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Resumo- O presente trabalho concentrou-se no estudo de novos analogos de Heparina visando as
propriedades anticoagulantes e antitromboéticas do heparam sulfato (HS), polissacarideo sulfatado
extraido de invertebrados marinhos, do molusco Nodipecten nodosus. Os polissacarideos totais foram
extraidos do molusco e fracionados por precipitagdo seletiva (concentragdes de etanol). O principal
componente (~90%) foi identificado como um HS, por eletroforese em gel de agarose, e o mesmo foi tratado
com condroitinase AC e ABC e &cido nitroso. O HS do molusco é resistente a degradagéo por
condroitinases, porém é clivado por acido nitroso. Avaliando a poténcia anticoagulante do HS através do
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT) ex vivo observamos que ele atinge sua maxima agao em
5 minutos e esse efeito comega a ser revertido a partir de 15 minutos, diminuindo progressivamente
até 60 minutos, apresentando atividade anticoagulante, sendo cerca de 5 vezes menor que a da
heparina de mamifero, conforme quantificada pelo ensaio de tempo parcial de tromboplastina ativada.
Em experimento de trombose venosa o heparam sulfatos inibiu em 50% o tamanho do trombo em relagao
ao do controle, constatando sua agao antitrombotica.

Palavras-chave: Glicosaminoglicanos, heparam sulfato, heparina, atividade anticoagulante, antitrombético,
agregacao plaquetaria, molusco Nodipectens Nodosus.
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INTRODUGAO extravasamento de sangue no local da lesdo
(FRANCO, 2001).
1.1 Sistema Hemostatico A resposta vascular inicia-se mediante a
E essencial para a vida humana, a uma lesao vascular, ocorrendo a constricdo do
manutengéo do fluxo sanguineo e mediante uma vaso, esta acdo imediata e transitéria, permite
lesdo vascular ndo haja perda excessiva de uma reducdo do fluxo sanguineo no local da
sangue, para isso o préprio sangue € o principal lesiéo e a manutengdo das  superficies
fornecedor de pro-proteinas, as quais sofrem endoteliais, esse mecanismo apresenta maior
uma mudanga conformacional, para que haja uma eficiéncia em vasos da microcirculagéo,
mudanga no seu estado, do estado liquido ao envolvendo uma série de peptideos como a
estado sdlido, e é feita por uma rede de ativagéo e endotelina que é um potente  vasoconstritor
inibicdo enzimatica, atenuando a perda excessiva liberado pelo endotélio, da bradicinina que
de sangue (KENICHI, NIGEL & JERROLD, aumenta a permeabilidade vascular e contrai as
2009), lesbes nos vasos sanguineos levam a células musculares lisas e do fibrinopeptideo B
ativacdo de um complexo mecanismo, o0 que é um segmento do fibrinogénio liberado
sistema hemostatico. O sistema hemostatico é mediante a acédo da trombina.
um mecanismo de defesa do hospedeiro que A hemoéstase primaria é a formagdo do
preserva a integridade do aparelho circulatério trombo plaquetario nos locais de lesdo vascular,
fechado, permitindo que os tecidos sejam ocorrendo poucos segundos apoés a lesdo. Os
reparados e as suas fungdes restabelecidas principais constituintes deste coagulo incluem, as
(FURIE & FURIE, 2007), havendo uma sequéncia plaquetas, leucdcitos, incluindo granulécitos,
de reacdes locais culminando no controle da mondcitos, linfocitos e um polimero insoluvel de
hemorragia, onde essas reagdes levam a uma fibrina, que é formada a partir de uma proteina
resposta vascular, a uma hemdéstase primaria e a soluvel do plasma, denominada fibrinogénio, os
hemostase secundaria, impedindo o] mondmeros de fibrina interagem entre si
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através de interagbes eletrostaticas formando
uma rede insoluvel, porém instavel, de fibrina.

A consolidagdo deste polimero é feita pela
acao do fator Xllla, uma enzima que também é
ativada pela  trombina, a qual une,
covalentemente, as moléculas de fibrina presentes
na rede instavel (MONROE, HOFFMAN &
ROBERTS, 2002). Micro particulas, derivada de
leucocitos e plaquetas, também circula no
sangue, embora informagbes sobre o seu papel
funcional sejam limitadas. componentes
desempenham um papel fundamental em
diversas formas de defesa, mas participam
diretamente no  processo hemostatico. Em
condigbes normais, circulam no sangue como
inativo e componentes inertes (FURIE & FURIE,
2007). Apos a lesédo tecidual, o sistema € ativado.
Em casos de lesdo, a deposicdao de plaquetas
e fibrina se inicia rapidamente em toda extensao
da lesao (DAVID, FUJIKAWA & KISIEL, 1991).

1.2 Plaquetas

A plaqueta sanguinea ou trombdcito é
um fragmento de célula anucleada e de formato
discoide presente no sangue, é formado na
medula o6ssea a partir dos prolongamentos
citoplasmaticos dos megacariocitos, conhecidos
como pré-plaquetas. A sua principal fungcéo é a
formacdo de coagulos, participando, portanto do
processo de coagulagdo sanguinea (DAVID,
FUJIKAWA & KISIEL,1991), estdao presentes
em altas concentragbes no sangue (2,3 x 108
mL) e circulam no corpo humano durante sete
dias (FREEDMAN & LOSCALZO, 2003).

Para que a plaqueta exerga seu papel na
coagulagdo sanguinea, é de extrema importancia
a integridade de trés componentes da fungéo
plaquetaria: adesdo, atividade e agregagédo, o
inicio de todo esse processo ocorre quando ha
uma lesdao vascular. A adesao plaquetario ao
local da lesdo vascular é feita por uma camada
de (glicoproteinas presentes na membrana
plasmatica das plaquetas,mas em areas néo
lesionadas essa camada de glicoproteinas
impede a adesdo plaquetaria no endotélio
normal (BEVERS, COMFURIUD & ZWAAL,
1983).

Havendo uma les&o vascular, é exposto as
plaquetas circulantes no plasma, o colageno, o
fator tecidual (TF) entre outras células,
iniciando entdo a fase de adesao mediada por
receptores de adesao plaquetarios, sendo
esses: a glicoproteina VI (GPVI) que se liga ao
colageno e o complexo glicoproteina Ib-IX-V
(GPIb-IX-V) ao fator de von Willebrand (FvW) (
WALLACE, 2005, ANREWS et al.,1991), que
forma uma ponte entre o receptor e as
proteinas do subendotélio exposto (PLOW et
al.,, 1995). O fator de Von Willebrand, expde o

seu sitio de ligacdo ao receptor GP Ib-V-IX,
receptor da plaqueta para o vVWF e trombina, em
vasos onde o fluxo sanguineo é maior,ou seja,
em artérias (SAKAARIASSEN, BOLHUIS &
SIXMA, 1979). O fator tecidual (TF) atua como um
receptor e co-fator para FVII, e é expresso
subendotelial nas camadas dos vasos sanguineos
e sobre as células, portanto, extravascular e sé
€ exposta ao sangue, quando a vasculatura
normal €& interrompida (ROBERT, 2006),
ligando-se as plaquetas, fazendo com que
sofram uma mudanga conformacional, aderindo-
se ao sitio agredido, tornando-se esféricas e
emitindo pseuddpodes, formando um agregado no
local, impedindo temporariamente a perda de
sangue (ROBERT, 2006).

As ligagbes da glicoproteina GPVI com
o colageno e do complexo GPIb-IX-V com o
FvW exercem um aumento de expressdo das
integrinas plaquetarias, incluindo integrinas a231
que se ligam ao colageno, e integrinas a2f33
que se ligam ao fibrinogénio ou ao FvW, mediando
a agregacao plaquetaria.Uma vez a plaqueta
aderida, ela sofre a acdo de agonistas
plaquetarios, incluindo o préprio colageno, a
trombina e a epinefrina, que inicia a ativagdo das
plaquetas. Esses agonistas ligam se a
receptores da membrana das plaquetas e
ativam cascatas de coagulacdo (PLOW et al.,
1995; WATSON, 1999). Ocorre, entdo, a secrecao
do conteudo dos granulos plaquetérios,
Lisossomas (endoglicosidases e enzima de
clivagem da heparina), os granulos densos
(calcio, serotonina, ADP, ATP e pirofosfato) e
os granulos a (FvW, factor plaquetario 4,
factor de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF), _ - tromboglobulina, trombospondina,
fibronectina) (BERTINA et al.,1994).

O colageno presente no subendotélio
faz a adesdo plaquetaria, mediada pelo receptor
GP la-lla, receptor da fibrila de colageno
(especifico para a plaqueta). Além disso, o
colageno também €& capaz de induzir a
ativacdo das plaquetas. Esse processo é mediado
pelos receptores GP IV e GP VI (WATSON,1999).
As plaquetas sdo também ativadas por agonistas
especificos, tais como o ADP, o fator de ativagéao
plaquetaria (PAF), a _-trombina e o tromboxano
A2, que sao secretados pela prépria plaqueta ou
no local da lesado vascular. O fibrinogénio liga-se a
glicoproteina llb/llla agregando as plaquetas
entre si  num trombo hemostatico (BRASS,
1995).

1.3 Coagulagédo Sanguinea

Reacbes de proteases plasmaticas
inativas ou zimogénios estdo envolvidas na
coagulagdo sanguinea, na formagcdo de um
polimero insoluvel fibrina, que apresenta um
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papel fundamental na coagulagdo sanguinea,
estabilizando o agregado de plaquetas formado
no local da lesdo vascular, por meio de
protedlise (DAVID, FUJIKAWA & KISIEL, 1991). A
trombina promove a formacdo de coagulos
através da clivagem de fibrinogénio em fibrina,
as plaquetas, estimulam a agregacéo, a secregéo,
e ativa certas proteinas (Fatores V, VIIl e Xl) na
montagem da cascata de coagulacdo. A
trombina também tem varios efeitos nas células
endoteliais vasculares, células musculares lisas
e mondcitos / macrofagos que podem ser
importante na reparagdo tecidual em lesdes ou
no desenvolvimento de aterosclerose (LI HE et al.,
2008).

Em 1964, Macfarlane e Davie &
Ratnoff propuseram a hipdétese da “cascata”
para explicar a fisiologia da coagulagcdo do
sangue. A cascata de coagulacdo é geralmente
dividida em duas vias para a conveniéncia de
discussao e analise dos fatores da coagulagéo. As
vias intrinsecas e extrinsecas podem ser
potencializadas separadamente, mas fundem-se
num caminho comum que leva ao Flla (ERWIN,
2009). Por apresentar uma série de reagbes
acopladas (Figura 1), as vias extrinsecas e
intrinsecas n&o devem ser consideradas
isoladamente in vivo, mesmo havendo
evidéncias de que a via intrinseca € crucial
para a manutengdo e desenvolvimento do
coagulo, a via extrinseca é necessaria para o
inicio da formacdo do coagulo. Atualmente,
considera-se que a coagulacdo sanguinea &
disparada pela via do fator tecidual (TF)
(DAVID, FUJIKAWA & KISIEL, 1991). O fator
tecidual é wuma lipoproteina presente na
superficie de células que ndo esta diretamente
em contato com o sangue, como fibroblastos
e macrofagos. Com estimulo as células
endoteliais expressam TF (GAILANI & BROZE,
1993). O inicio da coagulagdo se da mediante o
contato do plasma com células expressas na lesao
vascular.

O fator tecidual se liga ao fator Vilia,
formando o complexo tenase extrinseco que
converte o zimogénio fator X em uma serino-
protease ativa, o fator Xa. Este se dissocia do
complexo tenase e se associa ao fator Va, ions
célcio e superficies celulares para formar o
complexo protrombinase, que ativa o zimogénio
protrombina na serino-protease trombina
(SEGERS, DAHLBACK &NICOLAES, 2007). O
complexo Xlla catalisa a ativagdo do fator IX em
fator 1Xa. O fator IXa forma um complexo com seu
cofator, o Vllla, fosfolipidios e calcio, denominado
“tenase intrinseco”. Esse complexo ativa o fator
X de forma idéntica ao “Tenase extrinseco”,
porém, apresentando uma maior eficiéncia

catalitica
WALSH, 1992).
O fator X se associa com o fator Va na
superficie de plaquetas ativadas, numa reagao
dependente de calcio, formando complexo
protrombinase. Esse complexo passa a ser o
responsavel pela ativagdo da protrombina em
trombina (DAVID, FUJIKAWA & KISIEL, 1991).

(AHMAD,RAWAALA-SHEIKH &

Figura 1. Diagrama simplificado da cascata de coagulagao,
mostrando intersecgdo das vias intrinseca e extrinseca
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Fonte: www.diagnosticobucal.com.br/trabalhos

A coagulagdo sanguinea é amplifica por um
mecanismo de feedback positivo mediado por
trombina, ativando o fator V, VIII, Xl e XIlIl e outras
fungdes biolégicas sdo associadas a trombina
uma vez que ela possui alvos especificos em
diferentes tipos celulares (DAVID, FUJIKAWA &
KISIEL, 1991). A trombina € um potente agonista
plaquetario, que promove a mudanga
conformacional da plaqueta e a liberagdo de
outros ativadores como ADP, como serotonina e o
tromboxano A2, por meio da clivagem de
receptores do tipo PAR. Além disso, a trombina &
capaz de induzir a exposicdo da molécula de
adeséao Pselectina e do ligante CD40 na superficie
de plaquetas ativadas além de ativar a integrina
_lIb/_3 (DAVID, FUJIKAWA & KISIEL,1991).

1.4 Trombose

A necessidade de melhores cuidados com
a saude cardiovascular no mundo inteiro é
grande e crescente. Algumas estatisticas dao
uma idéia da escala. Segundo os Centros de
Controle de Doengas, 23 milhdes de pessoas
foram diagnosticadas com problemas cardiacos
em 2001, impulsionando o uso de quase dois
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milhdes stents e mais de 200.000 implantes de
valvulas de coragdo. Neste mesmo ano, 700.142
pessoas morreram nos Estados Unidos devido
as doencgas cardiovasculares, tornando-se uma
das principais causas de morte (ERWIN, 2009).
A trombose venosa profunda (TVP) dos membros
inferiores é bastante

freqiiente, com incidéncia estimada de 0,6 a
0,9 casos por 1000 habitantes por ano. Sua
complicagdo mais temida € a embolia pulmonar
(EP) responsavel pela morte de 200.000
pacientes por ano (AMERICAN HEART
ASSOCIATION,2009). A incidéncia de TVP e de
EP aumenta na razdo direta da idade. Nos
pacientes na faixa etaria de 60 anos, a incidéncia
pode oscilar em torno de 30 a 35%, enquanto
nos pacientes acima de 70 anos gira ao redor
de 50 a 70%, quando nao se submetem a
qualquer tipo de tratamento profilatico. A
trombose arterial € um evento extremamente
comum que afeta cerca de 50% da populagéo. Ela
€ a principal responsavel pelas doencgas
cardiovasculares, como doenca da

artéria corondria, infartos do miocardio e
doencas de artérias periféricas (SURESH,
2009). No Brasil, dados do Ministério da Saude
mostram que essas doengas sao responsaveis
por 28% de Obitos. Estimativas indicam que,
em 2020, as doencgas aterotrombdticas serao
as causas de morte de maior frequéncia em
todo mundo (LLOYD-JONES et al., 2010).

Virchow (1956) postulou trés principais
causas para a trombose: mudangas na parede
vascular (trauma), na composicdo do sangue
(hipercoabilidade) ou no fluxo sanguineo (estase).
Os fatores de risco adquiridos para a trombose
venosa incluem imobilizagdo, cirurgias, traumas,
gravidez, lapus, doengas malignas e hormdnios
femininos (reposicdo hormonal e wuso de
contraceptivos orais) (MACKMAN, 2008).

Os fatores de risco da trombose
arterial diferem dos da trombose venosa.
Incluem fatores como o tabagismo, hipertenséo,
hiperlipidemia e diabetes miellitus. Normalmente,
a trombose arterial é iniciada pela ruptura de
placa ateroesclerética que dispara uma cascata
de eventos mediados por plaquetas, que
resultam na formacdo de um trombo rico em
plaquetas (MACKMAN, TILLEY & KEY, 2007). A
composi¢ao dos trombos nas tromboses venosa e
arterial também ¢ diferente. Na trombose venosa,
ha a formagdo de um trombo rico em fibrina e
hemacias enquanto que, na arterial, o trombo é
formado por fibrina e plaguetas. Essas condigbes
diferem, pois veias e artérias sao diferentes
na estrutura e na velocidade do fluxo sanguineo
(mais rapido nas artérias) (VIRCHOW, 1856).

As drogas utilizadas no tratamento da
trombose podem ser divididas em trés categorias

basicas: os anticoagulantes, os tromboliticos e
0s agentes antiplaquetarios. Entre os
anticoagulantes, encontra-se a heparina nao-
fracionada, as heparinas de baixo peso e o
warfarin. No grupo dos tromboliticos, podem ser
citados a estreptoquinase e o ativador de
plasminogéneo tecidual. Ja entre 0s
antiplaquetarios estdo a aspirina, a ticloplidina,
clopidrogel, entre outros.

1.5 Glicosaminoglicanos

Ha muito os glicosaminoglicanos (GAGs)
vém despertando interesse clinico em todas as
areas da medicina, por apresentar um
importante papel no reconhecimento celular, na
migragdo, na proliferagcdo e diferenciacéo
celular, estariam direta ou indiretamente
envolvidos com tumores, metastases,
angiogénese, reacoes imunolégicas,
desenvolvimento folicular e infertilidade, entre
outros (LOPES, DIETRICH & NADER, 2006).

De forma geral, os GAGs contribuem
para a estrutura e as propriedades de
permeabilidade do tecido conjuntivo, bem como
guia para enzimas e fatores de crescimento tanto
na matriz quanto na superficie das células
(CECHOWSKA-PASKO, PALKA &
BANKOW,1996).

Os glicosaminoglicanos (GAGs) séao
heteropolissacarideos lineares, compostos por
unidades dissacaridicas repetidas, de um acido
hexurdnico (agucar &acido) e uma hexosamina
(agucar aminado) (Figura 2), presentes em
todas as células animais com diferencas
estruturais dependendo do tecido ou do
organismo de origem (CECHOWSKA-PASKO &
PALKA, 2000). Quase todos os
glicosaminoglicanos  (condroitim / dermatam
sulfato, heparina, heparam sulfato e queratam
sulfato) contém grupamento sulfato em suas
unidades dissacaridicas ao longo da molécula,
com excecdo do acido hialurbnico, esses
grupamentos sulfato associados ao  grupo
carboxila do acido hexurénico conferem aos
glicosaminoglicanos uma alta densidade de carga
negativa.

Esse carater anidnico permite que esses
polimeros interajam com varios tipos de
moléculas, como: fatores de crescimento,
enzimas, proteinas de superficie celular,
proteinas plasmaticas entre outras (CONRAD,
1998, WODARZ & NUSSER, 1998), modulam
diversos processos biolégicos, como
desenvolvimento, angiogénese, crescimento
axonal, progressdo do céncer, patogénese
microbiana, hemostase, dentre  outros
(SASISEKHARAN, RANAN & PRABHAKAR,
2006).

Os GAGs diferem entre si na composig¢ao
dissacaridea basica, grau e posicao da
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sulfatacdo, podem ser classificados de acordo
com o tipo do acido hexurdnico (acido
glucurénico ou acido idurdnico), pelo tipo da
hexosamina (glucosamina ou galactosamina), e
pelo tipo de ligacdo glicosidica. De acordo com
0s monossacarideos constituintes e o tipo das
ligacdes glicosidicas, os GAG podem ser
divididos em 4 grupos principais: 1: Acido
Hialurénico, 2: Queratam sulfato, 3: Heparam
sulfato e heparina, 4: galactosaminoglicanos
(condroitim sulfato e dermatam sulfato) (CONRAD,
WODARZ & NUSSER, 1998).

Figura 2: Unidades dissacaridicas presentes nos GAGs
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Os GAGs sao formados por uma hexosamina e
um acido hexurbénico. O queratam sulfato
apresenta galactose no lugar do acido hexurdnico,
ao passo que o acido hialurbnico ndo apresenta
grupamentos sulfato (GOMES, 2010). O acido
hialurbnico possui a estrutura mais simples de
todos os GAGs, sendo o Unico n&o sulfatado. E
constituido de unidades dissacaridicas de GIcUA e
GalNAc. O queratam sulfato é o unico GAG que
nado apresenta acido idurdnico, sendo suas
unidades dissacaridicas compostas por GalNAc e
um acgucar neutro, a galactose. Ambos os residuos
podem estar sulfatadas na posicdo 6, dando
origem a unidades mono e dissulfatadas
(HASCALL & RIOLO, 1972).

A heparina e o heparam sulfato
possuem a mesma estrutura dissacaridica
repetitiva basica, constituidas por ( 4- _-D
HexUA-1 -> 4-  -DGIcNAc- 1)n. Essas

unidades sofrem extensas modificagdes no
decorrer da biosintese do polimero (LINDAHL
et al, 1989). A heparina ¢é extensivamente
Nsulfatada, rica em acido idurénico e grupamentos
O-sulfato(2,3 - 2,8 sulfatos por dissacarideo),
enquanto que o heparam sulfato possui uma

quantidade de regides N-acetilada (0,6 — 1,5
sulfatos por dissacarideo) (DREYFUSS et
al.,2009).

A estrutura do condroitim sulfato (CS)
consiste em dissacarideos contendo &cido
glicurbnico  (GIcUA) e N-acetilgalactosamina
(GalNAc). Os dissacarideos do CS podem
estar sulfatados nas posigbes 4 ou 6 da
Nacetilgalactosamina, e ndo  apresentam,
normalmente, sulfatacdo no acido glicurdnico.
No dermatam sulfato (DS) a unidade
dissacaridica repetitiva é composta por um
acido idurbnico, e uma GalNAc. O 4&cido
hexurénico também pode ocorrer sob a forma de
acidos glicurénico e os dois isébmeros podem
ocorrer na mesma cadeia. Com excegao do acido
hialurénico, todos os GAGs séo encontrados na
natureza ligando covalentemente a cadeias
polipeptidicas, formando proteoglicanos (PGs).
Os PGs apresentam uma grande diversidade
estrutural, resultante de tipo e da quantidade
de cadeias de GAGs presentes nas cadeias
polipeptidicas.

Geralmente as cadeias de GAGs
sulfatados estdo ligadas covalentemente por uma
ligagdo O-glicosidica a um residuo de serina da
cadeia polipeptidica. O alongamento da cadeia
de GAG ¢ feito a partir de um tetrassacarideo
que forma a regido de ligagdo com a cadeia
peptidica. Este tetrassacarideo é formado por
xilose, galactose, e acido glicurdnico e esta
presente na maioria dos PGs, com excegéo do PG
de queratam sulfato.

Os PG estdo em vaérios o6rgéos e
tecidos, sendo encontrados na matriz extracelular,
inserindo na membrana plasmatica ou em
granulos intracelulares (DREYFUSS et al., 2009).

1.6 Heparam Sulfato e Heparina

1.6.1 Heparam Sulfato

O heparam sulfato é encontrado em
praticamente todos os tecidos, sob a forma de
diferentes tipos de proteoglicanos (PGHS)
presentes na superficie celular, na matriz
extracelular (MEC) e membrana basal (JIN-
PING & ISRAEL, 2009), e sdo expressas e
secretadas pela maioria, sendo todas, as
células de mamiferos, e compreende 50 a 90%
do total de proteoglicanos endoteliais (IHRCKE
WRENSHALL & LINDMAN, 1993).

De todos os membros da familia de
GAGs este é o que apresenta maior variabilidade

| Seminario Cientifico da FACIG — 29, 30 e 31 de Outubro de 2015



estrutural, onde o acido hexurbnico pode ser
glicurénico ou idurdnico, alem disso a
glucosamina pode estar N-acetilada,N-livre ou
N-sulfatada, seu tamanho pode variar de 5 a 70
KDa (TURNBULL, POWELL & GUIMOND, 2001),
possui uma maior quantidade de regides N-
acetiladas ndo modificadas (LINDAHL, 1989).
Nos tecidos de vertebrados e invertebrados
sdo essenciais nos processos de adesdao da
célula a matriz, nos sistemas de
reconhecimento de célula-célula, na ligacdo a
fatores de crescimento e quimiocinas, entre
outros.

1.6.2 Heparina

A heparina foi descoberta em 1916, e
tem sido usado clinicamente como um
anticoagulante desde 1935 (RABENSTEIN, 2002).

A heparina é um polissacarideo
sulfatado linear constituido por unidades
dissacaridicas repetitivas contendo
majoritariamente acido idurbnico 2-O-sulfatado e
glicosamina N-sulfatada (DAY, 1985) e, por
isso, é pertencente a familia dos
glicosaminoglicano. Devido ao seu grande
conteudo de grupos negativos como a carboxila e
grupamentos sulfato, a heparina contém a maior
densidade de carga negativa dentre todas as
macromoléculas biolégicas. Normalmente, essa
molécula apresenta uma média de 2,7
grupamentos sulfato. O grupamento amino da
glicosamina pode ser substituido por um
grupamento acetil (Ac), por um sulfato (SO3)
ou nao ser substituido. As posigcdes 3 e 6 da
glicosamina também podem ser substituidas por
grupos O-sulfato. A heparina tem um peso
molecular que varia de 5 a 40 kDa, com uma
média de peso de 20 kDa. Durante sua biosintese,
moléculas de heparina ligam-se a fragmentos
de serina presentes em um esqueleto protéico,
formando o proteoglicano serglicina, encontrado
apenas em mastocitos e algumas células
hematopdieticas (LINHARDT, 1997).

A heparina e seus derivados de
baixo peso molecular sdo os anticoagulantes
mais usados na clinica médica. A heparina é
administrada intravenosamente (heparina de
baixo peso molecular pode ser administrada
também intravenosamente ou subcutaneamente,
aumentando sua versatilidade terapéutica)
durante a maioria dos procedimentos
extracorpéreos (quando o sangue é removido do
corpo e passa através de um aparelho) como
dialise do rim (WEITZ, 1997) e procedimentos de
transplantes cardiacos.

A acdo anticoagulante da heparina se
da pela formacdo de um complexo heparina-
antitrombina (AT) que inibe a trombina (Fator
l1a) e os fatores Xa, I1Xa, Xla e Xlla

(ROSENBERG, 1977). A trombina humana é
cerca de 10 vezes mais sensivel para inibicao
pelo complexo heparina-AT do que o fator Xa.
Para inibir a trombina, a heparina deve ligar-
se tanto a enzima coagulante quanto a AT,
porém a ligacdo com a enzima ndo € necessaria
para a inibicdo do fator X ativado (BOURIN &
LINDAHL, 1993). A antitrombina ¢é uma
glicoproteina com peso molecular de 58 KDa,
intetizada pelo figado. Esta presente no plasma
numa concentracdo de aproximadamente 2,6 0M
e € o principal inibidor fisiolégico da trombina
(BOURIN & LINDAHL, 1993). Moléculas de
heparina contendo menos de 18 polissacarideos
ndo se ligam simultaneamente com a trombina
e a AT sédo desta forma, incapazes de
catalisar a inibicdo de trombina. Em contraste,
fragmentos de heparina muito pequenos,
contendo uma seqiéncia pentassacaridica de alta
afinidade catalisam a inibicdo do fator Xa pela
AT (LINDAHL et al, 1989). Inibindo a
trombina, a heparina n&o s6 previne a
formacdo de fibrina, mas também inibe a
ativacado induzida por trombina dos fatores V e VIII
(LIAW et al., 1999). O uso de aparelhos que
requerem heparinizagdo, como aparelhos de
circulacdo extracorpoérea, utilizados em cirurgias
cardiacas e em hemodidlise pode geralmente
levar a uma complicagdo hemorragica, devido a
altas concentragdes de heparina aplicada no
paciente, e o principal efeito da heparina, na
circulagao extracorpérea € a inibicdo da
formacado da fibrina a partir do fibrinogénio. A
heparinizagdo sistémica é também usada no
tratamento de trombose venosa profunda e
numa variedade de outros procedimentos
cirurgicos (CASU, 1989).

1.6.3 Efeitos Colaterais da Heparina

O efeito colateral mais freqlente é a
hemorragia, que pode ocorrer em 1 a 37% dos
pacientes operados utilizando heparina, a redugao
da pressao arterial e da resisténcia vascular
periférica em cerca de 10 a 20% dos
pacientes, sem afetar o débito cardiaco
(SELTZER & GERSON, 1979), e a elevagao dos
niveis de lipoproteinas plasmaticas, sdo outros
efeitos causado pela utilizagdo continua da
heparina (OLIVERCRONA & BENGTSSON,
1989). Algumas alteracdes da resposta
imunolégica do  organismo  podem  ser
relacionadas a presenca da heparina. Na
atualidade, a atencdo dos perfusionistas se
concentra em dois efeitos colaterais capazes
de produzir complicagbes severas: a
resisténcia a heparina e a trombocitopenia
induzida pela heparina. A resisténcia a
heparina consiste na necessidade de doses
crescentes da droga para a obtencdo do
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mesmo efeito anticoagulante (JAQUES &
MAHADOO, 1978), a trombocitopenia induzida
por heparina € um processo complexo que resulta
na perda de plaquetas, levando a uma hemorragia
(RABENSTEIN, 2002).

Os pacientes que recebem tratamentos
prolongados com heparina podem apresentar
resisténcia a heparina, causada por redugao dos
niveis de ATIII (JAQUES, 1978).

1.6.4 Crise Mundial da Heparina

No ano de 2008, surgiram varios casos
de efeitos adversos em pacientes submetidos a
heparinoterapia, sendo  esses, desmaios,
taquicardia, urticarias, nauseas e, em alguns
casos, sintomas mais severos. Alem Estados
Unidos que apresentou mais de 100 mortos,
alguns paises da Europa e Asia relataram o
mesmo problema, alertando o mundo todo.
Autoridades americanas iniciaram uma
investigacéo e observaram que a
hipersensibilidade relatada estava associada
com lotes de heparina produzidos pela
Companhia Baxter Healthcare (ROCKVILLE,
2008), resultando na retirada de nove lotes de
heparina do mercado, o mesmo ocorreu em
outros paises como na Alemanha que também
retirou lotes de heparina devido a mais relatos
de reacdes adversas. A Food and Drug
Administration (FDA) recomendou que todas as
empresas distribuidoras de heparina analisassem
seus lotes, revelando uma contaminagdao na
heparina em, pelo menos, doze paises.

Guerrini e colaboradores, em 2008,
através de analises de ressondncia magnética
nuclear, identificaram que o contaminante
presente nas preparagbes de heparina se
tratava de um condroitim sulfato oversulfatado
(OSCS), contendo quatro sulfatagbes por
dissacarideo. Estudos mostraram que o OSCS
era capaz de induzir a formagdo de proteinas
do sistema complemento como C3a e Cb5a,
levando entdo a possivel choque anafilatico a
ativagdo do sistema cinina-calicreina, resultando
na produgdo de bradicinina, potente vaso
mediador, gerando uma hipotensdo no paciente.

A ativagcdo de pré-calicreina em
calicreina é mediada pelo fator XllI, que pode
ser ativado por superficies carregadas
negativamente, como o OSCS, fosfolipideos e
células endoteliais lesadas (KISHIMOTO et al.,
2008).Devido a esses fatores, torna-se cada
vez mais evidente a necessidade de obter fontes
alternativas de heparina.

1.7 Nodipecten nodosus

O invertebrado marinho Nodipecten nodosus, é
um molusco bivalve pertencente ao filo Mollusca,
classe bivalve, ordem Ostreoida, familia

Pectinidae, género Nodipecten, esses animais
sdo conhecidos como vieiras, “coquilles Saint-
Jacques” e como “scallops”(Figura 3). Séao
cultivados em fazendas aquaticas no litoral
brasileiro como em Angra dos Reis e na Praia
Grande do Bonete, Ubatuba, Estado de S&o
Paulo. Muito apreciado na culinaria mundial, onde
€ utilizando principalmente o mdusculo e as
gbnadas, e as visceras sdo descartadas. A
maricultura é um segmento do agronegocio que se
encontra em franca expansdo. Dentre os
moluscos, o cultivo de vieiras (pectinicultura)
cresceu mais de 10% na ultima década, com
a produgdo mundial passando de 1.153.465
toneladas em 1995 para 1.274.843 toneladas
em 2005 (BUENO, MARQUES & ROMA, 2010).
Na Ameérica do Sul, o Chile apresenta-se
como um pais pioneiro em relacdo aos
trabalhos de cultivo de pectinideos. No Brasil,
os coquilles tém se apresentado com um
grande potencial para o cultivo, devido
principalmente a sua excelente receptividade
no mercado interno e externo. A pectinicultura
iniciou-se no Japdo em 1935 e o sucesso da
atividade naquele pais despertou o interesse de
outras nagdes que, a partir da década de
70/80, passaram a empregar as técnicas
basicas desenvolvidas no Japao
(BUENO,MARQUES & ROMA, 2010). A espécie
N.nodosus por apresentar um elevado valor de
comercializagdo mundial, no Brasil apresentou
um grande potencial para maricultura. O
Instituto de Ecodesenvolvimento da Baia de
llha Grande (IED-BIG), organizagdgo nao-
governamental patrocinada pela Eletrobras e
Petrobras, desenvolve o cultivo de N.nodosus
desde 1991. Esse cultivo inclui a produgao de
larvas e pos-larvas em laboratério e cultivo em
fazendas marinhas. Esses moluscos sao
doados aos moradores da ilha grande em Angra
dos Reis, como uma nova fonte de renda que
pode ajudar a quem antes dependia s6 da
pesca e ainda preservar o meio ambiente. Os
franceses fizeram dos coquille um quitute incluindo
também a ova em seus pratos, os japoneses e
norte-americanos consome somente o musculo e

as gbnadas, as visceras sao descartadas.

Figura 3: Invertebrado marinho Nodipecten nodosus, filo
Mollusca, classe bivalve, ordem Ostreoida, familia Pectinidae,
género Nodipecten
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.
Fonte: QUEIROZ (2005).

Devido aos problemas causados pela
heparinoterapia, como hemorragias entre outras
reacoes, o Laboratério de Tecido Conjuntivo
da Universidade Federal do Rio de Janeiro
busca anadlogos de heparina em invertebrados
marinhos. Ha muitos artigos hoje falando sobre a
presenca de analogos de heparina em diversos
moluscos. Trabalhos anteriores (GOMES et al.,
2010) mostraram que ha grandes concentragbes
de heparinoides nas visceras do N. nodosus.

METODOLOGIA

4.1 Modelo Animal

Os experimentos envolvendo animais
foram realizados utilizando-se Ratos Wistar
(ambos os sexos) pesando entre 200 e 250g.
Todos os experimentos envolvendo  animais
foram realizados de acordo com as normas do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal), Segundo Vogel e Vogel (1989) e do
Committee on Animal Research and Ethics
(CARE), e dos aprovados pelo comité de ética
do Centro de Ciéncias da Saude / Instituto de
Bioquimica Médica da UFRJ (IBgM 2004).

4.2 Coleta

Os espécimes de N.nodosus foram
fornecidos pelo Instituto de Ecodesenvolvimento
da Baia da llha Grande (IEDBIG), responsavel
pelo cultivo da espécie em fazendas marinhas no
municipio de Angra dos Reis, RJ.

4.3 Polissacarideos Sulfatados

O experimento previamente desenvolvido
em nosso laboratério constatou uma grande
concentracdo de Heparam Sulfato nas visceras do
molusco N.nodosus que foram removidas e
submetidas ao processo de extragdo (PAVAO et
al., 2007).

4.4 Isolamento do Polissacarideo

4.4.1 Extragéo de Polissacarideos N.nodosus.

As visceras previamente secas (259)
sofreram digestdo proteolitica com papaina
(20%), em 500 mL de tampado Acetato de
Sédio 100 mM, pH 5,5, contendo EDTA 5 mM
e cisteina 5 mM. Apés 18 horas a 60 °C, o
produto da digestao foi centrifugado a 5.000
rom por 10 minutos. O material precipitado,
contendo restos teciduais, foi digerido
novamente sob as mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente. Este processo de digestdo
proteolitica foi repetido por trés vezes. Visando
uma pré-purificagdo dos polissacarideos
sulfatados com Cloreto de cetilpiridina (CPC)
0,5% e etanol absoluto, CPC10% foi adicionado
ao sobrenadante de cada digestédo proteolitica, a
fim de atingir uma concentracdo de 0,5%. Apds
24 horas a temperatura de 4 °C, a mistura foi
centrifugada a 5.000 rpm, por 10 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado
(Pellet) lavado com agua destilada e centrifugado
a 5.000 rpm, por 10 minutos e o pellet foi entdo
solubilizado em 50 mL de uma solugdo de NaCl
2M e etanol (100:15, v/v) e, a esta solugéo foi
adicionado 100mL de etanol absoluto. Apds 24
horas, a 4 °C os polissacarideos precipitados
foram recolhidos por centrifugacdo a 5.000
rom, 10 minutos e o sobrenadante descartado. Os
polissacarideos totais obtidos foram secos em
estufa a 60 °C.

4.4.2 Purificacdo do Heparam Sulfato de
N.Nodosus

Os polissacarideos totais do molusco
foram submetidos a uma precipitagdo seletiva
para purificar o heparam sulfato, a precipitacao
seletiva sucintamente significa a separagéo dos
compostos por diferentes  concentragcbes de
etanol.

4.2.3 Precipitacao Seletiva

Os polissacarideos totais sao
solubilizados em agua destilada, deixando o
material bem diluido com um volume de 50
mL, é feita uma precipitacdo de 75% de etanol
absoluto e 2% de NaCl, essa solugao é resfriada a
4 °C por 18 horas, é separado um polissacarideo
por centrifugacdo a 5.000 rpm, o pellet (P1) é
seco a 60 °C, no sobrenadante é adicionado um
volume de etanol absoluto atingindo uma
concentracdo de 90%, essa solucao é resfriada a
4 °C por 18 horas, é formado um pellet
(P2)separado por uma centrifugagéo a 5.000 rpm,
que é levado para secar a 60 °C, o
sobrenadante ¢é adicionado duas vezes o
volume de etanol que forma um pellet (P3),
os pellets das precipitagbes foram solubilizado
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em agua destilada e os polissacarideo sao
analisados por eletroforese em gel de agarose.

4.5 Eletroforese

4.5.1 Eletroforese em Gel de Agarose

Os polissacarideos sulfatados obtidos
da extracdo e purificados pela Precipitagdo
Seletiva foram analisados por eletroforese em gel
de agarose, como descrito por Dietrich e Dietrich
(1976), aliquotas contendo 6uL foram aplicadas
em um gel de agarose 0,5% em tampédo 1,3-
diaminopropano /acido acético 50mM, pH 9. O gel
foi submetido a um campo elétrico de 100V, por
aproximadamente 1 hora. Uma mistura de
controitim sulfato, dermatam sulfato e heparina
foram utilizados como padrao de GAG. Ao
término da eletroforese, o0s polissacarideos
foram fixados no gel por incubagdo com uma
solugdo de brometo de cetiltrimetilaménio 0,1%.
Ap6s 3 horas, o gel foi seco sob calor e os
polissacarideos sulfatados foram corados com
azul de toluidina 0,1% e descorados em uma
solugdo acido acético, etanol, agua destilada
(0,1:5:5,v/v).

4.5.2 Eletroforese em gel de Poliacrilamida

O peso molecular do Heparam Sulfato foi
estimado por eletroforese em gel de
poliacrilamida. Cerca de 6uL das amostras de
heparam sulfato purificado foram aplicados em
um gel de poliacrilamida 7,5% com 1 mm de
espessura, em tampao barbital sddico 0,06 M, pH
8,6. Apos corrida de 30 minutos a 100V, o gel foi
corado com azul de toluidina 0,1%, em acido
acético 1% e descorado em solugdo de &cido
acético 1%. A migracdo dos glicanos foi
comparada com os seguintes padrdes: dextram
sulfato 500 (500KDa), condroitim sulfato 6-O-
sulfato (54KDa),condroitim sulfato 4-O-sulfato
(34KDs) e dextram sulfato 8 (8KDa).

4.6 Dosagem de Acido Hexurénico

A concentracdo de GAGs foi estimada
pelo conteiudo de acido urbnico, através do
método do carbazol. Aproximadamente, 20 ug
do HS purificado do molusco foram avolumados
a 200 pL e acrescidos de 1 mL de acido sulfurico
com borato e incubados a 100 °C por 12 min. Em
seguida, foram adicionados 40 pL de carbazol,
incubando-se a 100 °C por 10 min. Dessa forma,
a absorbancia foi lida com um comprimento de
onda de 530 nm no espectrofotdbmetro(Ameisham
Biosciences).

4.7 Ensaios da atividade antitrombdtica no modelo
Venoso

4.7.1 Ensaio com Tromboplastina

A atividade antitrombdtica do Heparam
Sulfato em modelo experimental de trombose
venosa foi investigada em ratos, usando a
tromboplastina como estimulo trombogénico.
Ratos Wistar (machos e fémeas, ~200 a 250g
de peso corporal) foram anestesiados com uma
injecdo intramuscular de Ketamina (Cristalia,
Sao Paulo, Brasil) na dose de 100 mg/kg de peso
corporal e 16 mg/kg de Xilazina (Bayer AS, Séao
Paulo, Brasil). A veia cava abdominal foi
cuidadosamente isolada onde foi administragdo do
Heparam Sulfato (HS). A dose do composto
administrada é de 0,75 mg/kg, 0,50 mg/kg e 1
mg/kg e o tempo de circulagdo € de 5 minutos.
Apés o intervalo a tromboplastina (5 mg/kg de
peso corporal) sera injetada e um segmento
(~0,8 cm) da veia cava abdominal, é suturada
distal e proximal. Apés 20 minutos de estase,
o trombo formado no segmento ocluido é
cuidadosamente lavado com salina 0,9%, seco
a 60 °C durante 2 horas e pesado (Figura 4).

Figura 4. llustragdo do modelo experimental, em ratos, de
trombose venosa. Como descrito acima, neste modelo de
Wessler modificado, a trombose é induzida por um estado
de estase e hipercoagulabilidade sangiinea induzida por
tromboplastina
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Fonte: cedida pelo Lab. Tec. Conj. prof. Mauro
Pavéo.

4.7.2 Ensaio de aPTT ex vivo

Ratos Wistar pesando ~300 a 400g
foram  previamente  anestesiados com uma
injecdo intramuscular de Ketamina (Cristalia, S&o
Paulo, Brasil) na dose de 100 mg/kg de peso
corporal e 16 mg/kg de Xilazina (Bayer AS,
Sao Paulo, Brasil). A artéria carotida foi
cuidadosamente dissecada e canulada com um
cateter intravenoso (0,9 x 25 mm). As
amostras de sangue (1000uL) foram coletadas
em tubos Eppendorf com citrato e foram obtidas
quatro amostras, nos tempos de 5, 15, 30 e 60
min., apds a retirada da primeira amostras foi
administrada o] heparam sulfato nas
concentracbes de 1 mg/kg e 2 mg/kg, pela
prépria carétida. O sangue foi centrifugado por
10 minutos a 3.000 rpm para obtencdo de
plasma deficiente em plaquetas. No ensaio, de
Tempo de Tromboplastina Parcial ativada
(aPTT), 50uL de plasma e 50uL de tampao TBS

(Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) sao
adicionados, em seguida foram acrescentados
50uL de cefalina e as amostras incubadas por 2
minutos. A reacado foi disparada com 100uL de
CaCl2 0,025M, em um volume final de 250pL, a 37
°C.O tempo que o plasma demorou a coagular foi
medido no coagulémetro (SIGMA DIAGNOSTICS).

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e Identificagdo dos GAGs
Presentes em N.nodosus

Os polissacarideos sulfatados foram
extraidos de visceras secas aproximadamente
25g em um processo de digestdao proteolitica
com papaina.

Apébs precipitacdo com CPC e etanol, o
pellet é solubilizado em agua com um volume
aproximado de 20 mL. Com o intuito de
verificar quais sdo os polissacarideos presente
nessa extracdo, foi feito uma eletroforese em
gel de agarose, apresentando uma banda
migrando com as mesmas caracteristicas da
heparina padrdo, e apresenta ainda mais duas
bandas metacromaticas. Os polissacarideos
sulfatados extraidos do molusco foram
submetidos a tratamentos enzimaticos com
condroitinase ABC, que cliva as cadeias de
condroitim sulfato e dermatam sulfato, com
condroitinase AC que cliva as cadeias do
condroitim sulfato. O heparam sulfato foi
submetido ao tratamento quimico com acido
nitroso em pH 1,5 por apresentar ligacédo
glicosidica de glucosamina Nsulfatada, que sao
clivadas com a acdo do acido nitroso (Figura 5).
Apoés todos os tratamentos, as amostras foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose,
mostrando que banda metacromatica que migra
como as mesmas caracteristicas que a heparina
padrdo, foi degradada pelo tratamento quimico
com acido nitroso, indicando a presenca de
heparam sulfato, e as outras bandas
metacromaticas, que migraram entre o}
condroitim sulfato e dermatam sulfato padrao,
foram degradadas com o tratamento com
condroitinase AC e ABC, demonstrando, dessa
forma, que essa banda metacromatica € um
condroitim sulfato.

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose dos
polissacarideos antes e depois do tratamento com acido
nitroso.
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52 Fracionamento dos Polissacarideos
Sulfatados e Caracterizagdo Inicial do
Heparindide

Mediante a constatacdo da presenga do
condroitim sulfato e do heparam sulfato na
extracdo de polissacarideos do molusco, foi
realizada a purificagdo do composto de interesse
o heparam sulfato, através da precipitagdo
seletiva, onde diferentes concentragcbes de
etanol s&do  adicionadas. Adicionando uma
concentracdo de 75% de etanol precipita uma
pequena concentragcdo de heparam sulfato e
um polissacarideo nao identificado (P1), para a
obtencdo do heparam sulfato puro é adicionado
etanol na concentragédo de 90% (P2) e o ultimo
fracionamento onde ¢é adicionado etanol na
concentracao de 200%, obtém se o condroitim
sulfato (P3). Apds os trés fracionamentos foi feito
uma eletroforese em gel de agarose (Figura 6).

Figura 6. Gel de Agarose. Os polissacarideos totais foram
fracionados com concentragdes crescentes de etanol - P1
(75%), P2 (90%) e P3 (200%) - e analisados por eletroforese
em gel de agarose.

STD P1 P2 P3

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita
com o intuito de obter uma caracterizacdo e
quantificar o peso molecular do heparam sulfato
extraido do N. nodosus. Utilizando marcadores
padrées de peso molecular, concluimos que o
peso do heparindide é de aproximadamente 27
KDa.

5.3 aPTT ex vivo

O HS foi avaliado em um experimento
in vitro para verificar sua atividade
anticoagulante. Sendo este o aPTT ex vivo,
que avalia sua agado farmacodindmica, (é a
avaliagdo da acgéao fisiolégica dos farmacos nos
organismos, seus mecanismos de acdo e a

relacdo entre concentragdo do farmaco e seu
efeito). De forma simplificada, podemos
considerar farmacodindmica como o estudo do
efeito da droga nos tecidos.

O HS extraido do molusco N.nododus foi
avaliado em diferentes doses (1 mgkg e 2
mg/kg). Desta forma, foi constatado que o HS
do N.nodosus aumenta, de forma dose-
dependente, o tempo de coagulagdo do plasma do
rato.

5.4 Efeito antitrombético do Heparam Sulfato do
N.nodosus

Verificado o efeito anticoagulante do HS
do N.nodosus o proximo passo foi verificar se o
composto apresentaria capacidade de inibir a
formacdo de trombo in vivo. Para constatar,
utilizamos um modelo de trombose venosa. Neste
modelo, o estimulo trombdtico usado foi a
tromboplastina, que apresenta a circulagao
sanguinea o TF disparando a cascata de
coagulagao.

O HS foi administrado por via intravenosa
(veia cava abdominal), apds 5 minutos foi dado o
estimulo trombdtico com tromboplastina. Com
isso, pode-se observar que o HS apresenta
efeito antitrombodtico de forma dose-dependente
(Figura 7). Na dose de 0,75 mg/kg e de 1 mg/kg, o
HS inibiu aproximadamente 50%, o tamanho do
trombo em relagao ao do controle.

Figura 7. Efeito antitrombético in vivo do HS do

N.nodosus. O HS foi administrado nas doses indicadas.

Trombose Venosa

Hep. Mam HS U5 15N Cr5UIS
0.5mg/kg 1 0.75malh

g Trombo [mg)

O = NW R S
A S R SR SR S

HS P dosus
Imakg

Apds, 5 min a agdo trombdtica foi iniciada pela
injecdo da tromboplastina. No minimo, 5 animais
foram usados por dose.

CONCLUSAO

O Heparam sulfato extraido do molusco
N. nodosus possui uma atividade antitrombotica
consideravel nas doses de 0,75 mg/kg e 1
mg/kg , no modelo venoso.
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O Heparam sulfato extraido do molusco N.
nodosus apresenta uma fungao anticoagulante,
em modelo ex vivo, como mostrado no aPTT.

A acgdo antitrombodtica e anticoagulante
do HS de N. nodosus
permanecem vinculadas quando analisadas pelo
modelo de trombose venosa.

O presente estudo contribui de forma
significativa para o desenvolvimento de novos
compostos antitrombodticos e anticoagulantes que
nao apresentam muitos efeitos colaterais e que
atuem de maneira efetiva nas diversas
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