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RESUMO

Macroalgas verdes marinhas (Chlorophyta) sintetizam polissacarideos sulfatados
com uma grande variabilidade estrutural. Alguns destes polimeros apresentam
atividades biolégicas, como atividade antiangiogénica, antitumoral, antiviral e
anticoagulante. Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi caracterizar
estruturalmente os polissacarideos obtidos da cloréfita Gayralia brasiliensis e avaliar
sua bioatividade frente aos ensaios de vasculogénese, angiogénese, antitumoral,
anticoagulante e antiviral. A alga seca e moida foi submetida sequencialmente a
extragcdo aquosa a 25 e 80 °C (4 vezes). Os extratos obtidos a 80 °C foram reunidos
originando fracdo GB. A purificagdo de GB foi conduzida por ultrafiltragdo em
membrana (cut-off 300 kDa) obtendo-se uma fracdo retida (GBH, 72% de
rendimento) e outra eluida (GBE, 28,0% de rendimento). GBH (29,1% de grupos O-
sulfato), apresenta uma massa molar de 2.100 kDa (HPSEC-MALLS-RI) e é
constituida majoritariamente por unidades de a-L-ramnose (64,0%) e menores
proporcdes de glucose (14,5%), xilose (14,7%) e galactose (6,7%). Adicionalmente
GBH contém é&cidos urbnicos (9,1%). A identificagdo dos é&cidos urbnicos realizada
apoés carboxi-reducdo de GBH e analise por GC-MS na forma de acetatos de alditois
demonstrou a presenca de &cido glucurbnico e galacturbnico (3,2% e 3,7%,
respectivamente). Analises quimicas e espectroscopicas conduzidas com a
heteroramnana sulfatada GBH demonstraram a presenca de unidade de ramnose 3-
ligadas, as quais estédo parcialmente substituidas por grupos sulfato em C-4, C-2 e/ou
em ambos carbonos C-2 e C-4. Unidades de ramnose 4-, 3- e/ou dissulfatadas (3,4
sulfato) também sado constituintes de GBH. Adicionalmente, unidades de ramnose
2,3-substituidas representam pontos de ramificagdo do polimero. Acidos urénicos
estdo presentes principalmente como unidades 2-, 4- e 2,4-ligadas. Andlises por
RMN mono- e bidimensionais de GBH confirmam a presengca de unidades de
ramnose 2,3-dissubstituidas, 3- e 2-ligadas. A integragédo dos protons anoméricos das
unidades de ramnose de GBH carboxi-reduzida e dessulfatada mostrou uma
propor¢cao molar de 0,26:1,0:0,51 para as unidades de 2,3-dissubstituidas, 3- e 2-
ligadas, respectivamente. Utilizando a degradagdo controlada de Smith a partir de
GBH foi possivel obter uma heteroramnana modificada quimicamente (GBH-S) com
elevados teores de grupos sulfato (38,2%) e ramnose (78,2%). As heteroramnanas
sulfatadas GB, GBH e GBH-S apresentaram potente atividade antivasculogénica na
membrana da vesicula vitelinica de embrides de galinha, sendo a heteroramnana
modificada GBHS a que apresentou maior atividade. Na concentracdo de 320 pg
GBH-S ocasionou 100% de inibicdo da vascularizagdo, enquanto que GB e GBH
nesta mesma concentracao inibiram 94,2 e 86,9%, respectivamente. Em relacéo a
atividade antiangiogénica em membrana corioalantdéica destes embribes,
concentragdes de 480 e 320 pg das fragbes GB e GBH-S inibiram 100% da
vascularizacdo. As fracdes GBH e GBH-S (500 pg.mL™") diminuiram
significativamente a viabilidade das células tumorais cerebrais (glioma humano,
linhagem U87MG) no tempo de 48 horas em 54,9% e 69%, respectivamente.
Adicionalmente, estes polissacarideos apresentaram atividade anticoagulante in vitro
através dos testes de TTPA, TT e TP e atividade anti-herpética frente aos virus
herpes simplex (HSV) tipos 1 e 2. Desta forma, as heteroramnanas sulfatadas
sintetizadas por G. brasiliensis apresentam uso potencial na area biomédica como
agentes antiangiogénico, antitumoral, anticoagulante e antiviral.

Palavras-chave: G. brasiliensis, ramnana sulfatada, atividade antiangiogénica



ABSTRACT

Marine green macroalgae (Chlorophyta) synthesize sulfated polysaccharides with
great structural variability. Some of these polysaccharides show biological activities,
such as antiangiogenic, antitumor, antiviral and anticoagulant. Thus, the aim of this
work was to characterize the structure of the polysaccharides from Gayralia
brasiliensis (Chlorophyta) and evaluate its activity in the vasculogenesis,
angiogenesis, antitumor, anticoagulant and antiviral assays. The dry, ground alga
underwent sequential aqueous extractions at 25 °C and 80 °C (4 times). The extracts
obtained at 80 °C were pooled, yielding the fraction GB. Purification of GB was
carried out by ultrafiltration in 300 kDa molecular weight cut-off membrane, producing
a retained (GBH, 72% yield) and an eluted (GBE, 28.0% vyield) fraction. GBH (29.1%
O-sulfate groups) has a molecular weight of 2,100 kDa (HPSEC-MALLS-RI) and is
predominantly comprised of a-.-rhamnose (64.0%) with lesser amounts of glucose
(14.5%), xylose (14.7%) and galactose (6.7%). In addition, GBH contains uronic
acids (9.1%). Identification of uronic acids following carboxy-reduction of GBH and
GC-MS analysis in the form of alditol acetates showed the presence of glucuronic
and galacturonic acids (3.2% and 3.7%, respectively). Chemical and spectroscopic
analyses carried out in the sulfated heterorhamnan GBH revealed the presence of 3-
linked rhamnose units, which are partially substituted by sulfate groups in C-4, C-2
and/or both C-2 and C-4 carbon atoms. Sulfate-substituted rhamnose units in the
positions 4-, 3- and/or 3,4-disulfate are likewise found in GBH. Moreover, 2,3-
substituted rhamnose units are the branching points of the polymer chain. Uronic
acids are present mainly as 2-, 4- and 2,4-linked units. Mono- and bidimensional
NMR analyses of GBH confirmed the presence of 2,3-disubstituted, 3- and 2-linked
rhamnose units. Integration of the anomeric protons of rhamnose in carboxy-
reduced, desulfated GBH showed a molar ratio of 0.26:1.0:0.51 for 2,3-disubstituted,
3- and 2-linked units, respectively. Controlled Smith degradation of GBH yielded a
chemically-modified heterorhamnan (GBH-S) with high amounts of sulfate (38.2%)
and rhamnose (78.2%). Sulfated heterorhamnans GB, GBH and GBH-S showed
marked antivasculogenic activity in the yolk sac membrane of chicken embryos, and
the modified heterorhamnan (GBH-S) was the sample with highest activity. At the
dose of 320 pg, GBH-S caused complete inhibition of vascularization, whereas GB
and GBH inhibited 94.2 and 86.9% at the same dose, respectively. In the
antiangiogenic assay in the chorioallantoic membrane of these embryos, doses of
480 and 320 pg of fractions GB and GBH-S inhibited 100% of vascularization.
Fractions GBH and GBH-S (500 pg.mL™) decreased significantly the viability of brain
tumor cells (human glioma, lineage U87MG) after 48 hours, in 54.9 and 69%,
respectively. In addition, these polysaccharides showed in vitro anticoagulant activity
in the TTPA, TT and TP assays, as well as antiviral activity against herpes simplex
virus (HSV) types 1 and 2. Hence, sulfated heterorhamnans produced by G.
brasiliensis have potential use in biomedical sciences as antiangiogenic, antitumor,
anticoagulant and antiviral agents.

Key words: G. brasiliensis, sulfated rhamnan, antiangiogenic activity
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1. INTRODUCAO

Decorrente da grande diversidade estrutural, os carboidratos atuam como
importantes codificadores de informacgdes tanto a nivel fisiolégico como patoldgico
tais como, infeccbes virais e bacterianas, crescimento tumoral, metastase,
inflamac&o entre outros.

As algas marinhas sdo uma excelente fonte de polissacarideos sulfatados
com estruturas quimicas particulares onde a grande maioria das espécies da
biodiversidade nacional nédo foi investigada em termos da sua diversidade quimica.
Alguns polissacarideos sulfatados de algas marinhas apresentam atividades
biologicas com potencial aplicacdo farmacoldgica, tais como, atividades
antitrombdtica, antiangiogénica, antitumoral, antiviral, anti-inflamatéria, acé&o
antilipidémica entre outras atividades.

Deste modo, considerando a crescente necessidade mundial de novas drogas
com acao terapéutica, muitos dos polissacarideos e/ou oligossacarideos isolados de
algas marinhas e caracterizados quimicamente, podem representar uma fonte de
moléculas a serem exploradas como novas drogas para o desenvolvimento de
agentes com efetiva aplicacao farmacolégica.

Considerando que poucas espeécies de algas verdes, inclusive do Brasil
tiveram a estrutura de seus polissacarideos determinada e que esta biomassa
representa uma fonte de novas moléculas, o grupo de pesquisa do laboratério de
glicobiologia estrutural de algas marinhas (GLICAM) da UFPR tem analisado a
estrutura quimica de algumas espécies de algas verdes e avaliado seu potencial
como moléculas bioativas.

Andlises estruturais dos polissacarideos de algas verdes tém demonstrado
que estes polimeros séo estruturalmente diversos dos produzidos pelas algas
vermelhas ou pardas. Além disto, as algas verdes representam uma biomassa
pouco explorada quando comparada as das algas vermelhas (produtoras de
carragenanas e agaranas), ou das algas pardas (produtoras de alginatos) os quais
séo produtos comerciais amplamente utilizados em diferentes setores da industria.

Os diferentes tipos de propriedades biologicas apresentadas por
polissacarideos sulfatados estdo associadas ao tipo de unidade monossacaridica

que constitui o polimero, ao posicionamento e teor dos grupos substituintes, de
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maneira particular aos grupos sulfato, e massa molar. Estes fatores s&o
responsaveis pela conformagdo da molécula e, portanto, relacionados diretamente
com a atividade biolégica em estudo. Deste modo a andlise da estrutura quimica de
polissacarideos é de fundamental importancia para que se possa correlacionar
dados estruturais com os resultados de atividade biologica. Este conhecimento abre
perspectivas de projecdo de compostos com maior atividade onde modificagbes
quimicas no polimero ou nos seus produtos de degradacdo parcial podem gerar
moléculas com potencial aplicagdo farmacoldgica.

Deste modo, o presente trabalho da continuidade aos estudos com
polissacarideos sulfatados de macroalgas verdes marinhas enfocando o estudo de
uma nova espécie de alga Gayralia brasiliensis, a qual foi recentemente descrita.
Estes estudos objetivam a analise estrutural dos polissacarideos sulfatados
produzidos por G. brasiliensis (CAPITULO 1), bem como a avaliagdo da potencial
aplicacdo biotecnolégica destes polissacarideos e de seus produtos modificados
quimicamente como compostos antivasculogénico/antiangiogénicos, antitumorais,

anticoagulantes e antivirais (CAPITULO ).
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CAPITULO | — CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS
OBTIDOS DA MACROALGA VERDE MARINHA Gayralia brasiliensis

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente Capitulo deste trabalho tem por objetivo geral caracterizar a
estrutura quimica de polissacarideos sulfatados obtidos da macroalga verde marinha

Gayralia brasiliensis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extrair os polissacarideos solliveis em meio aquoso a 25 °C e a 80 °C;

- Purificar os polissacarideos sollveis obtidos por extragdo aquosa;

- Determinar a estrutura quimica da fragdo polissacaridica purificada por métodos
quimicos (hidrélise total, carboxi-redugdo, dessulfatacdo solvolitica, analise de

metilacéo);

- Determinar a estrutura quimica da fragdo polissacaridica purificada por métodos
espectroscopicos  (ressonancia  magnética nuclear monodimensional e

bidimensional);

- Obter fracdbes de menor massa molar da fragdo purificada por degradagéo

Controlada de Smith para estudos estruturais e de atividade bioldgica (CAPITULO

11).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ALGAS MARINHAS

Algae é definido por uma popula¢éo ndo homogénea de organismos marinhos
e as algas marinhas pertencem a este grupo sendo subdividido em trés reinos:
Reino Plantae, Reino Monera ou Bactéria e Reino Protista. As algas azuis ou
cianoficeas, procariontes, organismos unicelulares e autotrofos constituem o Reino
Monera. Estes organismos foram 0s primeiros seres vivos a aparecerem no planeta,
se caracterizam por seu habitat em ambientes Umidos e sobrevivéncia onde ha
escassez de nutrientes (CARVALHO; ROQUE, 2000; VIDOTTI; ROLLEMBERG,
2004). Esses organismos podem ser encontrados em oceanos, aguas doces, solos,
rochas e superficie de outros vegetais como simbiontes (VIDOTTI; ROLLEMBERG,
2004).

Distintamente do Reino Monera, 0s organismos pertencentes ao Reino
Protista sdo eucariontes, unicelulares e pluricelulares (de organizacdo simples),
heter6trofos ou autétrofos. As algas que pertencem a este Reino s@o constituidas
por pigmentos, a exemplo da clorofila, caroteno e xantofilas. Devido a presenca
destes pigmentos, estas algas sdo capazes de realizar a fotossintese (VIDOTTI;
ROLLEMBERG, 2004).

O Reino Plantae se caracteriza por englobar os organismos eucariontes,
pluricelulares e autétrofos. As algas marinhas dos filos Rhodophyta, Phaeophyta e
Chlorophyta séo integrantes deste reino. O filo Phaeophyta é composto pelas algas
pardas que sao organismos pluricelulares encontrados somente em ambientes
marinhos e o filo Rhodophyta é constituido pelas algas vermelhas, que contém o
pigmento ficoeritrina no interior das suas células, responsavel pela sua colora¢do
avermelhada. O filo Chlorophyta compreende a maioria das algas verdes, as quais
podem ser encontradas em ambientes Umidos, &gua doce e em oceanos
(CARVALHO; ROQUE, 2000; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).
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3.1.1. Algas verdes

As algas verdes sdo encontradas em ambientes aquéticos, como nos
oceanos e em aguas doces. Podem ser encontradas também em solos Umidos ou
troncos de vegetais e até sobre a neve. Alguns tipos de liquens também séo
formados pela associagcdo de algas verdes e fungos (VIDOTTI; ROLLEMBERG,
2004). Através da fotossintese, as algas verdes, também chamadas de cloroficeas,
sdo os principais produtores de oxigénio molecular disponivel no planeta (LEWIS;
McCOURT, 2004; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

Tanto as espécies macroscépicas quanto as microscopicas de algas verdes
possuem cloroplastos, que sdo constituidos por duas membranas contendo os dois
tipos de clorofilas A e B, o que caracteriza a coloragdo esverdeada destes
organismos. Outros pigmentos acessorios sdo sintetizados por estas algas, como o
betacaroteno e as xantofilas e o amido é a principal substéncia de reserva nas
células de algas. Por possuirem o mesmo tipo de clorofila das plantas terrestres, as
algas séo consideradas ancestrais dos vegetais terrestres (LEWIS; McCOURT,
2004; VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004).

Através da evolugdo, duas grandes linhagens Chlorophyta e Charophyta
deram origem as algas verdes. A maioria das algas verdes descritas e denominadas
tradicionalmente de algas verdes pertence ao filo Chlorophyta. Esse filo é
subdividido em trés classes: Chlorophyceae, Pleurastrophyceae e Ulvophyceae.
Algas verdes terrestres que evoluiram das algas aquaticas e uma grande variedade
de algas verdes pertencem ao filo Charophyta (LEWIS; McCOURT, 2004).

A macroalga verde marinha Gayralia brasiliensis, utilizada neste trabalho,
pertence a classe Ulvophyceae (Chlorophyta). As algas verdes marinhas mais
conhecidas sédo a Ulva (alface-do-mar), Codium, Caulerpa, Acetabularia e alguns
géneros de &gua doce como Pithophora, Cladophora e Rhizoclonium (LEWIS;
McCOURT, 2004).

As macroalgas verdes sdo amplamentes distribuidas na natureza. No Brasil,
elas podem ser encontradas ao longo da costa brasileira. Uma grande concentragéo
de diferentes espécies de algas verdes habitam a costa nordeste do pais e os

costdes rochosos do Espirito Santo e Santa Catarina. No entanto, algumas espécies
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sdo encontradas nas praias arenosas dos estados de Sdo Paulo e do Parana
(OLIVEIRA et al., 1999).

As algas desempenham diversas fun¢des no ecossistema aquético, como a
producdo de biomassa, atuam na mineraliza¢@o e no ciclo dos elementos quimicos,
além de produzirem oxigénio que € utilizado pelos organismos aquaticos. Estas
algas também servem de alimento para diferentes espécies de organismos
aquéticos e para seres humanos (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). Os povos
orientais utilizam as macroalgas verdes como fonte de alimentos h& milénios. Este
interesse é devido aos altos indices de fibras dietéticas, acidos graxos poli-
insaturados, minerais e vitaminas (ITO; HORI, 1989; ZUBIA et al., 2009).

As algas marinhas também sdo empregadas na indastria alimenticia por
possuirem propriedades espessantes, gelatinizantes e estabilizantes. Estas
propriedades s@o devido & presenca de polissacarideos na parede celular destas
algas. Estes polissacarideos também tém sido investigados quanto as suas
atividades biolégicas (DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004; YUANA et al.,
2006; RODRIGUES et al., 2009; CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011;
COSTA et al., 2010; CARVALHO, 2013).

3.2. GENERO Gayralia

Gayralia € um género de macroalgas verdes marinhas monostrométicas. S&o
amplamente distribuidas em regifes marinhas de clima temperado a clima tropical
(LELIAERT et al., 2012). Polissacarideos sulfatados com propriedades antivirais e
antitumorais foram recentemente isolados da espécie Gayralia oxysperma
(CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011; CARVALHO, 2013). No entanto, a
taxonomia, a biologia, a filogenia e a biogeografia deste género permanecem, em
grande parte, escassas. A taxonomia sofreu varias mudancas de nomenclatura
desde 1960, a exemplo da espécie G. oxysperma, que tem sido erroneamente
identificada como Ulvaria oxysperma (Kutzing) Blinding ou Monostroma oxyspermum
(Kiitzing) Doty (GAYRAL, 1965, BLIDING, 1968, VINOGRADOVA, 1969).

A alga G. oxysperma tem sido colhida esporadicamente durante as Ultimas

décadas por moradores locais e vendidas com a finalidade de alimentag&o. No
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entanto, sua producdo é limitada no meio ambiente. Devido a esse fato,
pesquisadores estudaram as melhores condigbes de cultivo das espécies de
Gayralia. Neste estudo, foi elaborada uma nova técnica de cultivo através de redes
suspensas. Através desta técnica, a producdo poderia se tornar uma fonte de renda
sustentavel durante o ano todo aos moradores da regido costeira do Parana.
(PELLIZZARI; OLIVEIRA; YOKOYA, 2004; PELLIZZARI et al., 2007.

A espécie utilizada no presente trabalho, Gayralia brasiliensis, antes
referenciada como Monostroma sp. (NASATTO, 2012), se difere de G. oxysperma
em seu habitat na zona intertidal das costas brasileiras. Enquanto G. brasiliensis
pode ser encontrada ao longo da costa brasileira, o habitat de G. oxysperma se
limita as costas da regido sul (Parand e Santa Catarina) e sudeste (Sdo Paulo).
Macroscopicamente as duas algas sao muito similares, portanto algumas
ferramentas taxondmicas como, por exemplo, a analise molecular é necessaria para
diferir as duas espécies (PELIZZARI et al., 2013).

Estudos pioneiros a respeito da estrutura quimica dos polissacarideos de G.
oxysperma foram realizados por pesquisadores do grupo de Quimica de
Carboidratos da UFPR. Cassolato e colaboradores (2008) determinaram a estrutura
quimica fina dos polissacarideos que compdem a macroalga verde e avaliaram sua
atividade antiviral. Em 2011, Ropelatto iniciou os estudos de atividade antitumoral
dos polissacarideos sulfatados de G. oxysperma com linhagens de células tumorais
de glioma humano (U373MG e U87MG). E mais recentemente, Carvalho (2013) deu
continuidade a essa pesquisa, utilizando as mesmas linhagens de células tumorais,
avaliando o mecanismo de agao dos produtos de menor massa molar, obtidos por
degradagédo controlada de Smith, a partir dos polissacarideos sulfatados.

G. brasiliensis é uma nova espécie, recentemente descrita por Pellizzari e
colaboradores (2013), onde pela primeira vez no presente trabalho, estudos da
estrutura quimica e de atividade biolégica dos polissacarideos obtidos desta espécie
foram realizados.

As algas da espécie G. brasiliensis obtidas para os estudos neste trabalho
foram coletadas na baia de Paranagua, municipio de Paranagua-PR, sendo
identificadas e cedidas pela Dra. Franciane M. Pellizzari (Departamento de Ciéncias

Biologicas - Faculdade Estadual de Filosofia, Ciéncias e Letras de Paranagua).



30

3.3. POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE MACROALGAS MARINHAS

3.3.1. Distribuic&o dos polissacarideos sulfatados na natureza

Organismos animais (vertebrados e invertebrados) sintetizam polissacarideos
sulfatados (CASSARO; DIETRICH, 1977; MOURAO; PEREIRA, 1999; MOURAO,
2004; DREYFUSS et al., 2009). No entanto, os vegetais (algas e angiospermas
marinhas) também sdo capazes de produzir polissacarideos sulfatados naturalmente
(AQUINO et al., 2005; CASSOLATO et al., 2008; LI et al., 2012; FERREIRA et al.,
2012). Neste sentido, tém despertado grande interesse nestes polissacarideos
sulfatados obtidos de fonte ndo animal como agentes farmacoldgicos naturais em
diversas doencas (ROPELATTO et al., 2011; DIAS et al., 2008; LI et al., 2012).

Os polissacarideos sulfatados obtidos de fontes animais estdo presentes
como proteoglicanos, compondo a matriz extracelular e a superficie celular. As
proteoglicanas sdo constituidas por cadeias de glicosaminoglicanas que estéo
ligadas covalentemente a uma proteina central (DREYFUSS et al., 2009). Estas
glicosaminoglicanas sdo compostas por unidades de dissacarideos repetitivos,
constituidos de hexosaminas e por &cido urbnico (&cido glucurdnico ou &cido
idurénico) ou galactose (no queratam sulfato), além de possuirem grupos sulfato em
diversas posigcbes. Os mais comuns sdo o0s galactosaminoglicanos (condroitina-
sulfato e dermatam sulfato) e os glucosaminoglicanos (heparam sulfato, heparina e
sulfato de queratina) (KJELLEN; LINDAHL, 1991).

Uma justificativa para a presenca de polissacarideos sulfatados em
organismos vegetais, como as algas marinhas é que, nos primordios da vida nos
oceanos, 0s organismos marinhos precisaram se adaptar as grandes concentracdes
de sais presentes no meio. Deste modo, desenvolveram mecanismos para utilizagéo
dos nutrientes disponiveis, onde altas concentracdes de ions neste ambiente
(cloreto, brometo, sulfato, e iodeto) resultaram na presenga de compostos altamente
sulfatados e halogenados nas algas marinhas. Assim € observado um acumulo de
anions sulfato nos organismos que vivem em ambientes com altas concentragdes de
ions (CARVALHO; ROQUE, 2000).
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Organismos evolutivamente distantes presentes em diferentes ambientes
marinhos sintetizam polissacarideos com caracteristicas estruturais semelhantes,
principalmente as fucanas e as galactanas sulfatadas. Estes estudos sugerem que a
ocorréncia de polissacarideos sulfatados em organismos marinhos seja de fato, uma
adaptacdo de sobrevivéncia ao meio. Gramineas marinhas pertencem a um grupo
de angiospermas que desenvolveram a capacidade de adaptacdo ao ambiente
ocedanico. Este grupo sintetiza altas quantidades de polissacarideos sulfatados em
contraste com as espécies de habitat terrestre e de dgua doce (AQUINO et al.,
2005).

Os polissacarideos sulfatados produzidos pelas algas marinhas vermelhas
(Rhodophyta) séo encontrados como galactanas sulfatadas, mais conhecidas como
agaranas e carragenanas. Estudos revelaram que a cadeia principal deste
polissacarideo € constituida por unidades de galactose ligadas alternadamente por
ligagdes do tipo a-(1—-3) e B-(1—4). Nestas cadeias, as unidades B-ligadas
pertencem & série D- e as unidades a-ligadas podem se apresentar a série D- ou L-
galactose, ocorrendo parcialmente como 3,6-anidrogalactose. A principal diferenca
entre as galactanas é pela presenca de outros grupos substituintes e pela
concentracdo de grupos sulfato. Estas galactanas formam a matriz maleavel que
constitui a estrutura fibrosa da parede celular destas algas (SHANMUGAM; MODY,
2000; CARVALHO; ROQUE, 2000; DUARTE et al., 2002; AQUINO et al., 2005;
FERREIRA et al., 2012).

Nas algas pardas (Phaeophyta) os polissacarideos estdo presentes na forma
de fucanas. Estes sdo heteropolissacarideos sulfatados e compostos
majoritariamente por fucose, acido glucurénico e xilose. Em algumas espécies de
algas pardas também se observa a presenca de galactose e manose. Os compostos
denominados de fucoidan, fucoidanas e sargago também estdo inseridos neste
grupo. As fucanas compdem a matriz da parede celular deste filo (PAINTER, 1983;
SHANMUGAM; MODY, 2000; CARVALHO; ROQUE, 2000; DUARTE et al., 2001a;
AQUINO et al., 2005; FERREIRA, 2012).

Heteropolissacarideos sulfatados como glucuronoxiloramnanas,
glucuronoxiloramnogalactanas e xiloarabinogalactanas estdo presentes nas algas
verdes (Chlorophyta) e comp6em a matriz da parede celular destas algas.
Polissacarideos sulfatados de algas verdes que se encontram ligados

covalentemente a proteinas séo classificados como proteoglicanas (PAINTER, 1983;



32

SHANMUGAM; MODY, 2000; AQUINO et al., 2005). Algumas espécies de
macroalgas verdes marinhas produzem polissacarideos constituidos principalmente
por unidade de ramnose, sendo chamados de ramnanas (CASSOLATO et al., 2008;
Ll etal., 2012).

3.3.2. Composicdo quimica e estrutura dos polissacarideos presentes no

género Gayralia

Como os relatos sobre os polissacarideos do género Gayralia se limitam aos
trabalhos realizados pelo grupo do laboratério Glicam do Departamento de
Bioguimica e Biologia molecular da UFPR, este item enfocara principalmente as
pesquisas realizadas por Cassolato e colaboradores (2008), Ropelatto (2011) e
Carvalho (2013) com a macroalga verde G. oxysperma.

Nos trabalhos de Cassolato e colaboradoes (2008) e Ropelatto (2011) os
polissacarideos sintetizados por G. oxysperma foram obtidos através de extracdes
aquosas a frio (25 °C) e a quente (80 °C) gerando fracdes polissacaridicas brutas. A
extracdo a 80 °C resulta em um maior rendimento em relacdo a extragéo a frio (25
°C). As fragdes brutas obtidas por extracdo a 80 °C foram constituidas
majoritariamente por unidades de ramnose (56,0 — 88,6 mol%), apresentando
menores concentragdes de outros monossacarideos como a xilose (3,9 — 10,4
mol%), arabinose (3,0 — 10,1 mol%), glucose (2,8 — 21,0 mol%), galactose (2,1 — 6,2
mol%) e manose (1,2 — 2,5 mol%). Estes polissacarideos séo altamente sulfatados
(21,2 — 30,9%) o que estd de acordo com outras espécies de algas verdes, a
exemplo das algas da ordem Ulvales, que apresentam grau de sulfatagéao entre 6,0 e
28,0%. Adicionalmente, foi detectada a presenca de &cidos urénicos (12,2 — 17,0%)
nestes polissacarideos, que correspondem aos &cidos glucurdnico e galacturdnico.

A fracdo polissacaridica de maior rendimento obtida a 80 °C, foi submetida ao
processo de ultrafiltragdo em membrana (limite de excluséo de 300 kDa) onde se
obteve uma fragédo retida e outra eluida. A fragdo retida na membrana apresentou-se
homogénea em relagdo & massa molar, estimada em 1519 kDa. Esta fracao
homogénea foi selecionada para os estudos de estrutura quimica dos seus

polissacarideos. Andlises quimicas e espectroscopicas demonstraram que a fracao
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homogénea correspondia a uma heteroramnana ramificada e altamente sulfatada
(~28%). Este polissacarideo continha unidades de a-L-ramnose 2,3-dissubstituidas,
2- e 3-ligadas na proporgcdo de aproximadamente 1:1:3, as quais se encontravam
53,0, 54,0 e 29,0% sulfatadas em C-4. Grupos sulfato também encontravam-se nos
carbonos C-2 (38,0%), C-2 e C-4 (14,0%) das unidades de ramnose 3-ligadas e nas
unidades 2-ligadas, nos carbonos C-3 e C-4 (22,0%). Sulfatos em C-2 (80,0%) dos
acidos urbnicos também foram detectados. Verificou-se assim, que a heteroramnana
apresentava um ponto de ramificagdo a cada cinco unidades de ramnose na cadeia
principal (CASSOLATO et al., 2008).

Em resumo, a Figura 1 apresenta as principais unidades de ramnose que
constituem a heteroramnana sulfatada obtida de G. oxysperma.

R,0
o
8]
R.O
R:i=R:=H (6,2%) Ri= Cadeias laterais (13,5%) Rs=Res=H (3,6%)
Ry = Rz= 505 (5,0%) Rs=H (6,3%) ou SO5 (7,2%) Rs = Rg=3505(3,3%)
1= H; Rz= 504 (10,3%) Rs=H: Rg= S05 (8,1%)

R, =505 Ra=H (13,5%)

MOTA: % = mol%. Cadeias laterais contém como terminais n&o redutores: GlcpA 2-sulfato (5 mol%)
ou GalpA 2-sulfato (~4 mol%) ou Xilp (5 mol¥sa).

FIGURA 1 - PRINCIPAIS UNIDADES DE RAMNOSE PRESENTES NA
HETERORAMNANA SULFATADA DE G. oxysperma.

FONTE: CASSOLATO (2008).
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3.3.3. Produtos de degradacédo controlada de Smith obtidos de polissacarideos

sulfatados de Gayralia

Metodologias que promovem a reducdo da massa molar dos polissacarideos
acidos produzidos pelas cloréfitas séo utilizadas para facilitar os estudos estruturais
destes polimeros. O método de degradagéo controlada de Smith, utilizado em nosso
grupo de pesquisa (GLICAM), é uma ferramenta importante que facilita o estudo
estrutural de tais compostos tdo complexos (LAHAYE; BRUNEL; HAYAKAWA, 2000;
RAY, 2006; ROPELATTO, 2011).

O método de degradacdo controlada de Smith baseia-se na oxidagdo dos
polissacarideos que possuam hidroxilas vicinais através do ion periodato, onde
ocorre a clivagem especifica de ligagbes entre os carbonos. Neste meétodo, a
hidrolise acida leve permite que as unidades resistentes ao ion periodato
permanecam intactas. Isto ocorre porque os derivados alcodlicos, por serem acetais
verdadeiros sao mais sensiveis aos acidos, enquanto nestas condi¢cées de hidrélise,
as ligagBes glicosidicas sdo mais resistentes (CORREA, 1971).

Com o objetivo de se obter mais informagfes sobre a estrutura quimica dos
polissacarideos sulfatados obtidos de G. oxysperma, Cassolato e colaboradores
(2008) submeteram fracdes polissacaridicas purificadas a degradacao controlada de
Smith e obtiveram os produtos degradados de Smith. FragBes polissacaridicas
nativas também foram submetidas ao mesmo método por Ropelatto (2011) e
Carvalho (2013).

Os produtos de degradacdo controlada de Smith, em relacdo a fragdo de
origem, apresentaram aumento significativo nos teores de ramnose (64,1 — 91,4
mol%), diminuigédo dos teores de xilose (13,5 — 3,0 mol%), de glucose (18,8 — 5,6
mol%) e galactose (3,6 — 0 mol%). Os teores de grupos sulfato ndo sofreram
alteragbes (~26%). Através de analise por HPSEC-MALLS-IR, essa fracdo se
mostrou homogénea e a sua massa molar foi estimada em 109 kDa, portanto, um
decréscimo de ~14 vezes da fragdo polissacaridica de origem (1519 kDa) foi
observado, quando essa fra¢é@o foi submetida ao método de degradagéo controlada
de Smith (CASSOLATO et al., 2008).

Os produtos de degradacédo controlada de Smith, obtidos a partir do extrato

polissacaridico bruto, também apresentaram um aumento no grau de sulfatagdo da



35

molécula (25,7 — 34,3%) e também nos teores de ramnose (75,0 — 88,8 mol%).
Duas fragbes homogéneas foram obtidas a partir dos produtos de degradagéo
controlada de Smith, através de cromatografia de troca ibnica. As massas molares
dessas fragbes foram de 109,3 e de 251 kDa. Nos ensaios de citotoxicidade contra
células tumorais de glioma humano, a fragdo de maior massa molar, com maior grau
de sulfatagdo e com maior concentragdo de unidades de ramnose dissulfatadas, foi
mais efetiva que a fracdo de massa molar 109,3 kDa (ROPELATTO, 2011).

A fragdo homogénea de maior massa molar (251 kDa) foi altamente sulfatada
(41%) e composta majoritariamente por unidades de ramnose 3-ligadas 4-sulfatadas
e ramnose 2-ligadas 3,4-sulfatadas. A fracdo de menor massa molar foi constituida
qualitativamente pelos mesmos tipos de unidades de ramnose sulfatadas presentes
na fracdo de massa molar de 251 kDa, no entanto, apresentou um teor
significativamente menor de unidades de ramnose 2-ligadas 3,4-sulfatadas e teores
menos expressivos em termos de ramnose 3-ligadas 4-sulfatadas (ROPELATTO,
2011).

A degradacao controlada de Smith € utilizada, basicamente, com o objetivo de
se obter mais informagdes sobre a estrutura quimica dos polissacarideos sulfatados
de estrutura complexa. No entanto, visto que os polissacarideos apos serem
submetidos a esta técnica apresentam caracteristicas estruturais diferenciadas,
como por exemplo, maiores teores de grupos sulfato e diminuicdo da massa molar,
os produtos de degradacgéo controlada de Smith podem ser moléculas promissoras
nos estudos de bioatividade.

Neste sentido, o presente trabalho descreve as caracteristicas quimicas dos
polissacarideos obtidos de G. brasiliensis, bem como os produtos de degradacao
controlada de Smith (CAPITULO 1) e a atividade biologica dessas moléculas
(CAPITULO 1I).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ESPECIE G. brasiliensis E SEU POSICIONAMENTO SISTEMATICO

O aspecto geral da alga estudada neste trabalho esta apresentado na Figura
2 e a classificagao pertence a:

Super-Reino: Eucariota
Reino: Plantae
Sub-reino: Viridaeplantae
Filo: Chlorophyta

Classe: Ulvophyceae
Ordem: Ulvales

Familia: Gayraliaceae
Género: Gayralia

Espécie: Gayralia brasiliensis nov. Pellizzari, M.C. Oliveira et N.S. Yokoya.

FIGURA 2 — ASPECTO GERAL DA CLOROFITA G. brasiliensis.

FONTE: PELLIZZARI et al., 2013.

A excicata da espécie G. brasiliensis foi depositada no herbario do

Departamento de Ciéncias Biologicas - Faculdade Estadual de Filosofia, Ciéncias e
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Letras de Paranagud, sob o nimero SPF56198 (11 Agosto de 2006; Franciane M.

Pellizzari).

4.2. COLETA E PROCESSAMENTO

Os exemplares de G. brasiliensis obtidas foram coletadas na baia de
Paranagua, municipio de Paranagua-PR, sendo identificadas e cedidas por
Franciane M. Pellizzari (Departamento de Ciéncias Bioldgicas - Faculdade Estadual
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Paranagud).

A alga verde G. brasiliensis foi inicialmenente lavada em 4gua doce, seca em
estufa a 25 — 30 °C e moida em moinho de faca (Wiley Mill). Apés esta etapa, a alga

foi submetida ao processo de extragéo aquosa como descrito a seguir.

4.3. EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS DA ALGA G. brasiliensis

A alga seca e moida foi inicialmente submetida & extracdo aquosa (5% m/v)
sob agitacdo mecanica, em temperatura de 25 °C por 4 horas, sendo este processo
realizado por duas vezes. AplOs cada etapa, o0s extratos aquosos foram
centrifugados a 7.700 x g por 20 minutos e concentrados em rotaevaporador sob
pressao reduzida. Aos sobrenadantes adicionou-se etanol (3:1 v/v) para precipitacéo
dos polissacarideos. Os precipitados foram separados por centrifugagéo, reunidos e
ressolubilizados em &gua, dialisados contra agua destilada e liofilizados. As fracdes
brutas obtidas foram denominadas Gbl e Gb2 (G. brasiliensis), correspondendo a
primeira e a segunda extragdes aquosas a 25 °C, respectivamente.

Os precipitados das algas foram sequencialmente submetidos a extrages
aquosas a 80 °C (5% mlv), em banho-maria, sob agitagdo mecanica, durante 4
horas (4 vezes). Apés cada etapa, os extratos aquosos foram centrifugados a 7.700
X g por 20 minutos, submetidos & reducdo de volume (em rotaevaporador),
precipitados com etanol (3:1 v/v) e centrifugados. Os polissacarideos precipitados

foram ressolubilizados em &gua, dialisados contra agua destilada e liofilizados,



38

originando as fragdes brutas Gb3, Gb4, Gb5 e Gb6 (G. brasiliensis), correspondendo
a primeira, segunda, terceira e quarta extragdes a 80 °C, respectivamente. Os

residuos das algas foram guardados em congelador.

4.4. ULTRAFILTRACAO EM MEMBRANA

As fragOes obtidas por extracdo a 80 °C (Gb3, Gb4, Gb5 e Gb6) foram
reunidas e essa frag@o foi nomeada GB. Para o fracionamento dos polissacarideos
sulfatados presentes na fragdo bruta GB, realizou-se ultrafiltragdo em membrana de
celulose regenerada ou polietersulfona com limite de exclusdo de 100 kDa, 300 kDa
e 500 kDa (Millipore). As ultrafiltragdes foram realizadas por um sistema de filtragéo
modelo 16249, SARTORIUS, acoplado a um cilindro de ar comprimido.

Neste método os polissacarideos da fracdo GB foram solubilizados em agua,
em uma concentracdo de 0,1 g%, e submetidos a filtracdo em cilindro, sob presséo,
sendo obtido um material retido (acréscimo da letra “H”) na membrana e um material

eluido (acréscimo da letra “E”).

4.5. METODOS ANALITICOS GERAIS

45.1. Carboidratos totais

Os carboidratos totais foram quantificados através do método fenol-acido
sulfdrico (DUBOIS et al., 1956). Como padréo utilizou-se a ramnose (solu¢do de 100
ug.mL™) e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de

onda de 480 nm (linearidade entre 10 — 50 ug de agucar).



39

4.5.2. Proteinas totais

O método de Lowry e colaboradores (1951) foi aplicado para dosagem das
proteinas totais utilizando-se o reativo de Folin-Ciocalteau. O padréo utilizado foi
solucdo de BSA (albumina de soro bovino) na concentracdo de 1 mg.mL™. As
leituras foram realizadas em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 660 nm

(linearidade entre 5 — 100 pg de proteina).

4.5.3. Grupos sulfato

Os teores de grupos sulfato foram determinados utilizando como reagente a
mistura gelatina-bario (DODGSON e PRICE, 1962). Inicialmente foi realizada a
hidrdlise total dos polissacarideos com HCI 1M por 5 horas na temperatura de 105
°C que ocasiona a liberagdo dos grupamentos sulfato. O sulfato em contato com o
ion bério (solugdo como BaCl,) forma um composto insolivel, o BaSO,. Este
composto se mantém em suspenséo devido a presenca da gelatina (Oxoid) o que
deixa a solugdo com aspecto de turbidez, sendo medida em espectrofotdbmetro. O
padréo utilizado foi uma solugéo de sulfato de sédio, na concentracdo de 100 pg.mL’
1

, € as leituras foram realizadas no comprimento de onda de 360 nm (linearidade

entre 20 — 200 ug de sulfato).

4.5.4. Acidos urdnicos

Os acidos urdnicos foram dosados através do método descrito por Filisetti-
Cozzi e Carpita (1991), utilizando o m-hidroxibifenila. Glucoronato de sédio na
concentracdo de 100 pg.mL™ foi utilizado como padrdo. O método apresenta. As
leituras foram realizadas em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 525 nm

(linearidade entre 1 — 38 ug de acidos urbnicos).
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455. Polarimetria

A rotacdo optica especifica ([a]p™) foi determinada com as amostras na
concentracdo de 0,2 g% em &gua na temperatura de 25 °C. Foram utilizadas
cubetas de 10 cm de comprimento em polarimetro (RUDOLPH RESEARCH) no

comprimento de onda de 589,3 nm.

4.6. METODOS HIDROLITICOS

4.6.1. Hidrolise acida total para composi¢cdo monossacaridica

Os polissacarideos (~1 mg) da macroalga G. brasiliensis foram hidrolisados
com TFA 1 M por 4 horas a 100 °C. Os monossacarideos hidrolisados foram
reduzidos com NaBH, por 15 horas a temperatura ambiente. Apds, foram
neutralizados com &cido acético (1:1 v/v) sendo seu excesso transformado em acido
bérico. Para remoc¢ao do acido bérico, as amostras foram co-destiladas com metanol
(3 x), onde este &cido se encontrava na forma de borato de metila. Para acetilagcio
dos alditdis foi utilizado 1 mL de anidrido acético (120 °C por 1 hora). Os acetatos de

alditois foram analisados por CG-EM.

4.7. MODIFICACOES QUIMICAS DOS POLISSACARIDEOS

4.7.1. Carboxi-reducgéo

A metodologia de carboxi-reducéo foi realizada com a fracdo GBH. Neste
método, os acidos urdnicos que constituem a cadeia polissacaridica sdo convertidos

em ésteres pela carbodiimida [1-ciclohexil-3-(2-morfolinoetil) carbodiimida] (CMC).
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Desta forma, sdo reduzidos com NaBH, ou NaBD, a seu respectivo aglcar neutro
(Ex: &cido glucurénico — glucose).

A fracdo polissacaridica foi solubilizada em tamp&o MES 0,2 M (pH 4,75) e
entdo a CMC ¢é adicionada vagarosamente na propor¢do de 1,0 mM de
carbodiimida:50 pyEq de carboxila. Esta solugdo foi agitada por 1 hora e o pH
ajustado para 7,0 através do tampdo TRIS 2,0 M, entédo adicionou-se o0 NaBD, até a
obter uma solucdo 2M. Apds esta etapa, a solugéo foi mantida a 30 °C por 12 horas
e neutralizada com acido acético (1:1 v/v), dialisada contra 4gua destilada e 4gua
miliQ em membrana de limite de excluséo de 6 — 8 kDa e liofilizada. Para
identificacdo da fragdo carboxi-reduzida, foi adicionada a letra “-R” (carboxi-

reduzido) ao nome original.

4.7.2. Dessulfatagao por tratamento solvolitico da fracdo carboxi-reduzida

A dessulfatacdo da fragdo carboxi-reduzida (200 mg) foi realizada com os
polissacarideos na forma de sal de piridinio, onde a fracdo polissacaridica foi
solubilizada em &agua destilada (30 mg.mL™), sendo posteriormente adicionada a
resina catiénica (DOWEX 50x8) na forma protonada (H") sob agitacdo por 30
minutos. O pH do sobrenadante foi medido (1,0 — 2,0). A separagao da resina foi
realizada por filtracdo e os filtrados foram neutralizados com piridina até pH 7,0 e
entdo liofilizados (NAGASAWA; INOUE; TOKUYASU, 1979).

Os polissacarideos na forma de sal de piridinio foram submetidos ao processo
de solvolise. Para este processo, os polissacarideos foram solubilizadas em uma
mistura de dimetilsulféxido:metanol:piridina (propor¢cdo de 89:10:1) (v/v). Esse
processo de solubilizagédo foi realizado respeitando a relacdo de 10 mg de
polissacarideo para 3 mL da mistura (NAGASAWA; INOUE; TOKUYASU, 1979). As
solugdes foram mantidas a 100 °C (estufa) por 4 horas. Apds, a solugdo foi mantida
em temperatura ambiente até resfriamento, dialisada contra &gua destilada e
liofilizada. Apds este procedimento, a fracao dessulfatada foi identificada pela adicao

da letra “D” (dessulfatado) ao nome original da mesma.
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4.7.3. Degradacéao controlada de Smith

Para degradacdo controlada de Smith, 550 mg da fracdo GBH foram
solubilizados em 300 ml de agua destilada e posteriormente foram adicionados 300
mL da solugdo de m-NalO, 0,1 M (metaperiodato de sédio), onde obteve-se uma
concentracéo final de 0,05 M. Essa solugéo foi mantida a temperatura ambiente por
72 horas, sob agitacdo mecéanica em ambiente escuro. Apds, a solugéo foi tratada
com etilenoglicol (40 mL) para consumir o excesso de m-NalOg, dialisada com agua
destilada em membrana de 6 — 8 kDa para eliminar o sal formado. Entéo, a solugéo
foi concentrada em evaporador rotatério sob pressé@o reduzida. Os polisscarideos
oxidados foram reduzidos com NaBH; por 20 horas a temperatura ambiente,
neutralizados com acido acético, dialisados e liofilizados (GOLDSTEIN et al., 1965).

Os polissacarideos oxidados da fragcdo GBH foram submetidos ao processo
de degradacéo controlada de Smith. Foi realizada a hidrolise acida parcial com TFA
1 M na proporcéao de 10 mg de polissacarideos poe mL de TFA 1M durante 20 horas
a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds este periodo, a amostra foi
neutralizada, dialisada contra dgua destilada (membrana de 6 — 8 kDa) e liofilizada
(FURNEAUX; STEVENSON, 1990). Os produtos de degradacéo controlada de Smith
foram identificados pela adicdo da letra “-S” (Smith) ao nome original da fragéo
(GBH).

4.8. ANALISE DE METILACAO

O processo de metilacdo dos polissacarideos carboxi-reduzidos e
dessulfatados foi realizado a partir da reducdo destes polimeros com NaBH,, sendo
entdo dialisados contra agua destilada por 12 horas para eliminar o excesso de
NaBH,. Apds foram dialisadas contra solugdo de trietilamina (5% m/v) durante 15
horas, para obtencdo dos polissacarideos solaveis no solvente aproético
dimetilsulféxido (DMSO) que compBe o meio reacional da metilacdo. Os
polissacarideos foram recuperados na forma de sal de trietilaménio e liofilizados
(STEVENSON; FURNEAUX, 1991).
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O processo de metilacdo dos polissacarideos na forma de sal de trietilamdnio
foi realizado conforme o método de Ciucanu e Kerek (1984). Inicialmente, os
polissacarideos foram solubilizados em DMSO na propor¢éo de 2 mL para cada 15
mg de polissacarideo. Posteriormente, foi adicionado aproximadamente 30 mg de
NaOH pulverizado sob agitagdo mecéanica vigorosa durante 30 minutos. Passado
este periodo foi adicionado o agente metilante CHsl (iodometano) na proporgéo de
0,2 mL para cada 15 mg de polissacarideo sob agitacdo mecénica vigorosa por mais
30 minutos. Esse processo de adigdo de NaOH e CHGal foi repetido mais duas vezes
completanto o processo de metilagdo. Os polissacarideos foram submetidos a trés
etapas de metilacdo e apos cada etapa, submetidos & didlise contra agua destilada e
liofilizados.

Para a analise dos produtos metilados os polissacarideos (~1 mg) foram
submetidas a hidrélise com é&cido formico 45% durante 16 horas a 100 °C. Em
seguida foram reduzidos com NaBD4 por 12 horas, neutralizados com acido acético
(1:1 v/v), co-destilados com metanol e acetilados com anidrido acético (1 mL) por 12
horas a temperatura ambiente. Os acetatos de alditéis parcialmente metilados foram

analisados por CG-EM ap0s cada etapa de metilag&o.

4.9. METODOS CROMATOGRAFICOS

4.9.1. Cromatografia de troca idnica

Os produtos de degradagéo controlada de Smith (335 mg) foram submetidos
ao fracionamento por cromatografia de troca aniénica em coluna contendo DEAE-
Sephacel na forma CI" (volume 200 mL). A fracdo foi solubilizada em agua destilada
e adicionada a coluna com eluicdo lenta de 4gua para que houvesse completa
interacdo dos polissacarideos com gel. As fracdes polissacaridicas foram eluidas
com agua destilada e posteriormente com concentracdes crescentes (0,5 M; 1 M;
1,5Me 2 M) de NacCl.

O método colorimétrico do fenol-acido sulfirico (DUBOIS et al., 1956) foi

utilizado para monitorar as eluicbes. As subfracdes obtidas apds cromatografia
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foram concentradas em rotaevaporador, dialisadas contra &gua destilada e
liofilizadas.

Para identificagdo das fragBes resultantes, foram adicionados numeros ao
nome original da gragdo. A fragdo eluida com agua destilada foi identificada pela
adicdo do numero “1” e as fragBes eluidas com NaCl foram identificadas a partir da
adicdo do numero “2”, “3”, “4” e “5” em relagdo a concentracdo de NaCl 0,5 M; 1 M;

1,5Me 2 M, respectivamente.

4.9.2. Cromatografia gasosa acoplada a Espectrofotometria de Massa (CG-EM)

As andlises cromatograficas em fase gasosa (CG) acoplada a espectrometria
de massa (EM) foram realizadas em um cromatdgrafo da marca VARIAN 3800. Este
cromatografo € equipado com coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.,
0,25 ym) DB-225 MS (Durabond) e um espectrometro de massa do tipo lon Trap,
marca Varian Saturn 2000R. A temperatura do injetor foi de 250 °C e a temperatura
inicial do forno foi de 50 °C. A temperatura do forno foi aumentata gradualmente, 40
°C por minuto até 220 °C para acetato de alditol (constante por 25 minutos), e
aumentada da mesma forma até 210 °C para alditol acetato parcialmente metilado
(constante por 30 minutos). O gés hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo
de 1,0 mL por minuto. Os espectros de massas foram obtidos por impacto de
elétrons de 70 eV, com m/z (relagdo massal/carga) de 80 a 220 e 50 a 350 (para as
fracdes carboxi-reduzidas com NaBD,). Os cromatogramas foram analisados e
integrados em software Varian MS Workstation. Esse método cromatogréfico foi
utilizado para quantificacao relativa de acetatos de alditdis e acetatos de alditois
parcialmente metilados. Essa quantificagdo foi realizada por meio dos tempos de
retencdo e perfis de fragmentacdo caracteristico, através do impacto de elétrons
(JANSSON et al., 1976). Os perfis de fragmentacéo foram comparados aos padroes
descritos por Sassaki et al. (2005).
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4.9.3. Cromatografia de Gel Permeac¢éo (HPSEC-MALLS)

As analises de homogeneidade e de massa molar ponderal média (Mw) das
fragbes foram conduzidas com solugdes dos polissacarideos (1 mg.mL™) em solucéo
de nitrito de sédio (NaNO3 0,1 M) e azida de sédio (200 ppm) solubilizadas em agua
milliQ. Apds, as solucdes foram filtradas em membranas de acetato de celulose
(MILLIPORE) com limite de exclusdo de 0,22 ym. Foi utilizado um cromatografo de
exclusdo estérica de alta pressdo (HPSEC) WATERS, equipado com detector de
indice de refragdo (IR) diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de
espalhamento de luz em multiangulos (MALLS) WAYTT TECHNOLOGY. Este
detector de espalhamento de luz é composto por 18 detectores dispostos ao redor
da fotocélula em diferentes angulos. Quatro colunas de gel permeagdo WATERS
foram utilizadas, com limites de exclusdo de 7x10°, 4x10°, 8x10* e 5x10° em colunas
Ultrahydrogeltm 2000, 500, 250 e 120, respectivamente. Como eluente foi utilizada
uma solugdo de nitrito de sédio (NaNO3; 0,1 M) e azida de sédio (200 ppm) sob
pressao de 920 psi a 20 °C.

A molar ponderal média (Mw) da fracdo homogénea foi determinada a partir
de solugdes de 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg da amostra (1 mL de NaNOs 0,1 M) e azida de
sédio (200 ppm), sendo a amostra previamente filtrada (membrana Millipore 0,45
pum). A massa molar da fragdo homogénea foi estimada a partir do perfil de eluicdo e
dos valores de dn/dc. Os resultados foram analisados pelo software ASTRA (WAYTT
TECHNOLOGY) e OriginPro 8.5.

4.10. METODOS ESPECTROSCOPICOS

4.10.1. Ressonancia Magnética Nuclear

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em
espectrometro (BRUKER, modelo DRX 400, série Avance) em tubos de 5 mm de

diametro e aproximadamente 20 cm de comprimento na temperatura de 70 °C. Os
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deslocamentos quimicos foram expressos em ppm. Acetona foi empregada como

padrao interno para as anélises de *C, em 31,45 ppm e para *H em 2,225 ppm.

4.10.1.1. Técnicas de RMN Monodimensionais

a) Ressonancia Magnética Nuclear do Carbono — 13 (RMN de *C)

A obtencéo dos espectros de RMN de **C foi realizada na frequéncia base de
100,16 MHz, com intervalo de aquisicdo de sinal de 0,6 segundos, sendo feitas de
4.000 — 70.000 aquisi¢des. Utilizou-se um intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos.
As amostras foram solubilizadas em D,0 diluida em agua destilada na propor¢ao de

1:10, na concentracdo de 80 mg.mL™ (pH 7).

b) Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN — *H)

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos na frequéncia base de 400,13
MHz. Para isto, foi realizada a troca dos hidrogénios das hidroxilas das unidades
monossacaridicas por deutério. Para a completa remocao das moléculas de agua
presentes através da dissolucdo das fragbes em D,0O, foram realizadas trés etapas
de solubilizagdo dos polissacarideos em D,O (30 mg.mL™, pH 7), seguidas de
congelamento e liofilizagdo, com a finalidade de diminuir a intensidade do sinal
relativo ao hidrogénio ligado a oxigénio da agua, o qual prejudica a qualidade do

espectro obtido.
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4.10.1.2. Técnica de RMN Bidimensional

a) HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation Spectroscopy)

Para a técnica de RMN heteronuclear HSQC, as condi¢cfes de aquisi¢cdo dos
espectros utilizadas foram conforme descritas no manual da Bruker, onde a
resolucdo dos espectros foi de 1024 (F2) x 512 (F1) K e janela espectral de 4085
(F2) x 15923 (F1) Hz. Através desta técnica heteronuclear foi possivel determinar
quais atomos de hidrogénio (*H) estdo ligados aos respectivos atomos de carbono

(*3C) a partir de sinais de **C ou de *H conhecidos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS DE G. brasiliensis

A macroalga verde G. brasiliensis seca e moida (11,2 g) foi submetida a
extragcdes aquosas sequenciais (5 g%), sendo duas extragdes realizadas a 25 °C e
quatro extragbes a 80 °C. Apos cada etapa de extragdo, os sobrenadantes foram
tratados com etanol (3:1 v/v), centrifugados, ressolubilizados, dialisados e
liofilizados, obtendo-se assim os polissacarideos solUveis em meio aquoso.

As duas fracdes brutas obtidas a partir das extragbes a 25 °C foram
denominadas Gbl e Gb2, sendo as quatro obtidas a 80 °C denominadas de Gb3-
Gb6 (FIGURA 3). Os nomes das fragBes fazem referéncia a espécie da alga a partir
da qual foram obtidas (G = Gayralia e b = brasiliensis) e ao numero de extracdes aos
quais os residuos foram submetidos. Foram realizadas varias etapas de extracdo
com G. brasiliensis com o objetivo de se obter um maior rendimento dos

polissacarideos.

5.2. FRACOES BRUTAS

5.2.1. Rendimentos e analises quimicas

O rendimento individual das fracdes brutas de G. brasiliensis extraidas a 25
°C foi de 0,6% e 0,8% para Gbl e Gb2, respectivamente. Devido ao baixo
rendimento, as duas fragdes foram reunidas, e essa fragdo foi denominada Gba
(1,4% de rendimento). O rendimento total das fracdes obtidas através das extracdes
a 80 °C foi de 49,6%, sendo a fragcdo majoritaria a obtida pela primeira extragdo a 80
°C (Gb3), com rendimento de 23,2% (TABELA 1).
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Alga seca e moida
(11,2 9)

Extragdo aquosa 5%miv (2x)
25°Cl4 h

Centrifugagao 71700 x g

Residuo Sobrenadante

| Precipitagao com etanol (3:1 viv)

2 0 Centrifugagao 7700 x g
Extracdo ag%eg?:: ~omiv {4x) Dialise, liofilizagao

FRAGCOES BRUTAS
Centrifugagao 7700 x g Gb1 E Gh2

Residuo

Sobrenadante

Precipitagao com etanol (3:1 viv)
Centrifugacao 7700 x g
Dialise, licfilizagao

FRACOES BRUTAS
Gb3, Gb4, Gb5 E Gb6

FIGURA 3 - ESQUEMA DE EXTRAQAO DOS POLISSACARIDEOS DA
MACROALGA VERDE G. brasiliensis.

Os carboidratos totais das fragdes brutas de G. brasiliensis foram
semelhantes, variando de 45,0 a 72,1%. As fragdes brutas apresentaram elevados
teores de grupamentos sulfato de 22,3 a 31,3% e de &cidos urdnicos (6,7 — 12,6%).
A presenca de &cidos uronicos caracteriza estes polimeros como polissacarideos
acidos. Estes resultados foram similares aos encontrados por Cassolato e
colaboradores (2008) para G. oxysperma, onde as fracdes submetidas as mesmas
condigdes de extracdo apresentaram teores de sulfato de 21,2 a 30,9% e de &cidos

uronicos de 12,2 e 17,0%. No entanto, os teores de proteina nas fragcdes brutas
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obtidas neste trabalho foram menores 1,9 — 3,1% em compara¢cdo com 2,0 — 8,8%
encontrada por Cassolato et al. (2008) e similares aos resultados de Ropelatto
(2011), que encontrou teores de proteina nas fragdes obtidas por extracdo a 80 °C,
de 0,9 a 2,4%.

Os valores de rotacdo Optica especifica para todas as fragcdes brutas foram
negativos: (-19,0) a (-29,2). Esta caracteristica se deve ao fato de que as fracbes
sdo constituidas majoritariamente por ramnose na configuragdo enantiomérica L-
(TABELA 1). Estes valores sédo menores que os encontrados por Ropelatto (2011) e
Cassolato et al. (2008), sendo de (-32,5) a (-37,0) e de (-24,5) a (-43,0),

respectivamente.

TABELA 1 — RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES BRUTAS
OBTIDAS DE G. brasiliensis.

Fracdes® Rendimento” Acucar total © Sulfato © Acido Urénico ® Proteina’ [a]p™

(%) (%) (%) (%) (%)
Gba 1,4 45,0 22,3 9,8 2,4 -23,4
Gb3 23,2 49,8 25,1 6,7 1,8 -29,2
Gb4 11,7 51,5 26,1 12,4 2,3 -22,6
Gb5 9,2 62,3 31,3 10,3 1,9 -19,0
Gb6 4,7 72,1 29,4 12,6 3.1 -28,0

% fracBes obtidas por extracdes aquosas: a 25 °C (Gba); a 80 °C (Gb3 - Gb6); °em relacdo a massa de
alga seca e moida submetida a extracdo aquosa (11,2 g); ¢ segundo DUBOIS et al., (1956); d segundo

DODGSON e PRICE (1962); © segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); "segundo LOWRY et al.,
(1951).

5.2.2. Composi¢cdo monossacaridica

Apos serem submetidos ao processo de hidrélise acida total e analisados por
CG-EM na forma de acetato de alditois, os polissacarideos das fra¢des brutas (Gba-
Gb6) foram avaliados quanto aos constituintes monossacaridicos. De acordo com 0s
resultados apresentados na Tabela 2, todas as fracbes s&o constituidas

majoritariamente por ramnose de 64,1 — 71,9 mol%, e menores concentragbes de
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glucose (13,0 — 18,5 mol%), xilose (7,3 — 12,3 mol%), galactose (2,0 — 7,0 mol%) e

manose (1,2 — 2,6 mol%).

TABELA 2 — MONOSSACARIDEOS NEUTROS PRESENTES NAS FRAQC)ES
BRUTAS OBTIDAS DE G. brasiliensis.

Monossacarideos (mol%) ?

Fracbes

Ram ° Xil Glc Gal Man
Gba 67,3 7,3 16,2 6,6 2,6
Gb3 64,1 9,2 18,5 7,0 1,2
Gb4 71,8 8,8 15,8 3,0 1.4
Gbb5 71,9 10,3 13,0 4.8 -
Gb6 68,4 10,9 16,6 2,0 2,1

- = ndo detectado; * monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditdis; b abreviatura dos
monossacarideos: Ram =ramnose; Xil = xilose; Glc = glucose; Gal = galactose e Man = manose.

A composicdo monossacaridica das fracdes brutas obtidas de diferentes
espécies de algas verdes da ordem Ulvales é principalmente formada por ramnose,
glucose e xilose (MAEDA et al., 1991; LAHAYE; AXELOS, 1993; RAY; LAHAYE,
1995a,b; LEE et al., 1998; CHEN; CHEN, 2001; CASSOLATO et al., 2008;
ROPELATTO, 2011; LI et al, 2012, CARVALHO, 2013). Os resultados de
composicdo monossacaridica, aliados a presenca de é&cidos urbnicos e grupos
sulfato, indicam que as fragfes brutas obtidas de G. brasiliensis s&o constituidas por

heteroramnanas sulfatadas.

5.2.3. Anélises de homogeneidade

As fragcbes Gba-Gb6 foram analisadas de cromatografia de exclusdo estérica,
acoplada a detectores de espalhamento de luz e de indice de refracdo (HPSEC-
MALLS-IR), com o objetivo de verificar a homogeneidade das fracdes quanto a

massa molar (FIGURA 4). Um perfil polidisperso e similar entre si foi observado para
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todas as fracdes, 0 que indica a presenca de polimeros com diferentes massas

molares.
-0,26 -
-0,28
o
[e)
2
o
-0,30 -
0,32 2 T v T ' 1
40 60

Tempo (min)

FIGURA 4 — PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC-MALLS-IR DAS FRACOES BRUTAS
Gba, Gb3, Gb4, Gb5 E Gb6. IR = indice de refracéo.

5.2.4. Andlises de RMN *3C

Os espectros de RMN de *3C das fracdes brutas Gba e Gb3-Gb6 estdo
apresentados na Figura 5. Estes espectros sédo similares, apresentando complexa
regido anomérica (98,1-103,0 ppm), com sinais alargados, indicando a sobreposicdo
dos mesmos. A presengca de sinais de alta intensidade em 17,8-18,3 ppm,
correspondentes aos CH3 das unidades de ramnose, confirma os dados obtidos nas
analises de composicdo monossacaridica (TABELA 2), onde a ramnose representa

o principal monossacarideo neutro das fracdes Gba e Gb3-Gb6. Apesar da baixa
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intensidade, ainda € possivel observar os sinais correspondentes ao C-6 das
hexoses, quando estes carbonos estéo livres (62,3 e 62,4 ppm) e sinais na regido de
63,9-64,2 ppm e em 66,5 ppm, referentes ao C-5 de unidades de xilose 4-ligadas ou
como terminais ndo redutores, respectivamente.

Os deslocamentos quimicos observados nos espectros da Figura 5 séo
similares aos obtidos da macroalga verde G. oxysperma por Cassolato e
colaboradores (2008), Ropelatto (2011) e De Carvalho (2013), indicando que as
algas do género Gayralia sintetizam polissacarideos semelhantes quanto a estrutura
quimica.

Devido a similaridade entre a composi¢cdo monossacaridica, teores de grupos
sulfato e espectros de RMN *3C, as fragdes Gb3-Gb6 foram reunidas dando origem
a uma fragdo denominada GB (5,47 g). A fracAdo Gba obtida a partir das duas
extragdes a 25 °C ndo foi investigada no presente estudo.

A fracdo GB foi submetida a cromatografia de exclusdo estérica (HPSEC-
MALLS-IR) e apresentou um perfil polidisperso, indicando a presencga de polimeros
de diferentes massas molares (FIGURA 6). Esse resultado j& era esperado, visto
que as fragbes Gb3, Gb4, Gb5 e Gh6, que deram origem a fracdo GB, foram

heterogéneas quanto as suas massas molares.

5.3. PURIFICACAO DA FRACAO BRUTA GB

5.3.1. Cromatografia de troca ibnica

Com o objetivo de purificar os polissacarideos presentes na fragdo bruta GB,
essa fracdo foi submetida a cromatografia de troca i6nica contendo DEAE-Sephacel,
utilizando-se como eluentes agua (GB1) e concentragfes crescentes de NaCl (GB2-
GB7). O rendimento e a composi¢cdo quimica das subfragdes obtidas séo
apresentados na Tabela 3.

O rendimento total obtido para a fragdo cromatografada foi de 84,9% relativa
a massa polissacaridica inicial aplicada na coluna. A fracdo de maior rendimento,

representando 36,5% de todo material recuperado, foi a eluida com NaCl 1,5 M
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(GB6). Analisando a Tabela 3 nota-se, nas subfragbes obtidas, elevados teores de
grupos sulfato (23,3 — 29,9%), sendo todas constituidas por acidos urénicos em
diferentes percentagens (8,9 — 14,1%).
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FIGURA 5 — ESPECTROS DE RMN DE *C DAS FRACOES BRUTAS Gba (a), Gb3
(b), Gb4 (c), Gb5 (d) e Gbé (f).

NOTA: Solvente D,O (70 °C); acetona como padrao interno (31,45 ppm).
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FIGURA 6 — PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC-MALLS-IR DA FRACAO REUNIDA

(GB).

Em termos de proteina, a fragdo eluida com NaCl 2 M foi a que apresentou

maiores teores desse polimero (9,3% de proteina), e a fragdo de maior rendimento,

GB6, apresentou menores teores do mesmo (2,8%).

TABELA 3 — RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DAS SUB-FRACOES
OBTIDAS APOS CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA DA FRACAO BRUTA GB.

Fracdes 2 Rendimento® Acucar total ©  Sulfato  Acido Urénico © Proteina '
(%) (%) (%) (%) (%)
GB - 65,8 29,4 8,6 3,5
GB1 (agua) 0,6 49,0 233 9,9 3,1
GB2 (NaCl 0,25 M) 1,0 52,1 24,9 12,7 4,1
GB3 (Nacl 0,5 M) 4.4 554 25,3 12,1 2,8
GB4 (NaCl 0,75 M) 5,0 65,3 28,4 13,0 8,8
GB5 (NacCl 1,0 M) 27,5 54,3 30,4 8,9 1,9
GB6 (NaCl 1,5 M) 36,5 65,1 29,9 14,1 2,8
GB7 (NaCl 2,0 M) 9,9 48,2 26,7 12,5 9,3

% fragBes obtidas por cromatografia de troca ibnica da fracdo GB, entre parénteses a concentracio
de NaCl que a fracéo foi eluida; ° em relacdo ao material aplicado na coluna (GB = 2 g); © segundo
DUBOIS et al., (1956); ¢ segundo DODGSON e PRICE (1962); ¢ segundo FILISETTI-COZZI e
CARPITA (1991); " segundo LOWRY et al., (1951).
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Analises por HPSEC-MALLS-IR das subfracbes GB1-GB7 demonstraram que
a purificagdo por cromatografia de troca idnica néo foi eficiente para obtencdo de
uma fragdo homogénea, em termos de massa molar. Com o objetivo de se obter
uma fragdo com tal caracteristica, a fracdo GB foi submetida & ultrafiltracdo em

membrana.

5.3.2. Ultrafiltragdo em membrana

Como uma nova tentativa de se obter uma fragdo homogénea quanto a
massa molar, a fracdo GB foi submetida a ultrafiltracdo em membrana com os
seguintes limites de exclusdo de 100 kDa, 300 kDa e 500 kDa. Para isso, 0s
polissacarideos foram solubilizados em &gua (0,1 g%), e ap0s ultrafiltragcdo se
obteve os retidos e os filtrados. Somente a membrana com limite de excluséo de 300
kDa foi eficiente na separagdo dos polissacarideos, sendo o material que ficou retido
na membrana, nomeado de GBH (H = homogéneo), e o material eluido da
membrana, nomeado GBE (E = eluido). Essas fracdes foram analisadas por
HPSEC-MALLS-IR e os respectivos cromatrogramas sdo apresentados nas Figuras
7 e 8 para GBH e GBE, respectivamente.

Analisando a Figura 7 verifica-se que a fragdo GBH foi eluida com um pico
com caracteristicas simétricas, indicando assim que o processo de ultrafiltracdo foi
adequado para a obtengcdo de uma fragéo purificada. Apés andlise por dn/dc dessa
fragdo, sua massa molar ponderal média foi calculada em 2.100 kDa.

As massas molares encontradas para ulvanas variam de 91 - 820 kDa
(YAMAMOTO et al., 1980; PARADOSSI et al., 1999) e para ramnanas sulfatadas de
140 — 1.519 kDa (MAEDA et al., 1991; LEE et al., 1998; HARADA; MAEDA, 1998;
ZHANG et al., 2008; CASSOLATO et al., 2008).

A fragdo GBE apresentou perfil heterogéneo (FIGURA 8) sendo entéo,
submetida a outras metodologias de purificacéo (ultrafiltragdo em membrana de 100,
30 e 10 kDa) as quais nao foram efetivas para o fracionamento dos seus

polissacarideos.
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Deste modo, o0s estudos da estrutura quimica dos polissacarideos
sintetizados por G. brasiliensis tiveram andamento com a fracdo GBH. A fracdo GBE
néo foi estudada quanto & estrutura quimica neste trabalho, no entanto, foram feitas

andlises quimicas com esta frac@o para fins comparativos.

5.4. ANALISE ESTRUTURAL DA FRACAO HOMOGENEA GBH

5.4.1. Andlises quimicas

As frac6es GBH e GBE foram submetidas a andlises quimicas e os resultados
estdo apresentados na Tabela 4. A fragdo GBH apresentou teores de grupos sulfato
semelhante a fracdo GB, 29,1% e 29,4%, respectivamente. No entanto, em termos

de acidos urdnicos, a fracdo GBE apresentou a maior concentragao, 14,2%.

TABELA 4 — RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES GB, GBH e
GBE.

Fracdes Rendimento Acucar total * Sulfato® Acido Urénico ¢ Proteina®  [o]p*

(%) (%) (%) (%) (%)
GB*° - 65,8 29,4 8,6 35 -41,4
GBH 72,0' 47,3 29,1 9,1 2,3 -19,0
GBE® 28,0' 60,2 22,3 14,2 1,1 -35,0

- = ndo detectado; ® segundo DUBOIS et al. (1956); ° segundo DODGSON E PRICE (1962); °
segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); ¢ segundo LOWRY et al. (1951); © fracBes incluidas
com fins comparativos; ' em relacdo ao material recuperado apés ultrafiltracdo. Rendimento da
ultrafiltracéo foi de 95%.

7

O teor de sulfato na presente fragdo, GBH, é maior ao obtido para G.
oxysperma por Cassolato et al., (2008), que encontrou 25,8 % de grupos sulfato na
fracdo polissacaridica homogénea, obtida pelos mesmos métodos de purificagéo.

Para algas verdes do género Monostroma, teores de 6 a 31,7% de grupos sulfato
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estdo presentes nos polissacarideos destas algas (MAEDA et al., 1991; LEE et al.,
1998; LEE et al., 2010; Ll et al., 2012).

5.4.2. Composi¢cdo monossacaridica

As fragbes GBH e GBE foram submetidas ao processo de hidrdlise total para
andlise de suas composicdes monossacaridicas, cujos resultados sdo apresentados
na Tabela 5. A composi¢cdo monossacaridica de GBH e GBE foi semelhante a da
fracdo bruta GB. No entanto, em relagdo a fracdo GB, a fracdo GBH apresentou
menor concentragdo de ramnose (64,0 mol%) e glucose = 14,5 mol%, e maiores
concentracgdes de xilose = 14,7 mol% e galactose = 6,7 mol%. A fracdo GBE foi mais
parecida a fracdo GB em relacdo aos teores de ramnose (67,1 mol%), galactose (3,7
mol%) e manose (2,7 mol%), e apresentou uma menor concentragéo de xilose (5,1

mol%) e maior teor de glucose (21,4 mol%).

TABELA 5 — MONOSSACARIDEOS NEUTROS PRESENTES NAS FRACOES GB,
GBH e GBE.

Monossacarideos (mol%)

Fracoes ®

Ram P Xil Glc Gal Man
GB 67,3 10,3 16,2 3,6 2,6
GBH 64,0 14,7 14,5 6,7 -
GBE 67,1 51 21,4 3,7 2,7

- = ndio detectado; * monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditdis; ° abreviatura
dos monossacarideos: Ram = ramnose; Xil = xilose; Glc = glucose; Gal = galactose e Man = manose.

Os monossacarideos ramnose, glucose e xilose s&@o constituintes dos
polissacarideos de macroalgas verdes marinhas (MAEDA et al., 1991; LEE et al,
1998; CASSOLATO et al., 2008; MAO et al., 2009; LEE et al., 2010; LI et al., 2012).
No entanto, para o género Gayralia, € relatada a presenca de outros
monossacarideos na cadeia polissacaridica, como galactose, arabinose e manose

(CASSOLATO et al.,, 2008; NASATTO, 2012). Devido essa heterogeneidade na
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composicdo monossacaridica, Cassolato e colaboradores (2008) denominaram 0s
polissacarideos sintetizados por G. oxysperma de heteroramnanas. Como a
composicao monossacaridica das fracdes obtidas de G. brasiliensis é similar & de G.
oxysperma quanto aos monossacarideos constituintes, neste trabalho, os
polissacarideos em estudo também serdo denominados de heteroramnanas.

Para o estudo da estrutura quimica da heteroramnana GBH foram realizadas

modificacdes quimicas de carboxi-reducdo e dessulfatagdo nesta fracao.

5.4.3. Carboxi-reducéo da fracdo GBH

A heteroramnana GBH foi submetida ao processo de carboxi-redugao
(TAYLOR; CONRAD, 1972) para identificacdo dos acidos urdnicos presentes na
mesma. Neste processo, o 4cido urdnico presente no polissacarideo nativo é
convertido em seu respectivo aglcar neutro. Durante o processo de carboxi-reducao
foi utilizado o NaBD,, onde os monossacarideos neutros originados a partir dos
acidos urdnicos se apresentam com 2 unidades de massa a mais em C-6 quando
comparados aos monossacarideos neutros pré-existentes no polimero (FIGURA 9).

Além de promover a identificagdo dos &cidos urbnicos presentes no polimero,
0 processo de carboxi-redugdo permite uma melhor analise da estrutura do
polimero, uma vez que esses monossacarideos 4cidos ndo permitem uma adequada
derivatizacao e hidrdélise do polissacarideo que os contém (BeMILLER, 1967).

Apo6 carboxi-reducéo, foi realizada dosagem colorimétrica dos acidos urbnicos
pelo método de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991), na qual foi possivel observar uma
reducdo de 98% no teor dessas unidades monossacaridicas, sendo recuperados
59,8% do material em relacdo & massa inicial de GBH. A frag&@o obtida apds carboxi-
reducgédo foi nomeada pela adigéo da letra “R” de redugéo (TABELA 6).

A analise da composi¢cdo monossacaridica das fracdes GBH e GBH-R
(TABELA 7) demonstrou uma diminuicdo no conteudo de galactose (6,7 — 4,1
mol%) e glucose (14,5 — 8,0 mol%). Apesar dessa diminuicdo, os resultados
demonstram a presenga de &cido galacturbnico e é&cido glucurdnico,
respectivamente, no polimero nativo. Andlises por CG-EM de GBH-R demonstraram

que os derivados glucitol e galactitol hexaacetato apresentaram ions com m/z 217 e
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219. Estes fragmentos sdo caracteristicos da presenca de hexoses neutras e de
hexoses provenientes de &cidos urdnicos, respectivamente. De acordo com a
porcentagem relativa destes ions, foi possivel determinar que 28,7% e 48,6% do
glucitol e galactitol hexaacetato foram originados a partir da carboxi-reducédo dos
acidos glucurdnico e galacturdnico, respectivamente. Deste modo a fragdo GBH-R
contém 3,1 e 3,6 mol% de &cidos glucurbnico e galacturénico, respectivamente
(TABELA 7).

Acido glucurénico

HO ¥

HO Q 7
. 0

e ~

Carboxi-reducdo Carboxi-reducdo
com NaBH, com NaBD,

glucose glucose

FIGURA 9 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DO PROCESSO DE CARBOXI-REDUCAO
DO ACIDO GLUCURONICO COM NaBH4 E NaBD,.

Acidos glucurdnico e galacturdnico s&o constituintes das heteroramnanas
sulfatadas sintetizadas pela macroalga G. oxysperma (CASSOLATO et al., 2008).
Enquanto os polissacarideos produzidos pelas algas dos géneros Ulva e
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Enteromorpha, apresentam apenas o primeiro tipo de acido urénico (LAHAYE;
BRUNEL; BONNIN, 1997).

TABELA 6 — RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES GB, GBH,
GBH-R E GBH-RD.

Fracdes Rendimento  AcUcar total ® Sulfato ®  Acido Urénico ¢ Proteina ® [o]p*
(%) (%) (%) (%) (%)

GB*® - 65,8 294 8,6 3,5 -41,4

GBH 72,0 47,3 29,1 9,1 2,3 -19,0

GBH-R 59,8 49,9 30,1 0,2 - -

GBH-RD ° 55,1 71,2 3,1 - - -

- = ndo detectado; * segundo DUBOIS et al. (1956); ° segundo DODGSON E PRICE (1962); °
segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); ¢ segundo LOWRY et al. (1951); © fracdo incluida
com fins comparativos; ' em relacdo ao material recuperado apés ultrafiltracdo; ¢ fracdo GBH-R
dessulfatada; Rendimento da ultrafiltragcéo foi de 95%.

TABELA 7 — MONOSSACARIDEOS PRESENTES NAS FRACOES GB, GBH, GBH-
R E GBH-RD.

Monossacarideos (mol%) ?

FragGes Ram ° Xi Glc  GlcA Gal GalA
GB 69,1 10,5 16,6 - 3,7 -
GBH 64,0 14,7 14,5 - 6,7 -
GBH-R 64,0 16,8 8,0 3,2¢ 4,1 3,7¢
GBH-RD © 64,1 18,4 6,9 2,8° 3,9 3,7¢

- = n&o detectado; ® monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditéis; ® abreviatura

dos monossacarideos: Ram = ramnose; Xil = xilose; Glc = glucose; GIcA = glucurdnico; Gal =
galactose; GalA = galacturénico e Man = manose; ° fracdo GBH-R dessulfatada; 4 detectados
apos carboxi-reducdo com NaBD,4 na fragdo GBH, portanto, ndo estdo presentes na fracado GBH-R
e GBH-RD.

Com o objetivo de avaliar os tipos de ligagBes glicosidicas, bem como o
posicionamento dos grupos sulfato, GBH-R foi dessulfatada, originando a fragéo

GBH-RD, sendo que ambas foram submetidas ao processo de metilagéo.
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5.4.4. Dessulfatagéo solvolitica da fracdo GBH-R

O processo de dessulfatagdo solvolitica de polissacarideos sulfatados €
necessario para a determinagdo da posicdo dos grupos sulfato. As andlises
comparativas de metilagdo e de RMN do polimero carboxi-reduzido e carboxi-
reduzido/dessulfatado permitem identificar a localizagdo dos grupos sulfato no
polimero original, assim como os tipos de liga¢fes glicosidicas.

Assim, GBH-R foi submetida a dessulfatacdo solvolitica, na forma de sal de
piridinio, originando a fragdo GBH-RD (carboxi-reduzida/dessulfatada). Apds esse
processo GBH-RD apresentou 3,1% de grupos sulfato, o que correspondeu a 89,7%
de dessulfatagéo (TABELA 6).

A composi¢cdo monossacaridica de GBH-RD foi semelhante a de GBH-R
(TABELA 7), indicando que a dessulfatacdo ndo ocasionou degradagédo desta
fragdo. Assim, o polissacarideo parcialmente dessulfatado foi utilizado para andlises

de metilagéo e de RMN.

5.5. ANALISES DE RMN DAS FRACOES GBH, GBH-R E GBH-RD

As analises de RMN monodimensionais foram realizadas com as frag6es GB,
GBH e GBH-RD e a analise de RMN bidimensional, foi conduzida com as fragdes
GBH e GBH-RD. Nessas fragdes, os espectros de 'H e '*C foram parcialmente
assinalados utilizando o experimento de HSQC. As referéncias utilizadas para
comparagao com os assinalamentos realizados foram de ramnanas néo sulfatadas
(BOCK; PEDERSEN; PEDERSEN, 1990; KNIREL et al., 1998a,b; SENCHENKOVA
et al.,, 1999; OVOD et al., 2004; CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011), os
quais foram complementados com os deslocamentos quimicos considerando o0s
efeitos a e B da sulfatacdo (LAHAYE; RAY, 1996; LAHAYE; BRUNEL; BONNIN,
1997; LAHAYE; INIZAN; VIGOUROUX, 1998; CASSOLATO et al, 2008;
ROPELATTO, 2011).

Assim como observado nas fragdes brutas (FIGURA 5), a fragdo GBH

apresentou um espectro e RMN de *3C complexo, com sinais alargados, o que esta



64

de acordo com o padréo heterogéneo de glicosilagdo e sulfatagcdo das unidades de
ramnose, além da presenca de outras unidades monossacaridicas, tais como xilose
e 4cidos urénicos (TABELA 8). Adicionalmente, a presenca de pontos de ramificacdo
sulfatados e ndo sulfatados no polissacarideo pode resultar em um espectro com
elevado grau de sobreposicbes. De acordo com a complexa estrutura da
heteroramnana em estudo, os espectros de RMN de **C das fracdes GB e GBH
apresentaram VAarios sinais na regido anomerica. Os sinais entre 97,8 - 103,0 ppm
sdo correspondentes ao C-1 das unidades de a-L-ramnose. Um sinal de baixa
intensidade, em ~105,0 ppm, presente no espectro de GBH-RD foi atribuido a
unidades monossacaridicas na configuragdo beta, como xilose, glucose, galactose
e/ou acidos urbnicos. Considerando a percentagem desses monossacarideos
(TABELA 7), ndo é descartada a possibilidade da presenca dessas hexoses,
também na configuracéo a.

Na Figura 10 observa-se sinais de alta intensidade em 17,9, 18,4 — 17,9 e
18,2 - 17,8 ppm correspondentes ao C-6 das unidades de ramnose, de acordo com
a elevada porcentagem deste 6-deoxiagcUcar nessas fragoes.

A configuracdo a-anomérica das unidades de ramnose foram determinadas a
partir dos deslocamentos quimicos correspondentes ao H-5 em 3,76 e 3,88 e ao C-5
em 70,4 ppm (FIGURA 10), sendo que nas unidades de ramnose (-anoméricas 0s
deslocamentos de tais &tomos encontram-se em 3,39 ppm e 72,3 - 73,4 ppm,
respectivamente (BACKINOWSKY et al.,, 1980; LIPKIND et al., 1988; JANSSON,
KENNE; WIDMALM, 1989; CASSOLATO et al., 2008).

O espectro de RMN *3C da frag&o carboxi-reduzida e dessulfatada (GBH-RD)
se apresenta mais simplificado quando comparado aos espectros de GB e GBH. Na
regido anomeérica, dois sinais principais em 101,9 e 103,1 ppm, correspondem as
unidades de ramnose 2,3-, 2-ligadas e 3-ligadas, respectivamente (TABELA 8).
Estes sinais estdo de acordo com o0s assinalamentos realizados para
heteroramnanas de G. oxysperma (FIGURA 10) (CASSOLATO et al., 2008;
ROPELATTO et al., 2011).

No espectro de RMN de **C da fragdo GBH-RD, pode ser observado o sinal
em 61,5 ppm. Este sinal corresponde ao C-6 livre das unidades de hexoses pré-
existentes, e as originadas ap0ds carboxi-redugdo com NaBD, dos acidos urénicos.

Destaca-se ainda, que parte deste sinal também corresponde ao reagente

carbodiimida (CMC), utilizado no processo de carboxi-redugcédo. Este reagente
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apresenta sinais em 61,5 — 61,6 ppm, 0sS quais estdo sobrepostos nesses espectros

aos correspondentes C-6 livres das hexoses, superestimando assim esses

resultados(CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011).
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FIGURA 10 - ESPECTROS DE RMN DE *C DAS FRACOES GBH-RD (a), GBH (b)

e GB (c).

NOTA: Solvente D,O (70 °C); acetona como padréo interno (31,45 ppm).



66

Apesar do aumento dos sinais em 61,5 ppm, referentes ao C-6 livre das
hexoses apos carboxi-reducéo (FIGURA 10a, p. 65), ndo se observou o sinal em
175,5 ppm, correspondente aos grupos carboxilicos dos acidos urdnicos nas fragbes
GB e GBH.

Os espectros de RMN 'H das fragbes GBH-RD, GBH e GB estdo
apresentados na Figura 11. A fragdo nativa GB (FIGURA 11c) e a fragéo purificada
GBH (FIGURA11b) apresentaram espectros qualitativamente similares, com sinais
atribuidos as unidades de a-ramnose na regido de 5,03 - 5,77 e 5,03 — 5,78 ppm,
respectivamente.

O espectro de RMN *H da fragdo GBH-RD apresentou na regido a anomérica
sinais em 4,98 e 5,06 ppm, correspondentes a unidades de ramnose 3-ligadas, e em
5,20 e 5,24 ppm, atribuidos a unidades de ramnose 2-ligadas e 2,3-substituidas,
respectivamente (FIGURA 11a).

A partir do espectro de 'H (FIGURA 11a) foi realizada a integrac&o relativa
dos sinais em 4,98, 5,06, 5,20 e 5,24 ppm em 1:1,11:1,07:0,56, respectivamente.
Desta forma, a heteroramnana GBH de G. brasiliensis apresenta relagdo de
unidades de ramnose 3-ligadas:2-ligadas:2,3-substituidas de 1:0,51:0,26. Para a
espécie G. oxysperma, esta relagédo foi de 1:0,3:0,28. Portanto, em teores de tipos
de ligacbes glicosidicas das unidades de ramnose, a heteroramnana GBH apresenta
maior teor de ramnose 2-ligadas (29%) do que a fragdo Go3 (fragao purificada), que
apresentou 20% deste tipo de ligagéo.

Estes resultados foram confirmados por analise de RMN bidimensional, como
descrito a seguir.

As andlises de RMN bidimensionais (HSQC) foram realizadas com a fragdo
purificada (GBH) e fragdo carboxi-reduzida e dessulfatada (GBH-RD) e estéo
apresentados na Figura 12. Os assinalamentos obtidos foram comparados com 0s
descritos por Cassolato et al. (2008) e Ropelatto (2011) para a alga do mesmo
género G. oxysperma.

A partir da analise de HSQC, conduzida com a fragcdo GBH, foi possivel
verificar as correlagbes de seus atomos de C e H. Os sinais anoméricos em
100,5/5,33 ppm, 100,2/5,49 ppm e 97,8/5,77 ppm séo correspondentes a unidades
de ramnose 3-ligadas sulfatadas em C-2 e/ou em C-2 e C-4 (FIGURA 12a,c). O sinal
na regido de 78,8 ppm correlacionou com seu hidrogénio em 4,71 ppm e é

correspondente ao C-2 sulfatado dessas unidades. A auséncia desta correlagdo no
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espectro de HSQC da fracdo GBH-RD confirma o assinalamento anterior (FIGURA
13b,d).
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FIGURA 11 — ESPECTROS DE RMN DE 'H DAS FRACOES GBH-RD (a), GBH (b)
e GB (c).

NOTA: Solvente D,O (70 °C); acetona como padréo interno (2,225 ppm).
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Na fracdo GBH, os sinais anoméricos em 101,4/ 5,22 ppm e 101,0/5,28 ppm
na fragdo GBH foram atribuidos a unidades de ramnose 2-ligada sulfatadas em C-4
e/ou em C-3 e C-4. Esses sinais poderiam corresponder também a unidades de
ramnose 2,3-dissubstituidas, sulfatadas ou ndo em C-4. Os Os sinais em 82,3 e
80,5/4,36 ppm foram atribuidos ao C-4 sulfatado das unidades de ramnose 2-ligadas
4- e 3,4-sulfatadas, respectivamente. Os sinais de C-5/H-5 encontram-se em
68,7/3,94 ppm para as unidades 2-ligadas 4-sulfatadas e em 69,1/3,91 ppm para as
unidades 2-ligadas 3,4-sulfatadas.

Dando continuidade as andlises da fracdo GBH, os sinais anoméricos em
103,0-102,5 ppm correlacionam-se com seus protons geminais em 4,98-5,06 ppm,
sendo esses sinais atribuidos a unidades de ramnose 3-ligadas e 3-ligadas 4-
sulfatadas. Os acoplamentos dos sinais do C-2 em 71,8 ppm com H-2 em 4,17 ppm
sao referentes ao C-2 livre dessas unidades. As unidades de ramnose 3-ligadas 4-
sulfatadas apresentaram deslocamentos para C-4/H-4 em 80,5/4,36 ppm e para C-
5/H-5 em 69,1/3,91 ppm. Verificando estes resultados observam-se a presenca de
unidades de ramnose 3- e 2-ligadas, sulfatadas em diferentes posicoes.

Nos espectros de HSQC da fragédo carboxi-reduzida e dessulfatada GBH-RD,
observa-se uma simplificagdo dos sinais quando comparado com sua respectiva
fracbes nativa GBH (FIGURAS 10 e 11). Na regido anomérica 0s sinais em
101,9/5,20 ppm foram atribuidos a unidades de ramnose 2-ligadas [—2)-a-L-Rhap-
(1—] (FIGURA 13d) (SENCHENKOVA et al, 1999; OVOD et al, 2004,
ROPELATTO, 2011). Os acoplamentos em 103,1/5,06 ppm e 103,1/4,98 ppm foram
correspondentes a unidades de ramnose 3-ligadas em ambientes quimicos
diferentes: ligadas ao C-3 e ao C-2, respectivamente, de outras unidades de
ramnose, ou seja, [—3)-a-L-Rhap-(1—3)] e [—3)-a-L-Rhap-(1—2)] (FIGURA 13a,b).
Os assinalamentos realizados para estas unidades estdo de acordo com dados de
literatura para unidades repetitivas de ramnose presentes na cadeia O-
polissacaridica do lipopolissacarideo isolado de Pseudomonas syringae pv. garcae
NCPPB 2708 (OVOD et al., 2004), bem como, para as heteroramnanas sintetizadas
por uma alga do mesmo género (G. oxysperma) descrita por Cassolato et al. (2008)
e por Ropelatto (2011). Adicionalmente, no espectro da fragdo GBH-RD foi
observado o acoplamento referente a triades de ramnose 3-ligadas [—3)-a-L-Rhap-
(1—3)-a-L.-Rhap-(1—3)] (FIGURA 12c), cujos C-3/H-3 apresentam deslocamentos
em 79,3/3,89 ppm (OVOD et al., 2004; ROPELATTO, 2011).
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FIGURA 12 — ESPECTROS DE HSQC DAS FRACOES GBH (a e c) e GBH-RD (b e
d). REGIAO DO ANOMERICA (a e b) E REGIAO ANEL (c e d).

NOTA: Solvente D,O (70 °C, pH 7); acetona como padrao interno (**C= 31,45 ppm,

'H= 2,225 ppm).

A= [-3)-a-L-Ramp-(1—3)]
B=[—3)-a-L-Ramp-(1—2)]
C=
D=

[—3)-a-L-Ramp-(1—3)-a-L-Ramp-(1—3)]
[—2)-a-L-Ramp-(1—] (ver Figura 13).
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FIGURA 13 — PRINCIPAIS UNIDADES DE RAMNOSE PRESENTES NA FRACAO
HOMOGENEA CARBOXI-REDUZIDA E DESSULFATADA (GBH-RD).

Os deslocamentos quimicos da fragédo carboxi-reduzida e dessulfatada GBH-
RD para as diferentes unidades de ramnose encontradas estdo apresentados na
Tabela 8.
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5.6. ANALISES DE METILACAO DAS FRACOES GBH-R E GBH-RD

A analise de metilacdo € uma das mais importantes técnicas utilizadas para a
determinacgdo da estrutura quimica de polissacarideos. Devido a presenca de grupos
sulfato, a andlises de metilagdo do polimero sulfatado e do correspondente polimero
dessulfatado, confirma o posicionamento destes grupos substituintes, bem como,
tipo de ligagbes glicosidicas, presenga ou ndo de ramificages e do tipo de cadeias
presentes como terminais ndo redutores nas cadeias laterais.

A andlise de metilagdo da heteroramnana GBH-R foi conduzida pelo método
de Ciucanu e Kerek (1984). Previamente a este processo, o polissacarideo foi
tratado com uma solucao trietilamina para assim, se ter os polissacarideos sollveis
no solvente aprético (DMSO), utilizado no processo de metilagdo. O polissacarideo,
apés permetilacdo (como descrito no material € métodos) foi hidrolisado e os
monossacarideos liberados foram reduzidos com NaBD,, acetilados e analisados
por CG-EM. A identificacdo dos derivados parcialmente metilados foi realizada de
acordo com o tempo de retencéo e pelo padrdo de fragmentagéo (JANSSON et al.,
1976).

Os resultados da andlise de metilagdo de GBH-R estdo apresentados na
Tabela 9. Em relacdo aos derivados parcialmente metilados de ramnose, a fragéo
GBH-R apresentou 0,6 e 8,3% de 3,4- e 2,4-Ram correspondentes as unidades de
ramnose, 2- e 3-ligadas respectivamente. Uma alta percentagem de monometilados
2-Ram (13%), 4-Ram (15,1%) e 3-Ram (11,1%) foram observados. A presenca de 2-
Ram e 3-Ram corresponde as unidades de ramnose 3-ligadas 4-sulfatadas e 2-
ligadas 4-sulfatadas respectivamente, e esta de acordo com as andlises de RMN **C
de GBH-R, que mostraram a presencga de sinais e 80,5 e 82,3 ppm. Estes sinais,
80,5 e 82,3 ppm, correspondem pelo menos em parte, ao C-4 de unidades de
ramnose 3-ligadas 4-sulfatadas e 2-ligadas 4-sulfatadas, respectivamente. O
derivado 4-Ram corresponde as unidades de ramnose 2,3- substituidas e pode
indicar a presenca de unidades de ramnose 3-ligadas 2-sulfatadas e/ou 2-ligadas 3-
sulfatadas, pontos de ramificacdo (2,3- substituidas), bem como, terminais n&o
redutores de unidades de ramnose dissulfatadas.

A presenca de unidades monossacaridicas ndo metiladas entre os produtos

de metilagdo de um polissacarideo pode indicar que houve submetilacdo. No
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entanto, destaca-se que mesmo apos trés etapas consecutivas de metilagdo, a
fracdo GBH-R apresenta percentagens similares de ramnose ndo metilada. Este
resultado demonstra que a presengca de ramnose (TABELA 9, p.74), entre o0s
produtos de metilacdo da fracdo GBH-R néo é devido a submetilacdo. Desta forma,
a ramnose presente entre os produtos de metilagdo da fracdo GBH-R, pode ser
atribuida a unidades de ramnose dissulfatadas: 2-ligadas 3,4-sulfatadas e 3-ligadas
2,4-sulfatadas. Adicionalmente, unidades de ramnose trissulfatadas (terminais néo
redutores) e 2,3-substituidas 4-sulfatadas também podem ser constituintes da
heteroramnana GBH.

Os sinais em 80,5 e 82,3 ppm, presentes nos espectros de RMN *C de GBH-
R, os quais desaparecem ap0s dessulfatacdo estdo de acordo com a presenca de
unidades 4-sulfatadas (FIGURA 10a,b, p. 65). Embora a metilagéo da fragdo GBH-R
dessulfatada (GBH-RD) tenha sido conduzida, os resultados demonstraram que o
teor de unidades de ramnose foi menor que o esperado (~64,0%).

Destaca-se, no entanto, que os resultados de RMN de *H da fracdo GBH-RD
apresentaram sinais de alta intensidade em 4,98 e 5,06 ppm e 5,20 e 5,24 ppm,
correspondentes as unidades de ramnose 3-ligadas (no C-3 e C-2 de outras
unidades de ramnose) e unidades de ramnose 2-ligadas e 2,3 substituidas
respectivamente. O espectro de **C desta fragdo também é concordante com a alta
percentagem de ramnose (FIGURA 10, p. 65). Deste modo, o processo degradativo
deve ter ocorrido durante a metilacdo, hidrélise e/ou derivatizagao dos produtos de

hidrélise.



TABELA 8 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS DA FRACAO HOMOGENEA CARBOXI-REDUZIDA DESSULFATADA GBH-RD.

Deslocamentos quimicos (ppm)

Unidades de ramnose

Deslocamentos quimicos (ppm)

c-1 C2 C3 C4 C5 C6 H1 H2 H3 H4 H-5 H-6

[-3)-a-L-Rhap-(1—3)] ? 103,1 71,3 79,1 729 706 17,9 506 4,15 390 3,58 3,75-3,87 1,33

[-3)-a-L-Rhap-(1—2)] ? 103,1 71,3 793 729 706 17,9 498 4,15 387 3,60 3,75-387 1,28

[—3)-a-L-Rhap-(1—3)- 103,1 71,3 795 729 706 17,9 506 4,15 390 3,58 3,75-3,87 1,33

a-L-Rhap-(1—3)] *°

[—2)-a-L-Rhap-(1—-] 101,9 79,3 71,3 738 706 17,9 520 4,08 393 350 3,75-387 1,33

[—2,3)-0-L-Rhap-(1—] P 101,9 17,9 5,24 1,28-1,33

*de acordo com SENCHENKOVA et al. (1999), OVOD et al. (2004) e CASSOLATO et al. (2008); ° de acordo com KNIREL et al. (1998a,b); CASSOLATO

et al. (2008) e ROPELATTO (2011).

€L



TABELA 9 — ANALISE DE METILACAO DA FRACAO GBH-R.
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Derivado 2 Ligacdo TR® GBH-R
2,3,4-Mes-Ram °© Ramp-(1— 6:487 1,1
3,4-Me,-Ram —2)-Ramp-(1— 7:650 0,6
2,4-Me,-Ram —3)-Ramp-(1— 7:871 8,3
2-Me-Ram —3,4)-Ramp-(1— 9:015 13,0
4-Me-Ram —2,3)-Ramp-(1— 9:331 15,1
3-Me-Ram —2,4)-Ramp-(1— 9:628 111
Ram —2,3,4)-Ramp-(1— 10:152 16,6
2,3,4-Me;z -Xil Xilp-(1— 6:838 0,2
2,3-Me,-Xil —4)-Xilp-(1— 8:514 7.9
Xil —2,3,4)-Xilp-(1— 11:734 4,6
2,3,4,6-Me,-Glc ° GlcpA-(1— 7:975 0,2
3,4,6-Me;s-Glc —2)-GlcpA-(1— 10:639 0,7
2,3,6-Me;z-Glc —4)-GlcpA-(1— 10:786 2,3
3,6-Me,-Glc —2,4)-GlcpA-(1— 13:486 3,3
3,4,6-Me;z-Glc —2)-Glcp-(1— 10:639 57
2,3,6-Me3z-Glc —4)-Glcp-(1— 10:786 4,5
2,3,4,6-Me,-Gal ¢ GalpA-(1— 8:375 0,3
3,4,6-Me;-Gall —2)-GalpA-(1— 9:917 2,6
2,3,4,6-Me,-Gal Galp-(1— 8:375 1,2
2,3,4-Me;-Gal —6)-Galp-(1— 11:987 0,6

% mol% dos monossacarideos quantificados na forma de alditéis acetato parcialmente metilados; "
tempo de retencéo (em min) dos derivados analisados em coluna DB-225; © 2,3,4-Ram analisada
como: 1,5-di-O-acetil-2,3,4-O-metilramnitol, etc.; 4 derivados carboxi-reduzidos analisados como o0s
exemplos: 2,3,4,6-GIcA = 1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-metil glucitol; 2,3,4,6-GalA =

1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-metil galactitol, etc.
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5.7. ANALISE DE DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH DA FRACAO GBH

Com o objetivo de se obter fragmentos com menor massa molar, 550 mg da
fracdo GBH foi submetida ao método de degradacdo controlada de Smith. Apos
oxidagdo com metaperiodato de sodio (m-NalO,) e reducdo com NaBH, (~75,0% de
rendimento), os polissacarideos da GBH foram submetidos & hidrdlise acida parcial
(TFA 1M) a temperatura ambiente para que ocorra a hidrolise das unidades
monossacaridicas oxidadas. Os produtos desta hidrélise continham as unidades de
acucares resistentes a oxidacdo com m-NalO, e apresentaram um rendimento de
aproximadamente 61,5% (TABELA 10). Os produtos obtidos por degradagéo
controlada de Smith foram denominados de GBH-S, ou seja, pela adi¢cdo da letra “S”
ao final do nome original (GBH). A fracdo GBH-S também serd referida neste
trabalho como “produtos de degradacéo controlada de Smith”.

Estudos com a fragdo purificada de G. oxyspema (Go3) descrevem que
durante o processo de degradagcdo controlada de Smith, as unidades
correspondentes aos terminais ndo redutores de galactose, xilose e 4&cido
glucurénico 2-sulfatado séo oxidadas. Este esquema de oxidacdo esta apresentado
na Figura 14. As unidades de xilose 3-ligadas, bem como o acido glucurénico 4-
ligado 2-sulfatado (ndo representados na Figura 14) e a maioria das unidades de
ramnose, ndo sdo susceptiveis a oxidacdo (CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO,
2011).
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FIGURA 14 - ESTRUTURA TEORICA DE HETERORAMNANA SULFATADA
ANTES (a) E APOS DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH (b)

FONTE: ROPELATTO (2011).

5.7.1. Andlises quimicas e composi¢cdo monossacaridica da fragdo degradada
de Smith (GBH-S)

Quando comparados a fracdo GBH os produtos de degradac&o controlada de
Smith (GBH-S) apresentaram um aumento em relagcdo ao teor de grupamentos
sulfato (29,1 — 38,2%) e diminuig&o nos teores de acidos urdnicos (9,1 — 6,6%). Os
teores de xilose também diminuiram (14,7 — 1,8 mol%). A oxidacdo total das
unidades de galactose foi observada, visto que este monossacarideo nao foi
detectado na fragdo GBH-S (TABELA 10).

Em relagcdo aos teores de glucose e ramnose, observou-se um aumento (14,5
— 18,8 mol%) e (64,0 — 74,1 mol%) respectivamente. Este aumento é devido a

diminuic&o relativa dos outros monossacarideos. Em resumo, as unidades de xilose,
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de 4cidos urdnicos e de galactose sdo susceptiveis a oxidacdo através do processo
de degradacdo controlada de Smith. As unidades de ramnose 2-ligadas,
constituintes da fragdo GBH, também sdo susceptiveis a oxidagdo com
metaperiodato de sédio.

Estes resultados estdo de acordo com os estudos de Cassolato e
colaboradores (2008) e Ropelatto (2011). Estes pesquisadores constataram que
uma fracdo nativa submetida ao processo de degradagdo controlada de Smith,
possui as seguintes caracteristicas: altas concentragfes de ramnose, altos teores de
grupos sulfato, baixos teores de acidos urénicos e unidades de galactose e xilose

completa e parcialmente oxidadas, respectivamente.

5.7.2. Anédlise de homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR da fragcdo degradada
de Smith (GBH-S)

Os produtos de degradagdo controlada de Smith (fracdo GBH-S) foram
submetidos a andlise de homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR. Como
demonstrado na Figura 15 a fragdo GBH-S apresentou um perfil de eluigéo
assimeétrico indicando heterogeneidade da amostra. O tempo de eluigdo desta fracdo
foi maior que o da fragcdo polissacaridica de origem (GBH), devido a reducéo da
massa molar dos polissacarideos através da oxidacao dos pontos de ramificagéo, de
unidades susceptiveis a oxidacdo com m-NalO4. A comparagdo entre os perfis de

eluicdo das fracbes GBH e GBH-S esta apresentada na Figura 16.
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FIGURA 15 — PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC-MALLS-IR DO PRODUTO DE
DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH (GBH-S).
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FIGURA 16 — COMPARACAO ENTRE OS PERFIS DE ELUICAO EM HPSEC-
MALLS-IR DAS FRACOES GBH E DO PRODUTO DE DEGRADACAO
CONTROLADA DE SMITH (GBH-S). IR = indice de refrac&o.



TABELA 10 — ANALISES QUIMICAS E COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DO PRODUTO DE DEGRADACAO CONTROLADA
DE SMITH (GBH-S) E FRACAO GBH.

Monossacarideos (mol%) '

Fragdo Rendimento  Agclcar total Sulfato  Acido urénico Proteina [a]o?®
(%) 2 (%) ° (%) © (%) ¢ (%) ® Ram?  Xil Glc Gal
GBH - 47,3 29,1 9,1 2,3 -19,0 64,0 14,7 14,5 6,7
GBH-S 61,5 52,2 38,2 6,6 1,9 -38,3 78,2 1,9 19,8 -

- = n&o detectado; * em relacdio ao material submetido & degradacdo controlada de Smith (550 mg); ° determinado pelo método fenol-acido sulfirico
(DUBOIS et al, 1956); © determinado pelo método de DODGSON e PRICE (1962); ¢ determinado segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); ©
determinado segundo LOWRY et al. (1951); " monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditis; ¢ abreviatura dos monossacarideos: Ram =
ramnose; Xil= xilose; Glc = glucose; Gal = galactose; Man = manose.

6.
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5.7.3. Anélise de RMN de *C e 'H da fracdo degradada de Smith (GBH-S)

A fracdo GBH-S foi submetida & andlise por RMN de *C e o espectro
resultante, comparado a sua fracdo de origem (GBH) estédo representados na Figura
17. A partir destes espectros, pode-se notar que as duas fracbes apresentaram
espectros de RMN de **C com alta complexidade e sinais alargados devido,
principalmente, ao padrdo heterogéneo de sulfatacdo, além da presenca de outros
monossacarideos além da ramnose, como xilose e acidos urdnicos. Sinais em 97,8
— 103,0 ppm (GBH) e 99,7 — 103,5 ppm (GBH-S) foram atribuidos ao carbono
anomeérico das unidades de a-L-ramnose (CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO,
2011).

—_FrrTrrrTrrTEE— T

-y oy e oy o e

FIGURA 17 — ESPECTROS DE RMN DE **C DAS FRACOES GBH-S (a), GBH (b)
DAS REGIOES ANOMERICA E DO ANEL.

NOTA: Solvente D,O (70 °C); acetona como padréo interno (31,45 ppm).
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Ainda na Figura 17, podem-se observar os sinais de alta intensidade em 17,9
— 18,1 ppm, correspondentes aos CHs; das unidades de ramnose, principal
monossacarideo das duas fracbes (CASSOLATO et al., 2008; ROPELATTO, 2011).
Em relagédo ao espectro de GBH-S, observa-se ainda a intensificagéo destes sinais
(27,9 — 18,1 ppm) em relacdo a fragdo GBH, que corresponde ao aumento de
ramnose apés degradacdo controlada de Smith (ndo demonstrado). Os sinais em
70,5 e 70,4 ppm para GBH-S e GBH respectivamente, séo referentes ao C-5 de
unidades de ramnose, caracterizando a configuragdo a destas unidades, visto que
sinais de C-5 de de ramnose da configuracdo 3 sdo observados na faixa de 72,3 —
73,4 ppm (BACKINOWSKY et al., 1980; LIPKIND et al., 1988).

Nota-se também no espectro de **C da fragdo GBH-S, o aumento do sinal em
80,4 ppm quando comparado a sua fragcdo de origem (GBH). Este sinal corresponde
ao C-4 de unidades de ramnose 2-ligadas 4-sulfatadas. O aumento do sinal em 71,3
ppm também é observado, sendo este sinal correspondente ao C-2 livre das
unidades de ramnose 3-ligadas e 3-ligadas 4-sulfatadas. Adicionalmente, houve
aumento na intensidade do sinal em 81,9 ppm que é referente as unidades de
ramnose 4-sulfatadas (FIGURAS 17, setas).

Através de analise por RMN de 'H dos produtos de degradacéo controlada de
Smith (GBH-S) pode-se observar que o espectro apresentou sinais na regido
anomérica (5,04 — 5,49 ppm), sendo atribuidos ao H-1 de unidades de a-ramnose. O
sinal de alta intensidade em aproximadamente 1,37 ppm foi atribuido aos
hidrogénios ligados ao C-6 das unidades de ramnose (ndo demonstrado).

O conjunto de dados de RMN e HPSEC-MALLS-IR indica a complexidade
estrutural dos produtos de degradagdo controlada de Smith. Desta forma, esta
fracdo foi submetida ao processo de fracionamento por cromatografia de troca iénica

a fim de se obter uma fragdo homogénea para os estudos estruturais.

5.7.4. Fracionamento do produto de degradac¢éo controlada de Smith (GBH-S)

Com o objetivo de fracionar os polissacarideos de GBH-S e obter entdo uma
fracdo homogénea em relagdo a massa molar, aproximadamente 74% da fragéo

GBH-S (246 mg) foi submetida a cromatografia de troca anibnica em coluna
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contendo DEAE-Sephacel na forma CI'. Para isto, a fragdo GBH-S foi solubilizada
em agua destilada e submetida a coluna, sendo a eluicéo inicial realizada com agua
destilada, e posteriormente as eluigdes realizadas com concentragcdes crescentes de
NacCl (0,5 — 2M). As elui¢cdes foram monitoradas pelo método de fenol-acido sulfarico
(DUBOIS et al., 1956). O processo de fracionamento e a denominac¢éo das fragoes

eluidas esté@o apresentados na Figura 18.

Fragao GBH-S

Eluido com agua destilada -> GBH-S1

Eluido com NaCl 0,5M - GBH-S2
Eluido com NaCl 1M - GBH-S3
Eluido com NaCl 1,5M - GBH-S4
Eluido com NaCl 2M - GBH-S5

Coluna de DEAE - Sephacel

FIGURA 18 — ESQUEMA DE FRACIONAMENTO DA FRAGCAO GBH-S EM
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA.

NOTA: adaptado de Ropelatto (2011).

5.7.4.1. Andlise de homogeneidade das fracbes de maior rendimento obtidas apos

cromatografia de troca ionica da fragdo GBH-S

As subfracbes recuperadas da cromatografia de troca ionica foi de 80,1%
relativo a massa inicial aplicada na coluna. O rendimento da fra¢do eluida com agua
foi muito baixa, por isso essa fracéo foi descartada. As subfragcbes GBH-S2-GBH-S5
foram submetidas & andlise de homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR, obtendo
diferentes perfis de eluicdo que estdo apresentados na Figura 19. Todas as fracdes
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apresentaram picos assimétricos, indicando a heterogeneidade de todas as fracdes
em relacdo a massa molar. Por isso, essas fracdes foram designadas para estudos

em outro projeto, onde outras técnicas serdo realizadas para se obter uma fracéo

homogénea.
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FIGURA 19 — PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC-MALLS-IR DAS FRACOES GBH-
S2, GBH-S3, GBH-S4 E GBH-S5. IR = indice de refracao.

A Taleba 11 apresenta o rendimento, as analises quimicas e a composi¢cao
monossacaridica das subfragdes GBH-S2-GBH-S6. As fracdes de maior rendimento,
GBH-S3 e GBH-S4 (24,8% e 38,6%, respectivamente) apresentaram altos teores de
grupos sulfato, 35,3% e 31,2%. Em relagdo a composi¢cdo monossacaridica, essas
fracOes apresentaram altos teores de ramnose, 84,2% e 79,3 para GBH-S3 e GBH-
S4 respectivamente.

Devido a heterogeneidade das subfragdes (GBH-S2-GBH-S6) obtidas por
cromatografia de troca idnica da fracdo degradada de Smith (GBH-S), em relacéo a

massa molar, ndo foram realizados estudos quimicos quanto a estrutura quimica
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destes polissacarideos. A purificagdo e os estudos quimicos destas fragbes serdo
futuramente realizados.

Os estudos de atividade biolégica foram conduzidos com as heteroramnanas
e os produtos de degradacao controlada de Smith (fracdo GBH-S) como discutido a

seguir no Capitulo I1.



TABELA 11 — RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DAS SUBFRACOES OBTIDAS APOS CROMATOGRAFIA DE TROCA
IONICA DA FRACAO GBH-S.

, j i o) f
Subfracio  Rendimento  Agucarfotal - gyifato  Acido urdnico  Proteina Monossacarideos (mol%)

(%) ° (%) ° (%) © (%) (%) © [alo™ Ram?  Xil Glc Gal Man
GBH-S - 52,2 38,2 6,6 1,9 -38,3 74,1 1,8 18,8 - 5,8
GBH-S2 6,3 32,2 35,3 4,2 0,9 -19,8 84,2 52 7,7 - 4,9
GBH-S3 24,8 61,3 35,3 6,2 1,2 -32,1 79,3 - 15,9 - 4.8
GBH-S4 38,6 49,4 31,2 2,2 2,3 -45,7 91,7 1,9 2,5 - 3,9
GBH-S5 10,4 33,2 21,1 6,9 2,2 -33,0 77,1 2,0 10,3 - 10,6
Total 80,1

- = ndo detectado; ® rendimento em relacdo a fracdo submetida & cromatografia de troca idnica (246 mg); ° determinado pelo método fenol-acido sulfarico
(DUBOIS et al, 1956); © determinado pelo método de DODGSON e PRICE (1962); ¢ determinado segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); © determinado
segundo LOWRY et al. (1951); " monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditéis; ¢ abreviatura dos monossacarideos: Ram = ramnose, Xil =
xilose, Glc = glucose, Gal = galactose, Man = manose.

G8
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CAPITULO 1l - BIOATIVIDADE DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS DA
MACROALGA VERDE MARINHA G. brasiliensis

E notavel o interesse dos pesquisadores na area biomédica, no sentido de
isolar novos compostos bioativos obtidos de diferentes fontes marinhas. Dentre estes
organismos marinhos, destacam-se as macroalgas que sdo fontes valiosas de
polissacarideos com estruturas inéditas, as quais apresentam diferentes atividades
biologicas (HAYAKAWA et al, 2000). As algas marinhas sdo produtoras de
polissacarideos sulfatados (PS), como por exemplo, as fucanas em algas marrons,
carragenanas e agaranas em algas vermelhas e ramnanas e ulvanas em algas
verdes.

Estes PS apresentam diferentes tipos de atividades bioldgicas com aplicagédo
biotecnolégica, como as atividades: anticoagulante, antiviral, antioxidante,
antitumoral, antiangiogénica e imunomuduladora (COSTA et al., 2010). Deste modo,
PS obtidos de algas marinhas tém grande potencial para o desenvolvimento futuro de
produtos que venham beneficiar as areas de nutricdo, de farmacia e de cosméticos
(WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011).

O Capitulo 1l do presente trabalho descreve a capacidade das heteroramnanas
sulfatadas obtidas da macroalga verde marinha G. brasiliensis de atuar em sistemas
biolégicos como inibidoras da formacdo de vasos sanguineos, especificamente nos
processos de vasculogénese e angiogénese em embrides de galinha, como agente
antitumoral em células de glioma, como anticoagulante e como antivirais frente aos

virus herpes simplex tipos 1 e 2.
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste Capitulo foi avaliar a atividade biologica dos
polissacarideos sulfatados obtidos da macroalga verde marinha Gayralia brasiliensis
e seus produtos de degradacdo controlada de Smith frente aos ensaios de

vasculogénese e angiogénese, antitumoral, anticoagulante e antiviral.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a capacidade moduladora das heteroramnanas sulfatadas obtidas da
macroalga verde marinha G. brasiliensis e de seus produtos de degradacéo

controlada de Smith, sobre a vascularizagéo de embrides de galinha;

- Avaliar a vascularizacdo no processo de vasculogénese na membrana da vesicula
vitelinica e no processo de angiogénese na membrana corioalantdica de embrides

de galinha;
- Determinar a atividade antitumoral in vitro das heteroramnanas sulfatadas e dos
produtos de degradacdo controlada de Smith, em células tumorais de glioma

humano;

- Avaliar a atividade anti-herpética das heteroramnanas sulfatadas frente aos virus

herpes simplex tipos 1 e 2;

- Investigar a atividade anticoagulante in vitro das heteroramnanas sulfatadas.
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7. REVISAO BIBLIOGRAFICA

7.1. MODULACAO DA FORMACAO DE VASOS SANGUINEOS POR
CARBOIDRATOS

7

Durante a embriogénese inicial, a microvasculatura € iniciada através do
processo chamado de vasculogénese, e a formagdo de vasos a partir destes pré-
existentes € um processo denominado de angiogénese (FOLKMAN, 1971). Estes
processos de formagdo de novos vasos sanguineos desempenham um papel
importante em processos patolégicos, e podem facilitar o crescimento e a metastase
de tumores. Os novos vasos sanguineos formados podem promover o crescimento
do cancer, principalmente, através do suprimento de nutrientes e de oxigénio (SEOW
et al.,, 2011). Assim, a modulag&o desses processos € considerada uma abordagem
promissora para o tratamento do cancer (HE et al., 2009).

O aumento do interesse nas terapias antivasculogénica e antiangiogénica
requer o desenvolvimento de novos ensaios quantitativos no crescimento de novos
capilares (ADINI et al., 2009). Um método eficiente e muito utilizado in vivo é o teste
na membrana corioalantéica em embrides de galinha (CAM-assay). O CAM-assay
tem se tornado uma ferramenta muito utilizada para a determinagdo dos ensaios
antivasculogénico e antiangiogénico de muitas drogas extraidas de fontes naturais,
incluindo polimeros obtidos de algas (DIAS et al., 2008; SEOW et al., 2011).

Estudos demonstraram que a diversidade e a complexidade estrutural dos
carboidratos sulfatados, principalmente os teores e a disposi¢cédo dos grupos sulfato e
a massa molar, estdo relacionados com as diversas fungbes exercidas por essas
moléculas em sistemas biolégicos (DUARTE et al.,, 2004). Em polissacarideos
obtidos de diferentes espécies de algas, sulfatados ou ndo, as modifica¢cdes quimicas
realizadas em laboratério sdo de suma importancia, possibilitando assim o

relacionamento entre a bioatividade e a estrutura quimica destes polimeros.
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7.1.1. Formagdo de vasos sanguineos e do sistema cardiovascular

O primoérdio da formagdo de vasos sanguineos inicia-se com o surgimento de
células endoteliais a partir da diferenciacdo de células mesodérmicas em
hemangioblastos, levando a formagao das primeiras redes vasculares, denominadas
de ilhotas sanguineas (LAMALICE et al., 2007). Este processo de formag&o de vasos
sanguineos é um dos primeiros sistemas de desenvolvimento que se estabelece
durante o periodo embriondrio a partir do mesoderma (camada germinativa
intermediaria do embrido). Deste modo, a partir desta vascularizac¢ao inicial ocorre a
formacdo do sistema cardiovascular, que € composto pelo coracdo, pelas artérias,
veias e capilares (vasos sanguineos) e pelos vasos linfaticos (TOBELEM, 1990;
SWEENEY et al., 1998). Os vasos sanguineos sado constituidos basicamente por uma
monocamada de células endoteliais, as quais estdo revestidas por moléculas de
colageno, glicoproteinas, elastinas, proteoglicanas (na matriz extracelular) e por
células com a fungéo de suporte (DIAS et al., 2002).

A formacao de novos vasos ocorre principalmente por dois processos distintos:
vasculogénese e angiogénese (LAMALICE et al., 2007) (FIGURA 20). A
vasculogénese é o processo inicial da formagdo dos vasos e ocorre quando 0s
hemangioblastos se diferenciam em células precursoras de células endoteliais,
denominadas de angioblastos, e surgem no mesoderma da vesicula vitelinica. Apos o
surgimento de células endoteliais, ocorre a organizagdo destas em agregados
celulares, denominados de ilhotas sanguineas primitivas, onde um plexo vascular
primordial se estabelece. Neste processo, 0s canais endoteliais apresentam tamanho
relativamente uniforme (DIAS et al., 2002; BOUIS et al., 2006). A angiogénese € o
processo que procede a vasculogénese, onde ocorre o rapido crescimento vascular a
partir da remodelagem dos pré-existentes. Neste processo, ocorre uma combinagao
de eventos de morte e regressao vascular, com a sobrevivéncia e ramificacdo de
capilares a partir da vascularizagdo priméria e novos capilares surgem, onde uma
rede vascular estavel e complexa € definida com vasos de diferentes tamanhos,
possibilitando assim, o crescimento do corpo do embrido (FOLKMAN, 1971; DIAS et
al., 2002).
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FIGURA 20 — ESQUEMA DE FORMAGAO DO SISTEMA VASCULAR.

(A) VASCULOGENESE: As células mesodérmicas se diferenciam em
hemangioblastos levando a formacdo das ilhotas sanguineas. Em seguida, o0s
hemangioblastos se diferenciam em células precursoras de células endoteliais, os
angioblastos. Apés, ocorre a migracao, diferenciagcdo e proliferacdo das células
endoteliais formando um plexo vascular primitivo. Finalmente, ocorre uma
remodelagdo vascular em vasos maiores e vascularizagdo do embrido. (B)
ANGIOGENESE: A formac&o de capilares a partir dos vasos pré-existentes.

FONTE: LAMALICE et al. (2007).

No embrido, o desenvolvimento dos grandes vasos e do coragdo ocorre
através da vasculogénese e a invasdao de novos vasos sanguineos mediada pela
angiogénese, possibilita o desenvolvimento de 6rgdos como o figado, os pulmdes e o
cérebro (RISAU et al., 1988; ZAMMARETTIA; ZISCH, 2005).
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Além de estar presente no desenvolvimento embriondrio, a angiogénese
permanece em muitas condigBes fisioldgicas no individuo adulto, como na
cicatrizacdo, regeneracéo de tecidos, crescimento de cabelos e no ciclo reprodutivo
feminino (DIAS et al.,, 2002). Adicionalmente, estes processos desempenham um
papel importante em condi¢gBes patoldgicas a exemplo do cancer. Células tumorais
sdo capazes de induzir a formacdo de novos capilares, através dos quais estas
células podem se nutrir e se disseminar através da corrente sanguinea (FOLKMAN,
1971).

7.1.2. Sinalizagao celular naformacé&o de vasos sanguineos

O desenvolvimento de novos capilares € um processo mantido sob controle
rigoroso no organismo, desta forma, a presenca da angiogénese esta restrita aos
processos fisioldgicos normais em um individuo adulto, como citado do item anterior
(FOLKMAN; SHING, 1992). Erros de sinalizagdo celular na regulacdo da
angiogénese podem ocasionar a formacéo descontrolada de vasos, possibilitando
assim o desenvolvimento de uma série de patologias como a artrite reumatdide,
endometriose, glaucoma e alguns tipos de cancer (FOLKMAN; KLAGSBRUM, 1987;
KOCH, 1998). Sinais angiogénicos (ativadores) e sinais angiostaticos (inibidores) sdo
mantidos em equilibrio nos sistemas biolégicos e secretados em concentracdes
estritamente controladas. Quando necessario estes sinais sdo resgatados
promovendo a inibicdo ou a inducdo de formag&o de novos vasos, no entanto, este
sistema de regulacdo é imensamente complexo, e o papel desenvolvido por grande
parte destas moléculas ainda é desconhecido (D’AMORE; THOMPSON, 1987;
HANAHAN; FOLKMAN, 1996).

Moléculas de proteoglicanas como o sulfato de heparana estéo integradas na
matriz extracelular e desenvolvem participagdo crucial nos eventos de morfogénese e
organogénese celular (DIAS et al., 2002). Fatores de crescimento indutores da
angiogénese, como o FGFb (fibroblast growth fator-basic), ficam mantidos nas
moléculas de proteogliganas que funcionam como espécie de reservatério. Quando

necessarios para o processo de regulagdo da angiogénese, estes fatores s&o
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regatados da matriz extracelular promovendo a diferenciacdo de células endoteliais
(TOBELEM, 1990; YANCOPOULOS et al., 2000; DIAS et al., 2002).

O fator de crescimento de fibroblastos béasico (FGFb) também chamado de
FGF-2 € uma molécula pequena, de massa molar de 18 kDa, inespecifica para
células endoteliais, no entanto, é capaz de induzir o crescimento endotelial in vitro e a
angiogénese in vivo (TOBELEM, 1990; DIAS et al., 2002; DIAS et al., 2008).

A familia dos VEGFs (vascular endotelial growth factors) incluem os cinco
fatores de crescimento derivados da placenta: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
e VEGF-E. Em humanos, mondmeros de VEGF-A existem como cinco isoformas
diferentes, sendo o VEGF (vascular endothelial growth fator) o mais ativo e
abundante. Este fator de crescimento é responsavel por regular as fungdes nas
células endoteliais, € um potente indutor da angiogénese regulando as principais
etapas do processo angiogénico como a diferenciagdo, proliferagdo e migracéo
celular (LAMALICE et al., 2007). Além da familia dos VEGFs, existem outros fatores
especificos para a formagdo de vasos sanguineos, como o0s quatro fatores
angiogénicos pertencentes a familia Ang (angiopoietinas): Ang-1, Ang-2, Ang-3 e
Ang-4, que atuam induzindo a angiogénese de maneira parécrina e pelo menos um
membro da familia das Eph (efrinas Al, B1 e B2) (DIAS et al., 2002).

As principais fungdes dos fatores angiogénicos mais estudados, o FGFb e o
VEGF seriam a atuagdo sobre as células endoteliais, levando a ativagdo de enzimas
denominadas metaloproteinases de matriz (MMPSs) e a ativacdo de plasminégenos.
Essas fungcbes sdo essenciais no mecanismo de migragéo celular, no processo de
formacé&o do tubo vascular (YANCOPOULOS et al., 2000; BERTI, 2008).

A ativacdo de MMPs est4 ligada ao bloqueio dos seus inibidores teciduais, 0s
TIMPs (tissue inhibitors of metaloproteinases) e que a redugdo da sintese destes
MMPs desencadeia uma atividade proteolitica na matriz extracelular. No inicio da
angiogénese, este processo permite que as células endoteliais migrem através do
tecido conjuntivo e no final da formag¢éo dos vasos, ocorre a estabilizagdo da matriz
extracelular endotelial, nesta etapa a expressdo de MMPs é reduzida e os TIMPs s&o
induzidos (CORNELIUS et al., 1995).

Além do FGFb, outros fatores de crescimento ndo especificos para as células
endoteliais estdo envolvidos na formagéo de vasos sanguineos, a exemplo do PDGF
(platelet-derived growth fator), fator de crescimento derivado de plaguetas e de
fatores de transicdo (YANCOPOULOS et al., 2000).
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Dentre o complexo jogo de sinalizacdo celular que promove a formagéo de
novos vasos sanguineos maduros, os receptores de membrana celular trabalham
possibilitando que estes fatores angiogénicos atuem de forma integrada. Os VEGFs
sdo ativos mediante sua ligagdo com 0s seus respectivos receptores de membrana
VFGFR-1, VFGFR-2 e VFGFR-3. Estes receptores de membrana sdo expressos na
sua maioria, pelas células endoteliais presentes nos vasos sanguineos e pelas
células endoteliais linfaticas. Juntamente com os receptores de Ang (Tiel, Tie2, Tie3
e Tie 4) os VEGFRs desempenham papel importante na angiogénese em relagéo a
enzima tirosina quinase, cuja a ativagdo faz com que estes receptores se organizem
em dimeros (GALE; YANCOPOULOS, 1999; DIAS et al., 2002).

7.1.3. Vascularizagdo e o desenvolvimento de tumores

Células cancerigenas presentes em tumores primarios sdo capazes de migrar
atraveés da corrente sanguinea. Esta capacidade se d& através da comunicagéo entre
células tumorais e células estromais (ligadas as células tumorais). Dando inicio a
invasao e se disseminando para outras partes do organismo, a partir da inducéo da
formacdo de novos vasos, promovendo assim a metastase (HENDRIX et al., 2011),
como ilustrado na Figura 21.

O comportamento da angiogénese relacionada a vascularizacdo de tumores
foi estudado por Folkman (1971), que descreveu o estado de dorméncia do tumor
frente & auséncia de vascularizacdo. O processo de angiogénese descontrolado
favorece o crescimento da massa tumoral e o desenvolvimento metastatico. Se o
suprimento nutricional de células tumorais é facilitado pela formagédo de novos vasos
sanguineos, o tumor cresce desordenadamente. Em condigbes em que ha auséncia
da vascularizagéo, o tumor ndo se desenvolve, atingindo apenas alguns milimetros
(CARMELIET; JAIN, 2000; BERGERS; BENJAMIN, 2003).

A capacidade apresentada por alguns tumores malignos de se desenvolver e
colonizar outros 6rgdos através da metastase esté relacionada a sua capacidade de
produzir moléculas indutoras da neovascularizagdo. Essa capacidade é atribuida as
modificacdes genéticas que ocorrem durante o processo de transformacéo de células

normais em células cancerigenas, onde a maquinaria da célula neoplasica se torna
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capaz de sintetizar estes indutores angiogénicos (HANAHAN; FOLKMAN, 1996;
KOCH, 1998, CARMELIET; JAIN, 2000). Neste sentido, a biologia da vascularizacéo
durante a embriogénese é relevante também durante o processo de formacao de
tumores (FOLKMAN, 2001; HENDRIX et al., 2003).

FATORES DE CRESCIMENTO
DA ANGIOGENESE
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"\ TUMOR
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FIGURA 21 - PROCESSO DE ANGIOGENESE NO CRESCIMENTO DE TUMORES.

(1) — Células tumorais desenvolvem a capacidade de secretar fatores angiogénicos,
(2) — Células do endotélio sédo induzidas a migracao e proliferagdo, € um novo vaso
sanguineo é formado e, (3) — A massa tumoral é aumentada pelo suprimento de
nutrientes e oxigénio a partir do novo vaso formado (HENDRIX et al., 2011), (4)
Figura ilustrando um tumor (seta branca) resultante de células humanas cultivadas
na membrana corioalantéica de embries de galinha (seta verde), onde 0s vasos
sanguineos com diferentes diametros a partir da membrana séo atraidos pelo tumor
gue requer essa vascularizacdo para crescerem (http://www.fondation-ritc.net/-
Microenvironnement-tumoral-.html?lang=en/Acesso: 04 de maio de 2013).

Outro ponto importante na vascularizacao fisiopatoldgica é que nesta condicédo
0 crescimento vascular se apresenta constante e desordenado nunca alcangando a
estabilidade. Além disso, o fluxo sanguineo é caracterizado por ser lento e oscilante,

ocasionando o extravasamento do conteldo plasmatico a exemplo das proteinas do
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plasma Ao contrario, na angiogénese fisiolégica, a formacdo de vasos sanguineos €
mantida sob rigido controle, onde os capilares rapidamente sofrem maturacéo e se
tornam estaveis. Estudos revelaram que o fator de crescimento FGFb é sintetizado
por diversas linhagens de células tumorais e pode ser expresso em altas taxas e de
forma seletiva (GAGLIARDI; COLLINS, 1993; BERGERES, HANAHAN e
COUSSENS, 1998; MUNDHENKE et al., 2002).

A presenca da neovascularizagdo fisiopatologica ndo se Ilimita a
vascularizacdo tumoral, podendo ser encontrada em outros tipos de patologias
desprovidas de malignidade (FOLKMAN; KLASBRUM, 1987; FOLKMAN, 2001),
como a retinopatia diabética, degeneracdo macular relacionada a idade, nova
vascularizacao ocorrida na cérnea transplantada, glaucoma neovascular, tracoma,
psoriase, desenvolvimento de placa aterosclerdtica, angiofibroma e malformag6es
artero-venosas.

Além de ser fundamental durante a embriogénese, o processo de formacgéo de
vasos sanguineos pode se apresentar na vida adulta em condigdes fisioldgicas
normais e em condi¢des fisiopatoldgicas, a exemplo dos tumores malignos. Deste
modo, estudos no sentido de bloquear a neovascularizagdo fisiopatologica séo
importantes e muitas pesquisas revelaram que substéncias obtidas de fontes naturais
séo capazes de interferir neste processo de formagéo de novos vasos, podendo atuar
como compostos antiangiogénicos. A respeito de serem moléculas valiosas em
relagdo a bioatividade, polissacarideos sulfatados obtidos de algas marinhas também
sdo descritos por apresentaram atividade sobre a vascularizagéo, tanto em modelos
animais (in vivo) ou através de técnicas de cultivo celular (in vitro) (SOEDA et al.,
2000; BURGERMEISTER et al., 2002; DIAS et al., 2005; CHEN et al., 2007; DIAS et
al., 2008).

7.1.4. Modulacédo da vascularizagéo por polissacarideos sulfatados

Polissacarideos sulfatados como pentosana polisulfato, heparina, sulfato de
heparana, sulfato de dextrana e sulfato de condroitina sdo descritos por estimular a
formacdo do tubo vascular, e os polissacarideos ndo sulfatados como xilanas e

dextranas ndo sulfatadas néo exibem este efeito indutor (JACKSON et al., 1994). De
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fato, proteoglicanas sulfatadas enddégenas séo essenciais para o transporte de FGFb
e ativacdo do seu receptor, devido a estabilizagdo de um complexo entre FGFb e seu
receptor com cadeias distintas de espécies de sulfato de heparana (GALLAGHER,
1994). No entanto, dependendo da estrutura quimica, certos polissacarideos
sulfatados podem sequestrar o FGFDb, prevenindo desta forma, a ativagdo dos seus
receptores (FGFRs), inibindo entdo, a formagdo do tubo vascular, tanto na
vascularizacao inicial (vasculogénese), quanto na vascularizagdo a partir de vasos
pré-existentes (angiogénese) (DIAS et al., 2008).

Se um polissacarideo é capaz de exibir propriedade pro-angiogénica ou
antiangiogénica, essa capacidade moduladora parece estar ligada, principalmente,
ao teor e posicdo dos grupos sulfato e a massa molar deste polimero
(BURGERMEISTER et al., 2002; DIAS et al., 2008). Assim, a atividade angiogénica
de fucanas sulfatadas nativas, que possuem um grau de sulfatagdo, pode ser
revertida em acdo antiangiogénica, quando, através de modificagdes quimicas, o
grau de sulfatacdo da molécula é aumentado (SOEDA et al., 2000; MATOU et al.,
2002). Outros polissacarideos altamente polianidbnicos como a suramina
polisulfonada e seus andlogos, também podem inibir significativamente a
angiogénese através da prevencédo da ligacdo de FGFb, TGF-B (transforming growth
factor-beta) e EGF aos seus respectivos receptores (COFFEY et al., 1987; YAYON e
KLAGSBRUM, 1990; PESENTI et al., 1992; GAGLIARDI, 1992).

Estudos prévios tém demonstrado que galactanas de baixa massa molar,
obtidas através de hidrdlise parcial de arabino-galactanas, de Larix decidua, apos
sulfatacdo quimica, s@o potentes inibidoras angiogénicas em embrides de G.
domesticus (BURGERMEISTER et al., 2002). Oligossacarideos altamente sulfatados,
obtidos de A-carragenanas por despolimerizagdo, também sdo potentes inibidores
angiogénicos (50% de inibigéo, 200 ug) (CHEN et al., 2007).

Dias e colaboradores (2005), observaram inibicdo de 64% da angiogénese em
embrides de galinha (CAM-assay), utilizando uma concentracdo de 1500 pg de
fucanas sulfatadas nativas extraidas da alga marinha Sargassum stenophyllum. E
mais recentemente, através do ensaio na membrana da vesicula vitelinica
(vasculogénese), observaram uma inibicdo de 100% da formacdo dos vasos
sanguineos, quando se utilizou a mesma concentracdo (1500 pg) de fucanas obtidas
da mesma alga (DIAS et al., 2008).
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Levando em consideragdo a necessidade de novos agentes naturais que
apresentem a capacidade de modular a vascularizacdo patoldgica de diversas
doengas, incluindo a vascularizagdo tumoral, heteroramnanas sulfatadas isoladas de
macroalgas verdes marinhas, particularmente as obtidas de espécies do género
Gayralia, sdo promissoras como agentes antiangiogénicos.

Estes polissacarideos sulfatados poderiam atuar impedindo a nutricdo e a
oxigenacao de células neoplasicas em tumores sélidos, bem como a promogédo da
metastase através da neovascularizacdo fisiopatologica. Desta forma, poderiam
também ser empregados como antiangiogénicos no tratamento de outras doencas
decorrentes da neovascularizagéo fisiopatolégica. Ademais, a obtencéo e purificacéo
destes polissacarideos s@o etapas simples, de baixo custo e apresentam altos
rendimentos. Além disso, vale destacar que estes compostos obtidos de macroalgas

verdes marinhas, ndo sdo téxicos quando aplicados em modelos animais.

7.1.5. Modelo experimental in vivo (embrides de Gallus domesticus)

Nos estudos de vascularizagdo diversas técnicas utilizando modelos in vivo e
in vitro foram desenvolvidas, através das quais se avalia a resposta de moléculas
naturais frente a angiogénese e a vasculogénese (FOLKMAN, 1971; BYRD e
GRABEL, 2004; DIAS et al., 2008). Uma das técnicas utilizando modelos in vivo, € a
realizada em vasos axilares de zebrafish e na membrana do saco vitelinico de
embrides e de individuos adultos de camundongo (BYRD; GRABEL, 2004). Outros
métodos in vivo incluem a microcirurgia corneal e o ensaio classico realizado na
membrana corioalantéica em embrides de aves, conhecido como CAM-assay
(FOLKMAN, 1971; ZYGMUNT et al., 2003; DIAS et al., 2008).

Na técnica classica de CAM-assay utilizando embrides de galinha, as injecbes
sdo aplicadas na membrana corioalantdica, onde é avaliado o processo de
angiogénese (FOLKMAN, 1971). Dias e colaboradores (2008) aperfeicoaram esta
técnica e realizaram o0 ensaio na membrana da vesicula vitelinica (MV) destes
embrides, desta forma, foi possivel avaliar a vascularizagdo no processo de
vasculogénese. O ensaio na MV facilita os estudos laboratoriais, visto que este

ensaio pode ser realizado em embrides com apenas 24 horas de desenvolvimento.
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Ademais, nesta etapa inicial, os embrides ainda sdo pequenos e ndo apresentam
movimenta¢do e um corpo totalmente estruturado, o que dificulta a visualizagdo dos
vasos durante as andlises.

Nos ensaios de vasculogénese e angiogénese, as substancias a serem
depositadas nas membranas da vesicula \vitelinica e corioalantdica,
respectivamente, séo incialmente adsorvidas em suportes que séo geralmente feitos
de colageno, metilcelulose, poliestireno e dextrana (OPPENHEIM; LEVIN; HARTH,
1973; GAGLIARDI; COLLINS, 1993; DORDUNOOQO et al., 1995; IRUELA-ARISPE et
al., 1995; SHIBLEY; PENNINGTON, 1998; DIAS et al., 2008).

Os estudos de vascularizacdo realizados através dos ensaios da MV e da
membrana corioalantéica (MC) s&@o vantajosos quando comparados as demais
técnicas utilizadas em laboratério com este mesmo proposito. O processo de
incubac@o dos ovos em chocadeiras € simples, de baixo custo e que oferece a
possibilidade de manipular um ndmero racional de unidades amostrais
(SCHOENWOLF, 1994; CAMPESTRINI, 2007).

A espécie Gallus domesticus estd amplamente documentada em relacdo a
genética, a fisiologia e & embriologia, o que facilita a utilizacdo dos embrides desta
espécie como modelo biologico. Os embribes se caracterizam pelo desenvolvimento
em um ambiente préprio, independentes de placenta e de influéncia materna. Outra
caracteristica relevante destes embribes € o répido surgimento de uma
vascularizacdo primitiva de féacil visualizacdo, onde em um curto periodo de
desenvolvimento, (aproximadamente 24 horas de incubacdo) os tratamentos ja
podem ser realizados (MOURY; SCHOENWOLF, 1995).

Nos embrides de G. domesticus, as ilhotas sanguineas que sdo 0s primeiros
indicios de vascularizagdo (processo de vasculogénese) podem ser observadas em
um periodo de 24 horas de incubagdo (EYAL-GILADI, 1991). Essas estruturas da
vascularizacdo primitiva podem ser observadas nas bordas do blastémero (camada
germinativa de desenvolvimento do embrido) e séo formadas a partir de agregados
de células endoteliais, originadas no mesoderma extra-embrionario (camada
germinativa intermediaria do embrido). Para formarem o0s primeiros vasos
sanguineos, as ilhotas sanguineas passam por um processo de associagdo
(anastomose) e atingem a luz vascular o que caracteriza o aparecimento de uma
estrutura capilar. Este processo acontece entre 26 e 29 horas de desenvolvimento
(estadio 8) (HAMBURGER; HAMILTON, 1951; AREY, 1974).
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Na sequéncia, no tempo de incubacéo de aproximadamente 33 horas, forma-
se uma rede vascular em que os vasos se conectam limitados pelo vaso sino
terminal. Essa rede primitiva de capilares € denominada de plexo vascular e esta
associada ao endoderma subjacente envolvendo uma parte do vitelo do ovo
(FIGURA 22), onde desta forma, a vesicula vitelinica € organizada em anexo ao
embrido. Nesta etapa também ocorre a formacao do coragcdo que estabelece uma
circulagdo sanguinea com as artérias e veias onfalomesentéricas presentes neste
anexo embrionario (PATTEN, 1951; HAMBURGER; HAMINTON, 1951; HOUILLON,
1972).

FIGURA 22 - FOTOGRAFIA DE UM EMBRIAO DE 2 DIAS DE
DESENVOLVIMENTO.

No detalhe da seta a vesicula vitelinica onde estdo presentes as ilhotas sanguineas,
originadas a partir do processo de vasculogénese.

Os movimentos que possibilitam o dobramento do coragéo e a formacéo de
novos vasos a partir dos vasos pré-existentes (angiogénese) ocorrem no tempo de
40 horas de incubacdo. Células internas a estas estruturas do sistema
cardiovascular se transformam em hemocitoblastos, os quais, através de eventos de
diferenciacéo celular ddo origem as demais células que compdem o sangue (AREY,
1974; SWEENEY et al., 1998).
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Um dos componentes da vascularizacdo extraembrionaria sdo 0S vasos
alantdicos, que surgem com 72 horas de incubacdo. A partir deste periodo, em
aproximadamente 96 horas de desenvolvimento, o alantéide (diverticulo da parede
ventral do intestino posterior) aumenta sua dimensdo devido a deposicao dos
produtos de excregdo do embrido. Nesta fase, o alantoide intercala-se entre o amnio
e 0 corio. A juncdo do mesoderma somatico presente nos dois anexos (amnio e
cério) com o mesoderma angiogénicos do alantoide caracteriza a formacdo da
membrana corioalantoica (PATTEN, 1951).

A figura 23 ilustra a membrana corioalantéica presente em um embrido de
galinha submetido a 6 dias de incubacdo. Essa estrutura extraembrionaria se
caracteriza por ser uma vesicula de forma achatada, altamente vascularizada e que

se disp6e sobre o saco vitelinico e o embrido (PATTEN, 1951).

FIGURA 23 — FOTOGRAFIA DA MEMBRANA CORIOALANTOICA DE UM
EMBRIAO DE 6 DIAS DE DESENVOLVIMENTO.

No detalhe da seta a presenca da membrana corioalantéica, onde a vasculariza¢do
se originou a partir de vasos pré-existentes (angiogénese).
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7.2. ATIVIDADE ANTITUMORAL DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE
ALGAS MARINHAS

Nos ultimos anos tém se intensificado os estudos com polissacarideos
sulfatados obtidos de diferentes espécies de organismos marinhos. Neste contexto,
os polissacarideos sulfatados produzidos por algas marinhas apresentaram potente
capacidade antitumoral (ROPELATTO, 2011; CARVALHO, 2013). Em estudos de
cultivo celular (in vitro) realizados com diferentes linhagens tumorais, 0s
polissacarideos sulfatados inibiram a proliferagdo destas células neoplasicas. Estes
polimeros também possuem atividade em camundongos (in vivo) inibindo a evolu¢ao
de tumores sélidos (ATHUKORALA et al., 2009).

Como discutido no item 7.1.4 deste Capitulo, € comprovado que alguns
polissacarideos sulfatados sdo capazes de modular a diferenciacéo, a proliferacdo e
a migracao de células endoteliais vasculares, através do bloqueio da ligagéo do fator
de crescimento (VEGF) aos seus receptores de membrana celular (IMAMURA e
MITSUI, 1987; KOYONAGI et al., 2003). Ademais, estes polimeros sdo capazes de
estimular o sistema imune no organismo, bem como induzir a apoptose de células
cancerigenas (AISA et al., 2005).

Um polissacarideo sulfatado obtido da alga parda Ecklonia cava, composta
majoritariamente por fucose e por menores concentragdoes de galactose e de massa
molar estimada em 1381 kDa, apresentou atividade antiproliferativa em linhagens de
células tumorais de leucemia U-937 e HL-60 (ATHUKORALA et al., 2009). Fucanas
obtidas de outra espécie de alga parda, Fucus vesiculosus, também apresentaram
atividade antiproliferativa sobre células de linfoma humano HS-Sultan (AISA et al.,
2005). Foi verificado que essas fucanas obtidas de espécies diferentes de algas
pardas possuem o mesmo mecanismo de acdo em relagdo ao bloqueio da
proliferacé@o celular, que é através da inducéo das células tumorais a apoptose (AISA
et al., 2005; ATHUKORALA et al., 2009).

Costa e colaboradores (2010) estudaram a atividade antiproliferativa de 11
espécies de algas marinhas pertencentes as divisbes Rhodophyta, Phaeophyta e
Chlorophyta, em de células de céancer cervical (HeLa). Todos os polissacarideos
testados demonstraram atividade antiproliferativa de maneira dose-dependente, no

entanto, alguns polissacarideos foram mais ativos sobre as células cancerigenas.
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Essa disting@o de atividade entre os polissacarideos obtidos das diferentes espécies
de algas parece estar vinculada as diferengas estruturais destes polissacarideos.

A atividade antitumoral de fucanas sulfatadas purificadas obtidas de algas
pardas foi avaliada em células tumorais de Sarcoma-180, de melanoma B16 e de
carcinoma de pulmédo Lewis. Uma observagdo importante neste estudo demonstrou
que a habilidade antitumoral apresentada por estes polissacarideos é devido a sua
capacidade de inibir a angiogénese. O polimero inibiu o desenvolvimento das células
tumorais através do bloqueio de VEGF aos seus receptores VEGFRs presentes na
membrana celular. Foi verificado também que quando os polimeros nativos, que ja
possuiam algum grau de sulfatacdo, foram totalmente sulfatados através de
modifica¢cdes quimicas, ocorreu uma potencializagdo na atividade antiangiogénica
destes polissacarideos (KOYANAGI et al., 2003).

Apesar da maioria dos estudos com polissacarideos antitumorais serem
realizadas pelos ensaios in vivo, através de uma aplicacdo no local do cancér e in
vitro utilizando o cultivo de células, Noda e colaboradores (1990) verificaram que a
administracdo oral de algas em p6 em camundongos afetados por carcinoma Ehrlich
e Meth-A fibrosarcoma, também demonstrou um efeito antitumoral. As algas mais
efetivas contra os dois tipos de cancer foram as espécies Sargassum ringgoldianum
e Porphyra yezoensis.

FragOes polissacaridicas obtidas de uma espécie de alga verde Capsosiphon
fulvescens apresentaram atividade antitumoral sobre o sarcoma-180 e
adicionalmente exibiram atividade imunoestimulante in vitro (PARK et al., 2006).

No grupo de pesquisa GLICAM do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFPR, pesquisas em relagdo a atividade antitumoral utilizando as
heteroramnanas sulfatadas obtidas da macroalga verde Gayralia oxysperma sé&o
realizadas. Estes estudos foram conduzidos por Ropelatto (2011) e Carvalho (2013)
que revelaram que estes polissacarideos sdo potentes agentes antitumorais em
linhagens de glioma humano U87MG e U373MG. Carvalho (2013) verificou que
atividade antitumoral dessas heteroramnanas se da pela parada do ciclo celular.

Os estudos de atividade antitumoral de polimeros obtidos de algas se
concentram principalmente, nos trabalhos realizados com polissacarideos obtidos de
algas pardas e de algas marrons, utilizando diferentes linhagens de células tumorais.
No entanto, até o momento ndo foram encontrados relatos de pesquisas envolvendo

polissacarideos obtidos de macroalgas verdes marinhas e linhagens celulares de
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glioma humano, exceto os trabalhos realizados por Ropelatto (2011) e Carvalho
(2013).

7.2.1. Gliomas (astrocitomas)

Sao denominados de gliomas os tumores cerebrais originados a partir da
mutacao das células da glia. Além de constituirem aproximadamente 50% da massa
do cérebro, essas células sd@o responsaveis pela sustentagdo e nutricdo dos
neurdnios. Este tecido é composto por trés principais tipos de células os
oligodendrdcitos, os astrécitos e as células de Schann (ABTA, 2010).

Uma das principais caracteristicas dos gliomas malignos € habilidade de
invasao. Devido a este fator, um alto indice de recorréncia € observado em pacientes
apds a cirurgia de remocgdo do tumor. Os gliomas sdo os tumores mais comuns
dentre os tumores encontrados dentro da cavidade craniana, e apesar do grande
avanco da medicina em relagdo aos diagndsticos e aos diferentes tratamentos desta
doenga, a média de sobrevivéncia de pacientes afetados pelo grau mais agressivo,
néo ultrapassa o periodo de 15 meses (DEMUTH; BERENS, 2004).

A denominagéo glioma pode ser subdividida, dependendo do tipo celular que
deu origem ao tumor. Os gliomas podem ser classificados como oligodendrogliomas,
astrocitomas e ependimomas, originados dos oligodendrdcitos, astrocitos e células
ependimais, respectivamente. Tumores originados de dois tipos ou mais de células
da glia sdo chamados de gliomas mistos (ABTA, 2010).

As células da linhagem U87MG de astrocitoma, originadas a partir dos
astrécitos, foram utilizadas neste trabalho e estdo representadas na Figura 24. Em
condi¢bes normais, os astrocitos possuem um corpo central de onde se projetam
véarios prolongamentos deixando a célula com um formato de estrela. Através de
contato com axoOnios, sinapses e outros tipos celulares da glia, as extremidades
destes prolongamentos celulares desempenham a funcdo de manutengcdo das
concentragdes idnicas e de metabdlitos em taxas adequadas com 0s neur6nios,
ademais, constituem uma barreira hemato-encefalica com o endotélio dos capilares,
bem como rigoroso controle da difusdo plasma-intersticio neuronal (LEVITAN;
KACZMAREK, 2002).
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FIGURA 24 — FOTO DA LINHAGEM U87MG DE GLIOBASTOMA HUMANO.
(A) Aumento de 100 x e (B) Aumento de 400 x.

FONTE: CARVALHO (2013).

Estudos histolégicos permitiram classificar os astrocitomas em graus de | a IV,
sendo esta classificacdo realizada a partir do nivel de anormalidade celular. Os
tumores de baixos graus (I e Il) sdo ditos como benignos, e os tumores de altos graus
(I e 1V) referidos como malignos. Os tumores ditos como malignos possuem um
maior potencial de agressividade, onde ocorre um rapido desenvolvimento do tumor
devido a alta taxa de divisdo celular. Devido ao carater invasivo e agressivo dos
tumores de graus Ill e IV, o Unico tratamento efetivo aplicado para estes tipos de
tumores é a neurocirurgia (ABTA, 2010).

Individuos de 40 a 50 anos, principalmente homens, sdo os mais atingidos
pelos glioblastomas multiformes (grau IV) que constituem aproximadamente 50% dos
casos de gliomas. Os astrocitomas anaplasicos (grau Ill) sdo diagnosticados
principalmente em adultos jovens. Anormalidades identificadas nos cromossomos 10
e 17 dessas linhagens podem estar ligadas ao desenvolvimento destes gliomas, no
entanto, a causa especifica dos tumores cerebrais, em geral, permanece
desconhecida (ABTA, 2010).
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Os sintomas caracteristicos de um individuo com glioma sao principalmente, o
aumento da pressao intracraniana e a deficiéncia motora. Apds a realizacdo da
remocdo do tumor por neurocirurgia, o paciente € submetido a radioterapia, ou no
caso do diagnéstico precoce do tumor, o tratamento por quimioterapia também pode
ser realizado. Apesar de varios estudos serem realizados com diferentes tipos de
medicamentos no tratamento de astrocitoma anaplésico e glioblastoma multiforme,
nao se obteve sucesso, visto que todos demonstram efeitos colaterais adversos
(ABTA, 2010).

7.3. ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DE POLISSACARIDEOS DE ALGAS
MARINHAS

O sistema de coagulacdo sanguinea consiste de duas vias, uma via
denominada intrinseca e outra denominada extrinseca, onde uma série de fatores
estdo envolvidos regulando este mecanismo. A coagulacdo sanguinea procede
através destes fatores de coagulacao, sempre que ocorra uma leséo vascular com
sangramento, formando-se assim, o coagulo, onde dentro de poucos minutos no local
da leséo, o sangramento é cessado. Como anticoagulantes enddégenos e exdgenos
interferem nos fatores de coagulagdo por inativagcdo ou restricdo, a coagulacéo
sanguinea pode ser prolongada ou interrompida (JUNG; LE; KIM, 2001). Estes
compostos anticoagulantes sdo utilizados com finalidades terapéuticas, como por
exemplo, para curar a hemofilia (WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011).

A heparina é o polissacarideo sulfatado utilizado por mais de 50 anos como
um anticoagulante comercial e é amplamente empregado na prevencao de disturbios
tromboembodlicos VEenosos. No entanto, varios efeitos secundarios
da heparina tém sido observados, tais como o desenvolvimento de trombocitopenia, 0
efeito hemorragico, a ineficacia em deficiéncias de antitrombina adquirida ou
congénita e a incapacidade para inibir a trombina ligada a fibrina (PEREIRA; MELO;
MOURAO, 2002). Além disso, a heparina esta disponivel em concentracdes muito
baixas no intestino de porco ou pulmédo bovino, de onde é principalmente extraida.
Portanto, a necessidade de descobrir fontes alternativas de substancias

anticoagulantes € necessaria, devido ao grande interesse, na possibilidade de uma
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terapia anticoagulante com mais seguranca (WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM,
2011).

Varios polissacarideos que apresentam atividade anticoagulante,
especialmente os obtidos de algas marinhas vermelhas e marrons, tém sido isolados
e caracterizados. Estes s&o representados por uma variedade estrutural de
galactanas e fucanas sulfatadas, as quais podem apresentar elevada atividade
anticoagulante, a depender da estrutura quimica e da massa molar do polimero. No
entanto, destacam-se os polissacarideos obtidos de algas verdes marinhas, que sao
menos investigados quanto as propriedades anticoagulantes, em relacdo aos
polissacarideos obtidos de algas marrons e vermelhas (MAO et al, 2009;
WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011).

Polissacarideos de algas verdes marinhas apresentam atividade
anticoagulante (TABELA 12). Em especial, os polimeros obtidos de espécies de
macroalgas do género Monostroma (LEE et al., 1998; HAYAKAWA et al., 2000; MAO
et al.,, 2009; e LI et al., 2012). Maeda e colaboradores (1991) demonstraram que
polissacarideos sulfatados obtidos de Monostroma nitidum apresentaram atividade
anticoagulante seis vezes superior a da heparina. Mais recentemente, Mao e
colaboradores (2009) constataram que polissacarideos sulfatados obtidos de
Monostroma latissimum também apresentaram alta atividade anticoagulante quando
comparados a heparina.

Os polissacarideos citados acima foram testados quanto a atividade
anticoagulante, por pelo menos um dos trés ensaios classicos de coagulacao in vitro:
prolongamento do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), prolongamento
do tempo de trombina (TT) e prolongamento do tempo de protrombina (PT). O
prolongamento do TTPA sugere a inibicdo dos fatores intrinsecos e € a medida do
tempo de coagulacdo dependente da via intrinseca. O TT € a inibi¢cdo da atividade de
trombina, ou da polimerizacdo da fibrina, como tempo de coagulagcé&o dependente da
inibicdo da trombina. E PT é ensaio que avalia o tempo de coagulagdo da via
extrinseca (WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011).

A relacéo entre a estrutura de alguns polissacarideos sulfatados e a atividade
anticoagulante é discutida por Colliec e colaboradores (1991). Os grupos sulfato
presentes em polissacarideos podem aumentar as ligacdes especificas e nao
especificas para uma variedade de proteinas biologicamente ativas, que estédo

envolvidas nas vias de coagulagdo. A atividade anticoagulante de galactanas
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sulfatadas, por exemplo, depende principalmente da natureza das unidades
monossacaridicas, da posi¢ao e do teor dos grupos sulfato (SILVA et al., 2010).

No geral, para ramnanas sulfatadas é descrito que, principalmente os fatores
de composicdo monossacaridica, de teor e posicdo de grupos sulfato e massa molar
estejam envolvidos com a atividade anticoagulante destes polimeros (LI et al., 2012).
Athukorala e colaboradores (2009) estudaram a relagdo entre a massa molar e a
atividade anticoagulante de algas marinhas e como resultados, concluiram que
polissacarideos sulfatados de alta massa molar (acima de 30 kDa), obtidos de C.
fragile, exibiram maior capacidade anticoagulante, quando comparados aos seus
fragmentos polissacaridicos obtidos por hidrélise enziméatica (abaixo de 5 kDa). No
entanto, para discutir melhor esta relagcdo de atividade anticoagulante e de estrutura
quimica dos polimeros obtidos de espécies de macroalgas verdes marinhas, estudos

futuros precisam ser realizados (LI et al., 2012).



TABELA 12 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA, TEOR E POSICAO DOS GRUPOS SULFATO E ATIVIDADE
ANTICOAGULANTE DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS OBTIDOS DE ALGAS VERDES MARINHAS (Chlorophyta).

Principais
monossacarideos ?

Espécie

Percentagem e posicéo dos
grupos sulfato ®

Atividade anticoagulante
(TTPA, TTeTP) ¢

Referencia

Ara (80,5%), Ram
(10,7%), Gal (4,8%) e
GIcA (4,0%)

Enteromorpha Clathrata

Ram (84,0%), Xil
(4,8%), Glc (4,6%), gal
(2,3%),

man (1,9%) e GIcA
(2,4%)

Monostroma latissimum

Ram (86,7%), Glc (6,9%) Monostroma latissimum
e Xil (6,3%)

n.d Monostroma nitidum
n.d Codium fragile
n.d Ulva perfusa

31,0% (C3 nas unidades de
arabinose 1,4-ligada)

26,1% (C3 nas unidades de
ramnose 1,2-ligada e C2 nas
unidades de ramnose 1,3-ligada)

23,5% (C3 e C4 nas unidades de
ramnose 1,2-ligada)

n.d

n.d

n.d

TTPA (50 yg.mL™", > 200 s)
TT (50 ug.mL?, > 120 s)
TP (ndo apresentou
atividade)

TTPA (16 pg.mL™", > 200 s)
TT (16 ug.mL?, > 120 s)
TP (ndo apresentou
atividade)

TTPA (20 yg.mL™", > 200 s)
TT (10 ug.mL?, > 120 s)
TP (ndo apresentou
atividade)

TTPA (100 pg.mL™, > 200 s)

TTPA (100 pg.mL™?, > 200 s)

TTPA (100 pg.mL™, = 55 s)

Qletal., (2012)

Ll et al., (2012)

MAO et al.
(2009)

ATHUKORALA et
al., (2009)

ATHUKORALA et
al., (2009)

ATHUKORALA et
al., (2009)

n.d = ndo determinado; ® Ram = ramnose, Glc = glucose, Xil = xilose, Gal = galactose, Ara = arabinose, Man = manose, GIcA = acido glucourdnico e GalA
= 4cido galactourdnico; ® Determinado como SO;Na; ¢ TTPA = Tempo de tromboplastina parcial ativada, TT = Tempo de trombina e TP = Tempo de

protrombina.

80T
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7.4. ATIVIDADE ANTIVIRAL DE POLISSACARIDEOS DE ALGAS MARINHAS

A atividade antiviral de polissacarideos obtidos de algas marinhas foi
inicialmente identificada por Gerber e colaboradores (1958), que constataram que
polissacarideos obtidos da espécie Gelidium cartilagenium (Rhodophyceae)
protegiam embrides de galinha contra o virus Influenza B e o virus da caxumba. Os
polissacarideos com atividade antiviral, na sua maioria sdo altamente sulfatados
(HUHEIHEL et al., 2002; CASSOLATO et al., 2008; FERREIRA et al., 2012). Diversas
espécies de algas marinhas produzem quantidades significantes de polissacarideos
sulfatados com estruturas particulares e complexas capazes de inibir a replicacéo de
virus envelopados, incluindo membros de flavivirus, arenavirus, togavirus,
ortopoxvirus, rabdovirus e herpesvirus (WITVROUW; DE CLERCQ, 1997).

A estrutura quimica, incluindo o grau de sulfatacdo, a massa molar, os
acucares constituintes, a conformacdo e a estereoquimica determinam a atividade
antiviral de polissacarideos obtidos das algas marinhas (ADHIKARI et al., 2006;
DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004). Além disso, o grau de sulfatacao e o
posicionamento dos grupamentos sulfato desempenham um papel importante na
atividade antiviral destes polimeros. Polissacarideos de algas com baixo grau de
sulfatacdo, geralmente séo inativos contra os diferentes tipos de virus envelopados
(DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004).

7.4.1. Polissacarideos sulfatados de algas verdes com atividade contra os virus
Herpes Simplex (HSV)

O virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) é capaz de infectar uma ampla
variedade de células humanas e pode causar varias doencas em individuos
imunodeprimidos (SANTOS et al., 1999). A infec¢ao viral ocorre através da ligacao do
virus & membrana da superficie celular, chamada de etapa de adsorcao viral, a qual é
realizada pela interacdo entre regibes carregadas positivamente presentes nas
glicoproteinas virais, denominadas gB e gC, com o sulfato de heparana da superficie
da célula alvo (WUDUM; SPEAR, 1989; HEROLD et al., 1995). Ap6s a adsorcdo do
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virus a célula, a glicoproteina do envelope viral (gD) se liga aos receptores HVEM
(herpes virus entry mediators) expondo um sitio de ligacdo para o heterodimero
gH/gL. Apés a ligacdo do heterodimero, ocorre a exposicdo do sitio de fusdo no
heterodimero e na gB, o que permite a penetragdo do virus na célula por fusédo do
envelope viral com a membrana plasmatica celular, conduzindo a entrada do DNA
viral.

Feyzi e colaboradores (1997) constataram que a sequéncia minima necesséria
para a interagdo da heparina com a glicoproteina gC do envelope viral € [1—4)-B-L-
(*C4)-1doA2-0S0;-(1—4)-a-D-(*C1)-GIcNR-0S0s-(1—], com no minimo 10-12
unidades repetitivas. E o efeito inibitério dos polissacarideos sulfatados sobre o HSV
deve-se principalmente a inibicdo da etapa de adsorcao do virus a célula hospedeira.
Desta forma, estruturas analogas a heparina podem ser responsaveis pelas
atividades antivirais apresentadas por polimeros obtidos de algas marinhas (DUARTE
et al., 2004; LEE et al., 2010).

Estudos tém demonstrado que polissacarideos sulfatados obtidos de algas
verdes marinhas sdo potentes como antiherpéticos frente ao HSV-1 e ao HSV-2
(TABELA 13). Estudos de Lee e colaboradores (2010) demonstraram que ramnanas
sulfatadas obtidas de Monostroma nitidum foram potentes inibidoras do HSV-2
(IC50=0,87 ug.mL™), e concluem que essa capacidade de inibicdo viral ocorre durante
a etapa de adsor¢éo do virus a superficie celular.

Nos estudos de Cassolato e colaboradores (2008), heteroramnanas sulfatadas
obtidas de G. oxysperma exibiram potente atividade antiherpética in vitro, com
valores de ICsy na faixa de 0,27 a 0,3 pg.mL'l para o HSV-1 e valores dez vezes
menores (entre 0,036 e 0,054 ug.mL™") para o HSV-2, demonstrando que as
heteroramnanas estudas séo capazes de inibir a multiplicacéo desses dois virus.

A utilizacdo de polissacarideos sulfatados obtidos de algas marinhas
apresenta inUmeras vantagens sobre outras classes de antivirais, principalmente por
apresentarem baixo custo de produgdo, um amplo aspecto de atuacdo e baixa
toxicidade em células animais. Essas caracteristicas fazem com que esses polimeros
sejam candidatos promissores no tratamento de infecgbes virais. Ressalta-se que
muitos estudos de triagem clinica ainda devem ser realizados com esses compostos
(FERREIRA, 2011; WIJESEKARA; PANGESTUTI; KIM, 2011).



TABELA 13 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA, TEOR DE GRUPOS SULFATO E ATIVIDADE ANTIHERPETICA (HSV-1
E HSV-2) DE POLISSACARIDEOS SULFATADOS OBTIDOS DE ALGAS VERDES MARINHAS (Chlorophyta).

Principais monossacarideos *  Espécie Percentagem e posicdo dos  Virus ¢ Atividade Referencia
grupos sulfato ® antiviral
Clso (ug.mL™?) ¢
Ram, Glc, Xil e GIcA Monostroma 31,7% (C3 nas unidades de HSV-2 0,87 LEE et al., (2010)
nitidum ramnose 1,2-ligada e C2 nas
unidades de ramnose 1,3-
ligada)
Ram (67,0%), Glc (10%), Xil Gayralia 26,1% HSV-1 0,30 CASSOLATO et
(10%), Gal (6%), Ara (5%), Man oxysperma HSV-2 0,05 al., (2008)
(2%) e 17% de GIcA e GalA
Gal e IdoA Codium fragile 11,0% HSV-2 4,70 OHTA et al.,
(2009)
Gal, Glc, Ara e Xil Caulerpa 9,0% HSV-1 2,20 -4,20 GHOSH et al.,
racemosa HSV-2 3,0 (2004)

® Ram = ramnose, Glc = glucose, Xil = xilose, Gal = galactose, Ara = arabinose, Man = manose, GIcA = acido glucourbnico, GalA = &cido
galactourdnico e 1doA = &cido idurénico; ° Determinado como SO;Na; ¢ HSV-1 = virus Herpes Simplex tipo 1, HSV-2 = virus Herpes Simplex tipo 2; ¢

Clsp = Concentracgéo inibitéria 50%.

T1T
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8. MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada para os estudos de modulagdo da vascularizagéo

em embrifes de galinha estd esquematizada na Figura 25.

G. brasiliensis

Extracéo dos polissacarideos

Preparacao dos suportes ‘

de metilcelulose
a) Fracéo GB 10, 40, 80,
b) Fragéo GBH 160, 280, 320

Ovos embrionados de ¢) Frago GBH-S_| |=®0ue”
G. di fi d) Heparina(controle +)
- domeslicus &) FGFb (controle -)

f) Agua deionizada (controle)

VASCULOGENESE ANGIOGENESE

Contagem do numero

de vasos Analise estatistica

FIGURA 25 — ESQUEMA GERAL DA METODOLOGIA UTILIZADA NA AVALIACAO
DA ATIVIDADE BIOLOGICA DAS FRAGOES GB, GBH E GBH-S EM RELACAO A
MODULAGAO DA VASCULARIZAGAO EM EMBRIOES DE GALINHA.

a) fracdo GB: fracdo bruta; b) fracdo GBH: fracdo purificada c) fracdo GBH-S:
produtos de degradacédo controlada de Smith; d) controle positivo: antivasculogénico
e antiangiogénico (heparina); e) controle negativo: indutor da vasculogénese e da
angiogénese (FGFb); f) controle: os suportes de metilcelulose foram preparados

apenas com &gua deionizada. * Com modificac6es na avaliacdo do processo de
angiogénese.
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8.1. MODULACAO DA VASCULARIZACAO EM EMBRIOES DE GALINHA

8.1.1. Modelo Bioldgico — Embri6es de G. domesticus

Ovos de galinha fertilizados e livres de patdgenos especificos foram
gentilmente fornecidos pela Professora Claudia Feijé Ortolani-Machado do
Departamento de Biologia Celular (UFPR-Curitiba) para os estudos de
vasculogénese e angiogénese deste trabalho. No laboratério este material foi
armazenado na temperatura de aproximadamente 16 °C por até no maximo 48
horas até o inicio do periodo de incubagdo. Os estudos descritos a seguir utilizando
embrides de G. domesticus foram realizados de acordo com a aprovacao do Comité
de Etica em Experimentagdo Animal da UFPR (CEEA-UFPR) (Processo:
23075.098873/2011-37).

8.1.2. Ensaio da vasculogénese na membrana vesicula vitelinica

Para avaliar a capacidade de modulagdo da vascularizacéo das fragdes GB,
GBH e GBH-S foi inicialmente realizado o ensaio da vasculogénese na membrana
da vesicula vitelinica (MV) do embrido de galinha. Este método foi adaptado do
ensaio da membrana corioalantéica (CAM-Assay) (JAKOB et al., 1978) com algumas
modificagdes (DIAS et al., 2008).

Concentragfes de 10, 40, 80, 160, 320 e 480 ug das fracbes GB, GBH e GBH-
S foram utilizadas para os ensaios da MV. Heparina porcina (Sigma-Aldrich) na
concentragdo 80 pg foi utilizada como controle positivo (antivasculogénica). O fator
de crescimento FGFb (Sigma-Aldrich) na concentragéo de 50 ng.mL™ foi empregado
como controle negativo (indutor da vasculogénese).

Ovos embrionados de galinha foram incubados em chocadeira (Lab300-
GERA) com umidade aproximada de 65% e temperatura de 37,5 °C por um periodo
de 48 horas (dias embrionario E2, estadio 12-HH; HAMBURGER; HAMILTON, 1951)

(FIGURA 26D). Apo6s este periodo, os ovos foram removidos da incubadora e em
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fluxo laminar unidirecional (CFLV09-VECO) foi aberto um orificio na casca (10 mm
de diametro), em sua base maior, onde esta localizada a camara de ar (FIGURA
26C). Esta abertura é necessaria para separar a membrana interna da casca e a
membrana vitelinica, permitindo que o suporte seja implantado na MV. Os embries
ndo viaveis foram descartados. Apoés, os tratamentos (n = 8) foram realizados por
meio de suportes de metilcelulose em forma de disco (2 mm de diametro, 1
suporte/embrido) e implantados sobre ilhotas sanguineas da membrana vasculosa
da vesicula vitelinica, préximas ao embrido (FIGURA 26D).

A confecgéo dos suportes de metilcelulose foi realizada conforme metodologia
descrita por Dias e colaboradores (2008). Uma solugdo de metilcelulose (0,45%) foi
preparada em agua deionizada estéril onde as diferentes concentragdes das fractes
polissacaridicas GB, GBH e GBH-S (10, 40, 80, 160, 280, 320 e 480ug) e o controle
positivo heparina (80 pg) e negativo FGFb (50 ng.mL™) foram adsorvidos nesta
solucdo de metilcelulose e polimerizados em camara de fluxo laminar (10
uL/suporte) sobre superficie de Teflon®. Da mesma forma, também foram
confeccionados discos sem tratamento, 0s quais continham apenas agua deionizada
estéril e metilcelulose (0,45%), sendo estes utilizados como parametro de
vascularizacdo normal do embri&o (controle).

Apos a aplicacdo dos tratamentos, as aberturas nas cascas foram fechadas
com a propria casca em forma de tampa, seladas com fita crepe, e 0s ovos
retornados a incubadora para continuarem o desenvolvimento por mais 48 horas (dia
embrionario E4, estadio 24-HH; HAMBURGER e HAMILTON, 1951). Posteriormente,
os ovos foram retirados da incubadora e a abertura na casca foi reaberta para
avaliacdo da vasculogénese na MV (FIGURA 26E).

A determinag¢@o da modulacéo da vascularizagdo na MV foi realizada através
da contagem de vasos sanguineos que interceptaram o disco de metilcelulose. Para
facilitar este método de contagem, discos de papel filtro (2 mm de didmetro) foram
sobrepostos aos discos de metilcelulose (FIGURA 26E). Apos, a contagem de vasos
foi realizada através de microscopio estereoscépico (BEL®) no aumento de 20 vezes
(FIGURA 26F) e a resposta dos tratamentos e dos controles positivo e negativo foi
comparada ao numero de vasos da vascularizagdo normal do embrido (discos de
adgua deionizada esterilizada e metilcelulose 0,45%). Para facilitar a visualizagdo dos
resultados a MV foram captados através de cémera fotografica acoplada ao

microscopio estereoscopico.



FIGURA 26 - ESQUEMA DE FOTOGRAFIAS DEMONSTRANDO A METODOLOGIA DE ENSAIO DA VASCULOGENESE EM
MEMBRANA DA VESICULA VITELINICA DE EMBRIOES DE G. domesticus.

(A) Incubadora (chocadeira); (B) Manipulagdo dos ovos em camara de fluxo laminar; (C) Abertura do orificio na casca do ovo; (D) Embrido de 48 horas de
desenvolvimento. A seta indica o local onde estdo presentes as ilhotas sanguineas, onde foram aplicados os tratamentos; (E) Embrido de 96 horas de
desenvolvimento. Nesta etapa, apos a reabertura dos ovos, os discos de papel filtro foram sobrepostos aos discos de metilcelulose e a contagem de vasos
sanguineos foi realizada na zona circunvizinha ao disco de papel filtro (F) com o auxilio de microscopio estereoscopico.

a1t
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8.1.3. Ensaio da angiogénese na membrana corioalantodica

Para avaliagdo do processo de angiogénese foi realizado o ensaio na
membrana corioalantdéica (CAM-assay), de acordo com o0s procedimentos
previamente descritos por Jakob e colaboradores (1978). Neste ensaio, foram
utilizadas as fracdes GB (fragdo bruta) e GBH-S (fracdo purificada submetida a
degradacgéo controlada de Smith), visto que para o ensaio de vasculogénese, a
fracdo purificada GBH foi a menos efetiva.

Os procedimentos de incubagdo dos ovos, confeccdo dos discos de
metilcelulose, abertura dos ovos e contagem dos vasos sanguineos foram realizados
conforme a metodologia de vasculogénese. A fim de facilitar a separacdo das
membranas da cas e corioalantdica, no quarto dia de incubacdo os ovos foram
retirados da incubadora e em fluxo laminar foi feito um orificio na casca dos ovos (2
mm) na extremidade oposta do embrido e 3 mL de albumina foram retiradas com
auxilio de seringa com agulha estéril (FIGURA 27A). Estas pequenas aberturas
foram seladas com fita crepe e os ovos reincubados por mais dois dias.

No sexto dia de incubag&o (dia embrionéario - E6; estadio 29-HH), os ovos
foram retirados da estufa e, em camara de fluxo laminar, foi realizada a aplicagéo
dos tratamentos com os suportes de metilcelulose, preparados nas concentracdes
de 40, 80, 160, 320 e 480 ug da fragcdo GB e 40, 80, 160, 320 da fracdo GBH-S.
Heparina (80 pg) foi utilizada como controle positivo e FGFb (50 ng.mL™) como
controle negativo. Os embrides néo viaveis foram descartados. Conforme os ensaios
de vasculogénese, para o ensaio de angiogénese também foram confeccionados
discos sem tratamento, 0s quais continham apenas agua deionizada estéril e
metilcelulose (0,45%), sendo estes utilizados como parametro de vascularizagéo
normal da membrana corioalantéica (controle). Os suportes foram implantados no
terco externo da membrana corioalantéica, onde vasos capilares estavam crescendo
(FIGURA 27B). Entéo, os ovos foram fechados e reincubados por mais 48 horas
(E8; estadio 34-HH).

Concluido o periodo de 8 dias de incubag&o, os ovos foram retirados da
incubadora e a regido onde foram aplicados os tratamentos foi analisada em
microscopio estereoscOpico com aumento de 20X (FIGURA 27D). A resposta dos

polissacarideos sobre a angiogénese foi determinada pela contagem do namero de
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vasos sanguineos, conforme metodologia de vasculogénese, com auxilio de disco
de papel filtro (FIGURA 27C). As respostas dos tratamentos e dos controles
(positivo e negativo) foram comparadas ao numero de vasos da vascularizacao
normal do embrido, o qual foi tratado somente com os discos contendo agua
deionizada esterilizada e metilcelulose 0,45%. Os resultados observados na MC
foram captados atravées de céamera fotografica acoplada ao microscopio

estereoscopico.

8.1.4. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como médias (n = 8) + desvio padrdo da
média (DPM). As andlises estatisticas foram realizadas através de analise de
variancia univariada (ANOVA), seguida do teste Tukey, sendo os valores de p < 0,05
considerados estatisticamente significativos. Para as andlises estatisticas e para

confeccdo dos gréficos foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.
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FIGURA 27 - ESQUEMA DE FOTOGRAFIAS DEMONSTRANDO A METODOLOGIA
DE ENSAIO DA ANGIOGENESE EM MEMBRANA CORIOALANTOICA DE
EMBRIOES DE G. domesticus.

(A) Retirada de 3 mL de albumina do ovo com 4 dias de incubagé&o; (B) Embrido de 6
dias de desenvolvimento. Etapa em que foram implantados os tratamentos no tergo
externo da membrana corioalantéica. No detalhe da seta o aspecto do disco de
metilcelulose; (C) Embrido de 8 dias de desenvolvimento. Nesta etapa, apos a
reabertura dos ovos, os discos de papel filtro (seta) foram sobrepostos aos discos de
metilcelulose e a contagem de vasos sanguineos foi realizada na zona circunvizinha
ao disco de papel filtro (D) com o auxilio de microscépio estereoscépico.
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8.2. ATIVIDADE ANTITUMORAL in vitro

A atividade antitumoral in vitro das fragdes GB e GBH-S foram realizadas em
colaboragdo com o grupo de Oxidagbes Biolégicas e Cultivo Celular do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR.

8.2.1. Linhagem celular utilizada

Os ensaios de atividade antitumoral foram realizados em células tumorais de
glioma humano da linhagem U87MG (glioblastoma grau 1V). A linhagem celular foi
cedida pela Prof®. Dr®. Mari Cleide Soyogar (Laboratério de Biologia Celular e
Molecular; Nacleo de Terapia Celular — NUCEL) da Universidade de S&o Paulo
(USP). O cultivo das células de glioma foi realizado em DMEM alta glucose contendo
10% de SFB (soro fetal bovino) e gentamicina em estufa a 37 °C com 5% de CO..

8.2.2. Preparacdo das fragdes polissacaridicas para o ensaio biologico

Para realizar o ensaio biolégico de atividade antitumoral dos polissacarideos
de G. brasiliensis foi preparada uma solug&o estoque de 5 mg.mL™ das fracdes GB e
GBH-S em &gua miliQ. Para esterilizacdo destas amostras, as solucdes
polissacaridicas foram filtradas em filtro estéril, com limite de exclusao de 0,22 um,
em fluxo laminar. A dosagem de agUcares totais das fragbes GB e GBH-S foi
realizada de acordo com Dubois et al. (1956) afim de ajustar corretamente as
concentracdes de polissacarideos que foram utilizadas. Para o ensaio de viabilidade
celular, as concentracdes utilizadas foram de 25, 100 e 500 ug.mL™* em termos de

acucar total dissolvidos em meio de cultura.
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8.2.3. Determinacgao da viabilidade celular das células de astrocitoma

O método in vitro do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
Difeniltetrazolio), que determina a viabilidade celular através de ensaio colorimétrico,
foi utilizado para determinar a atividade antitumoral das heteroramnanas de G.
brasiliensis conforme Mossmann (1983) com modificagdes.

As células tumorais da linhagem U87MG foram contadas e plaqueadas 1x10*
células/poco em placa de 96 pogos com volume final de 300 pL em cada pogo.
Apos, foram mantidas em estufa a 37 °C, 5% CO, por 24 horas, para a adesdo das
células nas placas. O meio de cultura foi removido e adicionado os diferentes
polissacarideos nas concentragées de 25, 100 e 500 ug.mL™, sendo incubados por
24 e 48 horas em estufa a 37 °C, 5% CO,. ApOs incubacédo, o meio de cultura foi
removido e adicionado 300 pL da solucdo de MTT em HBSS (5 mg.mL™) e incubado
por 2 horas em estufa nas mesmas condi¢des anteriores. Apds esse periodo o MTT
que ndo reagiu foi retirado e adicionado 300 pyL de dimetilsulfoxido (DMSO) para
dissolver os sais de formazana formados. A absorbancia foi medida em leitor de
microplacas (TECAN INFINITE M200) com filtro de 570 nm, utilizando como branco
o DMSO. A condigéo controle, representada como 100% de viabilidade celular foi
correspondente a células mantidas somente com meio de cultura. Os ensaios de
atividade antitumoral foram realizados em quatro experimentos independentes e em

triplicata para cada concentragéo.

8.2.4. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism
5 sendo os resultados submetidos a andlise de varidncia univariada (ANOVA),
seguida do teste Tukey, sendo os valores de p < 0,05 considerados estatisticamente

significativos.
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8.3. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTICOAGULANTE

Os ensaios de atividade anticoagulante foram realizados em coagulémetro
CORNLEY KL340 conforme os métodos descritos por Mourdo et al. (1996). Kits
comerciais HemosIL™ da INSTRUMENTATION LABORATORY e plasma normal
humano citratado foram utilizados para os trés ensaios classicos de coagulacao:
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), Tempo de Trombina (TT) e Tempo
de Protrombina (TP).

Concentracdes de 0,1; 1,0; 5,0; 10; 20; 40; 60; 80 e 100 pg.mL™ das fracdes
polissacaridicas GB e GBH e concentra¢cdes de 0,1; 1,0; 5,0; 10; 20; 40 e 60 pg.mL'l
da fragdo GBH-S foram utilizadas para os ensaios de coagulacdo. Heparina porcina
(Sigma-Aldrich) nas concentragdes 0,1-20 pg.mL™" foi empregada como controle

positivo.

8.3.1. Ensaio de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

O ensaio de TTPA foi realizado com amostras de plasma humano normal
citratado (90 pL) na presenca de 10 pL dos polissacarideos nas concentragfes
descritas no item anterior, solubilizados em NaCl 0,9%, seguido de incubacao a 37
°C por 60 segundos. Apds, foram adicionados 100 pL do reagente comercial para
ensaio de TTPA pré-aquecido, sendo realizada nova incubagéo a 37 °C por mais 2
minutos. Cloreto de calcio pré-aquecido (100 pL, 0,25 mol/L) foi adicionado e o TTPA

medido pelo tempo de formacdo do coagulo em coagulémetro.

8.3.2. Ensaio de tempo de trombina (TT)

Para realizar o ensaio de TT, plasma humano normal citratado (90 pL) foi
misturado com 10 pL de diferentes concentragBes dos polissacarideos solubilizados

em NaCl 0,9% e incubados por 60 segundos a 37 °C. Entdo, 200 puL pré-aquecidos



122

de reagente comercial para ensaio de TT foram adicionados, e o tempo de formacgao

do coégulo foi medido em coagulémetro.

8.3.3. Ensaio de tempo de trombina (TP)

O ensaio de TP foi realizado com plasma humano normal citratado (90 pL)
misturado com 10 pL de diferentes concentragbes dos polissacarideos solubilizados
em NaCl 0,9%, incubados por 60 segundos & 37 °C. Em seguida, 200 pL pré-
aquecidos de reagente comercial para ensaio de TP foram adicionados e o tempo de

coagulacdo é medido em coagulémetro.

8.3.4. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média (n = 3) + desvio padrdo da média
(DPM). As andlises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad

Prism 5.

8.4. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIVIRAL

Os ensaios de atividade antiviral foram conduzidos com a fragédo bruta GB,
sendo realizados no Departamento de Virologia do Instituto de Microbiologia Paulo
de Goes, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) pelo grupo de pesquisa da
Prof®. Dr®. Maria Teresa Villela Romanos, com a qual o grupo GLICAM do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR mantém colaboragéo

cientifica.



123

8.4.1. Células e Virus

Para os ensaios antivirais foram utilizadas as células Vero, linhagem isolada
de rim de macaco verde africano. Para o cultivo destas células foi utilizado o meio
essencial minimo (MEM) de Eagle suplementado com 2 mM de L-glutamina, 50
pg.mL* de gentamicina, 2,5 ug.mL™* de fungizona e 10% de soro fetal bovino
inativado por calor e mantido a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO..

O HSV-1 foi isolado de lesdes nos labios e o HSV-2 isolado de lesdes na
genitdlia de humanos no Departamento de Virologia da Universidade Federal do Rio
de Janeiro — UFRJ. A identificagdo dos virus foi empregada a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR - polymerase chain reaction) utilizando primers especificos
(MARKOULATOS et al., 2001).

8.4.2. Ensaio citotéxico

Para a determinacdo das concentra¢cdes maximas nédo toxicas (CMNT), as
monocamadas de células Vero foram expostas as concentra¢des de 200; 100; 50;
25;12,5; 6,25 e 3,15 mg.mL'l da fracdo GB e incubadas a 37 °C sob atmosfera com
5% de CO, por 48 horas. Apds este periodo, foram observadas as alteracdes
morfolégicas das células tratadas com os polissacarideos em microscopio 6ptico
invertido (Leitz) e a CMNT foi determinada (WALKER et al., 1971).

A viabilidade celular foi avaliada através da captacdo do vermelho neutro
pelas células conforme o método de Borefreund e Puerner (1985) com modificacdes.
As células foram incubadas com solugé@o de vermelho neutro a 0,01% por 3 horas a
37 °C sob atmosfera com 5% de CO,. Posteriormente, o meio foi removido e as
células foram fixadas com formalina 4%, em tampé&o fosfato de sédio pH 7,2. O
corante incorporado pelas células vidveis foi eluido por uma mistura de solventes
contendo metanol, acido acético e agua na proporcdo de 50:1:49. A captacdo da
coloracéo pelas células foi avaliada por densidade 6ptica (DO) do eluido a 490 nm

em espectrofotbmetro automatico (ELx800TM-Bio-TeK Instruments). A CCs
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(concentragdo citotoxica para 50% das células em cultura) foi definida como a

concentragcdo necesséria para reduzir em 50% a captagéo do corante.

8.4.3. Ensaio de atividade antiviral

A metodologia utilizada para a determinagdo da atividade antiviral da fragdo
GB foi através do método de reducdo do titulo viral. Os titulos virais foram
calculados utilizando o método estatistico de Reed e Muech (1938) e foram
expressos como a dose infecciosa para 50% da cultura do tecido (DICTs, — dose
infecciosa para 50% da cultura de tecido) por mL.

Inicialmente foi feita uma triagem dos polissacarideos sulfatados quanto a
atividade antiviral. Nesta etapa inicial, as monocamadas de células Vero foram
tratadas com a fracdo polissacaridica GB na CMNT e uma suspensédo viral (100
DICT5o.mL'1) foi adicionada as culturas de células tratadas e ndo tratadas (controle
do virus) com a fragdo GB. Apos 48 horas de incubacéo a 37 °C (em atmosfera com
5% de CO,) o sobrenadante foi coletado e os titulos virais foram determinados em

células tratadas e néo tratadas.

8.4.4. Cinética de inibigao viral (curva dose-resposta)

Através da CMNT, foi inicialmente estabelecida a curva de dose-resposta,
onde a fragcdo GB foi diluida a partir dessa concentracdo e avaliada de acordo com o
método de reducdo do titulo viral em relacdo ao controle. O titulo viral encontrado
em cada concentracdo foi plotado no grafico da concentracdo dos polissacarideos
sulfatados x porcentagem de inibicdo (Pl). A partir desse grafico foi obtida a
concentracdo efetiva capaz de inibir em 50% a replicacao viral (Clso), definida como
a concentracdo requerida para alcangar 50% de prote¢do contra os efeitos
citopaticos provocados pelo virus. O indice de seletividade (IS) foi determinado pela

razdo entre CCso/Clsg, que corresponde a relacdo entre a concentracdo dos



125

polissacarideos da fragdo GB necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50% e

a concentragdo de GB capaz de causar 50% de inibi¢&o viral.

8.4.5. Mecanismos de agao

Os estudos dos mecanismos de agdo foram avaliados através da metodologia
de titulag&io por plaqueamento, que se baseia em diluicdes logaritmicas (10" a 107)
da suspenséao viral (Atividade virucida) e dos sobrenadantes (Atividade sobre o
receptor celular e Atividade na penetragdo viral) inoculadas em placas com
monocamada confluente de células Vero. Depois de inoculadas, as células foram
incubadas por 60 minutos a 37 °C em ambiente com 5% de CO,. Passado este
periodo, foi adicionada a carboximetil celulose (1,5% em MEM) e as células
incubadas por mais 48 horas. Apés, o meio foi retirado, as células lavadas com PBS
pH 7,2, fixadas com formaldeido 4% em PBS e coradas com cristal violeta (1% em
PBS).

A percentagem de inibicdo for determinada atraveés da comparacdo entre os

titulos virus na presenca (teste) e auséncia (controle) das substancias.

8.4.6. Ensaio de atividade virucida

Para verificar a atividade virucida da fragdo GB, uma amostra de 100 pL de
suspensdo viral (10°DICTso.mL™) foi adicionada a 900 pL de polissacarideos na
CMNT ou MEM-Eagle (controle). Posteriormente, as amostras foram incubadas a 37
°C por 2 horas e em seguida, os titulos residuais dos virus tratados ou néo tratados
foram determinados, onde a atividade virucida foi determinada pelo ensaio de
reducdo de formacdo de placas de virus em relacdo ao controle ndo tratado e

expresso como percentagem de inibi¢do.
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8.4.7. Ensaio de atividade sobre o receptor celular

Para avaliar a atividade da fracdo GB sobre o receptor celular, monocamadas
de células Vero foram pré-tratadas com GB na MNTC ou MEM-Eagle (controle) por
1h a 4 °C. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com MEM-Eagle,
inoculadas com 100 TCIDso.mL™ de suspensdo viral e incubadas a 37 °C por 48
horas. Passado este periodo, 0 sobrenadante foi coletado e os titulos virais das
células tratadas foram determinados, onde a atividade antiviral foi avaliada pelo

ensaio de reducgédo de placa de virus e expresso como percentagem de inibicao.

8.4.8. Ensaio de atividade na penetracao viral

Para realizacdo do ensaio de atividade de penetragdo viral, monocamadas de
células Vero foram inoculadas com 100 DICTse.mL™ de suspensdes virais e
incubadas a 4 °C por 1 hora. Apoés, as células foram lavadas com MEM-Eagle
adicionadas da fracdo GB (tratamento) ou MEM-Eagle (controle). A temperatura das
culturas foi imediatamente elevada para 37 °C e mantida por uma hora para permitir
que ocorresse a penetracdo das particulas virais no interior das células. Ap6s o
periodo de incubagdo, as monocamadas de células foram lavadas, MEM-Eagle
fresco foi adicionado e as culturas foram incubadas a 37 °C por 48 horas.
Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e os titulos virais das células tratadas e
ndo tratadas foram determinados e a atividade antiviral foi avaliada pelo ensaio de

reducao da placa de virus e expresso como percentagem de inibigao.
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1. ATIVIDADE MODULADORA DA VASCULARIZA(;AO DOS POLISSACARIDEOS
DE G. brasiliensis

9.1.1. Tratamentos realizados na membrana vitelinica (vasculogénese)

Os estudos de vasculogénese foram avaliados utilizando as fragdes GB, GBH
e GBH-S nas concentragdes de 10, 40, 80, 160, 240, 320 e 480 ug sobre o processo
de vasculogénese da membrana vitelinica (MV) em embrides de G. domesticus,
considerando-se os eventos primordiais da vascularizagdo. A determinagdo da
modulacdo da vasculogénese pelas fragbes GB, GBH e GBH-S foi efetuada a partir
da quantificagdo dos vasos sanguineos da MV que interceptaram os suportes de
metilcelulose (com o auxilio de discos de papel filtro). Heparina na concentracdo de
80 ug foi utilizada como controle positivo e o fator de crescimento FGFb (fibroblast
growth factor-basic), na concentracdo de 50 ng.mL™ foi empregado como controle
negativo. Também foram realizados os tratamentos com suportes contendo apenas
metilcelulose 0,45% e agua deionizada (controle). Estes controles foram empregados
como controle onde a vascularizagdo do embrido encontrava-se em condigoes
normais de desenvolvimento.

As respostas foram expressas como média (n = 8) e desvio padrédo da média e
calculadas como percentagem de inibicdo da vascularizacdo como representado na
Tabela 14. No grupo controle, a vascularizacdo média (n = 8) foi de 86,8 vasos (0%
de inibicdo) e a mortalidade dos embrides nestas condigbes foi de 10% em relacéo
ao total de ovos avaliados. O fator de crescimento promotor da angiogénese
empregado como controle negativo (FGFb) induziu a formacdo de vasos
sanguineos, onde se observou um aumento de 48% da vascularizagdo (128 vasos)
em relagéo ao grupo controle (0% de vascularizagéo - 86 vasos) e a mortalidade foi
de aproximadamente 10% dos embrides avaliados. No grupo tratado com o controle

positivo heparina (HP) foi observado uma diminuicdo da vascularizagdo em 58,8%
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onde havia apenas 35,4 vasos quando comparados ao grupo controle (0% de

vascularizacéo - 86 vasos) e um total de 30% de embrides mortos.



129

TABELA 14 — ATIVIDADE ANTIVASCULOGENICA DAS FRACOES GB, GBH E
GBH-S ISOLADAS DE G. brasiliensis SOBRE A MEMBRANA DA VESICULA
VITELINICA DE EMBRIOES DE GALINHA.

Fracdo ® Concentragdo ~ Numero de % de inibicdo © % de mortalidade dos

(1) vasos da MV P embrides
Controle - 86,8 +4,0 0 10
GB 10 86,2+ 4,8 0,6 10
40 84,0+4,8 3,2 10
80 58,5+4,4 32,6 29
160 35,1+4,3 59,5 45
240 11,7+4,4 86,6 89
320 5,0+ 3,0 94,2 92
480 0 100 100
Controle - 86,8 +4,0 0 10
GBH 10 87,1+3,9 0 10
40 85,7+8,2 1,2 10
80 58,1+4,8 33,0 25
160 49,3+8,1 43,2 42
240 30,0+8,7 65,4 89
320 11,3+4,1 86,9 90
480 53%+3,2 93,9 100
Controle - 86,8 +4,0 0 10
GBH-S 10 84,7+79 2,4 10
40 715+6,2 17,6 25
80 34,7+7,0 60,0 58
160 23,0+4,3 73,5 69
240 75+20 91,3 90
320 0 100 100
480 0 100 100
HP ¢ 80 35,3+4,7 58,8 30
Controle +
% de aumento da
vascularizacao
FGFb® 50 ng.mL* 128 +12,9 48 10
Controle -

4GB = fracéo bruta, GBH = frac&o purificada, GBH-S = produtos de degradacéo controlada de Smith;
® niimero de vasos da membrana da vesicula vitelinica que interceptaram o disco de papel filtro e
desvio padréo (n = 8); ¢ percentagem de inibicdo em relacdo ao controle (metilcelulose 0,45% e agua
deionizada); ¢ HP = heparina porcina empregada como controle positivo; © FGFb = fator de
crescimento empregado como controle negativo.
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A fracdo bruta GB foi potencialmente ativa e inibiu a formacéo da
vascularizacido da MV de forma dependente da concentragdo. Esses resultados sé&o
discutidos a seguir em maiores detalhes.

A Figura 28 apresenta o nimero de vasos sanguineos da MV em fungéo da
concentracdo dos polissacarideos presentes na fragdo GB, sendo estes resultados
comparados ao controle (0% de inibicdo - 86 vasos). A andlise através da contagem
do numero de vasos mostrou que ndo houve diferenca significativa (p < 0,001) entre
as concentracdes de 10 e 40 ug da fragdo GB, estas concentra¢cdes também né&o
foram efetivas na MV inibindo a formagéo de vasos quando comparadas ao controle
(0% de inibicao - 86 vasos). O efeito antivasculogénico significativo da fracdo GB foi

detectado em 32% (58,5 vasos) quando se utilizou a concentragdo de 80 ug.
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FIGURA 28 — NUMERO DE VASOS SANGUINEOS DA MV DE G. domesticus EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DE GB. Veiculo: controle; Controle positivo: HP (80
ug) e controle negativo: FGFb (50 ng.mL™).

*** Diferencgas significativas ao nivel de p < 0,001 em relac&o ao controle (ANOVA
seguido de Tukey). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as

concentracdes de GB e HP (p < 0,01).



131

Nota-se ainda na Figura 28 que um efeito mais pronunciado da fragdo GB foi
na concentracdo de 160 ug, onde a inibicdo da formacao dos vasos sanguineos foi
de 59,5% (31,5 vasos) com uma taxa de mortalidade aproximada dos embrides de
50%. Estatisticamente, este resultado n&o foi diferente do controle positivo HP (35,3
vasos — 58,8% de inibicdo) como pode ser observado nos detalhes da letra “c” na
Figura 27. Desta forma, para se obter o mesmo efeito de HP sobre a vascularizagao
da MV, 160 pg da fracdo GB foi necessaria. Também ndo houve diferenca
significativa quanto a formacédo de vasos na MV entre as concentracfes de 240 e
320 pg, onde as percentagens de inibicdo foram de 86,6% (11,5 vasos) e 94,2 % (5
vasos) respectivamente. Nestas concentragdes (240 e 320 pg) houve uma alta taxa
de mortalidade, onde aproximadamente 90% dos embrides estavam mortos.

Quando se utilizou a concentracédo de 480 ug da fracdo GB ocorreu uma
inibicdo de 100% dos vasos sanguineos e a mesma percentagem de mortalidade foi
observada. Por isso, ndo foram utilizadas concentragbes superiores a essa para a
fracdo GB neste estudo (FIGURA 28).

A Figura 29 apresenta o nimero de vasos sanguineos da MV em fungéo da
concentracdo dos polissacarideos presentes na fracdo GBH, sendo estes resultados
comparados ao controle (0% de inibicdo - 86 vasos). A taxa de mortalidade dos
embrides para a fragcdo GBH foi similar aos encontrados para a fracdo GB nas
mesmas concentracdes.

Como observado nos resultados da fragdo GB, n&o houve diferenca
significativa (p < 0,001) entre as concentrages de 10 e 40 pg da fragdo GBH e neste
estudo estas concentragBes também ndo foram efetivas na MV inibindo a formacao
de vasos, quando comparadas ao controle (0% de vascularizagéo - 86 vasos). A
efetividade da fragdo GBH sobre a vascularizagdo foi observada a partir da
concentragcdo de 80 pg, onde ocorreu uma percentagem de 32% de inibicdo (58,5
vasos) da formagédo dos vasos na MV em relagdo ao controle (0% de inibicdo - 86
vasos) (FIGURA 29).

Como demonstrado na Figura 29, a fragdo GBH n&do demonstrou diferenca
estatisticamente significativa entre as concentracbes de 80 e 160 ug, e entre as
diferenca significativa entre a fragdo GBH na concentragdo de 240 pg (30 vasos -

65,4% de inibicdo) e HP. Portanto, para se obter o mesmo efeito antivasculogénico
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na MV de HP (58,8% de inibicdo), uma concentracdo 3 vezes maior da fragcdo GBH

(240 pg = 65,4% de inibicdo) é necessaria.
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FIGURA 29 — NUMERO DE VASOS SANGUINEOS DA MV DE G. domesticus EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DE GBH. Veiculo: controle; Controle positivo: HP
(80 pg) e controle negativo: FGFb (50 ng.mL™).

*** Diferencas significativas ao nivel de p < 0,001, em relacdo ao controle (ANOVA
seguido de Tukey). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as
concentracdes de GBH e HP (p < 0,01).

Quanto aos resultados de atividade antivasculogénica das fragbes GB e GBH,
pode-se notar que uma concentracdo maior de GBH (240 ug) € necesséria para se
obter o mesmo efeito de GB na concentragéo de 160 pg (59,5% de inibigcdo - 31,5
vasos). Deste modo, a fragao bruta GB foi mais efetiva que a fracdo GBH quanto a
inibicdo dos vasos sanguineos da MV de embrides de galinha.

Dando continuidade aos estudos de vasculogénese na membrana da vesicula
vitelinica a Figura 30 representa o numero de vasos em fun¢éo da fragdo obtida por
degradagédo controlada de Smith (GBH-S) no tratamento de quatro dias de

desenvolvimento embrionario em relagdo ao controle.
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FIGURA 30 — NUMERO DE VASOS SANGUINEOS DA MV DE G. domesticus EM
FUNCAO DA CONCENTRACAO DE GBH-S. Veiculo: controle; Controle positivo: HP
(80 ug) e controle negativo: FGFb (50 ng.mL™).

*** Diferencas significativas ao nivel de p < 0,001, em relagdo ao grupo controle
negativo (ANOVA seguido de Tukey). Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre as concentragdes de GBH-S e HP (p < 0,01).

Na Figura 30 pode-se notar que a partir da concentragdo de 40 ug, a fragéo
GBH-S jé foi efetiva inibindo a formacdo de vasos na MV em 17,6% (71,5 vasos) em
relacdo ao controle (0% de inibicdo - 86 vasos). Todas as concentragbes testadas
foram estatisticamente diferentes entre si (p < 0,001).

Neste estudo, a fracdo GBH-S foi mais efetiva em comparacgéo as fragbes GB
e GBH, onde 60% de inibicdo (34,7 vasos) da formacédo dos vasos MV é observada
quando se aplicou a concentracdo de 80 ug de GBH-S. Sendo assim, essa fracdo é
igualmente ativa & HP (35,4 vasos - 58,8% de inibicdo) nas mesmas concentracdes.

As taxas de mortalidade dos embrides, quando tratados com a fracdo GBH-S,
foram de 10, 25, 58, 69, 90, 100 e 100% para as concentra¢des de 10, 40, 80, 160,
240, 320 e 480, respectivamente. O aumento da mortalidade dos embrides de G.
domesticus frente as maiores concentra¢6es dos polissacarideos testados (GB, GBH
e GBH-S) parece estar ligado ao efeito antivasculogénico destes polimeros. A
diminuicdo da vascularizagdo pode causar indisponibilidade de nutrientes

necessarios para o desenvolvimento normal do embri&o.
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Os resultados de atividade antivasculogénica na MV foram captados através
de camara fotografica acoplada ao microscopio estereoscopico, e as fotografias estdo
mostradas na Figura 31 para melhor entendimento da ag&o destes polissacarideos
sobre a MV de embrides de G. domesticus.

A Figura 31 ilustra a agao antivasculogénica das fracbes GB e GBH-S na MV
quando comparadas ao controle (FIGURA 31A). A fracdo GB na concentragéo de 80
Mg inibiu a formacdo dos vasos sanguineos da MV (FIGURA 31B). Na concentracao
de 320 ug essa acgdo foi visivelmente mais acentuada, onde ha presenca de poucos
vasos sanguineos (FIGURA 31E).

Ainda na Figura 31C, observa-se que fragdo GBH-S, na concentragdo de 80
Mg inibiu significativamente a vasculogénese e na concentracdo de 160 pg nao se

observa mais a presenca de vasos sanguineos na MV.



FIGURA 31 — FOTOGRAFIAS DOS VASOS SANGUINEOS DA MV DE EMBRIOES DE G. domesticus COM QUATRO DIAS DE

DESENVOLVIMENTO.

(A) Controle (metilcelulose e agua); (B) Tratamento com 80 ug de GB; (C) Tratamento com 80 ug de GBH-S; (D) Tratamento com
80 ug de HP; (E) Tratamento com 320 ug de GB e (F) Tratamento com 160 ug de GBH-S. Barra = 4mm.

GeT
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Com o objetivo de avaliar a agdo dos polissacarideos das fracdes GB, GBH e
GBH-S sobre o fator de crescimento foram realizados experimentos de aplicagcéo
simultanea destas fragbes com o fator de crescimento indutor da vascularizagéo
FGFDb. Estes resultados estdo demonstrados na Figura 32.

Na Figura 32, o tratamento somente com FGFb promoveu um aumento na
vascularizacdo em torno do disco de metilcelulose, onde se observou um aumento
de 48% (128 vasos) em relagéo ao controle (0% de inibig&o - 86 vasos). No entanto,
esse efeito foi diminuido, quando se realizou a aplicacdo simultdnea de FGFb (50
ng.mL-1) e as fracdes GB, GBH e GBH-S (160 ug).

A Figura 32A representa o nimero de vasos sanguineos em funcdo dos
tratamentos controle (metilcelulose 0,45% e agua), GB (160 pg), GB (160 ug) +
FGFb (50 ng.mL™") e FGFb (50 ng.mL™). A aplicacdo conjunta de GB e FGFb
ocasionou uma diminuigcdo da vascularizagdo em 41,4% (53 vasos) em relacédo ao
tratamento somente com o FGFb (128 vasos). Ademais, quando a MV foi tratada
simultaneamente com GB e FGFb (75 vasos) ndo houve diferenga significativa do
grupo tratado com o controle (86,8 vasos).

Analisando a Figura 32B pode-se observar que aplicagao simultanea de GBH
e FGFb ocasionou uma diminuicdo da vascularizagdo em 27,9% (35,8 vasos) em
relacéo ao tratamento realizado somente com o FGFb (128 vasos). Os resultados do
tratamento conjunto de GBH e FGFb (92,2 vasos) também ndo foram
estatisticamente diferentes do controle (86,8 vasos).

A aplicacdo dos produtos de degradacao controlada de Smith (fracdo GBH-S)
com FGFb ocasionou uma diminuigdo de 53% (67,9 vasos) da vascularizagdo da MV
e este resultado foi estatisticamente diferente do controle (86,8 vasos) (FIGURA
32C).

Estes resultados sugerem que os polissacarideos sulfatados presentes nas
fracdes GB, GBH e GBH-S bloqueiam de alguma forma a capacidade do FGFb de

induzir a formagé&o de novos vasos na MV de embrides de G. domesticus.
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FIGURA 32 — NUMERO DE VASOS SANGUINEOS DA MV DE EMBRIOES DE G.
domesticus DEMONSTRANDO O EFEITO DAS FRACOES GB, GBH E GBH-S
SOBRE FGFb.

Os tratamentos foram realizados apenas com as fragdes (160 pg); Simultaneamente
com as fragbes e FGFb (50 ng.mL™") e somente com FGFb (50 ng.mL™). ***
Diferengas significativas ao nivel de p < 0,001, em relagdo ao grupo controle
(veiculo) (ANOVA seguido de Tukey). (A) GB, (B) GBH e (C) GBH-S.
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9.1.2. Tratamentos realizados na membrana corioalantéica (angiogénese)

O ensaio da angiogénese na membrana corioalantéica (CAM-assay) é um
modelo in vivo amplamente utilizado para estudar o desenvolvimento de vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes em embrides (FOLKMAN, 1971; JAKOB
et al., 1978; MCCORMICK et al., 1984; VU et al., 1985; NGUYEN et al., 1994;
IRUELA-ARISPE et al., 1995; DIAS et al., 2008).

Os estudos de angiogénese deste trabalho foram realizados utilizando as
fracdes GB e GBH-S nas concentragdes de 40, 80, 160, 320 e 480 ug e 40, 80, 160 e
320 ug respectivamente. Este ensaio foi avaliado sobre o processo de angiogénese
da membrana corioalantdica (MC) em embrides de G. domesticus, considerando-se a
vascularizacdo formada a partir dos vasos pré-existentes. A determinagdo da
modulacdo da angiogénese pelas fragbes GB e GBH-S foi efetuada a partir da
quantificacdo dos vasos sanguineos da MC que interceptaram o0s suportes de
metilcelulose (com o auxilio de discos de papel filtro). Heparina na concentracdo de
80 ug foi utilizada como controle positivo e o fator de crescimento FGFb (fibroblast
growth factor-basic), na concentracdo de 50 ng.mL™ foi empregado como controle
negativo. Também foram realizados os tratamentos com suportes contendo apenas
metilcelulose 0,45% e agua deionizada (controle). Estes controles foram empregados
como controle onde a vascularizagdo do embrido encontrava-se em condigoes
normais de desenvolvimento.

Os resultados foram expressos em percentagem a partir da contagem do
ndmero de vasos da MV ap0s os tratamentos e correlacionados ao grupo controle
(vascularizacdo normal da MC) e estdo apresentados na Tabela 15. Como no
processo de vasculogénese, pode-se notar que neste estudo de angiogénese, a
fragcdo constituida pelos produtos de degradacé@o controlada de Smith (GBH-S) foi
mais efetiva quanto a inibicdo da vascularizagdo. Os tratamentos realizados com 320
Mg de GB ocasionaram uma inibicdo de 89,6% da vascularizacdo (7,1 vasos) em
relagdo ao numero de vasos na MC dos embribes ndo tratados (controle). Efeito
similar de inibicdo dos vasos foi observado quando se aplicou uma concentragéo
menor de GBH-S (160 pg — 7,1 vasos) sobre a MC.
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TABELA 15 — ATIVIDADE ANTIANGIOGENICA DAS FRACOES GB E GBH-S
ISOLADAS DE G. brasiliensis SOBRE A MEMBRANA CORIOALANTOICA DE

EMBRIOES DE GALINHA.

Fracdo ® Concentragdo Numero de % de inibicdo © % de mortalidade
(ng) vasos da MC ° dos embrides

Controle - 68,9 +1,8 0 10
GB 40 60,8 +6,0 11,7 19

80 46,0 £ 3,1 33,2 17

160 345+6,5 49,9 23

320 71+47 89,6 20

480 0 100 20
Controle - 68,9 +1,8 0 10
GBH-S 40 44,7 + 3,2 35,1 29

80 18,6 £2,0 73,0 19

160 70+4,2 89,8 18

320 0 100 28
HP ¢ 80 22,7+2,6 67,0 31
Controle +

% de aumento da
vascularizacao

FGFb © 50 ng.mL™* 96,0 39,3 14
Controle -

%GB = fracéo bruta, GBH-S = produtos de degradacdo controlada de Smith; ® nimero de vasos da
membrana corioalantica que interceptaram o disco de papel filtro e desvio padrdo (n = 8); ©
percentagem de inibicio em relacdo ao controle (metilcelulose 0,45% e agua); ® HP = heparina
porcina empregada como controle positivo; © FGFb = fator de crescimento empregado como controle

negativo.

Estes resultados podem ser observados na Figura 33 que mostra o namero

de vasos sanguineos da MC em funcéo das diferentes concentragfes das fragbes GB
(FIGURA 33A) e de GBH-S (FIGURA 33B) em relagao ao grupo néo tratado controle

(68 vasos — 0% de inibicdo) em embrides com oito dias de desenvolvimento.
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FIGURA 33 — NUMERO DE VASOS SANGUINEOS DA MC DE EMBRIOES DE G.
domesticus EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE GB e GBH-S, Controle positivo:
HP (80 ug) e controle negativo: FGFb (50 ng.mL™).

*** Diferencas significativas ao nivel de p < 0,001, em relacdo ao controle (veiculo)
(ANOVA seguido de Tukey). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre
as concentragdes de GB, GBH-S e HP (p < 0,01).



141

Analisando os resultados apresentados na Figura 33 verifica-se que tanto a
fracdo bruta (GB) como a fracdo constituida pelos produtos de degradagéo
controlada de Smith (GBH-S) foram potencialmente ativas e inibiram a formacéo da
vascularizacdo da MC de forma dependente da concentragdo. O fator da
angiogénese FGFb induziu a formacgéo de vasos sanguineos, onde se observou um
aumento na vascularizagdo de 39,3% (96,3 vasos) em relacdo ao grupo controle
negativo (68,9 vasos) e HP na concentragdo de 80 pg inibiu a vascularizacdo em
67,0% (22,7 vasos).

Através dos resultados apresentados na Figura 33A, pode-se observar que a
fracdo GB na concentracdo de 80 ug ja foi efetiva, onde se observou uma inibicao de
33,2% (46 vasos) dos vasos na MC em relagdo ao controle (68,9 vasos). Na
concentracdo de 160 ug de GB houve inibicdo de 89,6% dos vasos sanguineos e na
maior concentragéo dessa fragéo (480 pg) houve 100% de inibi¢ao.

Analisando os resultados apresentados na Figura 33B, observa-se que a
fracdo GBH-S na concentracdo de 40 pg ocasionou inibigdo significativa dos vasos
sanguineos, em 35% (44,7 vasos) em relacdo ao controle (68 vasos). E na maior
concentracdo de GBH-S testada (320 pg) ocorreu uma inibicdo de 100% da
vascularizagao.

Ainda na Figura 33, se observa que a fracdo GBH-S, na concentragéo de 80
Mg, ndo foi significativamente diferente da fragdo HP na mesma concentragéo.
Portanto, neste estudo a fragdo GBH-S é igualmente efetiva & HP, na concentragéo
de 80 pg. No entanto, para a fragcdo GB, uma concentracdo 2 vezes maior €
necessaria para se observar esse mesmo efeito. Isto demonstra uma maior
efetividade de inibicdo da angiogénese da fragdo GBH-S em relacdo a fracdo GB.

Desta forma, os resultados apresentados na Figura 33 demonstram que tanto
a GB como a GBH-S inibiram a formacédo dos vasos sanguineos na MC, de acordo
com o observado nos resultados do ensaio da MV (vasculogénese).

Os resultados do presente estudo mostraram que quando as fracoes
polissacaridicas GB e GBH-S foram administradas, estes tratamentos promoveram
um importante efeito antiproliferativo da vascularizagdo na membrana da vesicula
vitelinica e na membrana corioalantéica de embrides de G. domesticus, evidenciado
pela diminui¢cdo do nimero de vasos.

Em maiores detalhes, a Figura 34 ilustra a MC de embrides de G. domesticus

tratada com a fragdo GBH-S (320 pg) em comparagdo ao controle (metilcelulose e
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agua). Ap6s a administracdo de GBH-S é visivel o seu efeito inibitério sobre a
vascularizagdo da MC, enquanto que no tratamento controle o desenvolvimento da
vascularizacdo continua normalizado até o oitavo dia de desenvolvimento. Essa
diferenca é facilmente evidenciada pelo tamanho do alantoide (anexo embrionario
altamente vascularizado que esta ligado ao intestino posterior do embrido,
armazenando os produtos de excrecdo até o nascimento e auxiliando nas trocas

gasosas do embrido com o meio externo).

k;.

FIGURA 34 - FOTOGRAFIAS DE EMBRIOES E DA MEMBRANA
CORIOALANTOICA DE G. domesticus DE OITO DIAS DE DESENVOLVIMENTO.

(A) MC tratada com o controle (metilcelulose e agua) e detalhe da seta na regido
onde foi implantado o disco de metilcelulose, sobreposto pelo disco de papel filtro;
(B) Tratamento com GBH-S (320 ug) e detalhe da seta na regido onde foi implantado
o disco de metilcelulose, sobreposto pelo disco de papel filtro.

A acéo antiangiogénica das heteroramnanas presentes nas fragdes GBH-S (na
concentracdo de 80 pg) e GB (concentracdo de 160 ug), em comparagcdo ao
tratamento controle estdo ilustradas na Figura 35. Detalhadamente, a Figura 35A
mostra a MC tratada com o controle (metilcelulose e agua), onde a vascularizacao

esta normalizada. Analisando a Figura 35B apresenta a MC tratada com 80 ug de
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GBH-S, a vascularizacdo foi inibida e a capacidade de inibicdo desses
polissacarideos parece se estender para 0s outros componentes do embrido, a
exemplo da MV. O mesmo se observa quando se aplicou 160 ug de GB na Figura
35C.

FIGURA 35 — FOTOMICROGRAFIAS DOS VASOS SANGUINEOS DA MEMBRANA
CORIOALANTOICA DE G. domesticus DE OITO DIAS DE DESENVOLVIMENTO.

(A) Controle (metilcelulose e agua); (B) Tratamento com 80 ug de GBH-S e (C)
Tratamento com 160 ug de GB. MV = Membrana da vesicula vitelinica e MC =
Membrana corioalantéica. Barra = 1,5 mm.

Os embrides de G. domesticus submetidos ao ensaio de angiogénese na MV
foram avaliados quanto a taxa de mortalidade. Os ovos que sofreram contaminacéo
apos os tratamentos foram descartados e nao foram incluidos nos célculos de
mortalidade. Os embrides submetidos ao tratamento com o controle apresentaram
uma percentagem de mortalidade de aproximadamente 15%. Distintamente dos

embrides submetidos ao ensaio de vasculogénese, que apresentaram uma alta taxa
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de mortalidade, os embrides submetidos aos tratamentos com as fracbes GB, GBH-
S, HP e FGFb no processo de angiogénese em MC apresentaram mortalidade em
torno de 20%, 24%, 31% e 14%, respectivamente. Essa diferenca de mortalidade
pode estar ligada ao fato que os embrides que foram submetidos ao ensaio de
angiogénese (6 dias de incubagéo), encontravam-se mais desenvolvidos em relacéo
aos embrides submetidos a metodologia de vasculogénese (2 dias de incubacgéo),
devido ao maior tempo de incubagéo.

Como observado através do processo de vasculogénese, no ensaio de
angiogénese o tratamento somente com o fator de crescimento angiogénico FGFDb,
também promoveu um aumento na vascularizacdo em torno do disco de
metilcelulose (39,3% - 96,3 vasos) em relagdo ao controle (68,9 vasos). Pode-se
notar na Figura 36 que este efeito foi diminuido em aproximadamente 50% quando
se realizou a aplicacdo simultdnea de FGFb e a fracdo polissacaridica GBH-S na
concentragcdo de 160 pg. Em resumo, as heteroramnanas sulfatadas presentes na
fracdo GBH-S preveniram de alguma forma o efeito indutor da vascularizagdo do
FGFb.
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FIGURA 36 — NUMERO DE VASOS SANGUINEOS DA MC DE EMBRIOES DE G.
domesticus DEMONSTRANDO O EFEITO DA FRACAO GBH-S SOBRE FGFb.

Os tratamentos foram realizados apenas com a fracdo GBH-S (160 pg);
Simultaneamente com GBH-S e FGFb (50 ng.mL™) e somente com FGFb (50 ng.mL’
1. = Diferencas significativas ao nivel de p < 0,001, em relag&o ao grupo controle
(veiculo) (ANOVA seguido de Tukey).
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O mecanismo de acédo das heteroramnanas sulfatadas presentes nas fragoes
GB e GBH-S sobre a vascularizagdo permanece em parte desconhecido. No
entanto, algumas hipéteses sdo descritas com o objetivo de esclarecer a atividade
antiangiogénica de polissacarideos sulfatados obtidos de fontes marinhas, a
exemplo das fucanas sulfatadas e das galactanas sulfatadas (KOYANAGI et al.,
2003; CUMASHI et al., 2007; POMIN, 2012).

9.1.3. Mecanismo de acdo das heteroramnanas sulfatadas de G. brasiliensis

sobre a vascularizagéo

De um modo geral, a atividade de inibicdo da vascularizagdo apresentada por
polissacarideos sulfatados obtidos de algas marinhas ocorre através da capacidade
destes compostos interferirem nas ligacbes especificas de alguns fatores
angiogénicos, principalmente os VEGFs (KOYANAGI et al., 2003) e o FGFb (SOEDA
et al., 2000; POMIN, 2012). No processo de angiogénese, células do mesoderma
necessitam da disponibilidade de FGFb para que ocorra a formagdo dos
angioblastos. Nesta etapa, ocorre também a diferenciagdo dos angioblastos e a
formacdo de um novo tubo vascular mediado por moléculas de VEGF (POMIN,
2012). Através de ligacOes eletrostéticas, fucanas e galactanas sulfatadas s&o
capazes de se ligar as moléculas FGFb e VEGF impedindo o evento de formacéo de
Nnovos vasos, Visto que estes indutores estariam impedidos de se ligarem aos seus
respectivos receptores de membrana, os FGFRs e VEGFs (KOYANAGI et al., 2003;
CUMASHI et al., 2007; POMIN, 2012).

No presente trabalho, as heteroramnanas sulfatadas inibiram a vascularizagéo
na MV e na MC de embrides de G. domesticus. Uma hipGtese é que estes polimeros
altamente sulfatados estariam impedindo a ligacdo das moléculas angiogénicas
(VEGF e FGFb) aos seus respectivos receptores de membrana através de ligacdes
eletrostaticas, assim como descrito para as fucanas e as galactanas sulfatadas
(KOYANAGI et al., 2003; CUMASHI et al., 2007). Ademais, esse mecanismo pode
ser aceito para os processos de vasculogénese e angiogénese, Vvisto que 0S mesmos

fatores (VEGF e FGFb) estdo envolvidos nos primérdios da vascularizagdo e na
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formacdo de vasos a partir de vasos pré-existentes (DIAS et al., 2005; DIAS et al.,
2008).

Pomin (2012) descreve que a neovascularizacao fisiopatoldgica (crescimento
de tumores através da formacao de novos vasos) é possivel devido a capacidade das
células tumorais sintetizarem moléculas VEGF e FGFb. Desta forma, as
heteroramnanas sulfatadas obtidas de G. brasiliensis poderiam prevenir a ligagao
destes indutores aos seus receptores especificos impedindo a neovascularizagéo.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a aplicagéao
simultanea do FGFb e das heteroramnanas sulfatadas presentes na fragcdo GBH-S
ocasionou uma diminuicdo da vasculogénese/angiogénese, 0 que comprova a agao
destes polimeros sobre o FGFb. Este processo pode estar correlacionado ao
sequestro de FGFb por estes polissacarideos sulfatados, o que previne a ligacdo de
FGFb aos receptores, inibindo assim, a formag@o de novos vasos sanguineos. Este
tipo de mecanismo esta de acordo com a proposta para a agéo de fucanas sulfatadas
sobre a vasculogénese e a angiogénese, isoladas da alga parda Sargassum
sthenophyllum (KOYANAGI et al., 2003; DIAS et al., 2005; DIAS et al.,, 2008).
Contudo, ndo esta claro se o mecanismo de a¢cdo dos polissacarideos das fracdes
GB, GBH e GBH-S é devido ao mecanismo de sequestro de FGFb ou de interferéncia
na acao de outros fatores de crescimento como o VEGF.

As caracteristicas estruturais da fracdo GBH-S quanto ao alto grau de
sulfatacdo (38,2%), massa molar e composi¢cdo monossacaridica (Ram = 78,2%, Xil =
1,9 e Glc = 19,8%) podem estar ligadas a maior atividade de inibicdo da formagé&o de
vasos sanguineos destes polissacarideos, observada nos ensaios de vasculogénese
e angiogénese. O grau de sulfatacdo dos polissacarideos é descrito como o principal
fator na atividade antiangiogénica destes polimeros (POMIN, 2012). Polissacarideos
sulfatados obtidos de algas marrons tiveram sua atividade antiangiogénica (avaliada
em células endoteliais do corddo umbilical) diminuida quando estes grupos
carregados negativamente foram substituidos por substituintes ndo carregados
(CUMASHI et al., 2007).

Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, as heteroramnanas
sulfatadas obtidas de G. brasiliensis sdo potenciais como agentes antiangiogénicos,
podendo em um futuro proximo serem empregados na clinica médica.

9.2. ATIVIDADE ANTITUMORAL DOS POLISSACARIDEOS DE G. brasiliensis
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Os polissacarideos obtidos de G. brasiliensis foram submetidos ao ensaio de
citotoxicidade em células humanas tumorais com o objetivo de avaliar o potencial
antitumoral desses compostos. Nesse ensaio, foi utilizada a linhagem de glioma
humano (U87MG, classificada em grau diferenciado de progressao maligna). As
fracdes GBH e os produtos de degradagédo controlada de Smith, GBH-S foram

submetidas a esta avaliagéo.

9.2.1. Andlise da viabilidade de células tumorais

O ensaio de citotoxicidade foi realizado através de viabilidade celular pelo MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio) para investigar a atividade
antitumoral das heteroramnanas sulfatadas de G. brasiliensis (MOSSMANN, 1983),
onde a dosagem da atividade metabdlica de células viaveis é determinada através de
ensaio colorimétrico. Os sais tetrazoélio formam o sal formazana que é hidrofébico e
possui  coloragdo  (solubilizado em DMSO) sendo quantificados por
espectrofotometria. Isso é possivel devido a redugéo dois sais tetrazolium através da
reacdo enzimtica que envolve a oxidacdo do NADH/NADPH catalisada pelo
complexo succinato-tetrazolium redutase que esta presente nas células viaveis.

As células de astrocitoma foram submetidas as fracdes GBH e GBH-S por 24 e
48 horas nas concentracdes de 25, 100 e 500 uyg.mL™*. Apds foi realizada a dosagem

da atividade metabdlica através do método MTT.

9.2.2. Viabilidade celular de células U87MG ap6s tratamento com
polissacarideos por 24 e 48 horas

A Figura 37 apresenta os resultados de viabilidade celular por 24 e 48 horas
apés o tratamento das células U87MG com os polissacarideos. No tempo de 24

horas, o tratamento da linhagem U87MG com as fragBes polissacaridicas GBH e
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GBH-S néo reduziram a viabilidade celular nas concentragbes utilizadas (FIGURA
37A).

A Figura 37B demonstra o tratamento das células U87MG com os diferentes
polissacarideos pelo tempo de 48 horas. Verificou-se que tanto a fragdo GBH, como
a fracdo GBH-S, proporcionaram redugdo significativa na viabilidade celular, em
todas as concentragdes utilizadas, quando comparadas as células mantidas na
condicdo controle. Especificamente, a diminuicdo de viabilidade das células tumorais
pela fragcdo GBH foi de 33,3%, 47,2% e 54,9% nas concentragctes de 25, 100 e 500
ug.mL™?, respectivamente. Em relacdo ao tratamento pelo tempo de 48 horas das
células tumorais com a fracdo GBH-S, a concentracdo de 500 ug.mL™ foi a mais
efetiva, onde se observou uma reducéo da viabilidade celular em 69% em relacdo ao
grupo controle. Nas concentracdes de 25 e 100 pug.mL™ a diminuicdo da viabilidade
celular foi de 23,4% e 52,3% respectivamente.

E importante notar que, quando se utilizou a concentracdo de 500 pyg.mL™ de
GBH (54,9% de reducgéo da viabilidade celular) a diminui¢cdo da viabilidade celular foi
equiparavel a fragdo GBH-S, na concentracéo de 100 ug.mL™ (52,3% de reducéo da
viabilidade celular). Apesar da diferenga ndo ser estatisticamente significativa, na
concentracdo de 25 pg.mL’, a fracdo GBH foi mais efetiva e a diminuicdo da
viabilidade celular foi de 33,3%, enquanto a fragdo GBH-S promoveu uma diminui¢&o
de 23,4% nessa mesma concentragéo (Figura 37B).

Verifica-se que as fragdes GBH e GBH-S diminuiram a viabilidade das células
tumorais da linhagem U87MG, no tempo de 48 horas apés o tratamento e uma
tendéncia de efeito dose-dependente pode ser observada para as duas fragoes. No
entanto, a fragédo obtida por degradagéo controlada de Smith, GBH-S, foi mais efetiva
gue a fracdo purificada GBH no tempo de 48 horas, quando se utilizou a
concentracdes de 100 e 500 pg.mL™.
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FIGURA 37 - VIABILIDADE CELULAR DA LINHAGEM DE GLIOMA HUMANO
U87MG APOS TRATAMENTO COM POLISSACARIDEOS DAS FRACOES GBH E
GBH-S.

(A) 24 horas e (B) 48 horas. A condigdo controle é representada como 100% de
viabilidade. Os dados demonstrados séo relativos de 4 experimentos independentes
realizados em triplicatas. A significancia estatistica mostrada é referente a condicao
controle (ANOVA seguido de Tukey: * = p < 0,05; * = p < 0,01 e ** = p < 0,001).
Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as concentragbes de uma
mesma fragao individual (p < 0,01).
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Fragbes polissacaridicas constituidas de 23% de grupos sulfato obtidas da
alga parda S. pallidum apresentaram capacidade de redugdo da viabilidade, de
maneira dose-dependente, de células HepG2 de hepatoma humano, A549 de cancer
de pulm&o humano e de MGC-803 de céncer géstrico no tempo de 48 horas. A
inibicdo foi 62,2%, 64,8% e 79,6% para as celulas HepG2, A549 e MGC-803,
respectivamente, na concentragdo de 1000 ug.mL™ (YE et al., 2008).

Nos estudos de atividade antitumoral de Ropelatto (2011) com
heteroramnanas sulfatadas obtidas de G. oxysperma, utilizando a linhagem celular
U87MG, os resultados de diminuicdo da viabilidade das células tumorais U87MG
foram observados no tempo de 24 horas. No entanto, os resultados foram
significativos somente na concentrag&o de 1000 pg.mL™. Ja no tempo de 48 horas,
Ropelatto (2011) verificarou que a maxima diminui¢éo da viabilidade celular (65%) foi
observada com uma frag&o polissacaridica bruta na concentragéo de 1000 pg.mL™.

Dando continuidade aos estudos de Ropelatto (2011), foi observado que apos
o tratamento das células de glioma com as diferentes fracdes polissacaridicas, em
qualquer concentragdo, nao foi possivel verificar através de microscépio Optico indicio
de células mortas, ou seja, a presenca de células soltas. Ao invés disso, foi verificado
pocos com menor confluéncia. Isso sugere que talvez as fracdes polissacaridicas
estivessem inibindo a proliferacdo dessas células tumorais, ao invés de promover sua
morte.

Dando continuidade a estes estudos, 0os mecanismos de acdo das
heteroramnanas sulfatadas de G. oxysperma e seus produtos de degradagao
controlada de Smith, foram avaliados por citometria de fluxo (CARVALHO, 2013).
Estes polissacarideos sulfatados ocasionaram um aumento no numero de células na
fase G1 do ciclo celular, indicando que 0s mesmos atuam como COMpPOStos
antitumorais pela parada do ciclo celular. O mecanismo de acdo das heteroramnanas
sulfatadas de G. brasiliensis, ainda ndo realizados, poderiam determinar se esta é
uma caracteristica das heteroramnanas sulfatadas.

Uma observacgéo sobre a atividade antitumoral de fucanas sulfatadas sobre
células tumorais de Sarcoma 180, de melanoma B16 e de carcinoma de pulmao
Lewis é que a habilidade antitumoral apresentada por estes polissacarideos esta
relacionada & sua capacidade de inibir a angiogénese. O polimero inibiu o
desenvolvimento das células tumorais através do bloqueio de VEGF aos seus

receptores VEGFRs presentes na membrana celular. Foi verificado também que
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quando os polimeros nativos, que j& possuiam algum grau de sulfatagdo, foram
totalmente sulfatados através de modificagbes quimicas, ocorreu uma
potencializacdo na atividade antiangiogénica destes polissacarideos (KOYANAGI et
al., 2003).

Desta forma, assim como para os ensaios de vasculogénese e angiogénese
deste trabalho, a principal hipétese para acdo antitumoral das heteroramnanas
sulfatadas obtidas da macroalga verde G. brasiliensis seria através do sequestro dos

fatores angiogénicos VEGF e FGFb.

9.3. ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DOS POLISSACARIDEOS DE G. brasiliensis

O potencial anticoagulante dos polissacarideos sulfatados obtidos de G.
brasiliensis, fracbes GB, GBH e GBH-S foi determinado pelo prolongamento do
tempo de coagulagdo em segundos, através dos ensaios classicos de coagulacao
TTPA (Tempo de tromboplastina parcial ativada), TT (Tempo de trombina) e TP
(Tempo de protrombina). Estes testes sdo denominados de testes funcionais, pois
monitoram a formacao do coagulo de fibrina, sendo indicados como testes screennig
para hemostasia, incluindo sintomas de hemorragia, monitoramento da terapia
anticoagulante e, também, como exame de rotina para pré-operatorios (KAMAL;
TEFFERI; PRUTHI, 2007).

Para a avaliagdo das atividades anticoagulantes foram utilizadas a solugéo
salina como controle negativo (valores normais de coagulagéo), concentragcdes
crescentes da fragdo nativa GB (0,1, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 pg.mL'l de
plasma, concentracéo final), da fragdo purificada GBH (0,1, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e
100 pg.mL™ de plasma, concentrac&o final) e na frag&o purificada e dos produtos de
degradacéo controlada de Smith, fracdo GBH-S (0,1, 1, 5, 10, 20, 40, 60 pg.mL'l de
plasma, concentragdo final). Heparina obtida da mucosa intestinal de suinos (Sigma-
Aldrich) foi empregada como controle positivo nas concentragdes crescentes de 0,1,
1,5, 10 e 20 pg.mL™ de plasma (concentragéo final).

Os resultados dos ensaios TTPA, TT e TP foram expressos como médias (n =

3) + DPM e estéo listados na Tabela 16.



152

TABELA 16 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE POR TTPA, TT E
PT DAS FRACOES GB, GBH E GBH-S ISOLADAS DE G. brasiliensis.

Fragéo @ Concentragdo (ug.mL?)  TTPA(s)®  TT(s)® PT (s) ¢
salina 29,6 +1,5 13,0+ 1,0 8,3+0,6
GB 0,1 32,0+5,5 146+1,1 12,3+0,6
1 28,3+2,3 21,3+0,6 376 +1,5
5 34,6 + 3,0 35,0+£1,0 46,3+ 3,8
10 43,3+4,0 47,0+ 2,0 52,6 +3,2
20 68,0+1,7 56,6 +2,9 53,0+£3,0
40 94,0+7,8 99,6 +2,1 74,3+4,0
60 129,6 + 8,3 113,0+1,0 99,0+1,0
80 173,6 +5,8 >120 >120
100 >200 >120 >120
salina 296 +1,5 13,0+ 1,0 8,3+0,6
GBH 0,1 31,0+ 3,0 13,3+0,6 13615
1 28,6 +0,5 23,6 +1,5 29,3+2,5
5 36,0+ 2,6 36,0+1,0 37,6 +0,6
10 45,6 £ 2,8 42,3+0,6 443 +1,5
20 57,3+2,1 55,6 +0,6 556 +2,1
40 89,6 + 3,0 91,6 +4,6 63,6 £3,2
60 132+ 7,9 1056 +3,8 86,6 +1,5
80 168,3+ 3,5 >120 108 £ 7,2
100 >200 >120 >120
salina 29,6 +1,5 13,0+ 1,0 8,3+0,6
GBH-S 0,1 42,3+1,5 17,3+1,1 13,0+1,0
1 57,0+ 3,0 38,6 +0,6 450+1,7
5 85,6 +2,0 62,0+ 2,6 56,6 +2,1
10 130,6 + 4,6 73,6 +4,9 87,0+2,6
20 189,0+ 4,9 97,3+2,1 94,6 +3,8
40 >200 >120 1176+ 2,5
60 >200 >120 >120
salina 29,6 +1,5 13,0+ 1,0 8,3+0,6
HP 0,1 55,0+4,0 34,3+1,5 17,3+1,1
1 87,3+0,5 82,6 +3,5 65,3+2,1
5 156,3 + 8,0 106,0+2,0 88,0+1,0
10 >200 >120 108,3+ 2,5
20 >200 >120 >120

4GB = fragéo bruta, GBH = frag&o purificada, GBH-S = produtos de degradacdo controlada de Smith
e HP = Heparina porcina (controle positivo); ° TTPA = Tempo de tromboplastina parcial ativada em
segundos; ¢ TT = Tempo de trombina em segundos; ® TP = Tempo de protrombina em segundos.
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9.3.1. Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

O reagente de TPPA é chamado de tromboplastina parcial ativada, pois o
fator tissular ndo estd presente junto com os fosfolipidios (KAMAL; TEFFERI;
PRUTHI, 2007). Este ensaio baseia-se na ativagdo do sistema intrinseco da
coagulacdo e é uma boa técnica para avaliacdo de problemas com os fatores VIl e
IX, além dos fatores de contato. A cefalina de coelho utilizada no ensaio atua como
substituto plaquetario e o fator de contato necesséario para desencadear a
coagulacdo € o caolin ou silica. A ativacdo do fator XI é dependente de calcio, por
iSsO é necessaria a adicdo do mesmo para ativacdo da cascata (HAN et al., 2005,
MARTINICHEN et al., 2005). Assim, as deficiéncias ou inibidores dos fatores de
coagulacao das vias intrinseca e final comum resultam no prolongamento do ensaio
de TTPA.

A heparina apresentou atividade anticoagulante para o ensaio de TTPA,
sendo que na concentragdo de 0,1 pg.mL™* aumentou em 0,8 vezes o tempo de
coagulag&o do plasma e na dose de 10 pg.mL™ j4 inibiu completamente a formagéo
do coagulo quando comparado com os valores obtidos para o controle negativo
(29,6 s).

Na Figura 38 pode se observar que as fragbes GB, GBH e GBHS foram
capazes de prolongar o tempo de coagulacdo pelo teste de TTPA de maneira dose-
dependente. Os polissacarideos presentes na fracdo GBH-S foram potencialmente
mais efetivos que os polissacarideos das fracdes GB e GBH, na concentragéo de 1
ng.mL™* o tempo de coagulacdo do plasma foi de 57,0 s para GBH-S, 1,9 vezes
maior que o controle negativo (29,6 s). A acdo méxima de GBH-S (>200 s) foi
atingida na concentracdo de 40 pug.mL™. A fracdo purificada GBH foi igualmente
efetiva a fracdo GB nas mesmas concentracbes. A fracdo nativa GB, na
concentracdo de 10 pg.mL™, o tempo para coagulacdo do plasma foi de 43,3 s
sendo 1,4 vezes maior que o do grupo controle negativo (29,6 s) e a acdo méaxima

(>200 s) foi atingida com 100 pg.mL™.
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FIGURA 38 — TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA (TTPA) PARA
AS FRA(;C)ES POLISSACARIDICAS GB, GBH E GBHS OBTIDAS DE G.
brasiliensis.

Plasma humano com valores normais de TTPA foi incubado com diferentes
concentragdes de polissacarideos. Valores >200 s foram considerados como
auséncia de coagulacéo.

Comparando a agdo anticoagulante dos polissacarideos sulfatados presentes
nas fracbes GB, GBH e GBH-S, observa-se uma poténcia diferente, pois a fracao
obtida por degradacéo controlada de Smith, GBH-S, foi mais efetiva que GB e GBH
e em baixas concentracfes ja sdo capazes de prolongar o TTPA. Estes dados
sugerem que os polissacarideos sulfatados estdo interagindo com fatores da via
intrinseca da coagulacdo ou com a via final comum, prolongando o tempo
necessario para a coagulacdo, e que as diferencas estruturais entre eles resultam

em respostas diferentes.
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9.3.2. Tempo de Trombina (TT)

O teste de Tempo de Trombina € utilizado para avaliar o Ultimo passo da
cascata de coagulagédo, a formacdo de fibrina mediada pela trombina (ALBAN;
FRANZ, 2001). Neste ensaio, a heparina inibiu totalmente a coagulagdo em uma
concentracdo de 10 pg.mL™. As fracbes GB, GBH e GBH-S foram efetivas e
prolongaram o tempo de coagulagéo do plasma quando este tempo foi avaliado pelo
teste de TT (FIGURA 39).
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FIGURA 39 - TEMPO DE TROMBINA (TT) PARA AS FRACOES

POLISSACARIDICAS GB, GBH E GBHS OBTIDAS DE G. brasiliensis.

Plasma humano com valores normais de TT foi incubado com diferentes
concentragdes de polissacarideos. Valores >120 s foram considerados como
auséncia de coagulacéo.

Quando se utilizou os polissacarideos das fracbes GB e GBH na

concentracdo de 1 pg.mL'l o tempo de coagulacéo foi de 21,3 e 23,6 s, sendo 1,6 e
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1,8 vezes maior em relagdo ao tempo de coagulagéo do controle negativo (13,0 s)
respectivamente. A atividade maxima atingida foi na concentracdo de 80 pg.mL™ de
plasma para ambas as fracdes, GB e GBH, com valores de coagulagéo > 120 s.
Como observado para o teste de TTPA, a fragdo GBH-S foi mais efetiva e na
concentracdo de 1 pg.mL™* o tempo de coagulacdo foi de 38,6 s sendo 2,9 vezes
maior em relac&o ao controle negativo (13,0 s). Na concentracdo de 40 ug.mL™ a

fracdo GBH-S a atividade maxima foi atingida, com valores > 120 s.

9.3.3. Tempo de Protrombina (TP)

O teste de Tempo de Protrombina é utilizado para avaliar a via extrinseca da
cascata de coagulacdo. Neste teste, a heparina prolongou o TP em 17,3 s, sendo 2
vezes maior em relacdo ao controle negativo (8,3 s) e inibiu totalmente a coagulagéo
na concentrag&o de 20 yg.mL™.

A atividade anticoagulante avaliada por TP das fracbes GB, GBH e GBHS
estd demonstrada na Figura 40. Todas as fragcbes testadas foram efetivas e
prolongaram o tempo de coagulagédo avaliado pelo teste de TP em diferentes
concentracdes. A fragdo GBH-S prolongou potencialmente o TP, no entanto, uma
concentracdo maior, 60 pg.mL?, dos polissacarideos desta fragdo foi necessaria
para inibir totalmente a coagulagdo em relacdo aos testes de TTPA e TT, 40 pg.mL"
!, A fracdo GB inibiu totalmente a coagulacdo quando se utilizou uma concentragéo
de 80 pg.mL*, enquanto que para a fracdo GBH, 100 pg.mL™ foram necessérios
para se ter a mesma atividade.

A fragdo GBHS contém maiores teores de sulfato (38,2%), maior
concentracdo de unidades de ramnose (74,5 mol%) e polissacaridicos de massa
molar menor. Estes fatores podem estar potencializando a atividade anticoagulante
dessa fracdo, em relagdo as fragcbes GB e GBH, como observado nos trés ensaios
anticoagulantes testados (TTPA, TT e PT).
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FIGURA 40 - TEMPO DE PROTROMBINA (TP) PARA AS FRACOES
POLISSACARIDICAS GB, GBH E GBHS OBTIDAS DE G. brasiliensis.

Plasma humano com valores normais de TP foi incubado com diferentes
concentragdes de polissacarideos. Valores >120 s foram considerados como
auséncia de coagulacéo.

A prolongacédo do TTPA indica a inibicdo do sistema intrinseco e/ou da via
final comum da coagulagéo, a prolongagéo de TT baseia-se na inibicdo da atividade
da trombina ou da polimerizacdo da fibrina e a prolongacdo de TP demonstra a
inibicdo da via extrinseca da cascata de coagulacdo. Portanto, os resultados de
atividade anticoagulante das fracbes GB, GBH e GBH-S, obtidos de G. brasiliensis,
demonstram que esses polissacarideos sulfatados sdo capazes de atuar no sistema
intrinseco e/ou na via final comum e no sistema extrinseco da cascata de
coagulagao.

Nos experimentos de TTPA, TT e TP desse trabalho, a heparina apresentou
uma acgdo anticoagulante muito alta, pois em baixas concentracbes j& inibiu
completamente a coagulagéo do plasma. Estes resultados reforgam o grande risco
de sangramento que a heparina pode causar, uma vez que 0 seu intervalo de
seguranga é muito pequeno.

A atividade anticoagulante de polissacarideos sulfatados obtidos de diversas

espécies de macroalgas verdes marinhas é descrita por varios pesquisadores (MAO
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et al., 2008; ZHANG et al., 2008; MAO et al., 2009; QI et al., 2012). A complexidade
das estruturas desses polissacarideos, como por exemplo, a massa molar, o teor de
sulfato, os monossacarideos constituintes e o padrdo de ligagdo entre essas
unidades monossacaridicas sdo as principais caracteristicas no estudo da atividade
anticoagulante desses polimeros (PEREIRA; MELO; MOURAO 2002). No entanto, a
relagdo exata entre, a atividade anticoagulante e a estrutura quimica dessas
moléculas, ainda ndo esté esclarecida.

Mao e colaboradores (2008) estudaram a atividade anticoagulante através
dos testes de TTPA e TT de uma fracdo purificada (870 kDa), constituida
principalmente por ramnose (79,4%) e contendo 28,2% de sulfato, obtidas da
macroalga verde Monostroma nitidum. Essa fragdo prolongou o TTPA e inibiu
totalmente a formacgédo do coagulo em uma concentragdo de 100 pg.mL™ com
valores de coagulagdo > 200 s. Uma concentragédo de 200 pg.mL™ foi necessaria
para inibir de forma total a coagulagéo quando se utilizou o teste de TT com valores
de coagulagdo > 120 s. Mais recentemente, 0s mesmos pesquisadores
demonstraram que ramnanas sulfatadas (massa molar de 55 kDa, 86,7 % de
ramnose e 23,5 % de sulfato) obtidas de outra espécie de macroalga verde marinha,
Monostroma latissimum, foram mais efetivas, em relagdo aos polissacarideos
obtidos de M. nitidum, quanto a atividade anticoagulante, nas mesmas condi¢cdes
experimentais. No teste de TTPA, 20 pug.mL™ e no teste de TT, 10 pg.mL™ dos
polissacarideos inibiram totalmente a formac¢ao do coagulo (MAO et al., 2009). Para
esse Ultimo estudo, os polissacarideos ndo foram efetivos na via extrinseca da
cascata de coagulacéo pelo teste de TP.

Modificagdes quimicas realizadas nos polissacarideos nativos podem auxiliar
no estudo da relagéo entre, a estrutura quimica e a atividade anticoagulante desses
polimeros. Fragmentos polissacaridicos de massas molares diferentes (10,6-725,4
kDa), obtidos por oxidagdo com periodato a partir de um polissacarideo nativo,
extraido de M. latissimum, foram estudados quanto a atividade anticoagulante por
Zhang e colaboradores (2008). Os fragmentos que continham maiores massas
molares, entre 61,9-725,4 kDa, foram mais efetivos quanto a atividade
anticoagulante, quando comparados aos fragmentos de menor massa molar (10,6-
26,0 kDa).

A relagé@o entre a estrutura quimica e a atividade anticoagulante, é descrita

em detalhes para homopolissacarideos como, galactanas e fucanas sulfatadas
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obtidas de organismos marinhos (COLLIEC et al., 1991; PEREIRA; MELO;
MOURAO 1999; HAYAKAWA et al., 2000). O padrdo de interacdo heparina-
antitrombina pode néo se estender para outros polissacarideos sulfatados. Cada tipo
de polissacarideo pode formar um complexo particular com o inibidor do plasma e a
protease alvo. Os requerimentos estruturais para a interacdo de polissacarideos
sulfatados com inibidores da coagulagéo e suas proteases alvo ndo sao apenas uma
consequéncia da sua densidade de carga. A base para essa interagdo é complexa,
pois envolve polissacarideos naturalmente heterogéneos e assim, um profundo
conhecimento das caracteristicas quimicas desses polissacarideos sulfatados é um
pré-requisito para a compreensdo da sua atividade anticoagulante (ZHANG et al.,
2008).

9.4. ATIVIDADE INIBITORIA DOS POLISSACARIDEOS DA FRA(;AO GB OBTIDA
DE G. brasiliensis SOBRE O HSV-1 E O HSV-2

Os virus herpes simplex tipos 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2) podem causar infec¢bes
primarias e recidivantes, e as lesbes herpéticas produzidas por estes virus sao
consideradas um problema de saude mundial. De modo geral, a maioria das
infeccbes orais € causada pelo HSV-1 e as infec¢cdes genitais pelo HSV-2 (WIGG;
MIRANDA, 2008). O uso de antivirais tanto a nivel topico como sistémico ja tem sido
amplamente discutido sobre sua eficicia, enfatizando a importancia do uso do
aciclovir e de seus efeitos reduzidos de toxicidade (De CLERCK, 2004). No entanto,
tem-se observado o aparecimento de estirpes resistentes a esse antiviral. Deste
modo, a busca por outras opgdes de tratamento deve ser considerada (FERREIRA,
MARTINS; ROMANQOS, 2009).

Neste contexto, destaca-se a potente atividade antiviral apresentada por
muitos polissacarideos sulfatados obtidos de fontes naturais contra virus
envelopados, ex.: virus da imunodeficiéncia humana (HIV), herpes simplex virus
(HSV) e citomegalovirus humano (DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004;
DUARTE et al., 2004; CASSOLATO et al., 2008; TALARICO et al., 2011; FERREIRA
et al., 2012).
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Virus herpes simplex infectam as células do hospedeiro através da interacéo
entre a glicoproteina C do envelope viral e o heparan sulfato (presente na superficie
das células). O complexo formado (virus-célula) ocorre através de interagcbes entre
grupos anidnicos (principalmente sulfato) no polissacarideo e aminoacidos basicos da
glicoproteina viral, e também por grupos néo idnicos, dependendo da hidrofobicidade
dos amino&cidos intercalados entre os grupos bésicos da zona de ligagdo da
glicoproteina (DAMONTE; MATULEWICZ; CEREZO, 2004).

O efeito inibitorio dos polissacarideos sulfatados € descrito destacando a sua
habilidade em interferir na etapa inicial da interagéo do virus com a célula hospedeira,
e consequentemente, ao bloqueio da entrada viral na célula. Esta habilidade de
interferir na interagdo virus-célula ocorre devido & grande densidade de cargas
negativas presentes nestes polimeros polissulfatados, tornando possivel a interagdo
com os dominios da glicoproteina viral, que sdo carregados positivamente. Outro
mecanismo tem sido proposto, onde que além da protecéo das cargas positivas da
glicoproteina viral, os compostos polissulfatados promovem um potencial negativo
adicional, capaz de interromper o contato inicial virus-célula (CALLAHAN et al.,1991).

Tendo em vista a importancia dos polissacarideos sulfatados como potenciais
agentes antivirais, a fracdo polissacaridica bruta (GB) obtida da macroalga verde G.
brasiliensis foi submetida a testes de atividade antiviral contra o0 HSV-1 e o HSV-2.
Para a realizacdo destes testes foi utilizada a cultura de células Vero (fibroblasto de
rim de macaco africano) e as amostras de virus herpes simplex tipos 1 e 2 isoladas a
partir do fluido de vesiculas caracteristicas de herpes labial e de lesdes da genitalia,
respectivamente. Estas amostras de virus pertencem a colecdo do LEDAC
(Laboratorio Experimental de Drogas Antivirais e Citotdxicas/IMPPG/UFRJ).

Para avaliar da atividade antiviral das heteroramnanas sulfatadas produzidas
pela alga G. brasiliensis, inicialmente foi realizado o ensaio de citotoxicidade. Este
ensaio é baseado na mudanca de morfologia celular e na captagdo do corante
vermelho neutro. A partir desse teste pode-se observar que os polissacarideos da
fragdo GB ndo apresentaram efeito sobre a viabilidade das células Vero. Esse
resultado é semelhante ao obtido por outros estudos que avaliam a atividade antiviral
de polissacarideos de algas verdes (CASSOLATO et al., 2008; VO et al., 2011).

Avaliando a atividade antiviral de polissacarideos obtidos de 10 espécies de
algas verdes pertencentes a diferentes ordens, Lee e colaboradores (2004) néo

observaram toxicidade desses polimeros sobre células Vero, mesmo em
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concentracdes acima de 900 pg.mL™. Ademais, em estudos com uma espécie do
género Gayralia, particularmente a espécie G. oxysperma, Cassolato e colaboradores
(2008) verificaram que heteroramnanas sulfatadas obtidas dessa alga né&o
apresentaram toxicidde sobre células Vero.

Os polissacarideos sulfatados presentes na fracdo GB exibiram potente
atividade antiherpética in vitro, sendo mais efetivos contra o HSV-2 do que para o
HSV-1. Na Tabela 17 verifica-se que a fragdo GB demonstrou baixo efeito inibitério
no crescimento das células Vero, com valores de CCsp superiores a 200 ug.mL™.

A fracdo GB exibiu potente atividade antiherpética com valor de Clsg de 1,2
pg.mL™* para o HSV-1 e com valor 1,5 vezes menor (0,78 pg.mL™") para o HSV-2.
Esses resultados demonstram que os polissacarideos sulfatados presentes na fracao
GB foram capazes de inibir a multiplicagdo desses dois tipos virus. Ademais, a fragdo
GB apresentou altos indices de seletividade (IS = CCso/Clsg), com valores na ordem
de >166,6 para HSV-1 e 1,5 vezes maior para (> 256,4) para o HSV-2, demonstrando

a especificidade do efeito inibitério desses polimeros contra o virus herpes simplex.

TABELA 17 — CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIVIRAL DA FRA(;AO BRUTA
GB OBTIDA DE G. brasiliensis.

CCso (Hg.mL?) 2 Clso (ug.mL ™) ° IS ©
>200 HSV-1 HSV-2 HSV-1 HSV-2
1,2 0,78 >166,6 >256,4

HSV-1 = virus Herpes simplex tipo 1; HSV-2 = virus Herpes simplex tipo 2; * CCs, (concentragio
citotoxica 50%): concentracdo necessaria para reduzir em 50% do nimero de células Vero viaveis; °
Clsp (concentracao inibitéria 50%): concentracdo necessaria para reduzir em 50% a replicagdo viral
em células Vero; © IS indice de seletividade = CCsgo/Clsg

A Figura 41 apresenta os resultados do mecanismo de acdo dos
polisscarideos da fracdo GB obtida de G. brasiliensis sobre a infec¢do pelo HSV-1 e
pelo HSV-2 as células Vero. Pode-se verificar que a fracdo GB apresentou atividade
virucida com uma percentagem de inibicdo de 26% para HSV-1 e um valor elevado
de 97% para o HSV-2. Além disso, o pré-tratamento das células com a fracdo GB
mostrou uma alta percentagem de inibicdo de 78% e 95% para HSV-1 e HSV-2,
respectivamente. No ensaio de penetragdo, 76% de inibicdo foram observados para
HSV-1 e 78% para HSV-2.
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FIGURA 41 — MECANISMO DE AQAO ANTIVIRAL DA FRA(;AO GB OBTIDA DE G.
brasiliensis MEDIANTE AO HSV-1 E AO HSV-2.

Atividade Virucida: particulas dos virus foram tratadas com a fracdo GB, onde a
amostra foi incubada a 37 °C por 2 horas, diluida, e inoculada em monocanadas de
células Vero. Atividade sobre o Receptor: a fragdo GB foi adicionada as células
Vero no periodo de 1 hora e removida antes da infec¢cdo. Atividade de Penetracéo:
a fracdo GB foi adicionada as células Vero apos a adsor¢éo e entdo as células foram
incubadas durante 1 hora e, em seguida, a fragéo foi removida.

Polimeros sulfatados obtidos de diferentes géneros de macroalgas e
microalgas verdes, como Enteromorpha, Chaetomorpha, Monostroma, Caulerpa,
Codium e Gayralia (GHOSH et al., 2004; LEE et al., 2004; CASSOLATO et al., 2008;
VO et al., 2011), exibem atividade antiherpética. Polissacarideos sulfatados isolados
de uma espécie de macroalga verde, Monostroma latissimum, apresentaram potente
atividade inibitéria contra diferentes tipos de virus envelopados, a exemplo do
citomegalovirus humano, que apresentou IS = 2180, do HIV-1 (IS = 1740) e do virus
herpes simplex tipo 1 (IS = 8100). Estes polissacarideos também inibiram a adsor¢éo
do virus a célula hospedeira e interferiram nas etapas posteriores da replicacao viral
(LEE et al., 1999).

A atividade antiviral de polissacarideos sulfatados tem sido frequentemente
correlacionada com a massa molar e o grau de sulfatagdo. Como regra geral, €

suposto que a atividade antiviral dos polissacarideos sulfatados é maior quando se
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aumenta o peso molar e o grau de sulfatacdo destes polimeros (WITVROUW; De
CLERCQ, 1997). Polissacarideos com baixa massa molar e baixos teores de grupos
sulfato, ndo desempenham atividade antiviral. No entanto, outros fatores como, por
exemplo: conformagdo da cadeia polissacaridica, influéncia de sitios hidrofobicos e
posicionamento dos grupos sulfato sdo também importantes para o desempenho de
atividade bioldgica produzida por estes polissacarideos (DAMONTE; MATULEWICZ;
CEREZO, 2004).

A alta atividade anti-HSV-1 e anti-HSV-2 descrita para as heteroramnanas
sulfatadas da alga verde G. oxysperma foi correlacionada com uma combinacao de
fatores estruturais, como a alta massa molar e o elevado conteddo de grupos
sulfato, onde 75% e 80% das unidades de ramnose e de acido urbnico,
respectivamente, sdo substituidos por grupos sulfato (CASSOLATO et al., 2008).
Aliado a essas caracteristicas o carater hidrofébico do grupo metil das unidades de
ramnose é um fator adicional que poderia contribuir para a atividade antiherpética
desses polissacarideos (CASSOLATO et al., 2008; LEE et al., 2010).

Para as heteroramnanas de G. brasiliensis possivelmente as caracteristicas
estruturais de alto grau de sulfatacdo, massa molar, composicdo monossacaridica
estejam envolvidos na capacidade antiviral destas moléculas. No entanto, mais
estudos sobre o mecanismo de acdo destes polimeros sobre capacidade de

infeccao da célula pelo virus precisam ser realizados.
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10. CONCLUSOES

CAPITULO |

- A macroalga verde Gayralia brasiliensis pertencente a ordem Ulvales (Chlorophyta)
produz heteroramnanas sulfatadas (29,4% de grupos sulfato), contendo
majoritariamente unidades de a-L-ramnose (64,0%) e menores proporgdes de
glucose (14,5%), xilose (14,7%) e galactose (6,7%). Adicionalmente, este
polissacarideo € constituido por acidos urdnicos (9,1%) sendo acidos glucurénico e

galacturdnico na proporcéo de 3,2% e 3,7%, respectivamente.

- Através de ultrafiltracdo em membrana (cut-off 300 kDa) obteve-se uma fragéo
retida (GBH, 72% de rendimento) que se mostrou homogénea quanto a massa molar
(2.100 kDa).

- Através de andlises quimicas e espectroscopicas conduzidas com a heteroramnana
sulfatada GBH foram detectadas unidades de ramnose 3-ligadas as quais estéo
parcialmente substituidas por grupos sulfato em C-4, C-2 e/ou em ambos carbonos
C-2 e C-4 e unidades de ramnose 4-, 3- e/ou dissulfatadas (3,4 sulfato).
Adicionalmente, unidades de ramnose 2,3-substituidas que representam pontos de
ramificagdo do polimero e &acidos urbnicos, estdo presentes principalmente como

unidades 2-, 4- e 2,4-ligadas também foram encontrados nesta fragao.

- Pela integracdo dos sinais a anoméricos da fragdo GBH (carboxi-reduzida e
dessulfatada), presentes no espectro de RMN 'H foi possivel determinar a relag&o
das unidades de ramnose 2,3-dissubstituidas, 3- e 2-ligadas, na propor¢cédo de

0,26:1,0:0,51, respectivamente.

- Através da degradacgédo controlada de Smith a partir de GBH foi possivel obter uma
heteroramnana modificada quimicamente (GBH-S) de menor massa molar e com

elevados teores de grupos sulfato (38,2%) e ramnose (78,2%).
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CAPITULO Il

- As heteroramnanas sulfatadas presentes nas fracdbes GB, GBH e GBH-S
apresentaram potente atividade antivasculogénica na membrana da vesicula
vitelinica de embribes de G. domesticus sendo a heteroramnana modificada GBHS a
que apresentou maior atividade. Na concentragéo de 320 pg GBHS ocasionou 100%
de inibicdo da vascularizagdo enquanto que GB e GBH nesta mesma concentragdo
inibiram a vascularizagdo em 94,2 e 86,9%, respectivamente. As fragdes GB e GBH-
S também inibiram a formacdo de vasos da membrana corioalantdica destes

embrides em 100% nas concentracdes de 480 e 320 ug.

- Estas heteroramnanas apresentaram atividade antitumoral significativa em células
tumorais de glioma humano, onde as fracdes GBH e GBH-S (500 ug.mL™)
diminuiram significantemente a viabilidade das células tumorais cerebrais (glioma
humano, linhagem U87MG) no tempo de 48 horas em 54,9% e 69%,

respectivamente.

- Além disso, as heteroramnanas de G. brasiliensis, apresentaram atividade
anticoagulante, avaliada in vitro pelos testes de TTPA, TT e TP. A a¢do maxima
(>200 s) das fracbes GB, GBH e GBH-S para o teste de TTPA foi observada nas
concentracdes de 100, 100 e 40 pg.mL™?, respectivamente. Para o teste de TT esta
acdo foi detectada nas concentracées de 80, 80, 40 pg.mL™ para as fraces GB,
GBH e GBH-S, respectivamente. Adicionalmente, GB (100 pg.mL™), GBH (80 pg.mL’
Y e GBH-S (60 pg.mL™) também apresentaram atividade méaxima anticoagulante

pelo teste de TP.

- A fragdo GB foi potencialmente ativa contra o0 HSV-1 e o HSV-2, onde se observou
baixo efeito inibitério no crescimento das células Vero, com valores de CCgg
superiores que > 200 pg.mL™. A atividade anti-herpética foi determinada com valores
de Clso igual a 1,2 pug.mL™ para o HSV-1 e 0,78 pg.mL™ para o HSV-2. Ademais, as
heteroramnanas apresentaram altos indices de seletividade (IS = CCso/Clsp), com
valores na ordem de >166,6 para HSV-1 e > 256,4 para o HSV-2.
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- Adicionalmente, os polissacarideos da fragdo GB apresentaram atividade virucida
com inibicdo de 26% para HSV-1 e de 97% para o HSV-2. Além disso, esta fracao
apresentou acdo sobre a ligacdo do virus a célula (78% e 95% de inibicdo para
HSV-1 e HSV-2, respectivamente) e no ensaio de penetragdo, 76% para HSV-1 e

78% para HSV-2 de inibigcdo, respectivamente.

- A fracdo modificada (GBH-S) obtida por degradagé&o controlada de Smith foi
significativamente mais eficiente que as fragdes brutas (GB e GBH) nos testes de
atividade biologica. Portanto, este tipo de modificacdo quimica é importante ndo so
para os estudos de estrutura quimica de polissacarideos, mas também para os

estudos de atividade biol6gica destes polimeros.

- Devido a capacidade de atuar em diferentes sistemas biolégicos, as
heteroramnanas sulfatadas de G. brasiliensis se mostram como novas moléculas

promissoras na area biomédica.
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