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RESUMO: Foirealizada analise comparativa sobre a distribuicdo dos glicosaminoglicanos de artérias e
veias em ratos, cachorros e humanos. Os nossos resultados demonstraram que dermatam sulfato foi o
principal glicosaminoglicano encontrado tanto para as artérias quanto para as veias estudadas. Entretanto,
a proporcao de dermatam sulfato foi maior nas veias do que nas artérias nas trés espécies analisadas. Este
aumento pode estar associado as diferengas estruturais e funcionais encontradas na parede destes dois tipos
de vasos sanguineos (nas veias a pressdo sangilinea € significativamente mais baixa). Além disso, a
quantidade total dos glicosaminoglicanos foi maior nas artérias do que nas veias, sendo as maiores
concentragdes encontradas nas aortas independentemente da espécie animal estudada. Estes achados
abrem perspectiva para o melhor conhecimento das alteragcdes das macromoléculas que possam estar
relacionadas ao processo degenerativo vascular, especialmente nas transformacdes estruturais que as veias

safenas sofrem, quando empregadas como enxertos na revasculariza¢do do miocéardio.

DESCRITORES: Glicosaminoglicanos, analise. Artérias, quimica. Veias, quimica.

INTRODUCAO

O sistema vascular apresenta caracteristicas
peculiares relacionadas a parede dos vasos, varian-
do entre os de maior e menor calibre. Os vasos
sangliineos sao compostos por tecidos particular-
mente ricos em matriz extracelular cujos componen-
tes individuais, proteoglicanos, fibras dos sistemas
elastico e colageno, mudam como resultado de
adaptacdes as exigéncias funcionais locais. Além
disso, as artérias diferem funcional e estruturalmen-
te das veias. E bem estabelecido que os dois prin-
cipais tipos celulares dos vasos sangliineos, as

células endoteliais e as musculares lisas, sintetizam
os proteoglicanos @,

Nos ultimos anos, a distribuicdo dos glicosami-
noglicanos de vasos sangliineos tem sido estudada
particularmente na parede arterial, principalmente
da aorta, devido ao seu envolvimento na patogénese
da aterosclerose (2'8) hipertenséo arterial ® e dia-
betes (10-13),

Muitos sdo os dados na literatura sobre a dis-
tribuicdo e provavel fungédo dos glicosaminoglicanos
em outras artérias elasticas ou musculares (6. 14-16),
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Por outro lado, poucos séo os trabalhos que relatam
a distribuicdo destes compostos em veias (14 17, 18),
e nenhum resultado sobre a analise comparativa da
distribuicdo de glicosaminoglicanos em artérias e
veias pode ser encontrado.

O conhecimento da distribuicdo destas
macromoléculas nas diferentes veias e artérias é de
consideravel relevancia, uma vez que a revascula-
rizacdo cirargica do miocardio utiliza enxertos do
proprio paciente, de segmentos de veias ou artérias.
Dados da literatura mostram que um porcentual
significativo destes enxertos sera comprometido por
lesdes aterosclerdticas (19-26). Além disso, os enxer-
tos venosos e arteriais diferem em relagdo a sus-
ceptibilidade a aterosclerose e, consequentemente,
ao tempo de durabilidade do enxerto (7).

Os proteoglicanos arteriais sdo reconhecidamen-
te fatores importantes no processo da aterosclerose
tanto pela habilidade em sequestrarem lipideos para
dentro da parede arterial, quanto pelo envolvimento
nos processos de adesdo, migracao e proliferacdo
celular (3 28), Sabemos, também, que os diversos
tipos de proteoglicanos tém diferentes e, muitas
vezes, opostas fungdes.

O objetivo deste trabalho foi a andlise compara-
tiva da distribuicdo dos glicosaminoglicanos entre
varias artérias e algumas veias de ratos, caes e
humanos. Estas trés espécies foram escolhidas para
este propésito devido as suas, ja conhecidas, diferen-
¢as no padrao de distribui¢do dos glicosaminoglicanos
aorticos e susceptibilidade a aterosclerose .

CASUISTICA E METODOS

Casuistica

Vasos sanguineos humanos normais foram
obtidos de necropsias (9 individuos de ambos os
sexos, na quinta década de vida) e compreenderam:
a aorta toracica e as artérias: carotida, subclavia e
ililaca, além das veia cava e iliaca.

Os vasos obtidos de ratos adultos foram aorta
e cava, artéria e veia iliacas, e os obtidos de caes
foram: aorta e cava, artéria e veia iliacas, artéria
femoral e veia safena, artéria e veia pulmonares,
artéria carétida e veia jugular.

As amostras de aorta e da cava consistiram em
segmentos toracicos e abdominais (com excegédo de
humanos). As artérias e veias iliacas foram obtidas
do segmento distal da iliaca comum e do segmento
proximal da iliaca externa e interna. Somente as
camadas média e intima foram analisadas. A cama-
da adventicia foi previamente dissecada e retirada
dos vasos.
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Foram utilizados os padrbes de condroitim 4-
sulfato, condroitim 6-sulfato, dermatam sulfato e
heparam sulfato da Sigma Co Quimico, St, Louis, Mo.

Tripsina (E.C. 3.4.4.4) de pancreas bovino llI,
condroitinase AC-ll (E.C. 4.2.5.5), extraida de
Arthrobacter aurenscens, condroitinase ABC (E.C.
4.2.2.4.) extraida de Proteus vulgaris, e heparinase
I ( E.C. 4.2.2.8) de Flavobacterium heparinum
também foram adquiridas da Sigma Co Quimico, St.
Louis, Mo.

Agarose (“standard Low-Mr") foi adquirida da
Bio Rad Laboratories (Richmond, CA, EUA).

METODOS

Isolamento dos glicosaminoglicanos: As ca-
madas média-intima dos vasos sangiineos foram
cortadas em pedagos muito pequenos e deixadas
por 48h a 5°C em acetona. Em seguida, o tecido
livre de lipideos neutros e substancias liposoluveis
foi obtido por centrifugacdo (2.000g, 30 min a 5°C)
e o precipitado resultante (p6 cetdnico) seco a vacuo.

Os glicosaminoglicanos foram, entdo, extraidos
por incubacdo de 10 mg de p6 cetbnico com 1 mg
de tripsina em tampao Tris-HCI 0,05M, pH 8,0 como
descrito por MARQUEZINI et al. (18) em 1995.

Os vasos obtidos de cé@es e humanos foram
submetidos a extracdo individualmente, enquanto
gue os vasos obtidos de ratos, devido ao seu pe-
gueno tamanho, foram processados em grupos com
aproximadamente 9 espécimes de cada vaso
sangiiineo.

Eletroforese em gel de agarose: cerca de 10 ug
de glicosaminoglicanos foram aplicados em Iaminas
de gel de agarose a 0,5% em tampédo 1,3-
diaminopropano-acetato a 0,05M, pH 9,0. Apods
corrida eletroforética (120V por 1h), os glicosami-
noglicanos foram precipitados no gel com 0,1%
Cetavlon (brometo de N-acetyl-N, N, N-trimethy-
lammonium) e corados com 0,1% azul de toluidina
em acido acético/etanol/agua (0,1:5:5, v/v). A
guantificacdo dos glicosaminoglicanos foi realizada
por densitometria das laminas de agarose coradas
com azul de toluidina (29,

Ensaio enzimatico: Amostras contendo cerca
de 100 pg de glicosaminoglicanos foram incubadas
com condroitinase AC-II (0,01U), condroitinase ABC
(0,01U) ou heparinase Il (0,01U) em tampao Tris-
acetato 0,05M, pH 7,3, por 24h a 37°C (30°C para
heparitinase 1l1).

O tratamento com a condroitinase AC-Il degra-
da os glicosaminoglicanos com migracdo eletro-
forética semelhante ao condroitim 4/6-sulfato pa-
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drdo. Por outro lado, o tratamento com a condroi-
tinase ABC degrada os glicosaminoglicanos com
migracdo semelhante ao condroitim 4/6-sulfato e
dermatam sulfato, enquanto que heparitinase Il
degrada somente os glicosaminoglicanos com mi-
gracdo semelhante ao padrdo de heparam sulfato.

Cromatografia em papel: Apds a digestdo das
amostras com as condroitinases ou heparinase I,
estas foram aplicadas em papel “Whatman” n°1l e
submetidas a cromatografia descendente em
solvente acido isobutirico/aménia (1M) (5:3, v/v) por
18h. Os dissacarideos insaturados formados foram
visibilizados por nitrato de prata e quantificados
através de densitometria (39),

RESULTADOS

A eletroforese em gel de agarose dos extratos
de glicosaminoglicanos obtidos da artéria e veia
iliacas de cdo é mostrada na Figura 1. Uma banda
foi obtida correspondente ao padrdo de migracdo de
dermatam sulfato. Este padrao foi observado para
todos os vasos sangiliineos estudados, com exce-
¢do dos vasos humanos e aortas de caes, onde a
banda eletroforética principal correspondeu ao pa-
drdo de migracdo de condroitim 4/6 sulfato padréo.

Da analise da quantidade relativa das unidades
dissacaridicas obtidas da degradacdo de condroitim
4/6 sulfato pela condroitinase AC-Il observamos que
as unidades 6-sulfatadas ocorreram em maior con-
centragdo do que as unidades 4-sulfatadas para
todas as artérias estudadas (Tabela 1).

Nenhuma tentativa foi feita para separar os
condroitim 4 — e 6-sulfatos das veias. Estes com-
postos foram designados como condroitim sulfato e
migraram como uma banda Unica neste sistema de
eletroforese.

As porcentagens relativas de condroitim sulfato,
dermatam sulfato e heparam sulfato obtidas por
densitometria do gel de agarose, assim como a
quantidade total destes glicosaminoglicanos séo
mostradas na Tabela 2.

As duas veias humanas estudadas, a cava e a
iliaca, classificadas como veias de grande calibre,
apresentaram padrdo idéntico em relacdo as quan-
tidades relativas de glicosaminoglicanos, sendo
dermatam sulfato o componente principal (93%)
seguido por heparam sulfato (5%) e condroitim sulfato
(= 2%).

Nas artérias humanas (iliacas, carétida e
subclavia) dermatam sulfato também foi o principal
glicosaminoglicano encontrado. A aorta, como ja bem
documentada 4, apresentou condroitim sulfato como
o principal glicosaminoglicano obtido (93%).
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Fig. 1 — Eletroforese dos glicosaminoglicanos (GAGs) da artéria e veia
iliacas de cdo. Amostras contendo cerca de 10 pg of GAGs
extraidos da artéria (1) e da veiailiaca (2) foram aplicadas em
laminas de gel de agarose a0,5% emtampao 1,3-diaminopropano
acetato, pH 9,0. Ap6s a corrida eletroforética, os GAGs foram
precipitados no gel com cetavlon a 0,1% e corados com azul
de toluidinaa 0,1% em acido acético/etanol/agua(0,1/5/5, v/v).
P =mistura de glicosaminoglicanos padrdes contendo 5ug de
cadaum dos compostos: condroitim 6-sulfato (CS); dermatam
sulfato (DS) e heparam sulfato (HS).

Como podemos observar na Tabela 2, o padréo
de distribuicdo dos glicosaminoglicanos foi seme-
Ihante para artérias e veias nas trés espécies estu-
dadas. Dermatam sulfato foi o principal glicosami-
noglicano encontrado. Porém, as quantidades rela-
tivas de dermatam sulfato foram maiores nas veias
qguando comparadas com as artérias. Por exemplo,
as artérias iliacas de caes e ratos apresentaram
58% e 53% de dermatam sulfato, respectivamente,
enquanto que as veias iliacas correspondentes
mostraram 82% e 76% de dermatam sulfato, res-
pectivamente. Também pudemos observar que, em
relacdo as artérias de rato, a porcentagem de
heparam sulfato foi aproximadamente 20% maior
guando comparada com 0s outros vasos sangliineos
dos demais animais analisados.

Os resultados apresentados mostraram que as
artérias contém maior quantidade de glicosami-
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TABELA 1

QUANTIDADE RELATIVA DOS DISSACARIDEOS INSATU-
RADOS CONSTITUINTES DE CONDROITIM 4- (ADI4S)
AND 6-SULFATOS (ADI6S) EM ALGUMAS ARTERIAS DE
DIFERENTES MAMIFEROS (EXPRESSAS COMO POR-
CENTAGEM DA QUANTIDADE TOTAL DE CONDROITIM

4/6 SULFATOS)
MAMIFEROS ARTERIAS ADI4S (%)  ADI6S (%)
Cao Aorta 18,0 40,0
Carétida <2 <2
lliaca <2 <2
Femoral 6,6 8,4
Pulmonar <2 <2
Rato Aorta <2 6,0
Humano Aorta 24,4 68,6
lliaca 2,9 20,1
Carétida 4,6 18,4
Subclavia <2 27,0

As unidades dissacaridicas, obtidas apés degradacédo com a
condroitinase AC-II, foram separadas por cromatografia des-
cendente em acido isobutirico NH,OH, seguida por coloragéo
em nitrato de prata e quantificados por densitometria.

noglicanos quando comparadas com as veias, e entre
as artérias, a aorta apresentou as maiores concen-
tracbes (Tabela 2).

COMENTARIOS

Pela primeira vez foi demonstrado que dermatam
sulfato € o glicosaminoglicano predominante tanto
nas veias quanto nas artérias, exceto para a aorta
de cdes e humanos.

Os nossos dados mostrando a predominancia
de dermatam sulfato em veias estdo de acordo com
os relatos prévios de IZUKA & MURATA (7 que
analisaram, em 1972, a veia cava humana (veia de
grande calibre) e de MARQUEZINI et al. 18 que
estudaram a veia safena humana (veia de médio
calibre), em 1995.

Também pudemos demonstrar que ha uma di-
ferencga significante entre a quantidade relativa de
dermatam sulfato das artérias e suas veias corres-
pondentes. As veias possuem maior concentracao
de dermatam sulfato. O significado funcional deste
aumento ndo estad claro. Sabemos, entretanto, que
nas veias a pressao sanguinea é significantemente
mais baixa e que elas exibem uma menor compres-
sibilidade quando comparadas com as artérias.

O conhecimento da distribuicdo dos glicosa-
minoglicanos nas diferentes veias e artérias podera
trazer subsidios para o melhor entendimento do
processo degenerativo vascular, tanto do sistema
arterial, quanto das veias safenas quando emprega-

TABELA 2

DISTRIBUICAO DOS GLICOSAMINOGLICANOS (GAGs) DE ARTERIAS E VEIAS DE RATOS, CAES E HUMANOS

MAMIFEROS N* VASOS **TOTAL GAGs % GAGs
- pg/g de
ARTERIAS VEIAS TECIDO SECO CS DS HS
Cao 8 Aorta 14,71 +1,68 58 32 10
Cava S5 GEHAS S <2 88 10
lliaca 7,55+0,94 18 58 24
lliaca 3,59+0,40 <2 82 16
Femoral 5,14+ 0,53 13 67 20
Safena 3,54 +0,37 <2 93 5
Carétida 4,50+0,18 <2 82 16
Jugular 2,86 +0,26 <2 82 16
Pulmonar 3,43+0,39 <2 91 7
Pulmonar 1,94+0,14 <2 93 5
Rato 9 Aorta 16,08 +0,79 6 54 40
Cava 4,48 £ 0,40 10 74 16
lliaca 5,565+0,48 <2 53 42
lliaca 2,69+0,18 <2 76 24
Humano 9 Aorta 19,46 £1,73 93 5 <2
Cava 4,60+0,42 <2 93 5
lliaca 4,79 +0,25 23 67 10
lliaca 2,29+0,25 <2 93 6
Carétida 5,04 + 0,36 23 75 <2
Subclavia 11,56 +1,24 27 55) 18

*N = nimero de amostras
**Os dados sdo mostrados como média + desvio padréo

CS = condroitim sulfato; DS = dermatam sulfato; HS = heparam sulfato
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das na revascularizacdo do miocéardio, assim como
na prevencdo da restenose. SCOTT et al. @7 de-
monstraram que 90% dos enxertos que utilizam a
artéria toracica interna continuam funcionais por
aproximadamente 10 anos. No entanto, 20% dos
enxertos que utilizam a veia safena tornam-se ina-
tivos ja nos primeiros anos ap6s a operacao e,
aproximadamente, 45% estardo seriamente compro-
metidos nos préximos 10 anos.

A deposicao e interacao de lipoproteinas na matriz
extracelular das artérias é sabidamente um evento
crucial no desenvolvimento da aterosclerose. A pa-
rede arterial contém uma variedade de proteoglicanos.
No entanto, trabalhos sobre a interacdo entre
lipoproteinas e proteoglicanos em suinos 1) e huma-
nos 32) mostraram que os proteoglicanos que intera-

gem efetivamente com as lipoproteinas sao aqueles
que contém dermatam sulfato na sua estrutura.

Os trabalhos de O’ BRIEN et al. (33) e de
PENTIKAINEN et al. 434 mostraram que biglicam e
decorim, proteodermatans sulfatos, interagem e
retém as lipoproteinas na matriz extracelular da
parede arterial.

Podemos entao especular que a presenga de
dermatam sulfato na parede dos vasos sangli-
neos deve ser um fator importante também na
formacdo e desenvolvimento do processo
ateromatoso nos enxertos. E, que a maior pre-
senca de dermatam sulfato na parede da veia
safena resulta na sua maior susceptibilidade a
ateriosclerose em relagdo aos enxertos arteriais.
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MarqueziniM V, Dallan LA O, Toledo O M S — Comparative distribution of glycosaminoglycans in arteries and
veins of different mammals. Rev Bras Cir Cardiovasc1999; 14 (4): 325-30.

ABSTRACT: A comparative analysis of the glycosaminoglycan distribution in arteries and veins of
humans, rats and dogs was realized. The results showed that the glycosaminoglycan distribution of the arteries
was similar to that of venous tissues, where dermatan sulfate was the main glycosaminoglycan found.
However, the proportion of dermatan sulfate is significantly greater in venous than in arterial tissues, in the
three species. The total amount of the glycosaminoglycans was significantly higher in arteries than in veins,
and the highest contents were found in the aortas. These increases may be associated with structural
differences of the wall of these two types of blood vessels walls. The blood pressure is significantly lower in
venous tissues and veins may exhibit less compressibility than arterial. These findings open perspectives for
a better understanding of biochemical changes that could be related to the progressive degenerative vascular
process, especially in the structural changes that saphenous veins undergo, when used as grafts in myocardial

revascularization.
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