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RESUMO

Os polissacarideos de origem vegetal sdo uma importante classe de produtos
naturais bioativos, que podem apresentar diversas atividades bioldgicas, dentre
elas a atividade anticoagulante. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
anticoagulante da glucuronomanana de Vochysia tucanorum e seu derivado
hidrolisado. A atividade anticoagulante foi determinada in vitro através de testes
tempo de tromboplastina parcial ativado (APTT) e tempo de protrombina (PT),
usando plasma de coelho liofilizado citratado comparado com a heparina
padrdo. O polissacarideo nativo foi submetido a hidrolise parcial (1M TFA,
100°C, 4h) para remocao de cadeias laterais e obtencdo da cadeia principal. O
derivado hidrolisado aumentou o tempo do teste APTT nas doses de 500 e
1000 pg/mL, quando comparado ao grupo controle, sugerindo sua acdo sobre
a via intrinseca da cascata de coagulacdo. Pelos dados obtidos o
polissacarideo nativo ndo apresentou atividade anticoagulante. A
glucuronomanana hidrolisada por apresentar unidades de acido urénico mais
expostas tem maior interacdo com a trombina, em comparacdo com O
polissacarideo nativo, onde as cargas negativas sdo obstruidas pelas cadeias
laterais.

Descritores: Polissacarideo, Vochysia tucanorum, atividade anticoagulante.

ABSTRACT
Plant polysaccharides are an important class of bioactive natural products,
which can present various biological activities, among them the anticoagulant

activity. The aim of this study was to evaluate the anticoagulant activity of
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glucuronomanan Vochysia tucanorum and its hydrolyzate derivative. The
anticoagulant activity was determined in vitro by testing activated partial
thromboplastin time (APTT) and prothrombin time (PT), using rabbit lyophilized
citrated plasma compared with standard heparin. The native polysaccharide
was submitted to partial hydrolysis (1M TFA, 100 °C, 4h) for removal of side
chains and obtain the main chain. The hydrolyzated derivative increased the
time of the APTT test at doses of 500 and 1000 pg /mL, compared with the
control group, suggesting its action on the intrinsic pathway of coagulation
cascade. Data obtained by the native polysaccharide showed no anticoagulant
activity. The glucuronomanan hydrolyzed have more units of uronic acid
exposed has and it can interact more effective with thrombin, in comparison
with the native polysaccharide, where the negative charges are obstructed by
the side chains.

Keywords: Polysaccharide, Vochysia tucanorum, anticoagulation activity.

INTRODUCAO

Segundo WHISTLER (1973), gomas sao produtos do metabolismo
secundario de vegetais superiores, que contém moléculas hidrofilicas ou
hidrofébicas de alta massa molar que possuem propriedades coloidais . As
gomas de origem vegetal sdo o produto do metabolismo fisiolégico basal ou
resposta patologica oriunda de acdo mecanica ou de microorganismos
parasitas. Além disso, o processo de producdo da goma, a ‘gomose” pode
estar relacionada & adaptacéo vegetal mediante as alteracdes climaticas 3.

As gomas (hidrocolbides) também podem ser definidas de forma geral
como qualquer polissacarideo soluvel em agua, extraido de vegetais terrestres,
marinhos ou de microorganismos, que possuam a capacidade de aumentar a
viscosidade ou formar géis ©.

Cerca de 10 a 15% do total de gomas naturais, sdo de origem vegetal e
apresentam ampla aplicacdo industrial, tanto alimenticia como farmacéutica e
cosmética ©. Os polissacarideos de origem vegetal sdo uma importante classe
de produtos naturais bioativos, que podem apresentar atividades bioldgicas
como: atividades antitumorais, imunoestimulantes, anticomplementos,

antiinflamatérias, anticoagulantes e antivirais ©.
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A atividade anticoagulante de alguns polissacarideos pode ser atribuida
a presenca de grupamentos sulfatos e as carboxilas dos &cidos urdnicos, que
conferem a estrutura alta densidade de cargas negativas, e assegura sua
atividade ).

A glucuronomanana € um polissacarideo encontrado na goma de
Vochysia tucanorum Mart., conhecida popularmente como pau-de-tucano,
vinheiro-do-mato, pau-de-vinho é uma espécie pertencente a familia
Vochysiaceae, que se apresenta em areas de transi¢cao entre o cerrado a mata
atlantica, distribuidas no Brasil, desde a Bahia até o Estado do Parana 2.

Esse polissacarideo possui uma unidade repetitiva da cadeia principal
formada por —>4)-B-D-GlcpA-(1->2)-a-D-Manp-(1->. Nesta cadeia encontram-
se substituicBes na posicao O-3, nas unidades de manose e acido glucurdnico,
que apresentam muitas cargas negativas . Sabe-se que um dos possiveis
mecanismos para acao anticoagulante € por ligacdo idnica, que ocorre entre as
cargas negativas da antitrombina e as cargas positivas da trombina %%,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade anticoagulante da
glucuronomanana de V. tucanorum, através de testes in vitro, visto a analise

estrutural do polissacarideo da V. tucanorum e sua possivel atividade biologica.
METODOLOGIA

Reagentes

Heparina de mucosa intestinal de suino (5000 Ul) foi adquirida da
Heparinan, tromboplastina de cérebro de coelho e os reativos para determinar
0 APTT e PT (LABTEST), plasma de coelho citratado liofilizado (NEWPROV®).
Os demais reativos empregados foram de grau analitico.
Glucuronomanana de Vochysia tucanorum

A glucuronomanana proveniente da goma da Vochysia tucanorum, foi
obtida em colaboracdo com Prof. Dr. Ricardo Wagner. Apds hidrdélise parcial o
seu derivado foi estudado quanto as propriedades anticoagulantes in vitro.
Hidrélise parcial

A hidrélise do polissacarideo nativo da V. tucanorum foi realizada com a
finalidade de remover cadeias laterais, e obter a cadeia principal. Para tanto,
foram adicionados 10 ml TFA (acido trifluoracético) 1M em 1,0 g do

polissacarideo nativo, o qual foi submetido a 100°C por 4 horas.

Cadernos da Escola de Saude, Curitiba, 6;: 59 —-72

vol.2

ISSN 1984 - 7041




-

CUNIBRASH . Cadernos da Escola de Saude

Posteriormente o material obtido foi neutralizado com NaOH e dialisado em
membrana de 8.000 Da contra agua corrente e, em seguida, liofilizado.

Andlise espectroscopica de ressonancia magnética nuclear de carbono-
13 (RMN-*3C)

Os espectros de RMN-'*C foram obtidos pelo uso de espectrémetro
BRUKER, modelo AVANCE-DRX-400, incorporados a transformador de
Fourier, no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR.

As amostras foram solubilizadas em Oxido de deutério (D,0), e
colocadas em tubos de 15 cm de comprimento e com 5 mm de diametro. As
andlises foram realizadas a 50- 70°C, e os deslocamentos quimicos () foram
expressos em ppm, utilizando como padrao externo a acetona P. A. (6 30,2).
Cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GC-
MS)

A cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectroscopia de massa foi
realizada em cromatdografo VARIAN, modelo Saturn 2000R- 3800 gas
cromatografy acoplado a um detector de massa VARIAN, modelo Saturn
2000R - mass spectroscopy detector lon Trap. A coluna utilizada foi a coluna
capilar de silica fundida DB-225 (30 m x 0.25 mm d.i. x 0,25 pum de espessura
de filme), no Departamento de Bioquimica e Biologia Celular da UFPR.

Foi utilizado Hélio ultrapuro com gas de arraste, a um fluxo de 1,5
mL/mim. A temperatura inicial da coluna foi mantida a 50°C por 0,1 minuto,
seguido pela elevacédo gradativa da mesma até 220°C, numa taxa de 40°C,
sendo mantida isotermicamente até o final da analise por 25 minutos. Esta
programacao foi utilizada para a analise dos alditois acetatos.

Testes anticoagulantes in vitro

Os testes de atividade anticoagulante dos polissacarideos nativos e
hidrolisado foram realizados no coagulémetro Quick Time Il da marca Drake.
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (APTT)

Este ensaio foi realizado com os polissacarideos: nativo e hidrolisado e
heparina padrao, os quais foram diluidos em salina em diversas concentragées.
Plasma de coelho liofilizado reconstituido em agua deionizadas (100 ul) foi
misturado com 50 pul de solugbes em diferentes concentragcdes de
polissacarideo nativo e hidrolisado e heparina. Para controle, salina foi

adicionada ao plasma em uma razao de 1:10.
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Para a determinacdo do APTT, os plasmas contendo os polissacarideos
e heparina, a serem testados foram incubados separadamente a 37°C por 1
minuto, em seguida adicionou-se 100 ul de &cido elagico e a incubacgdo
persistiu por mais 3 minutos a 37°C, decorrido este tempo adicionou-se cloreto
de célcio (CaCl,) 20mmol/L e o tempo de coagulacao foi determinado. O tempo
de coagulacao foi medido em triplicata. O tempo maximo de ensaio foi 240
segundos, os resultados foram expressos em ug de polissacarideo/ml de
plasma e o tempo de coagulagdo em segundos.

Tempo de Protrombina (PT)

Para a determinacdo do PT, os plasmas contendo os polissacarideos e
heparina, a serem testados foram incubados separadamente a 37°C por 1
minuto, decorrido este tempo adicionou-se 200 ul de tromboplastina célcica de
cérebro de coelho. O tempo para o aparecimento do coagulo de fibrina foi
medido em triplicata. O tempo maximo de ensaio foi 140 segundos, 0s
resultados foram expressos em ug de polissacarideo/ml de plasma e o tempo
de coagulacdo em segundos.

Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padrao. As
analises estatisticas foram realizadas pelo teste ANOVA, e na sequéncia o
teste de Tukey. Um valor de p<0,05 foi considerado significante, utilizando
software Prisma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de eliminar as cadeias laterais e obter a cadeia principal
0 polissacarideo nativo da V. tucanorum foi submetido a hidrélise parcial com
TFA (1M, 100°C durante 4 h). Em seguida, o produto obtido foi neutralizado
com NaOH até obter pH =5 - 6 e dialisado em membrana de 8.000 Da contra
agua corrente e, posteriormente liofilizado.

O derivado hidrolisado bem como o polissacarideo nativo foram
solubilizados em agua deuterada (D,0), e tiveram seus espectros de RMN- *C

definidos para analise da estrutura quimica (FIGURA 1, 2).
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Figura 1: Espectro de RMN-'C do polissacarideo nativo. Anélise realizada
com probe de 5 mm, 50° C, em D,0O. Os deslocamentos quimicos () s&o

expressos em ppm.
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Figura 2: Espectro de RMN-"*C obtido ap6s hidrélise parcial. Analise realizada
com probe de 5 mm, 50° C, em D,0. Os deslocamentos quimicos (5) sao
expressos em ppm.

Como observa-se na Figura 1, existem muitos sinais na regido de C-1,
dentre os quais destacam-se 0s sinais na faixa de § 108,7 a 106,1, referentes a
unidades de a-L-Araf *¥. O sinal em 5 104,3 que pode ser atribuido 4s unidades
de B-D-Galp 3-O substituidas *®. E o sinal em §101,2 sugere as unidades de
B-D-GIcpA 4-O substutidas “®. Pode-se observar ainda na figura 2 um sinal em
8 174,4, referente ao CO,H-6 das unidades dos acidos urdnicos ©.

Com o objetivo de se chegar a cadeia principal, o polissacarideo nativo
foi submetido a hidrolise parcial (TFA 1M, 100°C durante 4 h) e teve sua
composicdo monossacaridica determinada. Os resultados encontrados estao
mostrados na Figura 2 e na Tabela 1. Pode-se observar na analise de RMN—
3C do polissacarideo hidrolisado, um espectro com apenas dois sinais
principais na regido de carbono anomeérico. Sendo o sinal em § 98,3 referentes
as unidades de a-D-Manp substituidas em O-2 e o sinal em §101,3
correspondente as unidades de B-D-GlcpA substituidas em O-4 e de modo
alternado e repetitivo. O sinal em & 92 corresponde a extremidade redutora de
a-D-Manp.

A composi¢cao monossacaridica do polissacarideo hidrolisado demonstra
gue houve remocédo de todas as unidades de arabinose, e diminuicdo das
unidades de galactose, restando apenas 4%, ainda com presenca de manose
(39%), glucose (18%) e acido urdnico (39%) conforme Tabela 1. A presenca de
glucose pode ser resultante do processo de reducdo das unidades de acido
glucurdnico em glucose com NaBH.

Tabela 1- Composicdo monossacaridica das fracfes obtidas do polissacarideo

nativo e hidrolisado.

Eracdes (%)
k-3 AN 7

Nativo Hidrolisado
Arabinose 44 -
Manose 5 39
Galactose 4
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18
Glucose 2 18
Acido urdnico’ 31 39

* O teor de &cido urbnico foi determinado pelo método de FILISETTI- COZZI e
CARPITA, 1991.
Testes de atividade anticoagulantes in vitro

Os testes que avaliam o potencial anticoagulante dos polissacarideos da
V. tucanorum foram APTT (tempo de tromboplastina parcial ativado) e PT
(tempo de protrombina), sendo usado como padrao de referéncia a heparina.

O tempo de tromboplastina parcial ativado (APTT) baseia-se na ativacéo
do mecanismo intrinseco da coagulacdo sanguinea. O APTT € a melhor prova
para investigar as alteracdbes do mecanismo da coagulacdo sanguinea
especialmente as deficiéncias envolvendo os fatores que participam do sistema
intrinseco da coagulacdo, como os fatores VIII e IX. Ja o teste tempo de
protrombina (PT) é a prova de escolha para a investigacdo do sistema
extrinseco da coagulacdo, permitindo revelar deficiéncias dos fatores que
fazem parte dessa via ©.

Os estudos que avaliam a atividade anticoagulante sao iniciados com
testes in vitro utilizando pelo menos um dos testes citados acima. Dessa forma,
a realizacao desses testes definiria em qual das vias da cascata de coagulacdo
0 polissacarideo em estudo poderia atuar. Na Tabela 2 estdo compilados os
resultados do polissacarideo nativo, hidrolisado e heparina padrdo sobre os
testes APTT e PT.

De acordo com os resultados obtidos, o polissacarideo hidrolisado foi
capaz de aumentar o tempo do teste APTT apenas nas doses de 500 e 1000
png/mL do plasma (Figura 5). Entretanto, sua atividade anticoagulante foi inferior
a heparina padrao (Figura 6). JA o polissacarideo nativo ndo foi capaz de
interferir em nenhuma das vias da cascata de coagulacdo, ndo apresentando
atividade anticoagulante (Figura 3-4).

O prolongamento do tempo de tromboplastina parcial ativado (ATPP)
sugere que o polissacarideo em estudo atua sobre a via intrinseca da cascata

de coagulagdo em um ou mais componentes dessa via 12 Observou-se
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também que nenhuma concentragéo foi capaz de prolongar o teste de tempo
de protrombina (PT) indicando que este polissacarideo ndo é capaz de atuar na
via extrinseca da coagulacéo ™.

Tabela 2 — Atividade anticoagulante avaliada pelo APTT e PT no plasma de
coelho liofilizado contendo glucuronomanana nativa, hidrolisada e heparina.

Derivado APTT PT
pg mi*t Tempo pg mi*t Tempo
plasma | (segundos) | plasma (segundos)
0 30,5+ 0,06 0 15,4+ 0,7
10 31,6 +0,4 10 16,7 +0,1
50 31,4+0,1 50 17,0 +0,8
Nativo 100 31,7+0,4 100 17,0+0,8
500 31,6 0,7 500 17,0+0,8
1000 32,4+0,4 1000 17,4+ 0,4
10 32,0+0,5 10 15,8 0,2
50 32,0+0,3 50 16,3+0,2
Hidrolisado 100 32,0£0,2 100 17,0 £0,7
500" 36,0+ 0,6 500 17,2+0,3
1000° | 37,0+0,3 1000 17,4 +0,4
2" 134,6 + 4,8 2 17,2 +0,6
Heparina 4 240+ 0 4 18,4 +0,8
6 2400 6 21,4+0,4

O tempo de coagulacdo foi medido em triplicata para cada
concentracdo testada usando um coaguldometro (Quick Time -
Drake). " Diferenca significativa do grupo teste com relacdo ao grupo
controle pelo teste de Tukey (p<0,05).

Como ja citado o polissacarideo hidrolisado apresentou um
prolongamento no APTT nas doses de 500 e 1000 pg/ mL plasma (Figura 5)
nao atingindo valores maiores que a heparina padrdo, que apresentou
prolongamento maximo de 240 segundos no teste APTT, nas doses de 4 e 6
pg/ mL. (Figura 6).

No teste PT ndo foi observado prolongamento quando utilizado o
polissacarideo hidrolisado (Figura 7). Porém a heparina padréo apresentou um
discreto prolongamento no tempo de protrombina na dose de 6 pg/ mL,
sugerindo uma baixa atividade na via extrinseca da cascata de coagulacao
(Figura 8).
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Figura 3 — Atividade anticoagulante avaliada pelo APTT no plasma de coelho
liofilizado contendo polissacarideo nativo
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O tempo de coagulacdo foi medido em triplicata, para cada
concentracao testada usando um coagulémetro (Quick Time Il — Drake).

Diferenca significativa do grupo teste com relacdo ao grupo controle
pelo teste de Tukey (p<0.05).

Figura 4 - Atividade anticoagulante avaliada pelo PT no plasma de coelho
liofilizado contendo polissacarideo nativo
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O tempo de coagulagéo foi medido em triplicata, para cada concentragéo
testada usando um coagulometro (Quick Time Il — Drake). Diferenca
significativa do grupo teste com relagéo ao grupo controle pelo teste de Tukey
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Figura 5 - Atividade anticoagulante avaliada pelo APTT no plasma de coelho

liofilizado contendo polissacarideo hidrolisado
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O tempo de coagulacdo foi medido em triplicata, para cada

concentragao testada usando um coagulometro (Quick Time Il — Drake).

Diferenca significativa do grupo teste com relagcdo ao grupo controle
Figura{3 %Iq tﬁﬁ\[ﬁ a%ér %ﬁ%g%a%lgﬁ)fe avaliada pelo APTT no plasma de coelho

liofilizado contendo heparina
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Heparina padréo (140 USP/mg).O tempo de coagulacédo foi medido em
triplicata e para cada concentracdo testada usando um coagulémetro
(Quick Time 1l — Drake).* Diferenca significativa do grupo teste com
_ relagao ao _%rtg)o controle pelo teste de Tukey (p<0.05).
Figura 7 - Atividade anticoagulante avaliada pelo PT no plasma de coelho

liofilizado contendo polissacarideo hidrolisado
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O tempo de coagulacdo foi medido em triplicata e para cada concentracao

testada usando um coagulémetro (Quick Time Il — Drake).* Diferenca
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Heparina padrao. O tempo de coagulacao foi medido em triplicata e para
cada concentracdo testada usando um coagulémetro (Quick Time Il —
Drake).* Diferenca significativa do grupo teste com relacdo ao grupo
controle pelo teste de Tukey (p<0.05).
CONCLUSAO

A glucuronomanana de Vochysia tucanorum apresentou atividade
anticoagulante in vitro na sua forma hidrolisada, sendo capaz de prolongar o
tempo de tromboplastina parcial ativado (APTT) nas doses de 500 e 1000

png/mL, sugerindo que a molécula atua em um ou mais componentes da via
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intrinseca da coagulacdo sanguinea. Sua acdo anticoagulante € resultante da
alta densidade de cargas negativas produzidas pelo acido urénico.
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