO, KIMATA & LINDAHL, 2009.

Os GAGs desempenham um papel critico na sinalizacdo de uma variedade de

processos fisiolégicos incluindo interacdo célula-célula, adesédo célula-matriz,
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proliferagao celular, divisdo celular, morfogénese, regulagéo e sinalizagdo molecular
(MIKAMI & KITAGAWA, 2013; SAMPAIO & NADER, 2006; SCOTT, 1992;
SUGAHARA et al., 2003, TAIPALE & KESKI-OJA, 1997).

Os GAGs sao encontrados tanto em animais vertebrados quanto em
invertebrados. Estudos pioneiros reportaram a diversidade estrutural de condroitim
sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato em vertebrados, em que foi
demonstrado que cada tecido analisado possuia uma composicao caracteristica,
diferindo entre si quanto a quantidade relativa, tipo e tamanho molecular dos GAGs
constituintes, nesses estudos ainda foi visualizado que um mesmo tecido de
diferentes vertebrados possuem em geral, 0 mesmo glicosaminoglicano (DIETRICH
et al.,, 1976; GOMES & DIETRICH, 1982; TOLEDO & DIETRICH, 1977). Em 1976,
CASSARO & DIETRICH, publicaram o primeiro estudo sistematico da distribuicdo de
GAG em todas as classes de invertebrados. Entretanto, somente a partir do
isolamento e caracterizacdo da especificidade de vérias liases, sulfatases e
glucuronidases bacterianas foi possivel realizar a determinacdo estrutural dos
diferentes GAGs. Novas tecnologias tém sido empregadas na determinacao
estrutural destes compostos, tais como, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), Espectroscopia RAMAN e
Eletroforese Capilar (EC). (DESAIRE & LEARY, 2000; MAINRECK et al., 2010;
MICHELACCI & DIETRICH, 1975; MICHELLACCI & DIETRICH, 1976;
KARAMANOS et al., 1994; MITROPOULOU & STAGIANNIS, 2004; VOLPI, 2007).

A biossintese da complexa estrutura dos GAGs é regulada e os diversos
padrbes de sufatacdo tem demonstrado uma relagéo tecido e organismo especifica,
podendo ainda ter alteracGes durante o crescimento e desenvolvimento. Mutacdes
em muitos genes de enzimas biossintéticas de GAGs em vertebrados conduzem a
severas consequéncias, indicando que a expressdo de especificas estruturas
sufaltadas de GAGs desempenham um papel importante na vida. (YAMADA,
SUGAHARA & OZBEK, 2011).
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1.3 CONDROITIM SULFATO

1.3.1 ESTRUTURA

Condroitim sulfato é um glicosaminoglicano formado por unidades
dissacaridicas repetitivas de &cido D-glucurdnico (GIcA) e N-acetil-galactosamina
(GalNAc), unidas por ligagbes  glicosidicas B(1—-3) e B(1—4),
[-4GIcAB1—3GalNAcB1—]. De acordo com a sulfatagdo dos dissacarideos,
diferentes tipos de condroitim sulfato sdo conhecidos. Os principais tipos de
condroitim sulfato sdo classificados como condroitim 4-sulfato (C4S), ou condroitim
sulfato A (CS-A), rico em dissacarideos sulfatados na posicdo 4 da N-acetil-
galactosamina (~65% Di4S) e condroitim 6-sulfato (C6S), ou condroitim sulfato C
(CS-C), que possui essencialmente N-acetil-galactosamina sulfatada na posicao 6
(~90% Di6S). O DS, conhecido anteriormente como CS-B, possui uma estrutura
hibrida devido a modificagdo do residuo de &cido glucurbnico, envolvendo
epimerizacdo do C-5 para formar &cido idurénico. (LAMARI & KARAMANOS, 2006;
VOLPI, 2007).

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

Em animais de origem marinha sdo encontrados também outros tipos de
unidades dissacaridicas. O dissacarideo E extraido de cartilagem de lula (CS-E)
apresenta dois grupos sulfato nas posicoes 4 e 6 da N-acetil-galactosamina
(SUZUKI et al., 1968). A unidade dissacaridica D, encontrada em cartilagem de
tubardo e arraias (CS-D), apresenta dissacarideos di-sulfatados na posicdo 2 do
acido glucurdnico e 6 da N-acetil-galactosamina (VOLPI, 2007). No ambiente

marinho, em caranguejos, dissacarideos conhecidos como tipo K (CS-K), que
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possuem sulfatacdo na posicdo 4 da GalNAc e também sdo 3-O-sulfatados em GICA
(LAMARI & KARAMANOS, 2006; SUGAHARA & YAMADA, 2000).
A Figura 2 mostra a estrutura de dissacarideos que formam os diferentes

tipos de condroitim sulfato e dermatam sulfato.

HO3SO HO3SO OH
HOOC
@)
@) @)
/
Ho ©H
NHCOCHj; NHCOCH3
CS-A CS-B (DS)
HO OSOzH OSO,H
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@) 0]
O O
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NHCOCH, NHCOCH,
CcSs-C CS-D
HO.SO OSO-:H H OH
HOOC 3 ° Hooc 10359
0 0]
0 O
/ OH
HO O SO
NHeocH, o2 NHCOCH;
CS-E CS-K

FIGURA 2. ESTRUTURA QUIMICA DOS DISSACARIDEOS QUE CONSTITUEM DIVERSOS
TIPOS DE CONDROITIM SULFATO E DERMATAM SULFATO.

A heterogeneidade de estruturas do condroitim sulfato € responsavel pelas
mais diversas e especializadas funcdes deste polissacarideo. Na cartilagem
articular, tecido conjuntivo que reveste 0s 0sso0s, 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 (STYLIANOU et al., 2006;
MARTEL-PELLETIER et al., 2008).
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Diversas evidéncias indicam que as cadeias de CS desempenham
importantes fungBes bioldgicas na inflamacédo, proliferacdo celular, diferenciacéo,
migracdo, morfogénese de tecidos, organogénese, infeccdo e reparo tecidual,
devido a sua capacidade de interagir com diversas compostos tais como moléculas
de matriz, fatores de crescimento, inibidores de protease, citocinas, quimiocinas,
moléculas de adesao e fatores de viruléncia, capacidade esta relacionada a grande
densidade de cargas negativas, a suas longas cadeias e em dominios funcionais
dependendo da combinacdo de dissacarideos formadores (BANDTLOW, C.E. &
ZIMMERMANN, 2000; GEMBA et al., 2002; MARTEL-PELLETIER et al., 2008;
VOLPI, 2011).

A compreensédo abrangente dos mecanismos nos processos catabdlicos e de
biossintese de CS sao essenciais para o entendimento de suas fun¢gdes no
organismo. A biossintese de CS inicia pela sintese da regido de ligacdo GAG-
proteina, GIcAB1-3GalB1-3Galp1-4XylB1-O-Ser, que é covalentemente ligada a
residuos especificos de serina inseridos em diferentes nucleos proteicos. A estrutura
do tetrassacarideo da regido de ligacdo é montada por adicdo sequencial
progressiva de unidades monossacaridicas: uma Xil (xilose), duas Gal (galactose)
sucessivas, e um residuo de GIcA, pelas correspondentes glicosil-transferases
especificas, XilT (xilosiltransferase), GalT-I (B1,4-galactosiltransferase 1) , GalT-Il
(B1,3-galactosiltransferase 1) e  GIcAT-I  (B1,3-glucuroniltransferase ),
respectivamente. Apdés o término da formacdo do tetrassacarideo da regido de
ligacdo, o primeiro residuo de GalNAc é transferido para o terminal ndo-redutor do
residuo GIcA do tetrassacarideo da regido de ligacdo pela acdo de GalNAc
transferase | (GalNACT 1), desencadeando a sintese de CS. Em seguida residuos de
GIcA e GalNAc séo alternadamente transferidos para as crescentes cadeias de CS
pelas acbes de enzimas GICAT-Il (glucuroniltransferase 1) e GalNAcT-Il (N-
acetilgalactosaminiltransferase Il) respectivamente. Glicosiltransferases com dupla
atividade (glucuroniltransferase Il e N-acetilgalactosaminiltransferase Il) também tém
sido descritas como responsaveis pela sintese das unidades dissacaridicas
repetidas de CS, essas enzimas foram designadas como condroitim sintases
(SILBERT & SUGAMARAN, 2002; PRYDZ & DALEN, 2000). Modificacdes destas
cadeias crescentes de CS sdo realizadas por enzimas, tais como GIcA C5-
epimerase e uma série de sulfotransferases, construindo a diversidade estrutural de

CS. As sulfotransferases catalisam a transferéncia de um residuo de sulfato de 3’-
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fosfoadenosina 5’-fosfosulfato (PAPS) para uma posicao especifica GalNAc, GIcA ou
IdoA em CS/DS, formando desse modo padroes de sulfatacdo altamente
heterogéneos. As sulfatacbes dos polimeros de CS podem compreender apenas
GalNAc4S; somente GalNAc6S; tanto GalNAc4S e GalNAc6S no mesmo
polissacarideo e ainda GalNAc4,6S; GIcA 2- ou 3- sulfato e também GalNAc néo
sulfatada também podem ser formadas. No mecanismo de sulfatacdo de CS, uma
unidade O ndo sulfatada é utilizada como um substrato aceptor comum de dois tipos
de O-sulfotransferases, uma catalisa a sufatacdo na posicdo 4 da GalNAc formando
GalNAc4S e outra realiza 6-O-sulfatacdo dos residuos de GalNAc, originando
GalNACc6S. Subsequentes sulfatacdes das unidades A e C formadas também podem
ocorrer formando dissacarideos dissulfatados D e E (Figura 3) (BAENZINGER, 2003;
ITO & HABUCHI, 2000; MIKAMI & KITAGAWA, 2013; SAMPAIO & NADER, 2006).
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FIGURA 3. VIAS DE SULFATACAO DE CS. Fonte: Adaptado de Mikami & Kitagawa, 2013.
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1.3.2 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 a digestdo proteolitica do tecido utilizando proteases néo
especificas, por exemplo, papaina. O material digerido € entdo tratado para
separacdao do condroitim sulfato e outros GAGs por métodos de precipitagdo com
solventes organicos ou ions de aménio 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 exclusédo de tamanho (VOLPI,
1994; VOLPI, 1996; SILVA, 2006).

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

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 ou 4) e baixa porcentagem (6 a 8%) de dissacarideos nado sulfatados. O
condroitim sulfato dessas diferentes espécies pode entdo ser diferenciado pela
razdo 4S/6S (1,5-2,0 em boi, 3,0-4,0 em frango e 4,5-5,0 em porco). Por outro lado,
condroitim sulfato de animais marinhos possui densidade de carga superior a 1,0
(pois apresenta também dissacarideos di-sulfatados e até tri-sulfatados) e a razéo
4S/6S varia de acordo com a espécie (VOLPI, 2004; VOLPI, 2007).

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
composicdo do condroitim sulfato em diferentes tecidos (TAMURA et al., 2009;
VOLPI, 2009).

As propriedades biologicas e farmacoldgicas do condroitim sulfato variam de

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

1.3.3 AMBIENTE MARINHO E CONDROITIM SULFATO

Mares e oceanos ocupam mais de 2/3 da superficie da Terra e abrigam quase
todos os grupos de organismos vivos, incluindo representantes de 34 dentre os 36
filos descritos. Dessa forma os ecossistemas marinhos podem ser considerados
como detentores da maior biodiversidade de filos, com potencial biotecnolégico
associado praticamente ilimitado (LOTUFO, 2009).

O ambiente marinho € muito mais diversificado que o ambiente terrestre,
porém, devido as dificuldades de coleta de organismos, ainda é pouco conhecido.
Durante muito tempo, o isolamento e a elucidacao estrutural de produtos naturais
marinhos, teve como objetivo, a obtencdo de substancias com atividades
farmacolégicas e o conhecimento de mecanismos biossintéticos existentes nos
seres vivos (TEIXEIRA, 2009).

A partir da década de 90, muitos trabalhos tém surgido sobre microrganismos
marinhos e organismos fitoplanctonicos, resultantes da descoberta da origem de
substancias biologicamente ativas em invertebrados marinhos. Muitas acdes
conhecidas de produtos naturais toxicos de invertebrados foram objeto de estudos, e
posteriormente, detectados serem microrganismos 0s seus reais produtores. Dentre
os invertebrados marinhos as esponjas, 0s corais, 0s moluscos e, em menor escala
equinodermos sao fontes mais comuns de produtos naturais marinhos. Embora haja
um surpreendente nimero de produtos naturais isolados de invertebrados marinhos,
as inferéncias biolégicas sdo cuidadosas, uma vez que essas substancias tém sua
origem em microrganismos ou na dieta alimentar. Dessa forma, necessita-se de
estudos aprofundados para obtencdo e elucidacdo de estruturas quimicas
complexas desses organismos vivos (TEIXEIRA, 2009).

Variacbes de cadeias de condroitim sulfato supersulfatado (CS-D, CS-E,
CS-H e CS-K) caracterizadas por unidades dissacaridicas di- e tri- sulfatadas, foram

originalmente descobertas em tecidos de organismos marinhos: cartilagem de
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tubardo, cartilagem de lula, nototocorda de mixinideos e cartilagem de caranguejos,
respectivamente. Os estudos realizados por Kawai e colaboradores (1966), foram os
primeiros a identificar CS supersulfatado em tecidos de lula. Posteriormente varios
trabalhos tém demonstrado a presenca desses tipos de CS em diferentes espécies
de lula e com diferentes propor¢cdes entre o0s tecidos constituintes. O CS
supersulfatado obtido destes animais (CS-E) tem demonstrado interessantes
atividades como: inibicdo de receptores Midkine que medeiam adesao celular em
células neuronais e inibicdo da etapa de ligacdo de virus a células T humanas na
Leucemia Tipo 1 (JINNO-OUE et al., 2013; UEOKA et al., 2000). Willis & Kluppel
(2014) demonstraram que CS-E é um regulador negativo de uma via pro-
tumorogénica conhecida como Wnt/Beta-Catenina colageno em linhagem de células
mamarias cancerigenas. Ressalta-se ainda que os resultados recentes verificados
quanto a atividade de CS-E foram particularmente evidenciados e restritos a este
tipo de CS, néo tendo outras isoformas de CS as mesmas respostas. Dessa forma
cria-se novas expectativas quanto a bioprospeccéo desses CS supersulfatados e de

suas possiveis atividades biologicas e farmacoldgicas associadas.

1.4 LULA (DORYTEUTHIS (LOLIGO) PLEI)

As lulas sdo moluscos marinhos inseridas no taxon dos cefalépodes. O corpo
das lulas consiste de dez apéndices preénseis e flexiveis (bracos e tentaculos)
dispostos em cinco pares em torno da cabeca. Os oito bracos sdo curtos e
espessos, mas 0 quarto par contado a partir do dorso do animal é formado por
longos tentaculos retrateis. Possuem também manto, que consiste de uma camada
espessa de musculos circulares, entremeada por musculos radiais menores. Os
musculos envolvem a cavidade do manto e encontram-se entre tlnicas de colageno
interna e externa, sendo empregados na locomog¢ao ao lancar um jato de agua pelo
funil. As nadadeiras sdo componentes do aparato locomotor, permanecem em
movimento constante para elevacdo dinamica e fazem com que a lula permaneca
em determinada posi¢do na coluna d’agua, evitando dessa forma que afunde. O
tegumento desses cefalopodes € constituido por fina epiderme externa em contato

com tecido conjuntivo subjacente que forma derme. A derme é composta de fibras
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de coldgeno, matriz e Orgdos cromatoféricos abundantes. Além dos tecidos
supracitados as lulas também possuem radula, branquias e visceras (Figura 4)
(RUPPERT et al., 2005).

A lula Doryteuthis (Loligo) plei (Blainville, 1823) pertencente a familia
Lolignidae é um cefal6pode endococleado, cujas conchas sdo ausentes. Pode ser
encontrada desde a costa da Florida até o Rio Grande do Sul (RODRIGES, A. R,,
2007 apud PEREZ et al., 2005), ocorrendo em aguas mais mornas, sendo sua
distribuicdo, no sul do Brasil, frequentemente associada com a influéncia da
Corrente do Brasil (HAIMOVICI & PEREZ, 1991). A pesca destes Lolignideos
apresenta importancia crescente na costa Sudeste e Sul do Brasil, onde L. plei, é
capturada comercialmente entre Cabo Frio (RJ) e Cabo de Santa Marta (SC), sendo
a espécie mais importante dessa familia na pesca dos Estados de Santa Catarina e
Séo Paulo (PEREZ & PEZZUTO, 1998).
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FIGURA 4. ANATOMIA DA LULA LOLIGO MACHO. VISTA VENTRAL COM O MANTO ABERTO
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ORGAOS NO INTERIOR DA CAVIDADE DO MANTO (por Mary Ann Nelson Adaptado de Ruppert et
al., 2005).
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1.5 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DE CONDROITIM SULFATO

1.5.1 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacédo € uma resposta protetora iniciada pelo organismo apés lesées
causadas por danos fisicos ou por infeccdes por microrganismos. Consiste de
respostas locais ou sistémicas, sendo processo essencial com as funcbes de
eliminar fatores nocivos, promovendo o reparo tecidual e a cicatrizacdo (VOLPI,
2011).

Tanto em infeccdes causadas por bactérias, protozoarios, fungos ou virus,
quantos nos casos de danos teciduais, ocorre a ativacdo de receptores
reconhecedores de padrdo (PRRs) que levam a fosforilagéo e a ativagao de diversas
enzimas quinases extracelulares 1/2 reguladas por sinal (ERK 1/2), proteinas
quinase p38 ativadas por mitdgenos (p38MAPK) e quinases c-Jun NH-terminais
(JNK) (BRADLEY, 2008; CINEL & OPAL, 2009).

As quinases ativadas neste processo fosforilam a quinase I1kB (IKK) que por
sua vez fosforila e inativa o inibidor kBa, responsavel por reter o fator nuclear NF-kB
no citosol, liberando o mesmo e como consequéncia, este fator inicia sua
translocacdo para o nucleo onde é responsavel pela regulacdo da transcricdo de
genes envolvidos na inflamacgéo, imunidade, apoptose, proliferacdo e diferenciacao
celular (ZHONG & KYRIAKIS, 2007) (Figura 5).

Como resultado da ligacdo do NF-kB aos genes, ha um aumento de diversas
proteinas como interleucina-18 (IL- 1B), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose
tumoral TNF-a e enzimas como oOxido nitrico sintase (NOS2), ciclooxigenase 2
(COX-2), fosfolipase A2 (PLA2), metaloproteases de matriz extracelular (MMP-2) e
MMP-9, por exemplo) e outras, todos os fatores que serdo responsaveis pela reacao
inflamatoria.

Segundo Villieres e outros (2010) ha evidéncias de que a ativacdo do NF-kB
tem papel fundamental na patogénese de inUmeras doencas, se tornando assim um

alvo de interesse para remissao do processo inflamatério.
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FIGURA 5. VIA DE ATIVACAO DE NF-kB. IKK: quinase que fosforila complexo IkB; IkB: proteina
inibidora da ativacdo NF- kB; p50 e Rel A: Subunidades de NF-kB. Fonte: Adaptado de Gilmore,
2006.

1.5.2 HEMOSTASIA E COAGULACAO

1.5.2.1 HEMOSTASIA

A hemostasia compreende uma série de mecanismos fisioldgicos que devem
ser regulados simultaneamente para contrapor a perda excessiva de sangue e evitar
a formacao de trombos vasculares. Desta forma o processo de formacédo do coagulo
(pré-coagulacdo) deve estar em equilibrio com os processos de parada de formagéo
do coagulo (anticoagulacao) e dissolucao do coagulo (fibrindlise) (FRANCO, 2001;
VOLPI 2007).



36

A lesdo de um vaso leva a uma sequéncia de reagOes para tentar reparar a
injuria. O processo de pré-coagulacao resulta na producdo de fibrina a partir de
complexas interacdes entre proteases plasmaticas e seus cofatores, que culminam
na génese da enzima trombina, que por protedlise, converte o fibrinogénio sollvel
em fibrina insolavel. Ainda nesse processo ocorre a agregacao plaquetaria no local
da lesé@o para conter a perda sanguinea. Alteragcdes morfolégicas que as plaquetas
sofrem causam a liberacdo de compostos quimicos contidos nelas, que auxiliam em
outros aspectos do processo. Alguns desses compostos liberados aumentam a
agregacdo plaquetaria, outros causam vasoconstricdo que visa retardar a perda
sanguinea extravascular e diminuir o fluxo sanguineo local e alguns sdo enzimas
gue ajudam diretamente na formacdo do coagulo. A etapa seguinte da hemostasia
denominada anticoagulacéo, tem a finalidade de impedir a formacédo excessiva de
coagulo. Finalmente, o processo de dissolucdo do coagulo ou fibrindlise ocorre
quando o vaso lesado estd suficientemente reparado (MURRAY, 2007;
RODRIGUES et al., 2012).

1.5.2.2 Coagulacdo Sanguinea

Em 1964, dois grupos independentes propuseram o modelo classico do
sistema de coagulagcdo (MACFARLANE, 1964; DAVIE & RATNOFF, 1964). Esse
modelo descreve que a coagulacdo ocorre por meio de ativacao proteolitica,
sequencial de zimdgenos, por proteases do plasma levando ao final a formacéo de
trombina que catalisa a ativacdo de outros fatores além da formacado de fibrina a
partir de fibrinogénio, etapa essencial para formagcdo do coagulo (DEVLIN, 2007).
Essa sequéncia de reagBes envolve duas vias: a via intrinseca ou do fator de
contato e a via extrinseca ou do fator tecidual. A Figura 6 mostra a representacao

das duas vias.
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FIGURA 6. CASCATA DE COAGULACAO. Fonte: Adaptado de Franco, 2001.

1.5.2.2.1 Via extrinseca ou via do fator tecidual

Esta via recebeu esta denominagdo apds observarem que h& um fator
extrinseco ao sangue circulante que facilita a coagulacédo. Este fator foi identificado
como fator tecidual (fator Ill) ou fator tissular (TF). Quando o fator tissular é exposto
apos uma lesdo do vaso, o fator VII se liga na presenca de calcio, formando um
complexo (FVII-Ca**-TF) que inicia o processo de coagulagéo do sangue ativando o
fator X. O fator Xa e o fator Va formam um complexo que catalisa a formacao de
trombina por protedlise da protrombina. A pequena quantidade de trombina formada
catalisa a ativacdo dos fatores V, VII, VIII e XIlI, além da formacao de fibrina a partir
de fibrinogénio (FRANCO, 2001; DEVLIN, 2007; MURRAY et al., 2007).
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1.5.2.2.2 Via intrinseca ou via do contato

Na via intrinseca, quando o endotélio esta lesado, ocorre o contato do sangue
com membranas anibnicas expostas, levando a ativacdo do fator XIl e
desencadeando a cascata de coagulagao. Tal processo € denominado “ativagao por
contato” e requer ainda a presenca de outros componentes do plasma: pré-
calicreina (uma serinoprotease) e cininogénio de alto peso molecular (um cofator
nao enzimatico). O fator Xlla ativa o fator XI, que, por sua vez, ativa o fator IX. O
fator IXa, na presenca de fator VIII, ativa o fator X da coagulacdo, desencadeando a
geracdo de trombina e subsequente formacao de fibrina (FRANCO, 2001; DEVLIN,
2007; MURRAY et al., 2007).

1.5.3 ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE CONDROITIM SULFATO

1.5.3.1 Atividade Anti-inflamatoéria

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 o condroitim sulfato pode apresentar efeitos que
provocam a modificacdo do curso da doenca, sendo capaz de parar sua progressao,
e ndo 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 séo constituintes naturais dos
proteoglicanos da cartilagem e vém sendo muito utilizados como suplementos

nutricionais principalmente nos Estados Unidos, enquanto em paises da Europa,
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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”. A utilizagdo de condroitim sulfato no regime
terapéutico da osteoartrite melhora a funcédo das articulacdes, pois reduz a dor e o
edema articular e impede o estreitamento do espaco articular. Além disso, a
seguranca e tolerancia do farmaco mostram-se favoraveis ao uso (UEBELHART,
2008).

Muitos trabalhos mostram o potencial farmacologico do CS para a inibicdo do
processo inflamatério. A adicdo de diferentes doses de glicosaminoglicanos
extraidos do plasma humano e condrdcitos estimulados com LPS foi capaz de
reduzir as citocinas inflamatdrias e INOS pelo bloqueio da ativacdo de NF-kB
(CAMPO et al., 2008). Em estudo conduzido em modelo animal foi verificado que
condroitim-4-sulfato inibe a translocacao de NF-kB e ativagdo de caspases em artrite
induzida (CAMPO et al., 2008). Jomphe e outros (2008) demonstram que o CS
diminui a translocacado de NF-kB induzida por IL-13, além de inibir a fosforilacdo da
p38MAPK e da ERK 1/2 induzida por essa mesma interleucina. Ja Canas e
colaboradores (2010) que este GAG pode reduzir potencialmente a neuro-
inflamacgéo também por inducdo do NF-kB.

Apesar de todos os trabalhos mencionados ainda néo é claro como CS gera
esses efeitos. Foi mostrado que o condroitim sulfato é internalizado na célula por
receptores como o receptor de hialuronam (HARE), CD36, CD34 entre outros.
Entretanto, o mecanismo pelo qual o CS reduz a fosforilagdo da p38MAPK e da
ERK1/2 e a translocagdo do NF-kB ainda ndo foi completamente elucidado
(VALLIERES & SOUICH, 2010).
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1.5.3.2 Atividade Anticoagulante

Nos processos de regulacdo da formacdo do coagulo, alguns inibidores
naturais estdo envolvidos, entre eles: antitrombina 1ll (AT Ill), proteina C (PC),
inibidor da via do fator tecidual (TFPI), cofator 1l da heparina (HCII), inibidor de
protease dependente de proteina Z (ZPI) e ativador de plasminogénio tecidual (tPA)
(DEVLIN, 2007).

Glicosaminoglicanos sulfatados, como heparina, dermatam sulfato e heparam
sulfato obtidos de animais vertebrados e invertebrados, com diferentes composicoes
e caracteristicas estruturais apresentam atividade anticoagulante e antitrombotica
relatadas em modelos in vivo e in vitro. Heparina age como um composto
anticoagulante porque forma um complexo ternario com antitrombina Il (ATIII) e
diferentes serino-proteases da cascata de coagulacdo. As caracteristicas estruturais
da interacdo envolvendo ATIIl e heparina parecem estar bem estabelecidas
(BOURIN & LINDAHL, 1993; McGEE et al., 1995; NADER et al., 2004). Diferentes
CS tém sido testados para atividade anticoagulante, porém somente CS-E tem
demonstrado esse potencial, que foi descrito associado a inibicdo de fatores da
coagulacédo da via intrinseca (fator Vllla/IXa) (McGEE et al., 1995). Em estudo de
Scully e colaboradores (1986), CS-E prolongou o tempo de trombina e potencializou
a acdo de inibidores das proteases plasmaticas como ATIIl e HC Il. Condroitim
monosulfatado submetido a processo de O-sulfonacdo demonstrou atividade
anticoagulante relacionada a inibicdo de fator Xa apods modificacdo estrutural
(MURUYAMA et al., 1997). Em trabalho de Sakai e colaboradores (2000), CS-E
induziu o aumento da ativacdo plasminogénio por t-PA, importante processo para
fibrindlise do coagulo. O crescente interesse por compostos que possam ser
alternativas a heparina tem intensificado os estudos de atividade anticoagulante e

antitrombotica in vivo e in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo a identificacdo e caracterizacao
estrutural dos glicosaminoglicanos extraidos de diferentes tecidos de Ilula
(Doryteuthis (Loligo) plei) bem como a avaliacdo da atividade anticoagulante destes

compostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eExtracdo e identificagcdo de GAGs presentes nos diferentes tecidos de lula D.
plei;

eldentificar os GAGs constituintes utilizando liases especificas;

eAnalise quimica dos GAGs obtidos de D. plei;

eDeterminacdo da composicdo dissacaridica do GAG constituinte dos tecidos
analisados utilizando a técnica de FACE;

eExecutar analises espectroscéopicas (RAMAN e RMN) para caracterizacdo dos
GAGs isolados do tecidos de lula;

eRealizar testes anticoagulantes, in vitro, de aPTT, PT e TT com condroitim
sulfato de lula;

eAvaliar a influéncia do condroitim sulfato de lula sobre os fatores de coagulacao

(Xa e lla).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 LULAS

Filo: Mollusca,;
Classe: Cephalopoda;
Subclasse: Coleoides;
Ordem: Teuthida;
Subordem: Myopsina;
Familia: Loliginidae,

Espécie: Doryteuthis plei

FIGURA 7. Doryteuthis plei

Espécimes de lulas foram obtidos em diferentes distribuidoras de pescados
das cidades de Juiz de Fora e de Uba. Os animais foram identificados e
classificados taxonomicamente pelos professores MSc. Gilson Alexandre de Castro
(Depto. Zoologia, UFJF) e prof. Dr. Manuel Haimovici (Depto. de Oceanografia,
UFRGS). Apo6s a confirmacdo taxonOGmica, os animais foram segregados nas
seguintes regides anatbmicas: manto, nadadeira, tentaculos e pele. Apds pesagem,
os tecidos foram mantidos a -20°C até serem utilizados para extracdo de GAGs
analisados nesse trabalho.

eGlicosaminoglicanos: condroitim 4-sulfato de traquéia bovina, acido D-glucurénico,
N-acetil-D-glucosamina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
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Condroitin 6-sulfato de cartilagem de tubaré&o foi obtido da Seikagaku Kogyo Co. Ltd.
(Toquio, Japdo). Dissacarideos insaturados de condroitim sulfato/dermatam sulfato
ADIOS, ADi4S, ADIi6S, foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA).
Dissacarideos insaturados de condroitim sulfato/dermatam sulfato ADi4,6S foram
obtidos da Seikagaku Kogyo Co. Ltd. (Toquio, Japao). Todos esses dissacarideos
foram gentilmente doados pelo professor Mauro Pavao, da Universidade Federal do

Rio de Janeiro.

eEletroforese 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-
trimetilamonio (CETAVLON) e azul de toluidina foram obtidas da Sigma-Aldrich Co.
(St. Louis, MO, EUA), Merck (Darmstadt, Alemanha) e Vetec Quimica Fina Ltda,
(Duque de Caxias, RJ, Brasil), respectivamente. Benzina foi adquirida da ISOFAR

IndUstria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda. (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

eCondroitinases: Flavobacterium heparinum (ATCC n° 13.125), American Type
Culture Collection (Rockville, ML, EUA). Desruptor de célula ultra-sénico, Unique
(Indaiatuba, SP, Brasil). Caldo triptona de soja sem dextrose e Bacto Agar foram
obtidos da Difco Laboratories (Detroit, MI, 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). As condroitiniases AC de Arthrobacter aurescens e ABC de Proteus vulgaris
(Sigma-Aldrich Co.; St. Louis, MO, EUA), AC de Flavobacterium heparinum e Extrato
bruto de Flavobacterium heparinum foram gentilmente sedidos pelo Prof2. Dr2, Yara

Maria Corréa da Silva Michelacci da Universidade Federal de Sao Paulo.

*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 sodio, 2-aminoacridona
(AMAC), N",N",N",N"- tetrametiletilenodiamina (TEMED), glicina foram adquiridas de
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Acrilamida foi adquirida da Ludwig

Biotecnologia Ltda. (Porto Alegre, RS, Brasil) e N-N"-metilbisacrilamida da Neon
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Comercial Ltda. (Sao Paulo, SP, Brasil). Tris (hidroximetil) aminometano foi obtido da
Biosolve (Valkenswaard, Holanda), e persulfato de aménio e &cido bérico das

empresas Vetec Quimica Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

eQutros reagentes: Resina Q-Sepharose High Performance e Sephadex G50 foram
adquiridas da GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suécia). Outros reagentes

utilizados de uso comum no laboratoério foram de grau analitico.

3.2 METODOS

3.2.1 EXTRACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS DOS TECIDOS DE LULA

Para a extracdo de glicosaminoglicanos, os tecidos de lula selecionados
(nadadeira, manto, tentaculos e pele), foram picotados em pequenos fragmentos de
aproximadamente 1 mm e submetidos a proteélise com maxatase (E.C. 3.4.21.62) (2
mg/mL em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 9), na proporcdo de 1 mL de solucdo da
enzima para 5g de tecido ou papaina (E.C. 3.4.22. 2) (1 mg/mL em tampé&o fosfato-
cisteina 0,05M, pH 6,5), na proporcdo de 2 mL de solucao da enzima para 100 mg
de tecido. Apds incubacao por 24 horas a 60°C, acido nucléicos e proteinas foram
precipitados pela adicdo de acido tricloroacético (TCA 10%), em presenca de
NaCl 1 M. Apés 10 minutos em banho de gelo, o precipitado formado foi removido
por centrifugacdo (3.000 X g, 15 minutos). Ao sobrenadante foram adicionados,
lentamente e sob agitacdo, 2,5 volumes de etanol para precipitacdo de
glicosaminoglicanos. Ap6s 24 horas a -20°C, o precipitado foi coletado por

centrifugacéo (3.000 X g, 15 minutos) e seco a vacuo.



45

3.2.2 PURIFICACAO DOS GLICOSAMINOGLICANOS DE TECIDOS DE LULA

3.2.2.1 Purificacdo dos Glicosaminoglicanos com Cromatografia de Troca-

I6nica (Q-Sepharose)

Foi realizada purificacdo dos extratos obtidos por cromatografia de troca-
ibnica (lon Exchange Chromatography — IEC) em resina de Q-Sepharose Fast Flow
(FF) em escala analitica e preparativa.

eEscala analitica: Amostras (10 mg) foram solubilizados em &gua destilada (1
mg/mL). As solucBes foram aplicadas na coluna de Q-Sepharose (1 mL de
resina) previamente equilibrada. A coluna foi lavada com 3 volumes de agua
destilada e a eluicao foi realizada em “step wise” com 3 volumes de solugbes
de NaCl em concentracdes crescentes (0,5 a 2 M - com incrementos de
0,1M), em um total de 16 fracbes de 3 mL. Essas fracdes foram precipitadas

com 2,5 volumes de etanol em NaCl 1 M. Apos 24 horas a -20°C, o

precipitado de cada fracdo foi coletado por centrifugacdo (3.000 X g, 15

minutos) e seco a vacuo, sendo ressupenso em 100 uL de agua e analisado

por eletroforese em gel de agarose tampao PDA, como descrito em método
3.2.3.1.1.

e Escala preparativa: Amostras (200 mg) foram solubilizadas em agua destilada
(2 mg/mL). As solugdes foram aplicadas na coluna de Q-Sepharose (20 mL
de resina) previamente equilibrada. A coluna foi lavada com 3 volumes de
agua destilada e a eluicdo realizada com 3 volumes de soluc¢des de NaCl 0,5
e 2 M em um total de 2 fragcbes de 60 mL. Essas fracdes foram precipitadas
com 2,5 volumes de etanol em NaCl 1 M. Apbés 24 horas a -20°C, o
precipitado de cada fracdo foi coletado por centrifugagédo (3.000 X g, 15

minutos) e seco a vacuo.
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3.2.2.2 B-eliminagéo de Fra¢des Purificadas em coluna de Q-Sepharose

Aliquotas das fracbes NaCl 2 M (1mg/mL) de amostras de lula purificadas em
coluna de Q-Sepharose foram incubadas com solucdo de Hidroxido de sédio 0,15 M
a 37°C por 48 horas. Apos este periodo as amostras foram neutralizadas (pH 7,0),
com HCI 1 M e precipitadas com 2,5 volumes de metanol em NaCl 1M. O material
precipitado foi centrifugado a 3000 rpm, seco a vacuo, sendo analisado em
Eletroforese em Gel de Agarose em tampéo PDA e Eletroforese de Peso Molecular

como descrito abaixo.

3.2.2.3 Dessalinizagcdo de Fragbes Purificadas por Cromatografia de Gel
Filtracdo em Sephadex G-50

Aliquotas das fragcbes NaCl 2 M (10 mg/mL) de amostras de lula purificadas
em por cromatografia de troca-ibnica em Q-Sepharose foram dessalinizadas por
cromatografia de gel filtracdo em Sephadex G-50 (10 mL). Apds aplicacdo das
aliquotas na coluna, estas foram eluidas com 10 mL de solucdo de acido acético

5%, posteriormente a fracéo recolhida foi liofilizada.

3.2.3 ANALISE DOS GLICOSAMINOGLICANOS DE TECIDOS DE LULA

3.2.3.1 Eletroforese

3.2.3.1.1 Eletroforese em Gel de Agarose em Tampé&o PDA

Glicosaminoglicanos extraidos dos tecidos de lula foram analisados por

eletroforese em gel de agarose (0,5%) em tampao 1,3-diaminopropano (PDA)
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0,05 M, pH 9,0 (DIETRICH & DIETRICH, 1976). Uma mistura padrdao de
glicosaminoglicanos (5 pL), contendo condroitim sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato, na concentracdo de 1 mg/mL cada, foi aplicada as laminas como
controle. A corrida eletroforética foi realizada em camara refrigerada, submetida a
uma diferenca de potencial 100 V, por aproximadamente 1 hora. Apos a corrida, o
gel foi submerso em solugcéo de brometo de cetiltrimetilaménio (CETAVLON) 0,1%,
por 2 horas. Apos esse periodo o gel foi seco em corrente de ar quente e corado
com azul de toluidina 0,1% em solucdo de acido acético 1%/etanol 50% por 20
minutos. O excesso de corante foi posteriormente removido com solugcdo de &cido
aceético 1%l/etanol 50%. O gel foi digitalizado e os glicosaminoglicanos quantificados
por densitometria usando o programa TotalLab TL120 1D v 2009 (Nonlinear

Dynamics Ltd.).

3.2.3.1.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Andlise do peso molecular em amostras de glicosaminoglicanos extraidos de
tecidos de lula foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida adaptado como por
Hilborn & Anastassiadis (1971) e modificado por Dietrich & Nader (1974).

Aliguotas (20 pg) seréo ressuspensas 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 tampé&o 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
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 digitalizado e submetido a
analise densitomética pelo programa TotalLab TL120 1D v 2009 (Nonlinear

Dynamics Ltd.)



48

3.2.3.1.3 Eletroforese de Carboidratos Assistidas por Fluoréforo — FACE

FACE foi realizada em sistema de eletroforese vertical Mini-PROTEAN Tetra
Cell com laminas de 7,2 cm com espacgadores de 0,75. A corrida eletroforética foi
realizada em gel de acrilamida-bisacrilamida 25%, preparados em sistema-tampéao
de Tris-glicina. Nesse sistema tampéao o gel foi preparado em tampéao Tris-HCI, e

como tampao de corrida foi usado Tris-glicina (OONUKI, 2005).

Gel 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 tamp&o Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 e 3,5 mL de agua destilada. Solucédo para o
gel de entrada foi preparado misturando 500 pL de solucdo de acrilamida-
bisacrilamida T 40%, C 5%; 660 pL de tampé&o Tris-HCI 0,5 M, pH 6,7 e 3,0 mL de
agua destilada.

Para eletroforese, 150 mL de tampado de corrida diluido (1X) em agua
destilada a 4 °C foram adicionados ao anodo. O tampao de corrida estoque (10x)
para sistema Tris-glicina foi Tris-glicina (0,25 M/1,92 M), pH 8,3. ApGs remocao dos
pentes, as amostras foram aplicadas no gel, e o catodo foi preenchido com
aproximadamente 500 mL de tampdo de corrida diluido a 4 °C. O sistema foi
submetido a uma diferenca de potencial de 100 V, que apds cerca de 20 minutos foi
aumentada para 220 V. A migracdo dos sacarideos derivatizados foi acompanhada
durante a corrida usando luz UV320.400nm (luz negra). Apés a corrida, as placas foram
lavadas com agua destilada e as imagens digitalizadas em GelDoc-It Imaging
System (transluminador UV com filtro em 365 nm e Camera scientific grade CCD

GelCam 310), em diferentes tempos de exposigao.
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3.2.3.2 Caracterizagdo Quimica

3.2.3.2.1 Dosagem de Acido Urdnico

Para dosagem de acido urénico nas amostras foi realizado o método de Di
Ferrante (1971). Em tubo contendo 50 pug de amostra (volume final de 250 pL) foram
adicionados 2,5 mL do reagente de borato (tetraborato de s6dio 0,4% em &cido
sulfarico), seguido de 100 pL de solugédo de carbazol 0,1% em etanol. Os tubos
foram agitados cuidadosamente em vortex e aquecidos em banho fervente por 15
minutos. A leitura da absorbéncia das amostras foi realizada em 525 nm e os valores

de acido urbnico foram calculados.

3.2.3.2.2 Dosagem de Hexosamina

A dosagem de hexosamina foi conduzida conforme método modificado por
Rondle & Morgan (1955). A hidrélise do material foi realizada com HCI 6M em estufa
a 100°C por 4 horas com posterior secagem e neutralizacdo a vacuo em presenca
de NaOH. As amostras foram ressuspensas em agua e foi adicionado o reagente de
acetilacetona. Apos incubacao (100°C, 20 min.) sob pressédo, o reagente de Ehrlich
foi adicionado. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada a 530 nm e os
valores de hexosamina foram calculados por meio de curva padrdo com N-acetil-

glucosamina.

3.2.3.2.3 Dosagem de Sulfato Inorganico

A dosagem de sulfato ocorreu como proposto por Dodgson (1961). Foi
realizada a hidrdlise do material com HClI 8M em estufa a 100°C por 6 horas.

Posteriormente o material foi evaporado em tubos de 5 mL e secos a vacuo sob
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NaOH para neutralizagéo. As amostras foram adicionados 1,4 mL de agua e 0,5 mL
do reagente de gelatina-BaCl, (0,5% gelatina, 0,5% BaCl,). As leituras de
absorbancia das amostras foram realizadas a 500 nm e os valores de sulfato

calculados por meio da curva padrao de sulfato de sodio.

3.2.3.3 Caracterizacao Enzimatica

3.2.3.3.1 Degradacédo Enziméatica

Degradacdes enzimaticas com condroitinases AC e B de Flavobacterium
heparinum, AC de Arthrobacter auresens e ABC de Proteus vulgaris foram
realizadas como descrito (YAGAMATA et al.,, 1968; MICHELACCI & DIETRICH,
1975; CASSARO E DIETRICH 1977; JANDIK et al., 1994; AGUIAR et al., 2003).

Aliquotas de 10 pL (10 mg/mL) de cada amostra de lula foram incubadas com
10 MIL condrotinase AC e B de Flavobacterium heparinum a 37 °C e com 10 mUE
condroitinases AC de Arthrobacter aurescens e ABC de Proteus vulgaris a 37 °C nos
periodos de 24 h e 48 h. Apds o periodo de incubacao, as enzimas foram inativadas
em banho fervente (100 °C) por 10 minutos. Alternativamente, misturas de
incubagéo contendo combinagdes de enzimas foram realizadas.

Aliguotas das incuba¢des com Chase AC e B de Flavobacterium heparinum
contendo 20 ug de GAG foram secas a vacuo, ressuspensas em agua destilada (2
mg/mL) e analisadas por eletroforese em gel de agarose em tampdo PDA com ja
descrito. Incubacéo controle com os volumes especificos de cada amostra e 10 L
de agua também foi realizada.

Outras andlises das digestfes enzimaticas e da composi¢cao dissacaridica do

GAG obtido e de CS padréo foram avaliados pelos métodos descritos abaixo.
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3.2.3.3.2 Andlise da Digestao Enzimatica

3.2.3.3.2.1 Método 1- Monitoramento de Digestdo Enzimdtica por Absor¢do em UV 332

Misturas de incubacgéao contendo 100 pg de substrato, 10 uL de Chase AC de
Flavobacterium Heparinum e tampéo Tris-acetato 0,05 M, pH 8,0, para volume final
de 1 mL, foram preparadas e transferidas para cubetas de quartzo. A variacdo de
absorbancia a 232 nm foi monitorada em espectrofotbmetro com céamara de
temperatura controlada (30°C) (Evolution 160 UV-Vis, da Thermo Fisher Scientific),
por 15 minutos em intervalo de 3 segundos.

A atividade da Chase AC, expressa em unidades enzimaticas, foi calculada
com base no coeficiente de extingdo molar para dissacarideos insaturados (€23,=
3.800 M™* cm™), sendo que uma unidade enzimética é definida como a quantidade

de enzima necessaria para produzir 1 pumol de dissacarideo insaturado por minuto.

3.2.3.3.2.2 Método 2- FACE de Produtos de Degradagdo de Glicosaminoglicanos por

Condroitinase AC

Diferentes misturas de incubacdo contendo 100 pg de substrato e
Condroitinases AC (20 uL), B (20 uL) e extrato bruto (5 uL) de F. Heparinum e
também com Chases AC (5 pL) de A. aurescens e ABC (5 uL) de P. vulgaris foram
preparadas. Apoés periodo de 24 h e 48 h de incubacgéo a temperatura ambiente ou a
37° C, as enzimas foram inativadas em banho fervente por 10 minutos. Aliquotas
contendo 20 pug das amostras foram secas a vacuo e derivatizadas com AMAC. O
procedimento geral para derivatizacdo de amostras e padrdes submetidas a
degradacdo com condroitinases foi realizado como descrito a seguir: aliquotas
contendo 20 pg de CS (40 nmol) foram secos a vacuo e derivatizados com 5 L de
solugdo de AMAC 20 mM (100 nmol). Apds 15 minutos em temperatura ambiente

foram adicionados 5 pL de solucéo recém-preparada de cianoborohidreto de sodio
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1 M. Essa mistura de derivatizacdo foi mantida em banho a 37 °C por 16 horas,
quando entdo foram adicionados 5 pL de glicerol 60%. Aliquotas das amostras
derivatizadas (2 pL) foram entdo analisadas por eletroforese em gel de

poliacrilamida (PAGE) ou congeladas a —80°C para posterior analise.

3.2.3.4 Caracterizacao Espectroscopica e Espectrofotométrica

3.2.3.4.1 Espectroscopia Raman

Espectros de Raman foram obtidos utilizando o instrumento Bruker RFS 100
operando a 1064nm, em 100 mW de poténcia de laser e realizando leituras de 3500-
200 numero de onda/cm. A execucdo dos experimentos foi realizada no Nudcleo de
Espectroscopia do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de
Fora sob orientagdo do Prof. Luiz Fernando Cappa de Oliveira e da Dr2? Lenize
Fernandes Maia.

3.2.3.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de GAG de lula, C4S e C6S padrbes foram realizados
a 25 °C utilizando espectrometro Bruker (*H 500 MHz, *C 125 MHz). As amostras
(50 mg) utilizadas nas analises foram previamente submetidas a liofilizacdo e
posteriormente solubilizadas em 0,5 mL de éxido de deutério. Os deslocamentos
quimicos em ppm dos espectros *H foram mensurados para D,O como padrdo (3=
4.79 ppm). Os Espectros de **C foram obtidos com uma configuragéo 30000 scans e
1,4-dioxano foi usado como padréo (6= 67.40). Espectros de duas dimensdes foram
registrados usando a programacdo Heteronuclear Single Quantum Coherence
(HSQC) e a programacédo Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC). Os

experimentos foram executados no Nucleo de Quimica Orgéanica do Instituto de
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Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora sob orientacdo do Prof.
Giovanni Wilson Amarante e do mestrando Pedro Pdssa de Castro.

3.2.3.4.3 Espectro de Absorcdo em Ultravioleta

Espectro de varredura no ultravioleta (190-400 nm, 600 nm/s) foi realizado em
espectrofotometro (Evolution 160 UV-Vis, da Thermo Fisher Scientific) equipado com
células termoestatizadas, com solugbes 1 mg/mL de cada material. O grafico de
absorbancia (Abs) vs comprimento de onda de cada amostra sera comparado com o

padrao de referéncia.

3.2.4 MODIFICACOES QUIMICAS DO CONDROITIM SULFATO

3.2.4.1 Carboxi-reduc¢éo do Condroitim Sulfato

A reducdo dos grupamentos carboxilicos dos &cidos urbnicos de CS foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Taylor e colaboradores (1972).
O método consiste em converter os &cidos urdnicos a lactonas ou ésteres
intramoleculares por meio da adicdo de carbodiimida para formacédo de lactonas e
adicdo de borohidreto de sodio (NaBH,) para reducdo a alcool, a reacdo foi

interrompida pela adicdo de H,SO,4, e 0 material dializado e liofilizado.

3.2.4.2 Dessulfatacado do Condroitim Sulfato

A molécula de Condoritim Sulfato (CS) foi dessulfatada por técnica descrita
por Kantor & Schubert (1956). Nessa reacdo condroitim sulfato é dessulfatado por

adicao de HCI-Metanol. O residuo obtido é coletado por centrifugacéo, dissolvido em
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dgua e dialisado contra agua corrente. Posteriormente o material dialisado foi
liofilizado.

3.2.5 TESTES ANTIGOAGULANTES IN VITRO

3.2.5.1 Atividade Anticoagulante - Método USP ,1965

As amostras utilizadas para o teste foram secas a vacuo e ressuspensas em
solucdo de cloreto de sodio (NaCl 0,9%). Posteriormente foram incubadas com
plasma de carneiro a 37 °C por 3 minutos, apos este periodo adicionou-se cloreto de
calcio 1%, permanecendo por mais 1 hora em banho a 37°C. Transcorrido o periodo

de incubacéao a atividade anticoagulante foi avaliada pelo aspecto do plasma.

3.2.5.2 Atividade Anticoagulante — Ensaios aTPP, TP e TT

Os ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativada (aTPP), tempo de
protrombina (TP) e o tempo de trombina (TT) foram realizados seguindo o protocolo
fornecido pelos “kits” comerciais adquiridos (Labtest) utilizando o plasma citratado de
carneiro. Foi verificada, através desses ensaios, a massa de cada fracdo de GAGs
necessaria para prolongar duas vezes o tempo normal de coagulacdo. A heparina
(165UI) foi utilizada como anticoagulante padrdo. O tempo de coagulacédo foi
determinado utilizando um coaguldémetro Cascade—-M (Helena Laboratories,

Company).


http://www.us.all.biz/pt/helena-laboratories-company-e4171
http://www.us.all.biz/pt/helena-laboratories-company-e4171
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3.2.5.3 Andlise da Atividade Anti-Fator Xa e Anti-Fator lla

Atividade anti-Xa e anti-lla foi realizada através de métodos cromogénicos,
utilizando “kits” da empresa American Disgnostica (Actichrome® Heparin anti-fXa e
Actichrome® Heparin anti-flla, Greenwich, CT, USA) com pequenas adaptacdes. A

heparina (165Ul) foi utilizada como padrao.
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4 RESULTADOS

4.1 PARTE |- EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS
DE DIFERENTES TECIDOS DE LULA

Espécimes (10) de lula (Doryteuthis (Loligo) plei) (Figura 8), obtidas em
diferentes casas de pescados da cidade de Juiz de Fora e de Uba (MG) e
submetidas a confirmacao taxondmica pelos professores MSc. Gilson Alexandre de
Castro (Depto. Zoologia,UFJF) e Dr. Manuel Haimovici (Depto. de Oceanografia,
UFRGS) foram selecionados para extracao e caracterizacao de glicosaminoglicanos
em seus diferentes tecidos. Para isso, os animais foram lavados com agua destilada
para remocao de sujidades e dissecados em quatro regides anatdbmicas distintas:
manto, nadadeira, tentaculos e pele (Figura 8-A e 8-B). Visceras, cabeca e quilha

foram descartadas.

FIGURA 8. LULA DORYTEUTHIS (LOLIGO) PLEI E SUAS REGIOES ANATOMICAS (A) Tentaculos
e Pele ;(B) Manto e Nadadeira. Espécime representativo integro e apos corte longitudinal com
exposicdo das visceras. Individuos desta espécie possuem em média de 30 a 45 cm de tamanho.
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4.1.1 EXTRACAO DE GAGS DE DIFERENTES TECIDOS DE LULA

Os diferentes tecidos foram submetidos a protedlise com maxatase por 24
horas, como descrito em (Métodos 3.2.1). Apds remocgao proteica, os GAGs foram
precipitados com etanol e mantidos a -20°C, por 18 horas. O material obtido foi
ressuspenso em agua destilada (100uL) (solugbes 10 mg/mL) e analisados por
eletroforese em gel de agarose em tampéao 1,3 propilenodiamino-acetato, 0,05 M, pH

9,0 (PDA). A Figura 9 apresenta os resultados obtidos.

CS=|»
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FIGURA 9. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE EM TAMPAO 1,3-DIAMINOPROPANO-
ACETATO (PDA) 0,05 M, pH 9,0 DE GLICOSAMINOGLICANOS (GAG) EXTRAIDOS DE TECIDOS
DE LULA. Aliquotas (5 uL) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, tampédo 1,3-
diaminopropano-acetato (PDA) e os GAGs corados com azul de toluidina, como descrito em Métodos.
1 - Mistura padrdo de condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS),
contendo 5 pg de cada GAG,; 2 - Nadadeira; 3 - Manto; 4 - Tentaculos; 5 - Pele. O: origem.

O método de eletroforese em gel de agarose utilizado neste trabalho,
desenvolvido por Dietrich & Dietrich (1976), é utilizado para a separacdo de
diferentes GAGs, baseando-se na interacdo entre a diamina presente no tampao e
as cargas negativas dos GAGs. Neste método, GAGs mais sulfatados (contendo
maior densidade de cargas negativas), como heparam sulfato e heparina, interagem
mais com a diamina do tampao e migram menos. J& condroitim sulfato (CS) e

dermatam sulfato (DS), por apresentar menor densidade de carga, apresentam
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maior migracdo eletroforética. A diferenca na migracdo entre estes dois GAGs se
deve principalmente a conformac&o espacial do acido urénico (3-D-glucurdnico para
CS e a-L-idurbnico para DS). Apds a corrida eletroforética, os GAGs séo corados por
azul de toluidina, um corante que se complexa com o0s grupamentos sulfato destes
compostos produzindo metacromasia, corando-0s em roxo.

Na Figura 9 podemos notar bandas metacromaticas difusas para todos os
tecidos analisados. Em nadadeira e manto, as bandas apresentam migracao
eletroforética semelhante ao DS padrdo e para tentadculos e pele migracéo
ligeiramente maior, préxima de CS padrdo. Os géis foram digitalizados e os GAGs
quantificados por densitometria utilizando-se CS Sigma (5 ug) como padréo. A
Tabela 1 apresenta os dados de massa de cada tecido submetida a extracdo, bem
como a quantificacdo dos GAGs em cada tecido.

TABELA 1 — RENDIMENTO DA EXTRACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS EM DIFERENTES
TECIDOS DE LULA Doryteuthis plei

Precipitado Total de Total de
Peso _ % de _
_ obtido na GAGs GAGsl/tecido
Amostra umido do . GAGs no
. extracdo  obtidos o (peso
tecido (g) precipitado
(9) (mg) tmido) (%)
Nadadeira 180 1,3 200 15,4 0,11
Manto 181 0,5 100 20,0 0,05
Tentaculos 151 1,9 190 10,0 0,13
Pele 43 11 220 20,0 0,51

Podemos observar que a pele foi o tecido em que se obteve a maior razao
GAG/tecido. Nadadeira e tentdculos apresentaram valores proximos, porém
menores que os da pele (~4 vezes). A menor razdo GAG/tecido foi observada para
manto. Entretanto, a porcentagem de GAGs totais presentes foi préximos para todos
os tecidos (10 a 20%)).

A partir destes resultados, resolvemos submeter o material obtido a
cromatografia de troca-ibnica em Q-sepharose para remocdo de compostos

contaminantes e obtermos um maior teor de GAGs para as analises posteriores.
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4.1.2 PURIFICACAO DE GAGS EXTRAIDOS DE TECIDOS DE LULA POR
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM Q-SEPHAROSE (FF)

4.1.2.1 Escala Analitica

Cromatografia de troca ibnica se fundamenta na interacdo entre cargas
contrarias presentes em um composto de interesse e uma resina cromatografica.
Posteriormente, estes compostos sdo eluidos da resina com solug¢des salinas de
forca idnica crescente. Desta forma, quanto maior a densidade de cargas negativas
de uma molécula, maior sera a forca ibnica da solucdo salina necessaria para
eluicdo do mesma. A resina Q-Sepharose FF apresenta uma grupamento amoénio
quaternario com carga positiva capaz de interagir com as cargas negativas dos
GAGs.

Inicialmente, para estabelecermos o padréo de eluicdo dos GAGs extraidos
de tecidos de lula, realizamos a cromatografia de troca ibnica em Q-Sepharose FF
escala analitica. Amostras dos precipitados (10 mg) foram solubilizados em &agua
destilada (1 mg/mL) e foram aplicadas na coluna (contendo 1 mL de resina)
previamente equilibrada (3 X). A coluna foi lavada com agua destilada e a eluicédo foi
realizada em step wise com solugdes de NaCl em concentracdes crescentes (0,5 a 2
M - com variacdo de 0,1 M), obtendo-se um total de 16 fracdes de 3 mL. Cada
fracdo foi posteriormente submetida a precipitacdo por etanol e analisada por
eletroforese em gel de agarose em tampéo PDA, pH 9,0 (Figuras 10 e 11).

Os GAGs dos tecidos de lula foram eluidos com concentracfes de NaCl que
variaram entre 0,8 a 1,8 M. Entretanto, padrdes de eluicdo diferentes foram
observadas entre os tecidos. Para nadadeira (Figura 10 A, B e C), a eluicdo dos
GAGs foi entre 0,9 a 1,6 M de NaCl, sendo um pico verificado na fracdo 8 (NaCl 1,2
M). GAGs de manto foram detectados (Figura 10 D, E e F) entre 1,0 e 1,8 M de
NaCl, com o pico em NaCl 1,3 M. Esses resultados mostram que os GAGs de
nadadeira e manto séo eluidos em uma faixa de concentragdo de NaCl mais ampla,
indicando a presenca de populacdes de GAGs que apresentam diferencas em
relacdo a densidade de carga. Para pele assim como tentaculos (Figura 11), a

eluicdo dos GAGs ocorreu em faixa de concentracdo de NaCl mais estreita (1,3 e
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1,4 M) sugerindo que 0s GAGs desses tecidos sdo mais homogéneos. No tecido de
pele (Figura 11-E), pudemos visualizar uma segunda banda com migragao
eletroforética semelhante a migracédo de heparam sulfato.

Com base nesses resultados, verificamos que os GAGs de lula sao eluidos

entre concentracdes de NaCl superiores a 0,8 M e inferiores a 2 M.
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FIGURA 10. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE EM TAMPAO PDA 0,05 M (pH 9,0) DE
FRACOES OBTIDAS POR CROMATOGRAFIA DE TROCA-IONICA (Q-SEPHAROSE FF) DE
MANTO E NADADEIRA EM ESCALA ANALITICA. Aliquotas (5 pL) foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose, tampdo PDA. Os GAGs foram corados com azul de toluidina, como descrito em
Métodos. Mistura padrdo de CS, DS e HS, contendo 5 pg de cada GAG foi utilizada. 3.A: FragBes de
0,5 a 1,2 M NaCl de Nadadeira. 3.B: Fracbes 1,3 a 2 M NaCl de Nadadeira. 3.C: Perfil de eluicdo de
GAGs de nadadeira. 3.D: Fracdes de 0,5 a 1,2 M NaCl de Manto. 3.E: Frag6es de 1,3 a 2 M NaCl de
Manto. 3.F: Perfil de elui¢do de manto. O: origem.
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FIGURA 11. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE EM TAMPAO PDA 0,05 M (pH 9,0) DE
FRACOES OBTIDAS POR CROMATOGRAFIA DE TROCA-IONICA (Q-SEPHAROSE FF) DE
TENTACULOS E PELE EM ESCALA ANALITICA. Aliquotas (5 pL) foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose, tampdo PDA. Os GAGs foram corados com azul de toluidina, como descrito em
meétodos. Mistura padrédo de CS, DS e HS, contendo 5 pug de cada GAG foi utilizada. 3.A: Fracdes de
0,5 a 1,2 M NaCl de Tentaculos. 3.B: Fracdes 1,3 a 1,8 M NaCl de Tentaculos. 3.C: Perfil de eluicao
de tenticulos. 3.D: Fragbes de 0,5 a 1,2 M NaCl de pele. 3.E: Fracdes de 1,3 a 2 M NaCl de pele.
3.F: Perfil de eluicdo de pele. O: origem.
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4.1.2.2 Escala Preparativa

Cromatografia de troca-idnica em escala preparativa foi, entdo, utilizada para
purificacdo de maiores quantidades de GAGs de lula. Amostras (200 mg; solucao
1 mg/mL) foram aplicados em coluna de Q-Sepharose FF contendo 20 mL de resina.
A eluicdo dos compostos foi realizada em step wise com duas concentracdes de
NaCl (0,5 M e NaCl 2 M), como descrito em Métodos 3.2.2.1. A Figura 12, apresenta
os resultados obtidos para as fracbes 0,5 e 2M de GAGs de nadadeira apos

precipitacdo com etanol.
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FIGURA 12. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE EM TAMPAO PDA 0,05 M (pH 9,0) DE
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA (Q-SEPHAROSE) DE NADADEIRA EM ESCALA
PREPARATIVA. Aliquotas (5 pL) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, tampao PDA.
Os GAGs foram corados com azul de toluidina, como descrito em Métodos. M: Padrdo de GAGs (CS;
DS; HS); F 2M: Fracdo 2 M; F 0,5M: Fragéo 0,5 M.

Podemos observar que a fracdo F2M (diluida 20 vezes) apresenta banda
Gnica com metacromasia (corado em roxo) com migracdo semelhante ao DS. A
fracdo FO,5M apresentou também banda Unica com mobilidade semelhante porém
corada em azul (ndo metacromatica), tratando-se provavelmente de outras

macromoléculas de carga negativa que nao sulfatadas (DNA). A Figura 13, mostra a
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eletroforese em gel de agarose em tampé&o PDA das fracdes F2M obtidas de todos

os tecidos.

CS-| ™ »
5. ...'

FIGURA 13. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE EM TAMPAO PDA 0,05 M (pH 9,0) DE
GLICOSAMINOGLICANOS (GAG) DE TECIDOS DE LULA PURIFICADOS POR
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA (Q-SEPHAROSE FF). Aliquotas (5 pL) foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose, tampao PDA. Os GAGs foram corados com azul de toluidina, como
descrito em Métodos. 1- Padrao de Glicosaminoglicanos (CS; DS); 2- C4S; 3- Nadadeira; 4- Manto; 5-
Tentaculos; 6- Pele. O: origem.

Na Figura 13 verificamos a presenca de GAGs em todas as fracbes F2M
analisadas. Observamos que para nadadeira, manto e tentadculos o padrdo de
migracdo se mantém em relagdo ao verificado com as amostras ndo purificadas.
Apos a purificacdo dos GAGs da pele foi possivel visualizar outra banda com menor
migracdo que DS além da banda com mobilidade préxima a de CS.

Os GAGs purificados e concentrados por cromatografia preparativa foram

submetidos a caracterizagao estrutural por diferentes metodologias.
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4.1.3 CARACTERIZACAO DO GLICOSAMINOGLICANOS DE LULA

4.1.3.1 Identificacdo por Degradacdo Enzimatica

Liases bacterianas sdo importantes ferramentas na identificacdo e analise
estrutural de GAGs. Condroitinases (ou condroitim liases) de Flavobacterium
heparinum sdo endoglicosidases que reconhecem ligacBes glicosidicas presentes
em condroitim sulfato, dermatam sulfato e ainda acido hialurénico. De acordo com
sua especificidade sdo denominadas como: condroitinase AC (N-acetilgalactosamina
ou N-acetilglucosamina e acido D-glucurénico), condroitinase B
(N-acetilgalactosamina e &cido L-idurdnico), condroitinase C (N-acetilgalactosamina
6S ou nao sulfatada e acido D-glucurénico). Condroitinase ABC quebra ligacdes [3-
glicosidicas em CS, DS e HA.

Aliguotas contendo 20 pg das amostras purificadas foram submetidas a
degradacdo por condrotinase AC ou condroitinase B por 24h. Apds o periodo de
incubagéo, as enzimas foram inativadas em banho fervente por 10 minutos, as
amostras foram secas a vacuo, ressuspensas em &gua destilada (2 mg/mL) e

analisadas por eletroforese em gel de agarose tampao PDA (Figura 14).
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FIGURA 14. ELETROFORESE DA DEGRADACAO DE GAGs DE LULA INCUBADOS COM
CONDROITINASES AC E B. Aliquotas de mistura de incubagdo(5 pL) foram submetidas a
eletroforese e corados, como descrito em Métodos. M: Padrao de GAGs (CS; DS; HS). Chase AC:
Condroitinase AC. Chase B: Condroitinase B. GAG Manto: GAGs de Manto. GAG Nadadeira: GAGSs
de Nadadeira. GAG Pele: GAGs de Pele. GAG Tentaculos: GAGs de Tentaculos. O: Origem.

Apos degradacdo com chase AC, houve o desaparecimento da banda com
migracdo semelhantes ao DS ou CS, em todos os tecidos analisados (manto,
nadadeira, pele e tentaculos). Entretanto, nenhuma alteracdo foi verificada apo6s
acdo da chase B. Somente para pele, uma banda co-migrando com HS,
permaneceu intacta apos a incubacdo com ambas as enzimas. Esses resultados
sugerem, de acordo com a especificidade das enzimas utilizadas, que o GAG

presente nos tecidos de lula é condroitim sulfato.

4.1.3.2 Determinacdo de Peso Molecular por Eletroforese em Gel de

Poliacrilamida

O peso molecular dos GAGs extraidos dos diferentes tecidos de lula foi
estimado por eletroforese de poliacrilamida, e para isso, aliquotas de 20 ug de CS

de nadadeira, manto e tentaculos foram submetidas a eletroforese em gel de

poliacrilamida como descrito em (Métodos 3.2.3.1.2) (Figura 15).
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CS Nadadeira 59,28
CS Manto 29,19
CS Tentaculos 49,48
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FIGURA 15. GEL DE POLIACRILAMIDA PARA PESO MOLECULAR DE AMOSTRAS DE CS DE
LULA. Amostras analisadas em gel de poliacrilamida 7,5% corado com azul de toluidina 0,1%. A
origem esta representada por (O).

O peso molecular modal das amostras foi estimado por meio de regressao
logaritmica, comparando-se a distancia de migragdo das amostras testadas com os
valores obtidos das amostras de peso molecular ja estabelecido (Dextran, C4S,
C6S). CS de nadadeira apresentou 0 maior peso molecular enquanto CS de manto
foi o de menor peso. JA o0 CS de tentaculos apresentou peso intermediario.
Observamos, também, na Figura 15 que as bandas referentes aos tecidos séo
polidispersas, tendo nadadeira e tentdculos pesos moleculares elevados quando
comparado a manto.

Para confirmacéo dos valores de peso molecular obtidos, amostras de CS de
nadadeira, manto e tentaculos foram submetidas a B-eliminacdo (ver em Métodos

3.2.2.2). Os resultados obtidos sao apresentados na Figura 16.
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FIGURA 16. GEL DE POLIACRILAMIDA PARA PESO MOLECULAR DE AMOSTRAS DE CS DE
LULA B-ELIMINADAS. Amostras analisadas em gel de poliacrilamida 7,5% corado com azul de
toluidina 0,1%. A origem esta representada por (O).

Apbs a reacao de B-eliminacao (quebra da ligacdo entre agucar-proteina), nao
observamos alteracdes significativas no peso molecular e em sua polidisperséao.

Nenhuma alteracdo na migracdo na eletroforese em gel de agarose em
tampédo PDA foi observada entre amostras de CS (5 pg) de lula B-eliminadas e

controle (Figura 17).
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FIGURA 17. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE EM TAMPAO PDA 0,05 M (pH 9,0)
CONDROITIM SULFATO (CS) EXTRAIDO DE TECIDOS DE LULA, ELUIDOS COM NaCl 2 M EM
COLUNA DE TROCA-IONICA (Q-SEPHAROSE). M (mistura de padrdes CS e DS); (-) Controle; (+)
B-Eliminados. A origem esta representada por (O).

4.1.3.3 Dosagens Quimicas

Dosagens de hexosamina, acido urdnico e sulfato foram realizadas nos CS de
nadadeira, manto, tentaculos. Os resultados e a relacao sulfato dissacarideo sao

apresentados na Tabela 2.
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TABELA 2 — DOSAGENS QUIMICAS DE CS DE LULA.

Proporcé&o Sulfato

Amostra Hexosamina Acido Urdnico
Total/Dissacarideo
Nadadeira 1 1 1,6
Manto 1 1 1,4
Tentaculos 1 1 1,3

Podemos observar que a relacdo de sulfato presente no CS de nadadeira
(1,6/hexosamina) € maior do que a dos outros dois tecidos (manto 1,4/hexosamina e
tentaculos 1,3/hexosamina). Observando a relacdo sulfato/dissacarideo dos CS de
lula, confirmamos que a maior densidade de cargas negativas destes compostos € a
responsavel pela migracdo diferenciada na eletroforese em gel de agarose em

tampéo PDA, verificada na regido de DS.

4.1.3.4 Espectro de Absorcao no Ultravioleta

Solugbes (1 mg/mL) das amostras purificadas e de padrdao de CS foram
submetidas a varredura em espectrofotdbmetro em regidao UV (190 a 400 nm), onde

obtivemos os espectros apresentados na Figura 18.
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FIGURA 18. ESPECTRO DE ABSOR(;AO EM ULTRAVIOLETA DAS QUATRO AMOSTRAS DE
TECIDOS DE LULA. VARREDURA REALIZADA EM FAIXA DE COMPRIMENTO DE 190 A 400 nm
(600 nm/s). Os numeros representam os picos de cada um dos espectros. A: Espectro UV nadadeira;
B: Espectro UV manto; C Espectro UV tentaculos; D Espectro UV pele.

Na Figura 18, podemos observar nos quatro espectros um pico principal
caracteristico das amostras de CS proximo a 210 nm, sendo resultante do somatério
das absorbancias dos seus constituintes (4cido D-glucurbnico e N-acetil-
galactosamina). Observamos também em todas as amostras um segundo pico
proximo a 260 nm que coincide com a regido de absorcdo de DNA ainda presentes

nas amostras.

4.1.3.5 Anédlise dos Produtos da Degradacdo de Condroitim Sulfato por

Condroitinase AC

FACE (Fluorophore Assisted Carbohydrate Electrophoresis) € um método de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) aplicado a separagéo e visualizagédo
de acucares derivatizados com fluoréforo em seu grupamento aldeido livre. A
marcacdo dos sacarideos confere alta sensibilidade para sua deteccdo e
quantificacdo nos geéis (eletrofluorogramas), quando iluminados por luz UV e

digitalizados por sistema de aquisicdo de imagens. Por esse método também é
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possivel determinar o tipo de dissacarideo comparando a migracédo dos produtos de
degradacédo das amostras com o0s de padrées conhecidos, que em noSsO
experimento foram ADIOS, ADi4S, ADi6S, ADi4,6S.

Inicialmente os CS de lula (20 pg) foram incubados com 2 mUE de chase AC
de F. heparinum a 37°C por 24h. Apés o tempo de incubacédo a enzima foi inativada
em banho fervente por 10 minutos. As misturas foram secas a vacuo e submetidas a
derivatizacdo com 100 nmol de AMAC, na presenca de cianoborohidreto de sddio
1M, a 37°C por 16 horas. Apoés este tempo, 30 uL de glicerol 30% foram adicionados
a cada mistura. Aliquotas (2 pL) foram submetidas a andlise por FACE no sistema
Tris-glicina (Figura 19).
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FIGURA 19. ELETROFLUOROGRAMA NO SISTEMA TRIS-GLICINA (pH 8,8) DE PRODUTOS DE
DIGESTAO DE CS DE AMOSTRAS DE LULA POR CONDROITINASE AC DE F. heparinum. P1:
mistura padrdo contendo GalNAc-6S e GalNAc-4S. P2: mistura padrao ADIOS, ADi4S, ADi6S. O:
Origem.

Podemos observar que todas as amostras apresentaram dissacarideos com
migracao nas regioes de ADIOS, ADi4S, ADi6S, ADi4,6S. Observamos que ADi6S foi
o dissacarideo predominante, tendo também quantidades menores de ADi4S e

ADi4,6S e quantidades muito pequenas de ADIOS. Além disso, foi visualizado
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arraste em todas as amostras indicando degradacé&o incompleta dos CS, com
provavel presenca de oligossacarideos e tetrassacarideos.

4.1.3.6 Monitoramento de Digestdo Enzimética por Absor¢cdo em Ultravioleta
(232nm)

Devido a presenca de arraste na FACE dos CS de lula, resolvemos analisar a
atividade da chase AC sobre esses compostos por absor¢cdo em UV 232nm.
Aliguotas de chase AC (2 mUE) de F. heparinum foram incubadas com 100 pg de
substrato, em tampéo Tris-acetato 0,05 M pH 8,0, em volume final de 1 mL a 30°C
por 15 min. A chase AC foi testada para os padrboes de C6S, C4SS1, C4SS2 e para
os CS de nadadeira, manto, tentaculo (Figura 20). Para o experimento, a atividade
enzimatica controle foi estabelecida com C4SS2 em 0,001 abs/min.

Observamos na Figura 20, que a velocidade enzimatica da chase AC de F.
heparinum na degradacéo dos CS de lula é préxima de 0,001 abs/min sendo muito
inferior em relacdo aos CS padrdo: C6S (0,0144 abs/min); C4SS1 (0,0056 abs/min);
C4SS2 (0,0095 abs/min), isso indica que os CS de lula ndo sdo bons substratos
para chase AC e explica a presenca de poucos dissacarideos e muitos oligos- e
tetrassacarideos visualizados na FACE (Figura 19). A Tabela 3 resume os valores
de velocidade de formacgédo de produtos insaturados para os seis substratos, em
abs/min e Unidades/mL de chase AC.
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FIGURA 20. CURVA DE VELOCIDADE DE CONDROITINASE AC F. HEPARINUM INCUBADA
COM CONDROITIM SULFATO PADRAO E CONDROITIM SULFATO DE AMOSTRAS DE LULA.
Os valores de velocidade (a = abs/min) sobre cada substrato sdo apresentados. A: nadadeira; B:
manto; C: tentaculos.



TABELA 3 — ATIVIDADE DE CONDROITINASE AC SOBRE DIFERENTES SUBSTRATOS

Atividade
Abs/min (U/mL)

C6S 0,0144 0.189
CA4SS2 0,0095 0,125
C4SS1 0,0056 0,073
Nadadeira 0,0008 0,010
Manto 0,001 0,013
Tentaculos 0,0008 0,010
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4.2 PARTE Il- EXTRACAO EM LARGA ESCALA E DETERMINACAO
ESTRUTURAL DE CONDROITIM SULFATO DE NADADEIRA E MANTO

4.2.1 PREPARACAO EM LARGA ESCALA

A partir dos resultados iniciais obtidos e visando trabalhar com uma
quantidade de material que proporcionasse analises mais detalhadas das estruturas
e atividades biologicas das moléculas de condroitim sulfato de lula, decidimos
realizar uma nova extracao e utilizar como material de partida somente os tecidos de
nadadeira e manto dos quais se dispunha de maior quantidade de massa de tecido.

A partir de 50 espécimes (10 Kg) de Doryteuthis (Loligo) plei adquiridas em
casa de pescados na cidade de Ub4a, segregamos os tecidos de manto e nadadeira
das demais partes e visceras da lula, o que correspondeu a obtencdo de CS
partindo de 540 g de nadadeira e 3 Kg de manto.

Ap6s processo de extracdo com a enzima proteolitica maxatase, como
descrito em Métodos, realizamos a identificacdo dos CS de lula por anélise em
eletroforese em gel de agarose em tampéao PDA (Figura 21).

CSs- .
o
HS-|

[ S R S—

N F2M M F2M

FIGURA 21. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE EM TAMPAO PDA 0,05 M (pH 9,0) DE
GAGs EXTRAIDOS DE TECIDOS DE LULA APOS PURIFICACAO EM COLUNA DE Q-
SEPHAROSE FF. Aliquotas (5 uL) foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, tampéo PDA.
Os GAGs foram corados com azul de toluidina, como descrito em métodos. Mistura padrédo de CS,
DS e HS, contendo 5 pg de cada GAG foi utilizada. N F2M: Fracdo de eluicdo 2M de NaCl de
nadadeira; M F2M: Fracdo de eluicdo 2M de NaCl de manto; O: origem.
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Assim como observado anteriormente, obtivemos o0 mesmo padrao de bandas
metacromaticas com migragdo proxima ao DS para ambos CS dos tecidos de
nadadeira e manto analisados (Figura 21). Os dados de porcentagem de CS obtido

apos a extracao e purificacdo realizadas sdo apresentados na Tabela 4.

TABELA 4 — PORCENTAGEM DE CONDROITIM SULFATO DE NADADEIRA E MANTO APOS
EXTRACAO E PURIFICACAO

A Precipitado obtido % de CS no % de CS apés
mostra ~ - e
na extracao (g) precipitado purificacao
Nadadeira
(0.540 Kg) 0,77 47 70
Manto
0,93 24 58
(3K9)

Nos dados acima apresentados, verificamos uma maior porcentagem de CS
no tecido de nadadeira sendo o valor duas vezes maior do que o obtido para o
tecido de manto.

Apbs o processo de purificacdo realizado em escala preparativa em Q-
sepharose FF (Métodos 3.2.2.1), observamos um significativo aumento do teor de
CS no precipitado obtido da extracdo (Tabela 4). O material obtido ainda foi
submetido a dessalinizacdo por cromatografia de gel filtracdo em Sephadex G50
antes de ser realizada as andlises quanto ao peso molecular e composicao quimica
para confirmacao de informacdes ja obtidas.

Verificamos na Figura 22 bandas metacromaticas polidispersas para CS de
manto e nadadeira, dados semelhantes aos j4 obtidos. Para andlise de peso
molecular, verificamos que os CS de lula apresentaram peso molecular préximos
aos ja estimados anteriormente, sendo para o tecido de nadadeira CS de peso de
52 kDa, superior ao CS de manto (30 kDa).
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Peso Molecular Estimado

Amostra (kDa)
Nadadeira 52,16
Manto 29,87

FIGURA 22. GEL DE POLIACRILAMIDA PARA PESO MOLECULAR DE AMOSTRAS DE CS DE
TECIDOS DE LULA. Amostras analisadas em gel de poliacrilamida 7,5% corado com azul de
toluidina 0,1%. A origem esta representada por (O).

Os dados das dosagens quimicas e da proporcao de sulfato/hexosamina para

0os CS de nadadeira e manto, além dos C4S e C6S padrao sdo apresentados na

Tabela 5. Os dados obtidos sdo semelhantes aos ja observados.

TABELA 5 - COMPOSICAO QUIMICA DE CONDROITIM SULFATO DE DIFERENTES ORIGENS E

MODIFICACOES

Proporcéo Sulfato

Amostra Hexosamina Acido Urdnico . .
Total/Dissacarideo
Nadadeira 1 1,0 1,57
Manto 1 1,0 1,23
C4SS2 1 1,2 1,06
C4SSs1 1 0,9 1,02
C6S 1 1,0 1,32
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4.2.2 DEGRADACOES ENZIMATICAS E ANALISE DISSACARIDICA

Para um maior entendimento da composicéo dissacaridica destes CS de lula
devido principalmente a elevada razao sulfato/hexosamina, realizamos degradagdes
enzimaticas com quatro diferentes enzimas: condroitinases AC e B de F. heparinum,
condroitinase AC-Il de Arthrobacter aurescens e condroitinase ABC de Proteus
vulgaris. Também foi utilizado Extrato Bruto Induzido de F. heparinum. As
incubacbes foram realizadas por 24 ou 48 horas, nas condi¢Oes ideais de cada
enzima. Os produtos de degradacdo das incubacgdes foram visualizados por FACE,
como descrito em Métodos 3.2.3.1.3. As imagens dos géis e as densitometrias
obtidas estdo demonstradas a seguir.

A condrotinase AC-Il Arthrobacter aurescens € uma enzima que age
exoliticamente em C4S, C6S (JANDIK et al., 1994), esta enzima ndo age em
dermatam sulfato. Os resultados obtidos apés digestdo de CS de nadadeira, CS de
manto e C4S padréo estdo demonstrados abaixo.

Para ambos CS de lula, a degradacdo com Condroitinase AC de Arthrobacter
aurescens gerou valores préximos a 60% de dissacarideos 4,6-disulfatados
(ADi 4,6), em torno de 35% de dissacarideos monosulfatados (ADi4S e ADIi6S), 1%
de dissacarideos ndo sulfatados (ADiOS) e 2 % de oligossacarideos. Podemos
perceber também que C4S padrao foi totalmente digerido, formando dissacarideos
nao sulfatados e monosulfatados. As porcentagens obtidas na densitometria estao
detalhadas na Tabela 6.
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FIGURA 23. ELETROFLUOROGRAMAS NO SISTEMA TRIS-GLICINA DE PRODUTOS DE
DIGESTAO DE CONDROITIM SULFATO DE DIFERENTES ORIGENS POR CONDROITINASE AC
DE ARTHROBACTER AURESCENS. Aliquotas (100 pg) de cada amostra foram incubadas por 24h e
48h com condroitinase AC-Il e o correspondente a 20 pg destes materiais, derivatizados com
AMAC(100 nmol). P1: mistura padrdo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S. P2: Padrdo de ADi4,6S.
Oligo/Tetra: Oligossacarideos e Tetrassacarideo. CS-Nad: Condroitim Sulfato Nadadeira. CS-Manto:
Condroitim Sulfato Manto. C4S: Condrotim 4-sulfato de traquéia bovina.

TABELA 6 - PORCENTAGEM RELATIVA DE PRODUTOS DE DIGESTAO DE CS DE DIFERENTES
ORIGENS POR CONDROITINASE AC-II DE ARTHROBACTER AURESCENS, DETERMINADA
POR FACE TRIS-GLICINA.

% Relativa dos Produtos Identificados

Origem CS/Tempo de _
ADi0OS ADi6S ADi4S ADi4,6S Oligo/Tetra

Incubacéao

Nadadeira de Lula (24h) 0,9 21,8 17,7 57,1 2,6
Nadadeira de Lula (48h) 0,8 21,8 18,9 55,7 2,7
Manto de Lula (24h) 2,6 24,6 19,5 51,2 2,1
Manto de Lula (48h) 2,9 21,5 21,3 52,1 2,2
Traquéia Bovina (Sigma) (24h) 54 46,6 48 - -
Traquéia Bovina (Sigma) (48h) 6 46 48 - -

Tetra: tetrassacarideo; Oligo:oligossacarideos

Podemos observar que a porcentagem dos produtos gerados apos acéo

enzimatica ndo apresentou alteracéo significativa entre os periodos de incubacéo de
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24h e 48h. CS de nadadeira apresenta maior proporcao de dissacarideos sulfatados,
tendo destaque para a maior propor¢cdo de dissacarideos di-sulfatados. J& CS de
manto apresenta maiores porcentagens de dissacarideos nao sulfatados.

A chase AC de Flavobacterium heparinum é uma liase que age
endoliticamente em C4S e C6S (JANDIK et al., 1994), assim como a chase AC de
Arthrobacter aurescens, essa enzima ndo atua em dematam sulfato. Os resultados

obtidos da digestdo com chase AC de Flavobacterium heparinum sdo demonstrados

na Figura 24.
CS-Nad CS-Manto  C4S
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FIGURA 24. ELETROFLUOROGRAMAS NO SISTEMA TRIS-GLICINA DE PRODUTOS DE
DIGESTAO DE CONDROITIM SULFATO DE DIFERENTES ORIGENS POR CONDROITINASE AC
DE FLAVOBACTERIUM HEPARINUM. Aliquotas (100 pg) de cada amostra foram incubadas por 24h
e 48h com condroitinase AC e o correspondente a 20 ug destes materiais, derivatizados com AMAC
(100 nmol). P1: mistura padrao contendo ADiOS, ADi6S, ADi4S. P2: Padrdo de ADi4,6S. Oligo/Tetra:
Oligossacarideos e Tetrassacarideo. CS-Nad: Condroitim Sulfato Nadadeira. CS-Manto: Condroitim
Sulfato Manto. C4S: Condrotim 4-sulfato de traquéia bovina.

Para ambos CS de lula, a degradacdo com chase AC de Flavobacterium
heparinum levou a formagéo de 40 a 45% de ADi4,6S, em torno de 40% de ADi4S e
ADIi6S, de 3 a 4% de ADIOS e 10 % de oligossacarideos. CS de nadadeira e manto
apresentaram proporcdes semelhantes de dissacarideos sulfatados e CS manto
apresentou uma propor¢do um pouco maior de dissacarideos di-sulfatados. Essa

variacdo se deve aos diferentes tempos de incubacdo (24 e 48 h) utilizados, com
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maior formacdo de produtos apds 48 horas. Percebemos ainda, a presenca de
arraste entre as bandas dos diferentes dissacarideos dos CS de lula o que indica
digestdo incompleta destes. As porcentagens detalhadas dos residuos gerados
estdo na Tabela 7.

TABELA 7 - PORCENTAGEM RELATIVA DE PRODUTOS DE DIGESTAO DE CS DE DIFERENTES

ORIGENS POR CONDROITINASE AC DE FLAVOBACTERIUM HEPARINUM, DETERMINADA
POR FACE TRIS-GLICINA.

% Relativa dos Produtos Identificados

Origem CS/Tempo de )
ADiOS ADi6S ADi4S ADi4,6S Oligo/Tetra

Incubacéao

Nadadeira de Lula (24h) 2,9 33,2 18,5 38,3 7,2
Nadadeira de Lula (48h) 4,1 21,4 18,4 43,5 12,6
Manto de Lula (24h) 4,0 26,4 19,2 39,9 10,5
Manto de Lula (48h) 3,8 22,26 17,94 45,1 10,9
Traquéia Bovina (Sigma) (24h) 5,2 42,0 48,6 - 4,3

Traquéia Bovina (Sigma) (48h) 7,0 39,5 53,4 - -

Tetra: tetrassacarideo; Oligo:oligossacarideos

Na Tabela 7 verificamos que as porcentagens dos diferentes dissacarideos
formados a partir da digestdo dos CS de lula aumentam no periodo de 48h em
relacdo ao periodo de 24h.

A condroitinase ABC de Proteus vulgaris age endoliticamente em C4S e C6S.
Essa enzima reconhece também residuos de glucuronatos de acido idurénico
encontrados em dermatam sulfato (JANDIK et al., 1994). O resultado da digestao

dos CS de lula e C4S padréo € apresentado a seguir.
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FIGURA 25. ELETROFLUOROGRAMAS NO SISTEMA TRIS-GLICINA DE PRODUTOS DE
DIGESTAO DE CONDROITIM SULFATO DE DIFERENTES ORIGENS POR CONDROITINASE ABC
DE PROTEUS VULGARIS. Aliquotas (100 pg) de cada amostra foram incubadas por 24h e 48h com
condroitinase ABC e o correspondente a 20 pg destes materiais, derivatizados com AMAC (100
nmol). P1: mistura padrdo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S. P2: Padrdo de ADi4,6S. Oligo/Tetra:
Oligossacarideos e Tetrassacarideo. CS-Nad: Condroitim Sulfato Nadadeira. CS-Manto: Condroitim
Sulfato Manto. C4S: Condrotim 4-sulfato de traquéia bovina.

Observamos na Figura 25, que a digestdo dos CS de nadadeira e manto por
chase ABC além de formar os dissacarideos ADIOS, ADi4S, ADi6S, ADi4,6S e
oligossacarideos, formam os mesmos arrastes visualizados na degradacédo por
chase AC de F. heparinum, indicando também digestdo incompleta destes
compostos. A analise densitométrica permitiu verificar que nessa digestdo a
proporcao dissacarideos ADi4,6S foi duas vezes maior do que a de ADi4S e de
ADi6S, além disso, percebemos que essas incubacdes geraram uma alta
porcentagem de oligossacarideos, superior a 15% inclusive para o C4S padrao
(Tabela 8).
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TABELA 8 - PORCENTAGEM RELATIVA DE PRODUTOS DE DIGESTAO DE CS DE DIFERENTES
ORIGENS POR CONDROITINASE ABC DE PROTEUS VULGARIS, DETERMINADA POR FACE

TRIS-GLICINA.

% Relativa dos Produtos Identificados

Origem CS/Tempo de

ADiOS ADi6S ADi4S ADi4,6S Oligo/Tetra

Incubacéo

Nadadeira de Lula (24h) 1,4 20,3 20,9 41,6 15,8
Nadadeira de Lula (48h) 0,9 18,6 21,1 41,2 18,2
Manto de Lula (24h) 3,1 22,9 23,9 34,7 15,4
Manto de Lula (48h) 4,2 19,9 20,8 38,2 16,9
Traquéia Bovina (Sigma) (24h) 5,2 38,7 37,1 - 19,1
Traquéia Bovina (Sigma) (48h) 7,0 39,5 53,4 - 18,5

Tetra: tetrassacarideo; Oligo:oligossacarideos

As porcentagens dos dissacarideos para os CS de lula e C4S padrdo nao

apresentaram alteracdes significativas entre os tempos de incubacéo de 24h e 48h.

Uma vez verificada a alta porcentagem de oligossacarideos e a presenca de

arrastes nas incubacdes com chase AC de F. Heparinum e chase ABC de P.

vulgaris, decidimos realizar misturas de incubacdo contendo combinacdo dessas

duas enzimas na tentativa de aumentar a digestdo e consequentemente reduzir 0s

oligossacarideos formados. Esses experimentos foram conduzidos no periodo de

24h com uma Unica enzima e por mais um periodo de 24h apds adicdo da segunda

enzima (Métodos 3.2.3.3.1).

O resultado de digestdo combinando-se inicialmente a chase AC de F.

Heparinum e apo6s 24h, adicdo a chase ABC de P. vulgaris esta apresentado na

Figura 26.
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FIGURA 26. ELETROFLUOROGRAMAS NO SISTEMA TRIS-GLICINA DE PRODUTOS DE
DIGESTAO DE CONDROITIM SULFATO DE DIFERENTES ORIGENS POR CONDROITINASE AC
DE FLAVOBACTERIUM HEPARINUM (24H E 48H) E ADI(;AO DE CONDROITINASE ABC DE
PROTEUS VULGARIS APOS PERIODO DE 24H. Aliquotas (100 pg) de cada amostra foram
incubadas por 24h e 48h com condroitinase AC e 24h com ABC e o correspondente a 20 ug destes
materiais, derivatizados com AMAC (100 nmol). P1: mistura padrdo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S.
P2: Padrao de ADi4,6S. Oligo/Tetra: Oligossacarideos e Tetrassacarideo. CS-Nad: Condroitim
Sulfato Nadadeira. CS-Manto: Condroitim Sulfato Manto. C4S: Condrotim 4-sulfato de traquéia
bovina.

Como podemos observar na Figura 26, a adicdo de chase ABC de Proteus
vulgaris apds o periodo de digestdo com chase AC de F. Heparinum favoreceu a
quebra dos CS de lula, com a diminuicdo do arraste e aumento na producédo dos
dissacarideos di-sulfatados e monosulfatados. Porém, algumas regides desses
compostos continuam a ser resistentes a acdo enzimatica, devido a alta
porcentagem de oligos/tetras formados.

A Tabela 9 descreve as porcentagens encontradas dos dissacarideos e

oligossacarideos quantificados pela analise densitométrica.
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TABELA 9 - PORCENTAGEM RELATIVA DE PRODUTOS DE DIGESTAO DE CS DE DIFERENTES
ORIGENS POR DIGESTAO COM CONDROITINASE AC DE FLAVOBACTERIUM HEPARINUM E
CONDROITINASE ABC DE PROTEUS VULGARIS, DETERMINADA POR FACE TRIS-GLICINA.

% Relativa dos Produtos Identificados

Origem CS/Tempo de )
ADiOS ADi6S ADi4S ADi4,6S Oligo/Tetra

Incubacéao
Nadadeira de Lula (24h) 19 44,3 44,8 9
Nadadeira de Lula (48h) 4,8 17,2 19,9 43,7 14,5
Manto de Lula (24h) 3,6 23,5 16,7 47,2 9,1
Manto de Lula (48h) 6,6 20,3 21,2 41,3 10,6
Traquéia Bovina (Sigma) (24h) 4,4 40,4 49,7 - 5,5

Traquéia Bovina (Sigma) (48h) 6,2 40,6 53,2 - -

Tetra: tetrassacarideo; Oligo:Oligossacarideo

Apesar de verificar o0 aumento da intensidade da banda de todos sacarideos
apos a incubacado no periodo 48h, notamos que na digestdo de CS de nadadeira e
CS de manto a porcentagem relativa de dissacarideos monosulfatados e di-
sulfatados diminui e de dissacarideos nao sulfatados e Oligo/Tetrassacarideos
aumentam apés adicdo de chase ABC.

A Figura 27 apresenta os produtos de digestdo dos CS de lula formados apos
incubacdo com chase ABC de P. vulgaris e adicdo de chase AC de F. Heparinum

apos 24h.
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FIGURA 27. ELETROFLUOROGRAMAS NO SISTEMA TRIS-GLICINA DE PRODUTOS DE
DIGESTAO DE CONDROITIM SULFATO DE DIFERENTES ORIGENS POR CONDROITINASE ABC
DE PROTEUS VULGARIS (24H E 48H) E ADI(;AO DE CONDROITINASE AC FLAVOBACTERIUM
HEPARINUM APOS PERIODO DE 24H. Aliquotas (100 pg) de cada amostra foram incubadas por
24h e 48h com condroitinase AC e 24h com ABC e o correspondente a 20 pug destes materiais,
derivatizados com AMAC (100 nmol). P1: mistura padréo contendo ADiOS, ADi6S, ADi4S. P2: Padrao
de ADi4,6S. Oligo/Tetra: Oligossacarideos e Tetrassacarideo. CS-Nad: Condroitim Sulfato Nadadeira.
CS-Manto: Condroitim Sulfato Manto. C4S: Condrotim 4-sulfato de traquéia bovina.

TABELA 10 -

PORCENTAGEM RELATIVA DE PRODUTOS DE DIGESTAO DE CS DE

DIFERENTES ORIGENS POR DIGESTAO COM CONDROITINASE ABC DE PROTEUS VULGARIS
E CONDROITINASE AC DE FLAVOBACTERIUM HEPARINUM E, DETERMINADA POR FACE

TRIS-GLICINA.

Origem CS/Tempo de
Incubacéao

% Relativa dos Produtos Identificados

ADi0OS ADi6S ADi4S ADi4,6S Oligo/Tetra

Nadadeira de Lula (24h)
Nadadeira de Lula (48h)
Manto de Lula (24h)

Manto de Lula (48h)

Traquéia Bovina (Sigma) (24h)
Traquéia Bovina (Sigma) (48h)

0,9 13,6 19,8 39,9 25,8
3,2 16,2 22,3 38,8 19,54
7,5 25,4 25,1 33,3 8,7

6,7 22 27,4 32,2 11,7
6,4 45,5 30,6 - 17,5
7,3 37,7 55,1 - -

Tetra: tetrassacarideo; Oligo:oligossacarideos
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Resultados semelhantes ao j4 obtidos foram observados com a inversdo das
condroitinases (Figura 27), ou seja, aumento dos dissacarideos formados com a
diminuicdo do arraste. A porcentagem relativa dos dissacarideos foi apresentada na
Tabela 10.

Na tentativa de levar os CS de Doryteuthis plei a somente dissacarideos,

executamos a incubacéo utilizando o Extrato Bruto de F. heparinum, Figura 28.

CS-Nad CS-Manto__C4S
P1 P2 % 8 g @0 o 0

ADi0S —

ADi6S —
ADi4S —

ADi4,6S —
OIigoITetra{

+

FIGURA 28. ELETROFLUOROGRAMAS NO SISTEMA TRIS-GLICINA DE PRODUTOS DE
DIGESTAO DE CONDROITIM SULFATO DE DIFERENTES ORIGENS POR EXTRATO BRUTO DE
FLAVOBACTERIUM HEPARINUM. Aliguotas (100 pg) de cada amostra foram incubadas por 24h e
48h com extrato bruto de Flavobacterium heparinum e o correspondente a 20 ug destes materiais,
derivatizados com amac (100 nmol). P1: mistura padrao contendo ADiOS, ADi6S, ADi4S. P2: Padrao
de ADi4,6S. Oligo/Tetra: Oligossacarideos e Tetrassacarideo. CS-Nad: Condroitim Sulfato Nadadeira.
CS-Manto: Condroitim Sulfato Manto. C4S: Condrotim 4-sulfato de traquéia bovina.

Notamos na Figura 28 que houve a formacédo principalmente de residuos de
ADIOS e ADi4,6S em ambos CS de lula e menor formacdo de dissacarideos
monosulfatados tanto no periodo de 24h quanto no de 48h de incubacdo. Ao avaliar
a incubagdo com C4S néo possivel visualizar as bandas de ADi4S e ADi6S no
periodo de 24h. Esse fato se deve a presenca de enzimas envolvidas na
despolimerizacdo completa dos GAGs, tais como sulfatases e glucuronidases,
presentes no extrato bruto de F. Heparinum. Dessa forma esses resultados néo

foram considerados representativos na caracterizagdo desses compostos.
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Realizamos ainda, digestdo dos CS de Doryteuthis plei com chase B de F.

heparinum (Figuras 29 e 30).

CS-Nad CS-Manto CS-Nad CS-Manto
Chase B Chase B Chase B Chase B

- + - + + + + +
Chase AC Chase AC Chase AC Chase AC

+ + o+ + + - + -
P1 P2 P a8 B a0 @0 o0 p g0

ADi0S —

ADi6S —
ADi4S —

ADi4,6S — - -
Oligo/Tetra {

+

FIGURA 29. ELETROFLUOROGRAMAS NO SISTEMA TRIS-GLICINA DE PRODUTOS DE
DIGESTAO DE CONDROITIM SULFATO DE LULA POR CONDROITINASE AC
FLAVOBACTERIUM HEPARINUM (24H E 48H) ADICAO DE CONDROITINASE B DE
FLAVOBACTERIUM HEPARINUM APOS 24H. PRODUTOS DE DIGESTAO DE CONDROITIM
SULFATO DE LULA POR CONDROITINASE B FLAVOBACTERIUM HEPARINUM (24H E 48H)
ADICAO DE CONDROITINASE AC DE FLAVOBACTERIUM HEPARINUM APOS 24H. Aliquotas
(100 pg) de cada amostra foram incubadas por 24h e 48h com condroitinase AC e B de
Flavobacterium heparinum o correspondente a 20 pug destes materiais, derivatizados com AMAC (100
nmol). P1: Padrdo de ADi4,6S. P2: mistura padrdao contendo ADIiOS, ADi6S, ADi4S. Oligo/Tetra:
Oligossacarideos e Tetrassacarideo. CS-Nad: Condroitim Sulfato Nadadeira. CS-Manto: Condroitim
Sulfato Manto.

N&do houve formacdo de disscarideos na presenca de chase B de F.

heparinum.
O eletrofluorograma da digestdo de C4S padrdao com chase AC e B de F.

heparinum esta representado na Figura 30.
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C4S
Chase B Chase B
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Chase AC Chase AC
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p1 A 2 8 @

[ )
ADi0S —

ADi6S — —
ADi4S — =

Oligo/T etra{

FIGURA 30. ELETROFLUOROGRAMAS NO SISTEMA TRIS-GLICINA DE PRODUTOS DE
DIGESTAO DE CONDROITIM 4-SULFATO DE TRAQUEIA BOVINA POR CONDROITINASE AC
FLAVOBACTERIUM HEPARINUM (24H E 48H) ADICAO DE CONDROITINASE B DE
FLAVOBACTERIUM HEPARINUM APOS 24H. PRODUTOS DE DIGESTAO DE CONDROITIM 4-
SULFATO DE TRAQUEIA BOVINA POR CONDROITINASE B FLAVOBACTERIUM HEPARINUM
(24H E 48H) ADICAO DE CONDROITINASE AC DE FLAVOBACTERIUM HEPARINUM APOS 24H.
Aliquotas (100 pg) de cada amostra foram incubadas por 24h e 48h com condroitinase AC e B de
Flavobacterium heparinum o correspondente a 20 pug destes materiais, derivatizados com AMAC (100
nmol). P1l: mistura padrdo contendo ADIOS, ADi6S, ADi4S. Oligo/Tetra: Oligossacarideos e
Tetrassacarideo. C4S: Condroitim 4-sulfato de traquéia bovina.

4.2.3 ANALISES ESPECTROSCOPICAS

Andlises estruturais utilizando-se espectroscopia de Raman e ressonancia
magnética nuclear (RMN) foram realizadas nos CS de tecidos de manto e nadadeira

de lula.



90

4.2.3.1 Espectroscopia de Raman

A espectroscopia de Raman € um método em que se obtém uma completa
impresséo digital molecular da amostra em estudo. Esse método espectroscépico é
rapido, ndo destrutivo e ndo necessita de marcadores externos, tornando-se uma
importante técnica para analise de substancias.

Para a identificacdo das bandas caracteristicas de CS, realizamos a analise
espectroscopica de um C4S (comercial) e desse mesmo GAG apds ser submetido a
processos de modificagao estrutural incluindo carboxirreducéo e dessulfatagdo como
descrito em métodos 3.2.4.2, usamos também informacgdes da literatura para auxiliar
na identificacdo das bandas espectroscoépicas.

O C4S (comercial) foi analisado quanto ao teor de sulfato e &cido urbénico por
dosagens quimicas, antes e apds os processos de dessulfatacdo e carboxirredugéo
(Tabela 11).

TABELA 11. COMPOSICAO QUIMICA DE CONDROITIM 4-SULFATO COMERCIAL E SUAS
MODIFICACOES.

) . . Proporcéo Sulfato
Amostra Hexosamina Acido Urbnico _ )
Total/Dissacarideo

C4S Comercial 1 1,0 0,96

C4S Comercial

_ _ 1 0,8 1,07
Carboxirreduzido
C4S Comercial
1,3 0,70
Dessulfatado (24h)
C4S Comercial 1 1,2 0,12

Dessulfatado (48h)

Como podemos visualizar na Tabela 11 os processos de carboxi-reducéo e
dessulfatacdo foram eficientes quanto a sua execuc¢ao, reduzindo respectivamente o
namero de carboxilas e grupos sulfato por dissacarideo na molécula de C4S.

A anadlise espectroscopica de Raman de C4S e seus analogos modificados
esta apresentada na Figura 31.
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FIGURA 31. ESPECTRO RAMAN DE C4S COMERCIAL E SUAS MODIFICACOES. (A) C4S
COMERCIAL, (B) C4S COMERCIAL CARBOXI-REDUZIDO, (C) C4S COMERCIAL
DESSULFATADO 24H, (D) C4S DESSULFATADO 48H.

Notamos que C4S (Figura 31-A) possui uma banda principal, com maior
intensidade em 1070 cm’ descrita na literatura (BANSIL et al., 1978) como vibragdes
de ligacOes de grupamentos sulfato v(SO,). Verificamos que as linhas do espectro
de C4S submetido ao processo de dessulfatacdo em diferentes tempos ficaram mais
largas o que indica que modificagbes aconteceram na molécula, entre elas o

alargamento da banda em 1070 cm” associada a diminuigdo do espalhamento da luz
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pela perda dos grupos sulfato. Além disso, verificamos o desaparecimento da banda
de COO" descrita na literatura em 1415 cm™ (BANSIL et al., 1978), fato
provavelmente relacionado a metilacdo deste grupamento que ocorre neste
processo levando a um desaparecimento dessa banda (Figura 31-C e 31-D). Esses
efeitos verificados reforcam que o Raman € assinatura digital da molécula, ja que as
modificagdes quimicas realizadas alteraram o espectro caracteristico de C4S. O
processo de carboxi-reducdo executado ndo levou ao desaparecimento da banda da
carboxila (Figura 31-B), o que confirma a dosagem quimica realizada, uma vez que
carboxilas de acido glucurénico foram detectadas mesmo apds a modificacdo. Os
efeitos gerados no espectro desse processo parecem estar mais associados ao
menor espalhamento da luz o que levou ao alargamento da banda de COQO’, ja que
nao houve alteracédo do espectro caracteristico de C4S.

A analise de condroitim monossulfatado como C4S e C6S estd bem
estabelecida, tendo espectros caracteristicos para cada molécula (BANSIL et al.,
1978). Ainda ndo ha relatos de estudos de espectroscopia de Raman de CS de lula.
Desta forma, realizamos a analise espectroscépica dos CS de nadadeira e manto e
identificamos as bandas caracteristicas utilizando as informacdes obtidas do estudo
das modificagbes quimicas e dos dados da literatura.

Os principais numeros de onda vibracionais em espectroscopia Raman de
C4S, C6S e CS de lula foram analisados (Figura 32).
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FIGURA 32. ESPECTRO RAMAN DE CS PADRAO E CS DE LULA. (A) C4S, (B) C6S, (C) CS DE
MANTO, (D) CS DE NADADEIRA.

A bandas intensas de CS em 1070 cm™ foram designadas para vibracdo do
grupo sulfato v(SO,4). Outras vibragdes referentes a grupos sulfato tém sido
identificadas para ligacdes de C-O-S em 993 cm’. Deformacdes de hidrogénio de C1
foram caracterizadas para numeros de onda proximos a 890 cm’. As vibracdes em
940 cm- sado designadas para vibragdo de esqueleto C-O-C de ligagdes B(1—3) e
B(1—4) de GAGs. Modos de deformagéo de C-OH foram identificados a 1100 cm-,
geralmente esta banda fica mascarada em funcéo das vibracdes de grupos sulfato.
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Bandas de grupos carboxilas v(COO’) de residuos de glucuronatos foram
identificadas em 1415 cm'. As diferentes bandas identificadas para os diferentes CS
estdo descritos na Tabela 12.

TABELA 12. BANDAS RAMAN E ATRIBUICOES VIBRACIONAIS DE C4S, C6S, CS MANTO, CS
NADADEIRA.

Bandas/Amostras C4S C6S ©S ©S '
Manto Nadadeira
v(COO) 1417m 1415m 1421 1426
6COH 10990 1096m - -

v(SO0,) 1068i 1068i 1068i 1068i
v(C-O-S) 995m/9810 997i 1003m/971o0 1003m/9770

(C-O-C) vskel 941m 940m 930m 939m

3(CH) 887m 884m 890m 890m

m:meédio; i:intenso; o:ombro;

Os espectros dos CS de lula foram mais semelhantes aos dados espectrais
C4S. Nao conseguimos visualizar as bandas de 6COHnos CS de lula. N&o
conseguimos distinguir bandas de grupos sulfato que diferenciem os CS de manto e

nadadeira em relacdo aos padroes.

4.2.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros *H de condroitim sulfato (CS-A, CS-C and CS obtido de manto e

nadadeira) estao ilustrados na Figura 33.



95

L8

e e
|
: o

CS-Manto
— i — }'
\I
\ i /

CS-Nadadeira

T
75

8‘.5 B.‘O
FIGURA 33. ESPECTRO DE 'H RMN DE C4S, C6S, CS MANTO, CS NADADEIRA
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Na Figura 33, como previamente descrito para outras amostras de CS

(MUCCI, SCHENETTI & VOLPI, 2000), sinais de *H RMN s&o encontrados em duas
regides espectrais, os sinais de metil acetamida (1.9 e 2.1 ppm) e entre 3.0 e 5.0
ppm, relativo a todos os outros sinais de hidrogénio. Os sinais dos espectros de *H

de carboidratos ficam muito sobrepostos e dessa forma torna-se dificil de tirar

informacdes a respeito dos mesmos.
Os espectros **C dos CS padrdes e CS lula estdo apresentados na Figura 34
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FIGURA 34. ESPECTRO DE 13C RMN DE C4S (A), C6S (B), CS NADADEIRA (C), CS MANTO (D).

Na figura 34, visualizamos que com excecdo das carbonilas
(175-178 ppm) e os carbonos da metil acetamida (21-23 ppm), todos outros sinais
encontrados na anélise do espectro *C das amostras analisadas estdo entre as
regides de 50-110 ppm.

Tanto nas andlises do espectro de *H quanto na de **C a atribuic&o dos sinais
é dificil de realizada isoladamente, com isso o acoplamento dos dois tipos de
ndcleos pode ser uma interacdo muito Util. Essa notavel diferenca entre ordens de
acoplamento nos oferece uma maneira sensivel de identificar carbonos e proétons
que estejam ligados diretamente um ao outro, desta forma executamos
experimentos 2D com as programagdfes HSQC e HMBC a fim estabelecer
correlagdes que nos pudessem conduzir a atribuicbes das moléculas de CS de lula.
Para isso utilizamos os dados da literatura e realizamos a comparacdo com 0S
espectros 2D de C4S e C6S, visando principalmente definir os sinais que seriam
equivalentes a presenca ou nao de sulfatacdo nas posicoes 4 e 6 da GalNAc e 2 do
GlcA.

A andlise de HSQC de C4S e C6S permitiu a distincdo de alguns sinais que

nao tinham sido atribuidos ainda (Figuras 35 e 36).
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FIGURA 35. EXPANSAO DE ESPECTRO 2D 'H **C DE C4S PADRAO.
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FIGURA 36. EXPANSAO DE ESPECTRO 2D 'H **C DE C6S PADRAO.

E possivel observar nos espectros acima a correlagéo (4.7 — 77.0 ppm) que
corresponde a C4/H4 de GalNAc-4SO, para C4S padrao e esta ausente em C6S
padrdo, esta correlacdo também existe nas amostra de CS de manto e nadadeira
(Figuras 37 e 38). Alem disso, outra correlacéo (3.7 — 60.3 ppm) relativa a C6/H6 de
GalNAc-4S0O, foi encontrada em C4S padréo, esta correlacdo apareceu também nas

amostras de CS de lula. No C6S padréo, a correlagdo (4.2 — 67.4 ppm)
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correspondente a C6/H6 GalNAc-6SO, foi observada e mais uma vez, esta
correlacdo existe em CS de Doryteuthis plei. Finalmente, a correlacédo (3.3 -72.0
ppm) foi encontrada e corresponde a C2/H2 de residuos de acido glucurénico (GIcA)
nao sulfatados nesta posicdo. Os sinais quimicos observados nestas correlacbes
sao consistentes com dados encontrados na literatura (GUI et al., 2015; PANAGOS
et al., 2014).

C2/H2 GalNAc

C6/H6 GalNAc-6S0O; /
= / C6/H6 GalNAc-4S0O,
C4/H4 GaINAc-6SO; = C5/H5 GIuA 8

; = =———C2/H2 GIuA

\ .

C3/H3 GIuA

C4/H4 GalNAc-4S0; C4/H4 GluA C3/H3 GalNAc  C5/H5 GalNAc

=— C1/H1 GalNAc I

\C1/H1 GluA

100

T T T T T T T
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FIGURA 37. EXPANSAO DE ESPECTRO 2D 'H *C DE CS MANTO.

J \\/\MM, S _Mu

20 F1 [ppm]

C2/H2 GalNAc

40

C6/H6 GalNAc-6SO; /

60

C5/HS GluA

2 \ - C6/H6 GalNACc-4S0,
C4/H4 GaINAC-6S0, . /
\

T C2/H2GIuA

4 / / - s C3/H3 GluA
C4/H4 GalNAc-4S0, C4/H4 GluA \ C5/H5 GalNAc

C3/H3 GalNAc
—— C1/H1 GalNAc r

3 >
o ™\ 1M1 Glua

T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 F2 Ippm]

80

100

FIGURA 38. EXPANSAO DE ESPECTRO 2D 1H 13C DE CS NADADEIRA.
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Estes resultados confirmam a existéncia de sulfatacdo de residuos de GalNAc

na posicao 4 e 6 e, e de ndo sulfatacdo na posicao 2 do GIcA dos CS de lula. A

Tabela 13 resume as correlacfes encontradas para os CS de manto e nadadeira

sendo os dados confrontados com os da literatura.

TABELA 13 -

DESLOCAMENTO QUIMICO 'H E *C (PPM) DE MANTO E NADADEIRA E

COMPARATIVO COM OS VALORES CORRESPONDENTES AOS DE CONDROITIM SULFATO
PADRAO DA LITERATURA.

Manta Nadadeira

GlcA GalNAc GlcA GalNAc
H1/C1 4.55/104.28  4.60/101.14  4.57/104.04  4.63/101.51

H2/C2 3.41/72.23 4.04/51.38 3.42/72.23 4.05/51.86

H3/C3 3.64/73.70 3.83/81.13 3.67/74.06 3.86/81.26

H4/C4 4.05/76.27 4.12/72.48 4.03/76.18 4.11/72.73

4.80/76.12 4.79/76.19

H5/C5 3.99/72.98 3.84/74.94 3.97/74.22 3.84/74.60

H6/C6 - 3.81/61.73 - 3.81/61.31

/175.58 4.23/67.25 /175.58 4.23/67.52

Dados da Literatura
GlcA-GalNAc 4S? GlcA-GalNAc 6S?

GIcA GalNAc GlcA GalNAc
H1/C1 4.63/105.94  4.67/103.59  4.55/105.56  4.66/104.28
H2/C2 3.47/75.86 4.08/54.94 3.45/75.85 4.03/53.93
H3/C3 3.64/76.78 4.16/78.62 3.63/77.08 3.95/82.68
H4/C4 3.80/83.07 4.63/79.12 3.76/84.26 4.19/70.17
H5/C5 3.78/79.09 3.87/77.69 3.76/78.83 4.01/75.70
H6/C6 - 3.80/63.98 - 4.24/70.36

Huckerby et al. (2001).

Desta forma, a analise de RMN ndo mostrou significantes diferencas entre CS

de nadadeira e manto (Tabela 13), indicando que a posicdo da sulfatacdo e

composicao dos residuos séo similares nestas amostras.
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4.3 PARTE IlI- ATIVIDADE ANTICOAGULANTE

A atividade anticoagulante dos CS de lula foi verificada apos recalcificacdo do
plasma segundo método da USP, 1965 (Método 3.2.5.1). A Tabela 14 mostra esses
resultados.

TABELA 14. ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DOS CS DE MANTO E NADADEIRA DE
DORYTEUTHIS PLEI

Amostras Ul
CS Nadadeira (20
16,1
Hg)
CS Manto (20 pug) 16,1

Ul - Unidades Internacionais

Os CS de manto e nadadeira apresentaram 9% da atividade da heparina que
€ 0 anticoagulante de maior uso medicinal. O potencial anticoagulante das
moléculas de CS de lula posteriormente também foi avaliado para os testes de
tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) que avalia a via intrinseca da
coagulacéo, tempo de protrombina (PT) que avalia a via extrinseca e o tempo de
trombina (TT) que esta envolvida com a via comum. Estes testes sdo denominados
de testes funcionais, pois monitoram a formacao do coagulo de fibrina. Essa analise
mais detalhada das vias de coagulacdo permite identificar a via envolvida com a o
processo de coagulacdo das moléculas testadas. Na realizacdo destes ensaios, a
heparina (165 Ul) foi utilizada como padrao.

Os resultados obtidos com o teste de aPTT estao resumidos na Tabela 15.

TABELA 15 -TESTE aPTT.

Amostras Tempo Médio
Controle Negativo 28 segundos
Heparina (1,2 pg) = 60 segundos

CS Nadadeira (3 ug) 143 segundos
CS Manto (5 ug) 138 segundos

CS de Nadadeira e Manto apresentaram atividade anticoagulantes em baixas
guantidades de material utilizadas, 3 ug e 5 pg respectivamente.no teste de aPTT,
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guando acusaram para 0 aumento do tempo de coagulacdo duas vezes em relacao
ao plasma

Para o teste de PT (Tabela 16), verificamos que para atividade anticoagulante
as massas utilizadas tiveram que ser de 50 pg de CS de nadadeira e 20 pg de CS

de manto muito superiores ao do teste de aPTT.

TABELA 16 - TESTE PT.

Amostras Tempo Médio
Controle Negativo 10 segundos
Heparina (1,2 pg) 58 segundos

CS Nadadeira (50 pug) 38 segundos
CS Manto (20 ug) 21 segundos

No teste de tempo de trombina (TT) também realizado, o controle negativo
estd dentro do tempo de referéncia de 20 segundos, a heparina (1,2 ug),
anticoagulante padréo, foi caracterizada como ndo coagulavel e CS Nadadeira e CS
Manto, ambos na quantidade de 3 ug, o tempo de coagulagéo foi determinado como
superior a 180 segundos.

A partir dos resultados obtidos, podemos inferir que os CS de lula possuem
uma atividade anticoagulante principalmente associada a inibicdo da via intrinseca e
comum, uma vez que o prolongamento do tempo de coagulacdo foi observado
guando utilizamos uma massa 10x menor em relacdo a avaliacdo da via extrinseca.
Podemos afirmar também que o CS de nadadeira possui uma resposta melhor que a
de CS de manto ja que necessitamos de uma quantidade 1,7x menor para detectar
aumento no tempo de coagulacéo no teste de aPTT.

O teste de aPTT esta diretamente relacionada a via intrinseca da coagulacao,
na qual diferentes fatores estao associados (XII, XI, IX e VIII) e via comum (X, V, Il e
fribrinogénio). Ja o teste TT est4 associado a comum mais especificamente ao fator
lla (trombina). Com base nessas informacdes e nos dados verificados acima,
realizamos ensaios enzimaticos cromogénicos especificos para os fatores lla e Xa
gue estdo nas vias da coagulacdo nas quais verificou-se resposta significativa para
os CS-E de nadadeira e manto. Para estes testes a heparina de 165 Ul foi utilizada

como anticoagulante padrao.
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Os resultados encontrados para os testes demonstraram que CS de
nadadeira inibe o fator lla e Xa em 60% e 31% respectivamente para 1 ug de
amostra utilizada. JA CS de manto inibe 55% do fator lla e 47% fator Xa para 1 ug
de amostra testada. Para essa quantidade de amostra a heparina inibe 22% do fator
lla e 13% do fator Xa.
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5 DISCUSSAO

PGs sdo componentes ubiquos de superficie celular e matrizes
extracelulares, sendo encontrados em varios tecidos de animais vertebrados e
invertebrados. Sabe-se que as cadeias de GAGs ligadas ao nucleo proteico dos PGs
possuem varias atividades bioldgicas associadas a interacdo com proteinas,
incluindo os fatores de crescimento, enzimas, citocinas, quimiocinas, lipoproteinas, e
moléculas de adesdo. Estas acdes tém sido relacionadas as suas caracteristicas
estruturais relativas ao elevado teor de grupos sulfato e carboxila encontrados
nestas macromoléculas (KAWASHIMA et al., 2002).

CS possui muitos tipos de dominios estruturais que sao conhecidos por
participar de funcdes fisiologicas especificas (KINOSHITA et al., 2001). Estudos tem
sido conduzidos para investigar a interacdo de GAGs com colageno e glicoproteinas
da matriz extracelular. Takagaki e colaboradores (2002) utilizando oligossacarideos
de CS-E demonstrou que esses possuem afinidade por colageno tipo V, e que
sequéncias caracteristicas, provavelmente, desempenham papéis fundamentais na
adeséao celular e montagem de matriz extracelular. O padréo de sulfatacdo de CS é
sugerido como um mediador chave da varios eventos biol6gicos. Tem sido proposto
que a variacdo da proporcao entre dissacarideos 6-sulfatados e 4-sulfatados em CS
representa um fenbmeno generalizado que ocorre em tecidos imaturos, contendo
células em proliferacdo e diferenciacdo, esse processo influencia eventos
significativos, tais como adesdo e migracdo celular (MOURAO, MICHELACCI &
TOLEDO, 1979; THEOCHARIS et al., 2006).

Estudos demonstraram que o CS é capaz de interagir com diversos fatores de
crescimento que determinam varios processos bioldgicos durante o crescimento e
propagacédo de tumores. Cadeias de CS interagem com fatores de crescimento que
podem se ligar a heparina (heparin biding growth factors) e estas interacdes sao
especificamente inibidas pelo CS ou DS contendo E-unidades dissacaridicas
constituidas por GalNAc-GIcA (4S, 6S) ou o dissacarideo correspondente de DS,
IdoA-GalNAc (4S, 6S) (SUGAHARA et al., 2003). CS-E isolado a partir de cartilagem
de lula se liga a varios fatores de crescimento, incluindo FGF-2, FGF-10, FGF-16,
FGF-18 midkine (MK), pleiotrofina (PTN). (SUGAHARA et al.,, 2003). MK e PTN,
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possuem atividades neuroregulatorias bem estabelecidas, promovendo a adeséo e
migracédo neuronal (KADOMATSU & MURAMTASU, 2004). As interacOes de CS-E
com MK e PTN, bem como com FGF-18, exibem alta afinidade comparavel para com
as da heparina. Contudo, a relacéo entre a funcao biologica e estrutura de dominios
de CS ainda néo esta totalmente compreendida (THEOCHARIS et al., 2006).

Desde 1962 MATHEWS e colaboradores tem reportado a presenca de
polissacarideos sulfatados em cartilagens de lulas do género Loligo. A identificacdo
de GAGs em tecidos de lula da espécie Loligo brasiliensis também denominada
Doryteuthis plei, encontrada na costa brasileira, foi realizada inicialmente por
CASSARO & DIETRICH em 1976. Esses pesquisadores observaram que na espécie
Loligo brasiliensis condroitim sulfato era o principal glicosaminoglicano encontrado
(91%) e havia também heparam sulfato em menores quantidades (9%). Resultados
semelhantes foram encontrados nos diferentes tecidos analisados de Doryteuthis
plei em nosso trabalho. A presenca de CS no material extraido dos tecidos de
manto, nadadeira, tentaculos e pele de D. plei foi confirmada por degradacao
enzimatica com chases AC e B onde esse composto é o glicosaminoglicano
majoritario nos tecidos analisados (Figura 14).

Em um trabalho pioneiro de Kawai e colaboradores (1966) foi detectada a
presenca de CS polisulfatado na espécie de lula Ommastrephes sloani pacificu. Este
condroitim isolado possuia alta relagéo sulfato por hexosamina (1,55), sugerindo que
era um CS supersulfatado e ainda ficou evidenciado por método de espectroscopia
de infravermelho que ele possuia substituicdes de grupos sulfato nas posicbes 4- e
6- do residuo de GalNAc. Céssaro & Dietrich também demonstraram que os GAGs
identificados em Loligo brasiliensis possuiam um elevado valor de sulfato por
dissacarideo (1,6), porém o dado encontrado ndo pode ser atribuido somente ao CS
pois havia HS na amostra analisada. Em nossos estudos realizamos a andlise da
composicdo quimica dos CS obtidos que demonstraram uma relacdo superior a 1,2
Sulfato/Hexosamina o que nos forneceu um indicativo que estes compostos também
eram supersulfatados (Tabelas 2 e 5). Dentre eles, o CS de nadadeira foi aquele que
demonstrou maior propor¢do (1,6) tendo CS de manto e tentaculos valores
proximos. Essa maior densidade de cargas negativas justifica a migracao
eletroforética proxima a regido de DS verificada para o CS de D. plei no sistema de
eletroforese em gel de agarose em tampdo PDA (Figuras 9, 13,21). O perfil de

eluicdo de CS na cromatografia de troca-ibnica em escala analitica também nos
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indicou que os GAGs encontrados possuiam uma alta densidade de cargas
negativas, ja que populacdes eluiram em concentracdo salinas superiores a 1M
(Figuras 10 e 11). Em nossos experimentos as dosagens quimicas e a analise de
peso molecular ndo foram executadas para pele uma vez que esta possuia mais de
um GAG constituinte.

O CS de Nadadeira possui um peso molecular (PM) médio em torno de
55kDa, CS de tentaculos 46 kDa e CS de manto 30 kDa, cabe ressaltar que apesar
de definidos os PM médios, a alta polidispersividade verificada nos géis de PAGE
indica grande heterogeneidade no tamanho das cadeias de CS de lula (Figuras 15 e
22). Pesos moleculares maiores foram encontrados em CS supersulfatado obtido de
proteoglicanos de pele de lllex illecebrosus coidenti possuindo cadeias de até 110
kDa (KARAMANOS,1992).

A andlise dissacaridica foi conduzida por degradacdo dos CS de lula com
condroitinase AC de Arthrobacter aurescens e posterior analise por eletroforese de
carboidratos assistida por fluoréforo (FACE). Dessa forma estabelecemos a
porcentagem de 56% de dissacarideos GIcA-GalNAc-4,6S (ADi4,6S) no CS de
nadadeira e 51% no CS de manto. Para ambos, a proporcéo total de dissacarideos
monosulfatados (GIlcA-GalNAc-4S, GlcA-GalNAc-6S) foi semelhante e proximo a
40%, ainda foram detectadas poucas unidades dissacaridicas nado-sulfatadas com
valores inferiores a 3%. A degradacdo destes polissacarideos atingiu 97% de
digestdo nos periodos de incubacao realizados (Figura 23, Tabela 6). A partir dos
dados obtidos podemos afirmar que CS encontrado nos tecidos de manto e
nadadeira de D. plei possuem residuos de ADi4,6S predominantes. Os resultados
detectados por nosso grupo de pesquisa vém de encontro aos ja descritos na
literatura em que diferentes trabalhos ja destacavam tais informacdes:
proteoglicanos de condroitim supersulfatado degradados com condroitinase AC,
condro-4-sulfatase e condro-6-sulfatase, apresentaram dissacarideos
monosulfatados, di-sulfatados e tri-sulfatados em tecido de pele da lula lllex
illecebrosus coidentii (KARAMANOS et al.,, 1992). Outros estudos assim como 0
nosso procuraram determinar a presenca de condroitim supersulfatado obtido a
partir de diferentes tecidos de lula, porém nem sempre E-unidades foram
predominantes. Em lulas da espécie Nototodarus gouldi foi encontrado condroitim
nao sulfatado em tecidos de pele e condroitim mais sulfatado com a maioria de
ADi4,6S unidades em cartilagem de cabeca (FALSHAW et al., 2000). A analise
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dissacaridica de glicosaminoglicanos extraidos da espécie de lula Thysanoteuthis
rhombus, apds degradacdo com condroitinase ABC, revelou a presenca de
diferentes tipos de unidades dissacaridicas (ADi4S, ADi6S e ADi4,6S) em diferentes
propor¢cdes nos varios tecidos analisados (cabeca, tentaculos, olhos, manto,
nadadeira e pele), sendo as E-unidades predominantes somente nos tecido de
nadadeira e pele (TAMURA et al.,, 2009). Dessa forma, a segregacdo em regides
anatbmicas se torna essencial para os estudos realizados devido as distintas
composicdes dissacaridicas demonstradas nos CS dos diferentes tecidos e espécies
de lula. Podemos verificar também que nem sempre existe correspondéncia da
propor¢cdo dissacaridica do CS supersulfatado em regifes anatdbmicas quando
comparamos nosso trabalho com o de Tamura e colaboradores.

Além da andlise da digestdo de Condroitim sulfato de D. plei com chase AC
de A. aurescens também executamos o estudo da digestdo enzimatica deste
condroitim com chase AC de Flavobacterium heparinum (chase AC) e chase ABC de
Proteus vulgaris. Apesar de verificarmos a unidade ADi4,6S como majoritaria,
havendo também uma menor propor¢cdo de residuos monosulfatados (ADi4S e
ADIi6S) e uma quantidade ainda menor de residuos nao sulfatados (ADiOS) como ja
verificado nos experimentos com chase AC-IlI (A. aurescens), a digestdo de CS de
lula com chase AC (F. heparinum) e chase ABC levou a uma maior formacdo de
oligossacarideos 10% e 15% respectivamente demonstrando uma resisténcia desse
substrato & acdo dessas enzimas (Figuras 24 e 25; Tabelas 7 e 8). E importante
destacar que a pouca definicdo das bandas dos dissacarideos monosulfatados pode
fazer com que haja uma discrepéncia das proporc¢des entre estes, na degradacédo de
24h com chase AC (F. heparinum) apds densitometria (Figura 24). A partir da analise
da degradacao de C4S padréao verificamos que as digestdes com chase AC de F.
heparinum geram um pouco de oligossacarideos, sendo uma propor¢ao muito maior
destes visualizada na degradacdo com chase ABC de P. vulgaris tanto no periodo
de 24 h quanto no periodo de 48 h de incubacgéo, isso pode estar associado ao
modo de acdo diferente sobre o substrato, apesar de mecanismo endolitico ser
descrito para ambas enzimas. Na degradacdo de C4S com chase AC de A.
aurescens nao foram verificados residuos de oligossacarideos (Figura 23).

No monitoramento da digestdo dos CS de lula com chase AC (F. heparinum)
por UV (232 nm) (Figura 20) comprovamos gue esses compostos ndo sao bons

substratos para essa enzima, pela baixa atividade enzimatica verificada tendo sido
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constatadas atividades superiores quando os substratos eram C6S e C4S o que
sugere que o tipo de sulfatacdo pode interferir na agdo enzimética. Em estudo
conduzido por Karamanos (1992), um CS obtido de pele de lula contendo
apreciaveis quantidades de dissacarideos di- e tri- sulfatados demonstrou uma
degradagédo de 40% quando incubado com chase AC. A influéncia da
supersulfatacdo na acdo das chases AC e ABC foi detectada na digestdo de
condroitim supersulfatado obtido de pele de lula, em que chase ABC néo foi capaz
de degradar esse composto e chase AC o degradou em torno de 20% tendo sido
ampliada para 40% ap0s adicionar a mistura de incubacdo condro-4 e 6-sulfatases
(TSEGENIDIS, 1992).

Dessa forma acreditamos que a maior sulfatacdo dos CS de lula foi
determinante para a resisténcia identificada nas digestdes com chase AC (F.
heparinum) e chase ABC em nosso trabalho. Cabe ressaltar ainda que na
degradacdo de CS de D. plei com chase AC-Il (A. aurescens) também houve a
formacdo de oligossacarideos, porém, em menor extensdo (3%). Avaliando esse
dado e os obtidos com chase AC (F. heparinum) e chase ABC e tendo em vista a
especificidade dos substratos e mecanismos de acdo das diferentes condroinases
(JANDIK, GU & LINHARDT, 1994; GU et al., 1995), podemos afirmar que a acao
exolitica da chase AC-Il detém uma melhor atividade sobre CS de lula do que a
chase AC e chase ABC gue possuem mecanismo endolitico. Com isso constatamos
que a contribuicdo feita pelos grupos sulfato para a energia total de ligacdo de
substrato foi maior para 0 mecanismo endolitico do que o exolitico realizado pela
chase AC-IIl. Consequentemente podemos inferir a partir das observacdes que para
a degradacao de CS é mais adequada a utilizacdo das chase AC de Arthrobacter
aurescens e AC de Flavobacterium heparinum, sendo a ABC de Proteus vulgaris
ndo recomendada devido a sua atividade inespecifica e formacdo de muitos
oligossacarideos mesmo em C4S.

Para confirmar a composicao estrutural dos CS de D. plei utilizamos técnicas
espectroscopicas. A sulfatagdo na posicdo 4- e 6- da GalNAc foi detectada nos
espectros de RMN em duas dimensdes (HSQC) tanto na amostra de manto quanto
de nadadeira de lula (Figuras 37 e 38) a partir da comparagcdo com as correlagbes
verificadas nos condroitins monosulfatados C4S e C6S (Figuras 35 e 36) e
juntamente com as informacdes da literatura (HUCKERBY et al., 2001), porém nao

foi possivel distinguir atribuicdes dos residuos monosulfatados (ADi4S e ADi6S) do
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di-sulfatado (ADi4,6S), detectados na FACE. Esperavamos que a proximidade dos
grupos sulfato em ADi4,6S causasse uma mudanca na conformacdo do anel da
N-acetilgalactosamina fornecendo significantes deslocamentos nos espectros de
RMN, o que néo foi observado. Trabalhos recentes tem utilizado a técnica de RMN
para a deteccdo de CS supersulfatado como contaminante em preparacdes de
heparina, o que tem sido identificado como grande problema e risco na eficacia da
terapéutica clinica empregada (GUERRINI et al., 2008).

A analise de diferentes GAGs por espectroscopia de Raman tem sido utilizada
com sucesso para diferenciar isoformas destas moléculas. A interpretacdo dos
espectros Raman de macromoléculas biolégicas pode ser complexa, com sinais
resultantes de muitas sobreposicoes. Porém o espectro de monossacarideos e
polissacarideos tem sido registrado e as caracteristicas atribuidas (RUDD et al.,
2010). Esta técnica de analise foi utilizada em nosso trabalho, em que visualizamos
0 espectro caracteristico de condroitim sulfato no material obtido de manto e
nadadeira (Figura 32), porém nessa analise ndo conseguimos atribuir bandas ou
deslocamento de bandas referentes a v,sSO,4 e vCOS que permitissem distinguir CS
de lula de C4S e C6S quanto ao padrdo de sulfatacdo. O que notamos nesses
espectros foi a auséncia da banda de COH em 1100 cm™ nos CS de lula, o que
provavelmente esta associada a maior substituicdo de grupamentos sulfato nas
posicdes 4- e 6- da GalNAc nesta molécula. Muitas informacbes de bandas
referentes as vibracdes das ligacdes presentes em CS ja estdo descritas (BANSIL et
al., 1978; ELLIS et al., 2009) porém ainda ndo existem dados espectrais para CS de
lula na literatura. Esperdvamos que a maior sulfatacdo das moléculas de CS de
D. plei gerasse alteracbes no espectro que permitissem fazer distingbes das
informagOes espectrais em relacdo C4S e C6S, uma vez que diferencas das
atribuicbes de bandas para grupamentos sulfato dessas moléculas foram associadas
a configuracdo espacial (BANSIL et al., 1978).

Em nosso trabalho a atividade anticoagulante de CS de nadadeira e manto foi
detectada por meétodo USP, 1965 (Tabela 14). Posteriormente realizamos a
determinacdo da via da coagulacdo que esta sendo inibida por essas
macromoléculas e ficou demonstrada a atividade anticoagulante pela inibicdo das
vias intrinseca e comum da coagulacdo ao aumentarem o tempo de tromboplastina
parcial ativada aPTT e o tempo de trombina (TT) (Tabela 15). Diferencas na
quantidade de amostra utilizada no ensaio aPTT para o aumento do tempo de
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coagulacéao foram verificadas entre CS de manto e nadadeira e possivelmente se
justificam pelas caracteristicas estruturais associadas ao grau de sulfatacdo da
molécula observada na dosagem de sulfato e caracterizacédo dissacaridica. A partir
dos ensaios anti-lla e anti-Xa conduzidos, confirmamos a resposta dos testes de
coagulacado que indicavam que as vias intrinseca e comum da coagulagdo poderiam
estar sendo inibidas pelos CS de lula, uma vez que esses dois fatores estao
presentes nessas vias. Dessa forma podemos inferir que estas moléculas
apresentam atividade anticoagulante podendo atuar de forma semelhante a heparina
ao se ligar a ATIII, acelerando a taxa com que estes inibidores de serino proteases
formam complexos com enzimas da cascata de coagulagao, principalmente trombina
(lla) e fator Xa, inativando-as.

A atividade anticoagulante in vitro de CS isolado de cartilagens de lula tem
sido relatada (AKIYAMA, SENO & YOSHIDA, 1982). Esta propriedade foi descrita
como mediada principalmente pela aceleracdo da interacdo cofator Il da heparina
com trombina (SCULLY et al., 1986). Porém Scully e colaboradores também
relataram atividade anticoagulante de CS-E na auséncia de ATIII e fator Il da
heparina este efeito foi relacionado a interferéncia na interagéo
trombina:fibrinogénio. As E-unidades presentes em CS-E parecem estar diretamente
associadas a atividade anticoagulante. Em trabalho de McGee e col. (1995),
diferentes CS foram testados como anticoagulantes, porém somente CS-E
demonstrou essa atividade que foi relacionada a inibicdo de fatores da via intrinseca
(Fatores Vllla/IXa). Estudos recentes em que modificacdes quimicas foram
realizadas em CS, demonstrou-se que a supersulfatacdo esta ligada a atividade
anticoagulante dessa molécula (NUMAKURA et al.,, 2010). Em moléculas de
condroitim fucosilado que possui estrutura semelhante ao CS, a sulfatacdo da
molécula possui importante relacdo com a atividade anticoagulante (CHEN et al.,
2013). Outros polissacarideos sulfatados como as fucanas obtidas de algas, também
demonstram atividade anticoagulante diretamente dependente da sulfatacdo (DORE
et al., 2013; CAMARA et al.,, 2011; MEDEIROS et al.,, 2008.). A partir das
informacOes obtidas verificamos que a busca por compostos com distintos
mecanismos de acdo anticoagulante para atender a multiplicidade de situacdes
clinicas que requerem esse tipo de terapia vem crescendo e CS-E tem mostrado
potencial terapéutico, contudo estudos in vivo sd8o0 necessarios para confirmacdo da

efetividade clinica.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho concluimos que:

¢O principal GAG presente nos tecidos de nadadeira, manto, tentaculos e
pele de lula (Doryteuthis plei) é condroitim sulfato, sendo outro GAG sulfatado, com
mobilidade eletroforética semelhante a heparam sulfato, também detectado em pele;

O condroitim sulfato isolados de manto e nadadeira pode ser classificado
como CS-E por apresentar maior proporcdo de unidades dissacaridicas GIucA-
GalNAc-4,6S;

¢O CS de nadadeira apresenta diferencas significativas quanto ao peso
molecular (52 kDa) e densidade de cargas negativas (1,6 sulfato/hexosamina)
guando comparado com o de manto (30 kDa, 1,2 sulfato/hexosamina);

eAs analises espectroscopicas corroboram os resultados obtidos;

eAmbos CS (manto e nadadeira) apresentam atividade anticoagulante, pois
foram capazes de inibir a via intrinseca da cascata de coagulacdo, provavelmente
associada com a formacdo de complexo com ATIIl, ocasionando a inibicdo de

enzimas que atuam nessa via como os fatores lla e Xa.
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APENDICE A - Espectro RMN *'H, *C, HSQC E HMBC de

condroitim sulfato de diferentes origens.
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FIGURA 39. ESPECTRO DE ‘H DE CONDOITIM 4-SULFATO (1).
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FIGURA 40. EXPANSAO DO ESPECTRO 'H (2.0-5.0 ppm) DE CONDOITIM 4-SULFATO (1).
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FIGURA 41. ESPECTRO DE "*C CONDOITIM 4-SULFATO (1).
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FIGURA 42. ESPECTRO HSQC DE CONDOITIM 4-SULFATO (1).
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FIGURA 43. EXPANSAO DO ESPECTRO HSQC DE CONDOITIM 4-SULFATO (1).
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FIGURA 45. EXPANSAO DO ESPECTRO HMBC DE CONDROITIM 4-SULFATO (1).
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FIGURA 46. ESPECTRO DE ‘H DE CONDROITIM 4-SULFATO (2).
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FIGURA 49. ESPECTRO HSQC DE CONDOITIM 4-SULFATO (2).
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FIGURA 50. EXPANSAO DO ESPECTRO HSQC DE CONDOITIM 4-SULFATO (2).
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FIGURA 51. ESPECTRO HMBC DE CONDOITIM 4-SULFATO (2).
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FIGURA 53. ESPECTRO ‘H DE CONDOITIM 6-SULFATO (3).
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FIGURA 54. EXPANSAO DO ESPECTRO
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FIGURA 55. ESPECTRO *°C DE CONDOITIM 6-SULFATO (3).
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FIGURA 56. ESPECTRO HSQC DE CONDOITIM 6-SULFATO (3).
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FIGURA 57. EXPANSAO DO ESPECTRO HSQC DE CONDOITIM 6-SULFATO (3).
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FIGURA 58. ESPECTRO HMBC DE CONDOITIM 6-SULFATO (3).
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FIGURA 59. EXPANSAO DO ESPECTRO HMBC DE CONDOITIM 6-SULFATO (3).
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FIGURA 60. ESPECTRO ‘H DE CONDROITIN SULFATO DE MANTO (4).
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FIGURA 61. EXPANSAO DO

MANTO (4).

ESPECTRO

'H (2.0-5.0 ppm) DE CONDROITIM SULFATO DE
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FIGURA 62. ESPECTRO "*C DE CONDROITIM SULFATO DE MANTO (4).
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FIGURA 64. EXPANSAO DO ESPECTRO HSQC DE CONDOITIM SULFATO DE MANTO (4).



139

N

F1 [ppm]

T
100

T
150

| T T T | T T T y T T T |

FIGURA 65. ESPECTRO HMBC DE CONDROITIM SULFATO DE MANTO (4).
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Figura 66. EXPANSAO DO ESPECTRO HMBC DE CONDROITIM SULFATO DE MANTO (4).
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FIGURA 69. ESPECTRO *°C DE CONDOITIM SULFATO DE NADADEIRA (5).
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FIGURA 70. ESPECTRO HSQC DE CONDOITIM SULFATO DE NADADEIRA (5).
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FIGURA 71. EXPANSAO DO ESPECTRO HSQC DE CONDOITIM SULFATO DE NADADEIRA (5).
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FIGURA 72. ESPECTRO HMBC DE CONDROITIM SULFATO DE NADADEIRA (5).
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FIGURA 73. EXPANSAO DO ESPECTRO HMBC DE CONDOITIM SULFATO DE NADADEIRA (5).
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