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RESUMO

As fucanas de Sargassum stenophyllum foram obtidas por extracdo aquosa a
temperatura ambiente, e purificadas por precipitagdo com cetavlon e posterior
descomplexagdo com 4 mol L' de NaCl. Esta fracdo (FP, relagdo sulfato/agutcar total de
0,3), foi submetida a hidrélise acida parcial (0,05 mol L H,SO,, 100°C, 45 min.) e os
produtos fracionados por cromatografia de troca idnica. As fragdes eluidas com 0,5 mol L’
(FD2) e 1,0 mol L' NaCl (FD3), apresentaram rendimentos de 63 e 12,6%,
respectivamente. A fragdo FD2, relagdo sulfato/agucar total de 0,18, é constituida por
fucose (15,5 mol%), galactose (40,4 mol%), manose (19 mol%), xilose (13,2% mol%),
glucose (11,9 mol%). A presenca de &cido glucurénico (11,7%) foi confirmada apos
carboxireducdo de FD2 e utilizando derivado de carbodiimida. FD2 foi modificado por
sulfatacdo quimica (FD2-s), apresentando relagdo molar sulfato/agucar total de 0,51,
carboxi-redugdo (FD2-c), e também pelos dois procedimentos, resultando a fragdo FD2-cs.
Os resultados de analises de metilacdo, FTIR e RMN-'3C indicam que FD2 apresenta uma
cadeia principal constituida por manose 2-O-substituida (98,3 ppm) ramificada em C-3 e C-
4. Galactose esta principalmente 4-O-substituida (77,2 ppm) e 3-O-substituida (80,9 — 80,1
ppm) ramificada em C-6. As unidades de galactose correspondem, no polimero nativo
(F3B) a pontos de ramificagédo por unidades de fucose, as quais no polimero parcialmente
defucosilado (FD2) estéo principalmente 3-O-substituidas (sulfatadas em C-4) e 2-O- e 4-
O-substituidas. Glucose e &cido glucurbnico sdo principalmente 4-O-substituidos e
ramificados em C-3, tanto em F3B como em FD2.

A avaliacdo da citotoxicidade, alteragcdo da capacidade mitética, além da
interagdo com moléculas de matriz extracelular das células Hela, foi realizada com
fucanas nativas de S. stenophyllum, e também com polissacarideos lineares, previamente
isolados e caracterizados, como galactanas sulfatadas (de Bostrychia montagnei e
Porphyra columbina) e alginatos (de Laminaria brasiliensis e S. stenophyllum). Desses
polimeros, apenas as fucanas ocasionaram alteracdo da morfologia e diminuigdo
significativa da monocamada de células HelLa. Fucanas nativas (F-3B, F-5B) e modificadas
por hidrélise parcial, seguida de sulfatagdo quimica (FD2-s) alteraram significativamente a
morfologia, proliferagdo destas células. Entretanto as fragdes com menor densidade de
carga, FD2 e FD2-c alteraram pouco ou ndo causaram modificagbes nestes parametros. A
interferéncia desses polimeros na adesdo de células HelLa sobre substratos de moléculas
de matriz extracelular especificas foi verificada. Na presenga de laminina-1, e das fragdes
F-5B, FD2-s e F-3B ocasionaram inibicdo de 92%, 86,4% e 80%, respectivamente. As
fragdes FD2-cs e FD2 causaram menor grau de inibicdo (65% e 60,5%, respectivamente).
Com a matriz de fibronectina, somente as fragées F-3B e F-5B (80 pg mL™") promoveram
inibicdo de 25 e 15%, respectivamente. Com a matriz de vitronectina ocorreu inibigcéo de
30% com as fragbes F-3B e F-5B (80 ug mL™) e também com a fragdo FD2 (28%), FD2-s
(34,5%) e FD2-cs (30%), respectivamente. Ressalta-se que a fragao FD2-c (fragdo menos
carregada negativamente) promoveu diminuicdo da ades&o de células HelLa & laminina-1
em 25%, porém aumentou a adesdo celular com matriz de fibronectina em 60%, na
concentracéo de 160 pg mL™". Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que
a presencga de cadeias laterais, acidos urdnicos, mas principalmente o alto grau de cargas
negativas do polimero (grupos sulfato e carboxilicos), bem como a distribuicdo de cargas
da molécula sdo essenciais para que ocorra citotoxicidade, alteragdes na divisdo celular,
alteragcdes morfoldgicas e interferéncia na adeséo das células Hela.

XVii



ABSTRACT

A fucan sulfate obtained from the brown seaweed Sargassum stenophylium,
by aqueous extraction at room temperature, was submitted by Cetavlon 10% precipitation,
followed by decomplexaton with 4 mol L' NaCl. This fraction (FP, total
carbohydrate/sulfate 0.3) was submitted to partial acid hydrolysis (0,05 mol L H,SO,,
100°C, 45 min.) and the products fractionated by anion exchange chromatography.
Stepwise elution with 0.5 mol L' (FD2) and 1.0 mol L' NaCl (FD3), shown 63% and 12,6%
yield, respectively. The FD2 fraction, shown total carbohydrate/sulfate 0.18, contained by
Fuc (15.5 mol%), Gal (40.5 mol%), Man (19.0 mol%), Xyl (13.2 mol%), Glc (11.9 mol%)
and GIcA (11.7%). FD2 was submitted to several chemical treatment, how sulfation,
resulting in fraction FD2-s, which had ratio of total carbohydrate/sulfate of 0.51, and on
carboxy-reduction (NaBHj,), gave fraction FD2-c, or both treatments, gave fraction FD2-cs.
The results of methylation, FTIR and RMN-'*C analysis of FD2 fraction, suggest the
backbone is formed by mannose 2-O-substituted (98.3 ppm) with ramification in C-3 and C-
4. Galactose is mainly 4-O-substituted (77.2 ppm) and 3-O-substituted (80.9 — 80.1 ppm)
with ramification in C-6. Glucose and glucuronic acid are mainly 4-O-substituted with
ramification in C-3 (F3B and FD2).

The cytotoxic effect, mitotic alterations, and extracellular matrix interactions
were performed on Hela cell cultures, with linear polysaccharides, previously
characterized, such as sulfated galactans (from Bostrychia montagnei and Porphyra
columbina) and alginates (from Laminaria brasiliensis and S. stenophyllum) and native
fucans from Sargassum stenophyllum. Only fucans modified HelLa cell morphology, and
lowered significantly the cell number. Considering these results, native fucans (F-3B and F-
5B) and derived polysaccharides (FD2, FD2-s, FD2-c and FD2-cs) from S. stenophyllum
were chosen for specific evaluations. Fractions F-3B, F-5B and FD2-s gave rise to
significant modifications of morphology, cellular proliferation, among other effects. Fractions
showing low charge density, FD2 and FD2-c did not modified these parameters. Effects on
adhesion properties were evaluated using the polysaccharides under study and specific
extracellular matrix components such as. Fractions F3-B, F5-B, FD2-s, FD2-cs and FD2, at
160 pg mL" were able to inhibit 80%, 92%, 86%, 65% and 60.5%, respectively, the
interaction of the cells with laminin-1. With fibronectin matrix, only fractions F-3B and F-5B
(80 ug mL™") promoted inhibition of 25 and 15%, respectively. With the vitronectin matrix,
30% inhibition occurred with fractions F-3B and F-5B, at 80 pg mL", and low significant
inhibition with FD2 (28%), FD2-s (34.5%) and FD2-cs (30%) at the same concentration.
Fraction FD2-c decrease cellular adhesion with laminin-1 at 25% but increased (60%) with
fibronectin matrix, at the 160 pg mL™". The results obtained showed that the presence of
branches, degree of negative charges (sulfate and/or carboxylic groups), and charge
distribution in the molecule are essential for cytotoxicity, mitotic and morphological
alterations, and interference of HelLa cell adhesion.
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1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DOS POLISSACARIDEOS DE ALGAS MARINHAS

As algas marinhas constituem uma das principais fontes de polissacarideos
na natureza. Entre as familias de algas mais estudadas estdao as Phaeophytas,
Rhodophytas e Chlorophytas. As algas podem apresentar tipos caracteristicos de
polissacarideos, os quais estdo confinados a determinadas familias, por exemplo: a
presenca de galactanas em Rhodophytas; os acidos alginicos (B-D-ManpA e a-L-GulpA),
as fucanas (heteropolissacarideos sulfatados contendo fucose), e a laminarana que estao
presentes em algas pardas (Phaeophytas); além do amido presente em Chlorophytas
(DUARTE, 1990).

Alguns fatores podem influenciar a composigao quimica desses polimeros e
promover variagées estruturais, como a sazonalidade, o habitat, a profundidade de
imersao (luminosidade), a fase de desenvolvimento celular e a espécie (interespecifica)
(DUARTE, 1990).

Nas algas, os polissacarideos participam da estrutura da parede celular, que
é semelhante aquela das plantas superiores, sendo constituida por duas fases: uma
cristalina, o esqueleto, que se encontra embebido em outra fase, a matriz. A
predominancia desta ultima em relagao a primeira diferencia as algas das plantas
superiores. Na matriz, os polimeros polianidnicos sao predominantes em relagao aos
neutros, incluindo a presenga de polissacarideos sulfatados, que parecem ter papel
fundamental na regulagao osmatica ou idnica, importante na adaptagao das algas ao meio
marinho (KLOAREG,; QUATRANO, 1988). Estruturalmente, as paredes celulares da
maioria das algas vermelhas, por exemplo, incluem um componente interno rigido formado
por microfibrilas (esqueleto), que pode ser celulose ou outro polissacarideo com estrutura
equivalente e uma matriz mucilaginosa, constituida por galactanas sulfatadas, tais como
agar ou carragenana. Estas algas ainda biossintetizam carboidratos de baixa massa molar
el/ou polidis, os quais também apresentam fungdo de osmorregulagao (KARSTEN et al.
1993).
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1.2 ASPECTOS GERAIS DOS POLISSACARIDEOS DE RHODOPHYTAS (ALGAS
VERMELHAS)

Enquanto que alguns polissacarideos biossintetizados pelas algas estao
totais ou parcialmente relacionados com aqueles das plantas terrestres, as galactanas
sulfatadas, isoladas de Rodophytas, como agares e carragenanas, nao apresentam
nenhuma similaridade com os polimeros destas plantas (USOV, 1992).

As galactanas sao os principais constituintes polissacaridicos da matriz das
algas vermelhas. Esses polissacarideos apresentam uma estrutura principal comum,

constituida por uma cadeia linear alternada de unidades (1—)3)-B-D-galactopirandse

(unidade A), alternadas por unidades (1—4)-a-galactopiranose (unidade B) (PAINTER,
1982). As unidades podem estar parciais ou totalmente na forma de 3,6-anidrogalactose.
De acordo com sua a estereoquimica —L ou —D, as galactanas podem ser subclassificadas:
galactanas tipo agar, onde unidade B pertence a série L- e galactanas tipo carragenana ,
onde as unidades B pertencem a série D- (PAINTER, 1982). Existem ainda galactanas cuja
unidade 4-O-substituida pode ser tanto da série D- como L-, sendo denominadas
galactanas hibridas (MILLER et al. 1997). Esta estrutura das galactanas pode ainda
apresentar-se modificada por diferentes tipos de substituintes, tais como O-sulfato, O-metil,
O-glicosil e acetal de acido piravico (USOV, 1992).

Em relacdo aos grupamentos substituintes, algumas generalizagées podem
ser feitas:

(1) as carragenanas geraimente nao apresentam grupamentos metil, com
excecgao das beta-carragenanas, mas sao altamente substituidas por grupamentos sulfato,
em determinadas posi¢des, sendo que a exata posigao destas substituicdes permite definir
o tipo de carragenana (MILLER; BLUNT, 2000).

(2) Os agares geralmente sao menos sulfatados que as carragenanas, poréem
altamente metilados, com possibilidade de substituintes como acido piravico e unidades de
xilose (DUCKWORTH; YAPHE, 1971).

Embora as galactanas apresentem uma estrutura basica comum, ou seja, p-
galactose-3-O-substituida e a-galactose-4-O-substituida, o grau e o tipo de substituicao da
origem a diferentes galactanas sulfatadas, as quais apresentam distintas propriedades

fisico-quimicas.
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As galactanas tipo agar apresentam substituicdo por grupamentos O-metil
principalmente em C-6 da unidade A e C-2 da unidade B (2-O-metil-3,6-anidrogalactose e
2-O-metilgalactose) (USOV, 1998).

A capacidade de formar gel em baixa concentragao confere as galactanas
tipo agar uma grande importancia industrial e alimenticia (PEARSON, 1995). O grau de
substituicdo e o tipo de substituintes das galactanas tipo agar tém correlacao direta com a
propriedade geleificante. Deste modo, a agarose € o componente do agar com maior poder
de geleificagao, mas polissacarideos semelhantes com maiores teores de grupamentos
sulfato apresentam uma drastica diminuigao da for¢ca do gel (WHYTE et al. 1981).

Os primeiros estudos sobre as galactanas da Ordem Ceramiales foram
realizados por BOWLER e TURVEY (1968). Esses autores isolaram da Rhodomelaceae
Laurencia pinnatifida um polissacarideo sulfatado (39% de sulfato) constituido por D-
galactose (28%) 6-O-metil-D-galactose (18%), L-galactose (9%), 2-O-metil-L-galactose
(7%), 3,6-anidrogalactose e 2-O-metil-3,6-anidrogalactose (38%). Os grupamentos sulfato
estavam localizados principalmente em C-6 das unidades de L-galactose e de 2-O-metil-L-
galactose, além da unidade D-galactose apresentar-se sulfatada em C-2. A existéncia de
D- e L-galactose metiladas ja era conhecida em polissacarideos de algas, porém esta foi a
primeira vez que se identificou a unidade 6-O-metil-D-galactose suifatada.

Utilizando Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN-'°C),
MILLER e FURNEAUX (1997) determinaram a estrutura de agaroides obtidos de diferentes
espécies de algas pertencentes a ordem Ceramiales. Os autores demonstraram que, em
Euptilota formosissima e Streblocladia glomerulata a totalidade das unidades A estao
substituidas por grupamentos metil e sulfato em C-6 e C-2, respectivamente. Um padrao
diferente foi observado nos polimeros isolados de Polysiphonia abscissoides, onde 70%
das unidades estavam sulfatadas e 11% metiladas. Estas espécies de Ceramiales
apresentavam o polissacarideo nativo com 12% (E. formosissima) e 19% (S. glomerulata)
das unidades 4-O-substituidas como unidade precursora de 3,6-anidro-L-galactose, ou
seja, L-galactose 6-sulfato.

A alga vermelha Bostrychia montagnei, pertencente a ordem Ceramiales,
biossintetisa um complexo sistema de galactanas sulfatadas do tipo agardide. Apos
extracao sequencial com agua a temperatura ambiente e a 65°C, foram obtidas as fragoes
brutas BCW e BHW, respectivamente. Esta uitima (17% de grupos sulfato) apresenta
galactose (60,8%), xilose (6,4%), 6-O-metil galactose (7,8%), 2-O-metil gaiactose (2,1%),
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2-O-metil, 3,6 anidrogalactose (6,5%), glucose (1,0%), além de 3,6-anidrogalactose
(15,4%). BCW foi submetida a cromatografia de troca idnica originando seis fragées (B1 -
B6) (TULIO, 1998; NOSEDA et al. 1999). A galactana B4 (24% de grupos sulfato) é
constituida principaimente por galactose (77,7%), 3,6-anidrogalactose (11,3%), 6-O-metil
galactose (8,1%) e xilose (2,9%). A fragao B4 nativa, apresenta os grupos metil localizados
em C-6 das unidades [-D-galactose (8,4 — 9,0 mol%), em C-2 das unidades de a-L-3,6-
anidrogalactose (7,9%), havendo indicagdo da presenc¢a de galactose 3- e 4-O sulfato. A
determinagcao da estrutura quimica fina das galactanas B1, B4 — B6 isoladas de B.
montagnei foi posteriormente realizada (DUARTE et al. 2001 b). Os autores confirmaram
que, além de grupos O-metil, parte das unidades B-D-galactose estao substituidas por
éster O-sulfato em C-6 (14 mol%) e em C4 (17 %), enquanto que as unidades de a-L-
galactose estao em parte substituidas em C-3 (12 %) por grupos sulfato. A presenca de
grupos sulfato em C4 (nas unidades A), e em C-3 (nas unidades B), distingue esta
galactana das demais galactanas do tipo agarana, sendo portanto uma molécula de
interesse para a avaliagao de seus efeitos bioldgicos.

As algas vermelhas do género Porphyra sp. também biossintetisam
galactanas sulfatadas do tipo agarana, especialmente denominadas de porfiranas.
Polissacarideos de Porphyra columbina, obtidos ap6s extragao aquosa a temperatura
ambiente, seguida de fracionamento com etanol 75%, forneceram a fragcao PC75 (15,6%
de grupos sulfato), a qual €& constituida por galactose sulfatada (22,7%) 3,6-
anidrogalactose (22,7%) e 6-O-metilgalactose (38,7%). Os autores demonstraram que os
grupos sulfato estao localizados em C-6 das unidades de a-L-galactose (unidade B). Alta
percentagem de grupos O-metil e sulfato em C-6 das unidades A e B, respectivamente
caracterizam esta porfirana (VIANA 1999; NOSEDA et al. 2000).

As fragcoes B4 e PC75 sao portanto, galactanas tipo agarana, com unidades
repetitivas semelhantes, mas diferenciadas pelo posicionamento dos substituintes,

podendo ambas servirem de modelo para estudos comparativos de atividade biologica.
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1.3 ASPECTOS GERAIS DOS POLISSACARIDEOS DE PHAEOPHYTAS (ALGAS
PARDAS)

Quantidades variaveis de acido alginico sao sintetizadas pelas algas pardas.
Com grande capacidade geleificante e viscosante, este tipo de polissacarideo é de
interesse industrial (McNEELY et al. 1973) e medicinal (READ et al. 2000; SUZUKI! et al.
2000; BECKER et al., 2001). O alginato de Laminaria brasiliensis € um polimero linear 4-O-
substituido, constituido de unidades de acido manurdnico (M) e acido gulurénico (G), com
relacao molar M/G de 1,2:1, determinada apds carboxi-redugdo e andlise por RMN-*3C do
correspondente polimero reduzido. Ao longo da cadeia polissacaridica sao distribuidos
blocos M (9%), blocos G (26%) e regides hibridas, constituidas por unidades M e G (65%)
(DUARTE et al. 1991; NOSEDA et al. 1997).

Os blocos M (BM-L) e blocos G (BG-L), obtidos de L. brasiliensis, com alto

grau de homogeneidade, apresentam um grau de polimerizagao (DP) de 20 (DUARTE et
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al. 1991). O alginato de Sargassum stenophyllum embora apresentando uma relagao M/G
(1:1), semelhante ao de L. brasiliensis, constituido por blocos M (5,7%), blocos G (28,3%)
e regides MG (66%), apresenta blocos G (BG-S) (homogéneos) maiores que os blocos G
de L. brasiliensis, com grau de polimerizagao de 64 (NOSEDA et al. 1997).

Outro tipo de polissacarideo, encontrado em algas pardas sao as fucanas.
Esses sao polimeros sulfatados isolados de algas pardas (Phaeophyta) e de alguns
invertebrados marinhos, as quais podem ser constituidas unicamente por unidades de
fucose (homofucanas) ou apresentar além de fucose, variadas percentagens de aclcares
neutros, como galactose, manose, xilose e glucose, além de acido uronico. Esta classe de
fucanas € denominada heterofucana (KLOAREG; QUATRANO, 1988). Embora a presenga
de fucanas em algas marinhas seja conhecida deste a década de 50 (COCHIE;
PERCIVAL, 1950), foi apenas na década de 90 que estas moléculas suifatadas passaram
a ser investigadas em mais detalhes, devido a suas inumeras propriedades bioldgicas,
como por exemplo, atividade anticoagulante (NISHINO; NAGUNO, 1991), antitumoral
(ELLOUALI et al. 1993; ITOH et al. 1993), antiadesiva (SOEDA et al. 1994 a e b) e
antiproliferativa (RIOU et al. 1996), entre outras.

Apesar dos varios estudos estruturais de fucanas isoladas de algas marinhas,
a estrutura fina de muitos desses polimeros sulfatados ainda nao foi elucidada. A grande
complexidade estrutural destas moléculas ramificadas deve-se a falta de regularidade da
seqiiéncia monossacaridica, além do fato de que a estrutura quimica varia de acordo com
a espécie, estagao do ano e, até mesmo a parte da alga utilizada para a extragdo. Além do
mais, uma mesma espécie pode biossintetisar fucanas com um vasto espectro estrutural,
desde aquelas com baixo teor de fucose e sulfato, mas ricas em acidos urdnicos, até com
alta percentagem de fucose, altamente sulfatadas, mas com baixas porcentagens de
acidos urénicos e monossacarideos neutros. Sargassum stenophyllum biossintetisa, entre
outras fucanas, duas fragdes distintas F-3B e F-5B (DUARTE et al. 2001 a). F-3B é possui
18 mg% de grupos sulfato, e é constituida principalmente por fucose (44,2%) e
percentagens significativas de manose (20,1%) e galactose (19,0%) e baixas percentagens
de glucose (5,6%), além de acido glucurénico (12,6%). De modo distinto F-5B apresenta-
se mais sulfatada (30,8%) e com baixos teores de acido urénico (2,1%), sendo fucose
(58,4%) e galactose (34,1%) os monossacarideos majoritarios. Xilose (2,9%), manose
(2,3%) e glucose (2,4%), também estdo presentes. Os resultados das analises de
metilacdo e de ressonancia magnética de carbono-13 dos correspondentes polimeros

nativos, ou parcialmente dessulfatados e defucosilados permitiram determinar que F-5B
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apresenta uma cadeia principal formada principalmente por galactose (1—6) O-substituida
com menores percentagens de galactose (1—54), (1-3) e (1-2) O-substituidas, além de
unidades de manose (1—4)-O-substituida. As “cadeias de fucanas”, correspondem a
seqiéncias de fucose, que se apresentam (1—3) substituidas, com menores quantidades
de fucose 4- e 2-O substituidas. Ramificagdes ocorrem em C-4 das unidades de fucose 2-
O substituidas e, possivelmente, em C-2 e C-3 das unidades de galactose 6-O
substituidas. Grupos sulfato estao principalmente localizados nas unidades de fucose, nos
carbonos 2 e 4, além de C-2 das unidades de fucose 3-O substituida. Unidades de
galactose 6-O-substituidas, dissulfatadas em C-2/C-3 e C-3/C-4, também estao presentes
em menor propor¢cao. As analises da fragao F-3B demonstraram que esta é uma molécula
mais ramificada que a fragao F-5B. A cadeia principal é formada por unidades de manose
(1-»2) O-substituida juntamente com unidades de galactose (1-56), (154) e (1-3)-
substituidas. Os principais pontos de ramificagao ocorrem em C-3 e C-4 das unidades de
galactose da cadeia principal e em C-3 de unidades de acido a-D-glucurénico e/ou a-D-
glucose 4-O-substituidas, as quais estao presentes no “dominio de fucanas”. Este é
constituido por unidades de fucose, glucose e acido glucurdnico 4-O-substituidas além de
unidades de fucose O-substituidas nas posigdes (1—3) e (1-2). Xilose esta presente
como unidades terminais em C-3 das unidades de fucose. F-3B apresenta grupos sulfato
em C-3 das unidades de fucose 4-O-substituidas e em C-3 e C-6 de unidades de manose
(1—2) substituida. Deste modo as fucanas F-3B e F-5B de S. stenophyllum apresentam
grande complexidade estrutural quando comparadas as heterofucanas relatadas na
literatura.

Ressalta-se que devido ao interesse no estudo das propriedades biolégicas
apresentadas pelas fucanas, muitas das moléculas investigadas sao selecionadas devido
ao seu alto teor de fucose e/ou atividade anticoagulante. Deste modo estas fucanas
usualmente nao representam a totalidade dos polimeros biossintetizados pelas algas
marinhas. Embora em geral muitas das fucanas relatadas na literatura, apresentam as
unidades de fucose (1-»3) O-substituidas formando a cadeia principal com ramificagées de
fucose (1—-2) O-substituida e grupos sulfato em C-4, esta estrutura basica esta modificada
em diferentes graus, e depende da fucana analisada.

Isolou-se de Cladosiphon okamuranus (NAGAOKA et al. 1999) um
polissacarideo contendo fucose, acido glucurénico e sulfato (6,1:1,0:2,9). Esta fucana

apresenta unidades de fucose 3-O-substituidas. Parte das unidades de fucose (50%) estao
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sulfatadas em C-4, enquanto que ~15% estdo O-acetiladas; acido glucurénico também
esta substituindo (em C-2) unidades de fucose, as quais nao se apresentam sulfatadas.
Por outro lado, embora a estrutura inicialmente proposta para a fucana sulfatada de Fucus
vesiculosus tenha sido de um polissacarideo formado principalmente por unidades de
fucose 2-O substituida e sulfatada em C-4 (CONCHIE; PERCIVAL, 1950), apenas na
década de 90 a estrutura desta fucana foi revisada (PATANKAR et al. 1993). Esses
autores concluem que a cadeia principal &€ constituida por unidades de fucose (1-3) O-
substituidas com algumas ramificagées em C-2 ou C-4. Grupos sulfato estiao localizados
em C+4 das unidades de fucose. A estrutura quimica da fucana de F. vesiculosus é
semelhante a de C. okamuranus, sendo esta Ultima mais sulfatada e apresentando acido
glucurénico. A fucana de Chorda filum, também apresenta unidades de fucose 3-O
substituida. Esta homofucana apresenta uma estrutura repetitiva formada por um
hexassacarideo constituido por unidades de fucose 3-O substituida, havendo uma
ramificagdo em C-2 por uma unica unidade de fucose. Sulfatacdao ocorre principaimente
em C4 é também em C-2 (CHIZHOV et al. 1999). Algumas unidades (1—3) substituidas
apresentam O-acetiladas em C-2, assim como na fucana de C. okamuranus. Devido a
estrutura repetitiva, os sinais obtidos nos espectros de RMN 'H e *C da fucana de C. filum
foram completamente assinalados, fato este comparavel apenas a fucana de C.
cladosiphon, a qual contém um heptassacarideo repetitivo (NAGAOKA et al. 1999). Deve-
se salientar novamente, que a grande dificuldade no estudo de fucanas € que a maioria
destas moléculas apresentam-se com alta heterogeneidade quimica, ramificagao, grupos
sulfato em diferentes posi¢des, bem como monossacarideos neutros distintos e variaveis
percentagem de acidos urdénicos. Em conseqiéncia os espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN) sdo complexos, com sinais de dificil resolugao (PEREIRA et al.
1999). De fato, para esses polissacarideos, os espectros de RMN tém valor limitado
(MULLOY et al. 2000). A dessulfatagdao ou degradagao -parcial desses polimeros pode
facilitar a interpretacao destas analises espectroscopicas. Fucanas de Eclonia kurome
também apresentam unidades de fucose (1—3) O-substituida com grupos sulfato em C4
ramificadas por cadeias de fucose (1—52) O-substituida. Estas fucanas apresentam baixas
percentagens de galactose, embora em varios tipos de ligagdes glicosidicas (NISHINO et
al. 1989; NISHINO et al. 1991 a).

Além de fucose, algumas fucanas apresentam consideravel percentagem de

galactose, como a encontrada em Ascophyllum nodosum, da qual foram isoladas varias
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fragbes contendo fucose (MEDCALF et al. 1978). Uma destas fragées (homogénea por
critérios eletroforéticos) continha apenas fucose e galactose, como agucares neutros
(relagdo 1,1:1), além de acido glucurdnico (8%) e sulfato (15%). Os resultados de
metilagao e oxidagdo com metaperiodato de s6dio sugerem que as unidades de galactose
estdo 4-O substituidas com ramificagdo em C-2 por unidades de fucose (1—4) O-
substituidas, as quais podem estar dissulfatadas (C-2 e C-3) ou monossulfatadas (C-2 ou
C-3) e acido glucurdnico esta presente como unidade terminal. De modo distinto, a fucana
isolada de Spatoglossum schrederi (LEITE et al. 1998), apresenta cadeia principal formada
por acido urdnico em ligagdo B-(1—>3), com ramificagdo em C-4 de unidades de fucose
(1>3) O-substituida, sendo classificada como uma xilofucoglucuronana. Este
polissacarideo apresenta sulfatacdo em C-4 das unidades de fucose. Em S. schréederi, o
acido glucurdénico esta em ligagao glicosidica do tipo (1-3), diferindo portanto dos
polimeros isolados de S. linifollium (ABDEL-FATTAH et al. 1974) e S. stenophyllum onde a
ligagao é do tipo (1—4). Além de acido glucurdnico, a cadeia principal da fucana de S.
linifollium €& constituida por manose e galactose, com cadeias laterais parcialmente
sulfatadas formadas por galactose, xilose e fucose. Esses resultados exemplificam um dos
aspectos da diversidade estrutural desses polimeros, onde o acido glucurénico pode ser
um dos constituintes da cadeia principal ou fazer parte de cadeias laterais (LEITE et al.
1998; DUARTE et al. 2001b).

Polissacarideos sulfatados contendo fucose tem sido isolados nao apenas de
algas pardas marinhas, mas também de alguns invertebrados marinhos. De Ludwigothurea
grisea (pepino do mar, Equinoderma), foi isolado um polissacarideo constituido cuja cadeia
principal € semelhante aquelas de condroitin sulfato de mamiferos: [4-B-D-GIcA-(1—3)-B-D-
GalNAc-1]), mas estando as unidades de acido glucurénico substituida em C-3 por
ramificagdes de a-L-fucose. Estas unidades estao majoritariamente sulfatadas em C-4,
embora unidades 2,4 e 3,4-di-O sulfatadas também estejam presentes (VIEIRA et al. 1991;
MOURAQO et al. 1996). As ramificagdoes de fucose sdo essenciais para a expressao da
atividade anticoagulante, bem como a presenga de grupos sulfato, enquanto que para o
correspondente polimero carboxi-reduzido, nao apresentou esta atividade. De outra
espécie de pepino do mar, Stichopus japonicus (KARIYA et al. 1990; 1997), foi isolado um
condroitin sulfato, constituido por acido glucurdnico, N-acetilgalactosamina, fucose e
sulfato. Tanto as unidades de acido glucurénico (em C-3), como as de N-

acetilgalactosamina, (em C-4 e/ou C-8), apresentam-se ramificadas por unidades de
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fucose (2 unidades em cada ramificagdo), as quais estao altamente substituidas por
grupos sulfato, (fucose mono-, di- e trissulfatadas).

No entanto, ressalta-se que estudos mais detalhados em fucanas de algas
marinhas, especialmente em produtos parcialmente degradados e purificados, poderao ser
uteis para evidenciar este monossacarideo, o qual pode estar presente em baixa
percentagem no polimero de origem. Ressalta-se que as fucanas F-3B e F-5B da alga S.
stenophyllum apresentam acido glucurénico 4-O substituido, ramificado em C-3 por
unidades de fucose sulfatada (DUARTE et al. 2001 a). Deste modo, pode-se destacar que
existe uma analogia estrutural entre condroitin sulfato fucosilado de invertebrados
marinhos, heparina e dermatan sulfato de mamiferos e as fucanas sulfatadas, F-3B e F-
5B, de S. stenophyllum. Esses resultados abrem perspectivas interessantes para a
investigagao de possivel atividade biolégica dos polissacarideos sulfatados isolados de

algas marinhas.

1.4 EVIDENCIAS DA ACAO BIOLOGICA DE POLISSACARIDEOS

Carboidratos exercem importantes fungdes na matriz extracelular
(SCHUPPAN et al. 1992), nos processos de reconhecimento e na adesao celular
(DURAND, 1992; PARDI et al. 1992; HOGG; LANDIS, 1993; MACKAY; IMHOF, 1993;
KUNOU et al. 1993; SHIBATA et al. 1999). Além disso, alguns polissacarideos podem
estar envolvidos na agao estimulatéria do sistema imune (SUZUKI ef al. 1985; ARINAGA et
al. 1992; JOHNSON et al. 1992; ROSS; VETVICKA, 1993), na inibicao de metastases
tumorais (PARISH et al. 1987, COOMBE et al. 1987, PARISH; SNOWDEN, 1988;
MISHIMA et al. 1998), inibicao do crescimento vascular (LOGEART et al. 1997; SOEDA et
al. 1997), agao antiviral (FELDMAN et al. 1999; TULIO, 1998, NOSEDA et al. 1999;
MAJCZAK, 1999; CACERES et al. 2000), anticoagulante (NISHINO; NAGUMO, 1992,
CHEVOLOT et al. 1999; CACERES et al. 2000; MULLOY et al. 2000), além de interagdes
com alguns fatores de crescimento de fibroblastos (HOFFMAN, 1993).

A atividade antitumoral tem sido documentada em polissacarideos isolados
das mais diversas fontes, tais como: bactérias (HELLERQVIST et al. 1993), fungos
(MIZUNO et al. 1995), algas marinhas (NODA et al. 1990; ZHUANG et al. 1995), liquens
(PEREIRA et al. 1994) e plantas superiores (PIENTA et al. 1995). Mesmo variando
amplamente quanto a sua composigao quimica, algumas correlagdes podem ser feitas

entre a estrutura e atividade antitumoral. Algumas evidéncias sugerem, por exemplo, que a
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atividade antitumoral de polissacarideos depende de sua massa molar (DING et al. 1998:
YADOMAE, 2000). Fragées com alta massa molar (100.000 — 200.000 g mol’) tém se
mostrado ativas, enquanto que fragdes de mesma origem, com menor massa molar (5.000
- 10.000 ¢ mol™") ndo mostram atividade (FABRE et al. 1984; KOJIMA et al. 1986;
BLASCHEK et al. 1992).

Alguns dados sugerem ainda que estruturas de (1-3)-B-D-glucanas
altamente ordenadas (hélices triplas) e de alta massa molar sejam responsaveis pela
atividade imunomoduladora desses polissacarideos (HAMURO et al. 1971, OHNO et al.
1987, KOJIMA et al. 1986, MAEDA et al. 1988; DEMLEITNER et al. 1992) e também pela
estimulagdo da atividade de citocinas (FALCH et al. 2000). Outros dados indicam, que a
distribuicdo das unidades glicosidicas ao longo da cadeia principal determinariam tal
atividade (MISAKI et al. 1993). Segundo SAITO et al. (1977; 1991) a formagao de hélices
triplas e sua estabilizagdo podem ser decorrentes da massa molar elevada
(> 90.000 g mol™") e dos pontos de ramificagdo. Por outro lado, BLASCHEK et al. (1992)
observaram que o grau de ramificagao do polissacarideo (DB) pode ser responsavel
pela agao antitumoral, mostrando que (1—3)-B-glucanas, com massa molar menor que
20.000 g mol™', podem apresentar potente agao antitumoral, se o DB for menor que 0,25.

Outro aspecto significativo na analise entre estrutura quimica e atividade
biolégica é a importancia de grupamentos substituintes. MIZUNO e colaboradores (1992),
em analises dos polissacarideos isolados do fungo Polyporus confluens observaram que
esses, constituidos de unidades de B-D-glucopiranosil (1—53)-O substituidas, com pontos
de ramificagao em C-6 por unidades unicas de B-D-glucose, podem apresentar atividade
antitumoral variando na faixa de 10 a 100%. Este percentual de atividade depende da
estrutura quimica fina e conformagao desses homopolimeros. Por outro lado, a
derivatizacado de (1—3)-B-D-glucanas por sulfonilagao (DEMLEITNER et al., 1992),
sulfatagao (SUZUKI et al. 1991, WILLIAMS et al. 1992), fosforilagao (DI LUZIO et al. 1979)
ou carboximetilagao (SASAKI et al. 1979) manteve ou aumentou sua atividade antitumoral.
ZHANG et al. (2000) em estudos com a-(1—3)-D-glucanas de Ganoderma lucidum
mostrou que a sulfatagao deste polissacarideo deu origem a uma molécula com atividade
antitumoral muito superior a molécula original.

Em estudos realizados com glucanas do liquen Ramalina celastr,
(CARNEIRO LEAO et al. 1997, CARNEIRO LEAO 1998) encontrou-se atividade

antitumoral frente ao Sarcoma 180. Quando esta f-D-glucana foi submetida a processo de
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sulfatagao quimica a atividade foi mais eficiente, porém com o processo de
carboximetilagdo a glucana nao apresentou atividade antitumoral. A autora mostrou
também que esta glucana, que apresenta cadeia principal de a-(1—6)-Glcp com cadeias
laterais compostas por B-D-Galp-(1—>4) e a-D-Manp-(1—52) promove alteragdo de alguns
parametros bioquimicos sangiiineos em camundongos tratados com este polimero, nos
quais ocorreu diminui¢do na taxa de creatinina (48%), proteina total (20%) e albumina
(24%), as taxas de colesterol e globulinas foram similares ao controle (CARNEIRO LEAO,
1998).

Alguns autores avaliando também a atividade antitumoral de uma (1-3)-B-
D-glucana, com substituicdo em O-6 por unidades glicosidicas frente ao Sarcoma 180,
mostraram uma regressao de 100%, ao se empregar a dose de 10 mg kg ' (DEMLEITNER
et al. 1992; KRAUS; FRANZ, 1992). Experimentos semelhantes conduzidos com
liquenana, uma B-glucana linear com ligagdes glicosidicas (1—53) (33%) e (1-4) (66%),
nao induziram tal agao. Este ultimo fato demonstra a importancia da ligagao (1—3) para a
maior expressao da atividade antitumoral de 3-D-glucanas (BOHN; BEMILLER, 1995).

O PSK ("Krestatin”), um polissacarideo ligado a proteina, extraido do
Coriolus versicolor, € constituido por glucose (74,6%), galactose (2,7%), manose (15,5%),
xilose (4,8%) e fucose (2,4%), com massa molar aproximada de 94.000 g mol’. Esta
(1—4)-B-D-glucana ramificada em C-3 e C-6, apresenta atividade antineoplasica contra
varios tumores experimentais em camundongos, como o Sarcoma 180, o carcinoma de
Ehrlich, o adenocarcinoma 755 e as leucemias P388 e L1210, entre outros (MIZUTANI;
YOSHIDA, 1991; KOBAYASHI et al. 1992; MORINO et al. 1997). O PSK na vigéncia de
infecgbes induz o aumento da atividade quimiostatica e citocitica de macrofagos, evitando
a reducao de atividade das células NK (natural killer) e dos neutrofilos, além de melhorar a
resposta imune mediada por células (OOI; LIU, 2000). Pode ainda aumentar a produgao de
citocinas, como interferon-a (IFN-a) e interleucina-2 (IL-2) (TSUKAGOSHI et al. 1984). O
PSK promove ainda aumento in vitro na citotoxicidade de linfécitos contra células tumorais
(KOBAYASHI et al. 1992, VANKY et al. 1992), sendo com isto classificado como um
modificador de resposta biolégica (MATSUNAGA et al. 1992).

1.5 ACAO BIOLOGICA DE POLISSACARIDEOS DE ALGAS MARINHAS EM CELULAS
ANIMAIS

O efeito antineoplasico de polissacarideos sulfatados tais como heparina
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(JOLLES; GREENEING, 1960), laminarana sulfatada (JOLLES et al. 1963) e dextrana
sulfato (SUEMASU; ISHIKAWA, 1970; SUEMASU et al. 1971; GOTO et al. 1972; GOTO et
al. 1977) foi documentado a partir do inicio da década de 60. A atividade antitumoral de
extratos aquosos de algas marinhas é conhecida desde a primeira metade da década de
70 (NAKAZAWA et al. 1974). Em 1976, ITO e SUGIURA descreveram que a fragao
polissacaridica sulfatada isolada de Sargassum thunbergii, apresentava agao antitumoral,
quando analisada em células de carcinoma de Ehrlich. A partir de 1987, PARISH e
colaboradores (PARISH et al. 1987, COMBE et al. 1987; PARISH; SNOWDEN, 1988)
mostraram que polissacarideos sulfatados isolados de macroalgas marinhas inibiam
metastases tumorais em ratos. Neste aspecto, pode-se citar os estudos de YAMAMOTO et
al. (1984), com uma fucana parcialmente purificada (SKCF), isolada da alga parda
Sargassum kjellmanianum que inibiu em 74,3% o crescimento do Sarcoma 180 em
camundongos. Quando o teor de grupamentos O-sulfato da fragdo SKCF foi aumentado
por sulfatagao quimica, atividade contra células leucémicas L1210 também foi observada
(JOLLES et al. 1963; FUJIHARA et al. 1984).

NODA et al. (1990) em estudos com algas marinhas, nos quais utilizaram
apenas a alga seca e moida, sob administragio oral (1600 mg kg dia™ durante 28 dias),
observaram significativa atividade antitumoral em carcinoma de Ehrlich com quatro
espécies de algas pardas: Scytosiphon lomentana (69,8% de inibicao), Lessonia
nigrescens (60%), Laminaria japonica (57,6%), Sargassum ringgoldianum (46,5%); duas
espécies de algas vermelhas: Porphyra yezoensis (53,2%), Euchema gelatinae (52,1%) e
uma espécie de alga verde: Enteromorpha prolifera (51,7%). Fucanas isoladas de Undana
pinnatifida e de Sargassum ninggoltifida, e ainda i-carragenana, k-carragenana, A-
carragenana comerciais além de uma porfirana isolada de Porphyra yezoensis (SU;
HASSID, 1962) também apresentaram uma significativa atividade antitumoral em
células de Fibrosarcoma Meth A quando administradas por via intraperitoneal na dose de
40 mg kg' por 7 dias (NODA et al. 1990).

A atividade bioldgica de galactanas de algas vermelhas tem sido
investigada em menor proporgdo. FERNANDEZ et al. (1989), isolaram da alga vermelha
Gracilaria dominguensis, um polissacarideo tipo agar o qual proporcionou inibigao no
crescimento de células do carcinoma de Ehrlich, forma ascitica. A atividade antitumoral

desta galactana sulfatada, constituida de unidades alternadas de B-D-galactose 6-sulfato,

3-O substituida e 3,6-anidro a-L-galactose, 4-O substituida, foi de 90% na dose de
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60 mg kg''. Pode-se citar ainda a presenga de atividade anticoagulante (CACERES et al.
2000) e atividade antiviral (TULIO, 1998; NOSEDA et al. 1999; CACERES et al. 2000;
DUARTE et al. 2001b).

FUJIHARA et al. (1984) testaram a atividade de um alginato purificado de
Sargassum fulvellum, que apresentava uma relagao molar de acido B-D-manurdnico/acido
a-L-gulurdénico (M/G) elevada (2,78:1) e massa molar de 33.400. O poliuronideo inibiu o
crescimento do Sarcoma 180 em 84,1%. A atividade antineoplasica foi correlacionada com
o carater anidnico do polimero e com a presen¢a de ligagdes p-glicosidicas. Além disso,
outros tipos de alginatos e também fucanas de outras fontes, como: Sargassum
kjellmanianum, Laminana angustata, L. japonica, Eclonia cava, E. bicyclis, apresentaram
atividade antitumoral contra Sarcoma 180 e leucemia L-1210 em camundongos
(YAMAMOTO et al. 1984).

ZHUANG et al. (1995) isolaram de Sargassum thunbergii trinta e uma
fragbes polissacaridicas, acidas e neutras. Dentre as fucanas isoladas e purificadas,
apenas duas apresentaram atividade antitumoral contra carcinoma de Ehrlich, aumentando
o tempo de sobrevivéncia dos animais, em relagao ao grupo controle, em 3,5 e 2,2 vezes.
Embora purificadas, tais fucanas nao foram submetidas a analise estrutural fina, o que
possivelmente auxiliaria na interpretagdo dos resultados, desde que as duas fragées
apresentam composi¢gao muito semelhante.

PARISH e colaboradores (PARISH et al. 1987, COOMBE et al. 1987,
PARISH; SNOWDEN, 1988) demonstraram que polissacarideos sulfatados ocasionavam a
inibicao de heparanases originadas das células tumorais. Com o polissacarideo espirulan
(CA-SP), extraido da alga Spirulina platensis, o qual & constituido principalmente por
ramnose (MISHIMA et al. 1998), foi observada significativa inibicao da degradagao do
heparan sulfato por heparanase purificada. A xilofucoglucuronana de Spatoglossum
schrederi (LEITE et al. 1998) promoveu estimulagdo da sintese de heparan sulfato e
inibicdo da adesao celular sobre algumas moléculas de matriz extracelular (LEITE et al.
1998: ROCHA et al. 2001). Esses diferentes efeitos ocorrem provavelmente por
mecanismos distintos, sendo portanto necessarios estudos futuros para a elucidagao dos
mecanismos de agdo desta xilofucoglucuronana, bem como de outras fucanas cuja
atividade biolégica tenha sido de interesse.

Os polissacarideos de algas marinhas tém demonstrado também agao

sobre a adesao celular (SOEDA et al. 1994 a). Este fato pode ser extremamente benéfico
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nos tratamentos de neoplasia, como a prevengao de metastases (LIU et al. 2000), pois
estas ocorrem principalmente por interagcao entre a célula tumoral e a matriz extracelular.
Portanto, estudos utilizando polissacarideos obtidos de algas marinhas, mostram ser um
campo promissor de pesquisa visando a correlagdo entre estrutura e atividade biologica
em ceélulas tumorais e na matriz extracelular. Assim, uma breve revisido sobre os
componentes envolvidos na interagdo célula-matriz extracelular sera apresentada a seguir,

para melhor fundamentar esta introducgao.

1.6 ESTRUTURA E FUNGCAO DA MATRIZ EXTRACELULAR EM CELULAS ANIMAIS.

A adesao das células eucaridticas a matriz extracelular coordena importantes
fenédmenos fisiolégicos, como: migragao, proliferagao e diferenciagdao (TETI, 1992;
ERICKSON; COUCHMAN, 2000). Os processos de regeneragao tecidual, resposta imune,
diferenciagao embrionaria, coagulagao sangiinea, e crescimento do tecido nervoso, entre
outros fendmenos, também ocorrem com a participagcao de moléculas de matriz
extracelular (YURCHENCO et al. 1990). Por outro lado, a adesao aberrante a matriz
extracelular também pode participar na etiologia e patogénese de grande numero de
doencgas humanas, incluindo artrites e cancer (PIENTA et al. 1989; ZETTER, 1990).

Consistente com esta multiplicidade de fungdes, a matriz extracelular
apresenta grande diversidade de composi¢do, sendo encontradas nesta estrutura
moléculas como: colageno, fibronectina (Fn), fibrinogénio, laminina (Ln), osteopondina,
tenascina, trombospondina, vitronectina (Vn), proteoglicana, entre outras (YURCHENCO et
al. 1990). As duas maiores classes de macromoléculas sao as glicosaminoglicanas,
usualmente ligados covalentemente com proteinas (em forma de proteoglicanas), e as
proteinas fibrosas de dois tipos funcionais, estruturais (colagenos e elastina) e adesiva
(fibronectinas, lamininas, vitronectina, etc.) (TETI, 1992). Os efeitos associados com a
adesao célula-matriz extracelular representam reconhecimento dos receptores com
ligantes especificos (BUCK; HORWITZ, 1987; JULIANO, 1987), os quais participam na
regulagdo da ades&o celular, migragdo, crescimento e sobrevivéncia celular, através de
complexos eventos de sinalizagdo (HOWE et al. 1998).

Sendo assim, € necessario um bom entendimento da interagao das células
com moléculas de matriz para uma melhor compreensao dos eventos de adesao celular, e

dada a relevancia, uma breve revisdo se faz oportuna para o entendimento do presente
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trabalho.

Os estudos de caracterizagao dos fendmenos de interagao mutua, receptores
- proteinas ligantes associadas com processos de adesao, se iniciaram a partir do
isolamento de um heterodimero da superficie de plaquetas humanas o qual era associado
nao covalentemente, e estequiometricamente na razao 1:1; este heterodimero era formado
por duas glicoproteinas, denominadas Gpilb, Gplila (JENNINGS; CHRISTOPHERSON,
1982). Posteriormente, foram identificadas nas plaquetas humanas, receptores para Fator
de von Willebrand (RUGGERI et al. 1982), receptores de fibrinogénio (BENNETT et al.
1983), fibronectina (GARDNER; HYNES, 1985) e vitronectina (PYTELA et al. 1986).
Estudos com leucécitos mostraram que a adesdao envolvendo estas células se
caracterizava por um novo grupo de glicoproteinas chamadas LFA-1, MAC-1 e p150,95
(SANCHES-MADRID et al. 1983; SPRINGER et al. 1985), que participam de importantes
fendmenos celulares. LFA esta envolvida na interagao entre neutrofilos (LFA-1) durante as
respostas imunologicas celulares (POHLMAN et al. 1986; HASKARD et al. 1986;
SPRINGER et al. 1987), e também na adesao de leucécitos ao endotélio, importante
mecanismo que precede a migragao dos leucocitos ao espago extravascular (HARLAN et
al. 1985); MAC-1 é encontrada principaimente na superficie de macréfagos, mondcitos e
granulécitos e p150,95, presentes na maioria dos leucocitos, estao envolvidas na adesao
destas células ao endotélio (POHLMAN et al. 1986; SPRINGER et al. 1987).

Além destas, pode-se citar as proteinas VLA, associadas a interagtes
celulares nas respostas imunes, originariamente detectadas em leucécitos, sdo também
expressas em ceélulas musculares, renais, tumorais, mieldides, neuronais e fibroblastos,
estando associadas, com fendmenos de adesao celular em todos os tecidos onde estao
presentes.

Em meados da década de oitenta, novos heterodimeros foram
caracterizados, associados a varias proteinas de matriz extracelular, como uma proteina
de 140 kDa, extraida de membranas de MG-63, uma linhagem de células de
osteossarcoma humano, caracterizada como um hipotético receptor para fibronectina
(PYTELA et al. 1985). Receptores para vitronectina (PYTELA et al. 1985), laminina
(HORWITZ et al. 1985), trombospondina (LAWLER et al. 1988), tenascina (BOURDON,;
RUOSLAHTI, 1989) e outro receptor para fibronectina (VOGEL et al. 1990) também foram
caracterizados, mostrando que existe uma heterogeneidade de ligantes na superficie de
células e tecidos, associados com diferentes proteinas de matriz extracelular.

Em meados de 1986, esses receptores para moléculas de matriz extracelular
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(Gplib, Gpllla, Fator de von Willebrand, LFA-1, MAC-1, p150,95 e VLA) foram classificados
como integrinas, descritas como sendo proteinas integrais transmembranicas, com
dominios intracelulares e extracelulares, que promovem a ligagao de proteinas da matriz
extracelular com o citoesqueleto (TAMKUN ef al. 1986).

Os heterodimeros protéicos, cuja fungdo esta associada com a interagao
célula-célula, e célula-matriz extracelular, ou seja, as VLA(s), MAC-1, LFA-1, p150,95 e
integrinas, quando caracterizados molecularmente mostraram homologias estruturais, que
permitiram agrupa-los na super familia das integrinas (RUOSLAHTI; GIANCOTTI, 1989).
Esses complexos protéicos sao glicoproteinas com duas subunidades, alfa e beta as quais
podem ser separadas eletroforeticamente em condi¢des nao redutoras em fragées de 95 —
130 kDa (beta, 7 tipos diferentes), e fracées de 130 — 210 kDa (alfa, 12 tipos diferentes).
As subunidades beta tém como caracteristica um dominio rico em derivados de cisteina
(KISHIMOTO et al. 1987). A associagao entre as duas subunidades é nao covalente, e
dependente de cation bivalente (GINSBERG et al. 1988). Ambas as subunidades formam
um heterodimero transmembranico, com um pequeno dominio C-terminal
intracitoplasmatico, e um grande dominio N-terminal extracelular (RUOSLAHTI;
GIANCOTTI, 1989; HYNES, 1987). Os dominios transmembranicos das cadeias beta
interagem com componentes do citoesqueleto, especificamente com a talina (ALBELDA et
al. 1989), e a fibulina (ARGRAVES et al. 1989). Outra caracteristica &€ o reconhecimento
das proteinas de matriz extracelular que possuem o peptideo Arg-Gly-Asp ou RGD, pelas
integrinas (RUOSLAHTI; PIERSCHBATER, 1987; TETI, 1992). Aiguns exemplos de
interacbes RGD dependentes s&o: fibronectinas (PYTELA ef al. 1985), vitronectinas
(PYTELA et al. 1985), trombospondinas (LAWLER et al. 1988), tenascinas (BOURDON et
al. 1989). No entanto, outros peptideos ligantes devem estar envolvidos na interagao
integrina-moléculas de matriz, sendo o exemplo mais critico as lamininas, na qual a
interacao nao parece ser RGD dependente, apesar desta molécula interagir com varios
membros da familia das integrinas.

As interagbes de componentes da matriz extracelular com integrinas
influenciam a expressdo de genes, proliferagdo, apoptose, adesao e mobilidade celular
(GOLDFINGER et al. 2000), além da migragéo, crescimento e sobrevivéncia das células
(HOWE et al. 1998). Durante o desenvolvimento, remodelagao tecidual, e tumorigénese,
os componentes da matriz extracelular sdo modificados por digestdo enzimatica com
subseqilente efeito na ligagdo e sinalizagdo das integrinas e modificagdo na resposta

celular (GOLDFINGER et al. 2000). Células de linhagens tumorais expressam uma
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variedade de integrinas em sua superficie (VARNER; CHERESH, 1996; BEM-ZE'EV,
1997), o que facilitaria a metastase, a qual ocorre por interagao das integrinas com
diferentes moléculas de matriz extracelular, bem como com moléculas da membrana
basal.

A membrana basal, presente na interface epitelio-mesenquimal da maioria
dos tecidos, corresponde a uma fina camada altamente especializada de matriz
extracelular. Existem evidéncias de que os componentes da membrana basal analisados
individualmente apresentam efeitos regulatérios em importantes eventos celulares como
crescimento, diferenciagdo, e migragao, ou seja influenciam o desenvolvimento bem como
o reparo do tecido (COUCHMAN; WOODS, 1993; AUMAILLEY; GAYRAUD, 1998;
ERICKSON; COUCHMAN, 2000). Embora a composigdo possa ser variavel de tecido para
tecido (AUMAILLEY; SMITH, 1998), todas as membranas basais contém laminina,
entactina-1/nidogénio-1, colageno tipo IV, e heparan sulfato. Algumas destas proteinas tem
também sido localizadas em outros tipos de matriz extracelulares (ERICKSON,;
COUCHMAN, 2000), perlecan esta presente também em cartiiagem, e alguns
componentes sao localizados em varios tecidos embrionarios e reticulares, bem como em
linfonodos (FITCH; LISENMAYES, 1994; TIMPL; BROWN, 1996; FRENCH et al. 1999)

Um significativo numero de interagdes contribui para a organizagao
supramolecular de membranas basais. O modelo mais aceito de membrana basal propoe
duas redes, uma consistindo de colageno tipo IV e a segunda constituida de multiplas
lamininas, interconectadas por entactina-1 (YURCHENCO; O’'REAR, 1994; TIMPL,;
BROWN, 1996). Estudos in vitro indicam que perlecan interage com outros trés
componentes, através do seu core protéico, no caso da entactina-1 e colageno tipo IV, ou
cadeias de heparan sulfato, como & o caso da laminina-1 (BATTAGLIA et al. 1992;
REINHARDT et al. 1993). Além disto, esta complexidade forma uma barreira natural contra
a invasao de células, principalmente tumorais, que precisam interagir com os componentes

da matriz para promover o processo de invasdo e metastase.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O interesse quanto aos efeitos de polissacarideos na adesao celular e suas
interferéncias na matriz extracelular & relativamente recente. Fucanas nativas e/ou
modificadas pela introdugdo de grupos amina interferem na adesao de células de
carcinoma murino de Lewis (3LL) a laminina (SOEDA et al. 1994a), sendo a ades&o celular
no polipeptideo B1 da laminina (YIGSR) favorecida com baixas concentragées da fucana
modificada, enquanto que altas concentragées deste polimero causaram inibigdo. Os
mesmos autores (SOEDA et al. 1994 b), em outro estudo, mostraram que a sulfatagio da
fucana nativa diminui a adesdo destas células na laminina, e que o pré-tratamento das
células 3 LL com as fucanas nativas e supersuifatadas, reduziram muito o potencial
adesivo a laminina.

De modo analogo, a adesao de hepatdcitos em matrizes de fibronectina ou
poliestireno tambéem sofre a interferéncia de polimeros sulfatados (KUNOU et al. 1993). A
interacao célula-ceélula e célula-matriz extracelular sao importantes particularmente nas
patologias tumorais com a ocorréncia de metastases, as quais dependem da interagao de
células neoplasicas com a matriz extracelular dos tecidos adjacentes ao tumor
(DERYUGINA; BOURDON, 1996; CHINTALA et al. 1996, GOLDBRUNNER et al. 1996;
ENAM et al. 1998; MOSS et al. 2000). Considerando que no processo de metastase ha a
invasao da lamina basal, se existirem moléculas, como alguns carboidratos, que diminuam
a interagao moléculas da matriz extracelular-célula, principalmente as lamininas (KRAMER
et al. 1989; BECK et al. 1990), ou mesmo a interagdo envolvendo os receptores de
membrana, como as integrinas (GOLDBRUNNER et al. 1996; TONN et al. 1998;
KREIDBERG, 2000), ou que possam impedir a passagem destas células para o sistema
circulatério, um valioso agente auxiliar na terapia contra o cancer estaria disponivel (LIU et
al. 2000). Por esses motivos, estudos destas interferéncias ocasionadas por
polissacarideos, sao relevantes.

O objetivo geral deste trabalho foi o de contribuir para o conhecimento de
efeitos biologicos, em células Hel a, de polissacarideos isolados de algas marinhas, sendo

desenvolvidos os seguintes objetivos especificos:
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. Determinar os efeitos in vitro da agao de galactanas sulfatadas, alginatos e fucanas, as
quais apresentam diferentes tipos e posicionamento de grupos acidos, usando como

modelo células da linhagem tumoral Hela;

2. Purificar a fucana da alga Sargassum stenophyllum;

3. Modificar quimicamente a fucana de S. stenophyllum, por hidrélise acida, seguida de

sulfatagao e carboxi-redugao;

. Caracterizar por métodos quimicos e/ou espectroscopicos o produto de hidrélise acida
parcial e apés modificagao quimica;

. Avaliar a atividade citotoxica in vitro de fucanas nativas e do produto de hidrélise acida
parcial de S. stenophyllum, antes e apos modificagao, utilizando como modelo células
Hela, caracterizando as alteragcbes morfologicas (estruturais e ultraestruturais)
induzidas pelo tratamento destas células com o(s) polissacarideo(s);

. Avaliar a influéncia das fucanas nativas e do produto de hidrélise acida parcial (nativo e
modificado), na divisao de células Hel a;

. Avaliar a influéncia das fucanas nativas e do produto de hidrélise acida parcial (nativo e
modificado), na adesdo das células Hela sobre moleculas de matriz extracelular
utilizadas como suporte: laminina-1, fibronectina de plasma humano, vitronectina de
placenta humana;

. Correlacionar as atividades biolégicas sobre células HelLa com a estrutura quimica dos

polimeros isolados de macroalgas marinhas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 REAGENTES

Os reagentes soroalbumina bovina, Hepes, NAD*, NADH, EDTA, EGTA, azul
de Tripan, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2-)-2,5-difenilmetiltetrazolio (MTT) e vermelho
de fenol, foram adquiridos da Sigma Chemical Co.

A tripsina (1:250) foi fornecida pela Difco.

O meio essencial minimo de Eagle foi adquirido dos Laboratérios Flow.

O soro Fetal Bovino estéril livre de virus e micoplasma foram fornecidos por
Laborclin.

O cristal Violeta foi adquirido da Carlos Erba Co.

Laminina-1, fibronectina e vitronectina foram gentilmente cedidos pelo Prof.
Dr. Silvio Sanches Veiga, do Departamento de Biologia Celular, desta Universidade.

Os demais reagentes a serem utilizados foram de grau analitico adquiridos da
MERCK do Brasil.

3.2 ALGAS

As algas utilizadas neste trabalho foram coletadas em diferentes locais do
litoral brasileiro e argentino.

Laminaria brasiliensis, Ordem Laminaniales, foi coletada no litoral do Espirito
Santo, Brasil (DUARTE et al. 1991);,

Bostrychia montagnei, Ordem Ceramiales, foi coletada no estado do Parana,
Brasil (NOSEDA et al. 1999);

Porphyra columbina, Ordem Bangiales, foi coletada em Comodoro Rivadavia
na Provincia de Chubut, Argentina (NOSEDA et al. 2000);

Sargassum stenophyllum, Ordem Fucales, foi coletada no municipio de
Bombinhas, no estado de Santa Catarina, Brasil, no més de dezembro.

Depois da coleta os espécimes foram limpos manualmente, lavados em agua

corrente, secos ao sol e moidos.
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3.3 CELULAS

As células utilizadas neste trabalho foram da linhagem HelLa, de
caracteristica epitelial, derivadas de carcinoma de colo uterino humano. As células
procedentes da American Type Culture Collection foram repassadas para o Laboratério de
Cultivo Celular do Departamento de Bioquimica da UFPR, pela secdo de Culturas

Celulares do instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo.

3.4 METODOS GERAIS

A) As pesagens foram realizadas em balangas analiticas Mettler Toledo, modelo AB204, e
Sauter, modelo KGD-7470.

B) As evaporagdes foram realizadas em evaporador rotatério, a vacuo (pressao reduzida),
FISATOM 803, em banho-maria com temperatura inferior a 40 °C.

C) As medi¢des de pH foram realizadas em potencidmetro Micronal, modelo B374.

D) Para as determinagdes espectrofotométricas foram utilizados os aparelhos da marca
TECNAL (modelo DME-21) e HITACH! (modelo U-2001).

E) As centrifugagtes foram feitas em centrifuga Beckman, modelo GS-15.

F) As dialises foram feitas em tubos de celulose benzoilados (limite de exclusdo
molecular de 5.000)

G) As liofilizagoes de solugdbes ocorreram em aparelhos Cryoliser (New Brunswick

Scientific Co. Inc.) e Edwards.
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3.5 EXTRAGAO E PURIFICACAO DE FUCANAS ISOLADAS DA ALGA PARDA
Sargassum stenophyllum

A alga seca e moida foi submetida a extragdo aquosa a temperatura
ambiente, sob agitagdo mecanica vigorosa por 24 horas. Apos centrifugagao, a 10.000
r.p.m. por 30 min. a 4°C, o extrato aquoso foi tratado com HCI 1 mol L , até pH 2,0,
ocorrendo a precipitagao do acido alginico contaminante. Apds centrifugagdo, nas mesmas
condi¢des, o sobrenadante foi neutralizado (pH 7,0), precipitado com trés volumes de
etanol, originando o que se denominou de sobrenadante alcodlico. O precipitado foi
sequencialmente dialisado contra agua destilada e liofilizado, obtendo-se a fragao
denominada de fucanas brutas (FB), conforme Esquema 1. Esta fragao foi fracionada por
tratamento com base quaternaria (Cetavion 10%, pH 7,0) e centrifugada. O precipitado foi
descomplexado com NaCl 4 mol L. Apés centrifugagéo, o sobrenadante foi tratado com
etanol (3 volumes), sendo o precipitado dialisado e liofilizado obtendo-se a fragao FP
(Esquema 2).

3.6 OBTENGCAO E PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE HIDROLISE ACIDA PARCIAL
DA FRAGAO FP.

A fracao FP foi submetida a hidrélise acida parcial, com H2S0O4 50 mmol L,
por 45 minutos a 100 °C. Apds elevagao do pH até 5,8 com hidréxido de bario, a solugao
foi centrifugada. QO sobrenadante foi tratado com 3 volumes de etanol, e apds
centrifugacao, o precipitado obtido foi suspenso em agua destilada e tratado com a resina
Dowex W50 x 8 (forma sédio) para retirada do bario residual (fragao FD). A purificagao da
fracdo FD foi realizada por cromatografia de troca i6nica com DEAE-Sephacel (forma
cloreto). A eluicéo foi inicialmente realizada com agua destilada. A monitoragao da eluigao
foi realizada pela detecgao de agucar total (DUBOIS et al. 1956). Apos obtengao da fragao
solivel em agua (FD1), a coluna foi eluida com NaCl 0,5 mol L' (FD2) e 1 mol L' (FD3),

como demonstrado no Esquema 3.
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ESQUEMA 1 - ESQUEMA DE EXTRAGAO E SEPARAGCAO DAS FUCANAS DE
Sargassum stenophyllum

Alga seca e moida

Extragcdo aquosa a temperatura ambiente
Centrifugagdo

v
| Sobrenadante (HCI 1 mol L até pH 2,0) |

v v
| Sobrenadante |

| Neutralizagao

l lEtOH 3 vol

— Sobrenadante.
Precipitado alcodlico
dialise v
FB

ESQUEMA 2 - PURIFICAGAO DAS FUCANAS DE S. stenophyllum

l FB |

—————__ Cetavlon 10%

Centrifugagao

[ Sobrenadante (S1) | Precipitado - 1
l a) NaCl4a mol L’

b) b) Centrifugagao

Sobrenadante (S2)

EtOH 3 vol

v v

Precipitado ISobren. alcodlico. (S3)

dialise v
| FP |
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ESQUEMA 3 — HIDROLISE PARCIAL E PURIFICAGAO DOS POLISSACARIDEOS DE
S. stenophyllum

FP

H,SO,4 50 mmol L™, 45 min. a 98 °C
Ba(OH),; pH 5.8

Centrifugagao
v v
Pp Sobrenadante
3 vol EtOH
centrifugagao
Sobrenadante - Precipitado
OLIGOSACARIDEOS
l Dowex W50x8(Na")
FD
DEAE-Sephacel
v v v
H,O 0.5 mol L' NaCl 1.0 mol L™ NaCl

v v y

FD1 FD2 FD3
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3.7 MODIFICAGCAO QUIMICA DA FRAGAO FD2

3.7.1 CARBOXI-REDUCAO
A fragao FD2 foi submetida a carboxi-redugédo, de acordo com o método de

TAYLOR e CONRAD (1972), para reduzir os grupos carboxilicos dos acidos urdnicos. A
fracdo FD2 foi solubilizada em solugao tampao MES (pH 4,74) e tratada com derivado de
carbodiimida (CMC). A adigao foi feita em pequenas porgoes, e a solugao foi mantida por
30 minutos sob agitagdo. Apés a adigao de solugao tampao TES até pH 7,0, foi realizada
redugdo do éster, formado na etapa anterior, com NaBH4 (FD2-c). Apos repouso (12 h a
~30°C), o excesso de boridreto de sédio foi destruido pela adigdo de HCI 2N, até pH 5,0.
Apods dialise seqlencial (agua destilada, etilenoglicol 10%, agua destilada) a fragdo
carboxi-reduzida FD2-c foi liofilizada e reservada para analises posteriores.

Paralelamente, FD2 foi carboxi-reduzida como descrito anteriormente,
utilizando NaBDs.

3.7.2 SULFATACAO
As fragdes FD2 e FD2-c provenientes da alga parda S. stenophyllum foram

submetidas a sulfatagao pelo método de O'NEIL (1955). Para tal, as duas fragdes (500 mg
cada) foram dissolvidas no solvente dimetilformamida (5 a 10 mL) adicionado de piridina
(2,5 mL) sob agitacdo, com o devido cuidado de ndo hidratar o sistema, através de
vedagao e troca de pipetas utilizadas. A relagdo de massa entre o acido clorossulfénico
(agente sulfatante) e piridina de 1:7, e entre o acido clorossulfénico e o polissacarideo de
6:1, foi mantida. A agitacao foi processada até todo o material estar completamente
dissolvido. Apos completa dissolugao, a mistura reacional foi colocada sob banho de gelo e
adicionou-se acido clorossulfénico gota a gota, evitando a entrada de umidade no meio
reacional. A agitagao e o banho de gelo foram mantidos por mais de 2 horas. Decorrido
este tempo, o sistema foi mantido a 4 °C por 24 horas. O bloqueio da reagao foi realizado
através de adigdo de agua em quantidade igual ao volume do meio reacional e
neutralizagido com solugdo de bicarbonato de sédio a 10%, até liberagao completa do CO;
formado. A solugao obtida foi dialisada exaustivamente contra agua corrente por
aproximadamente 6 dias e, posteriormente liofilizada, obtendo-se assim o sal sodico do
derivado sulfatado.

As fragbes derivatizadas por este método foram denominadas FD2-s e FD2-

cs, respectivamente.
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3.8 METODOS GERAIS

3.8.1 HIDROLISE ACIDA TOTAL DOS POLISSACARIDEOS E REDUCAO DOS
PRODUTOS DE HIDROLISE

As fragdes FD2-c e FD2-s foram hidrolisadas com acido trifluoracético (TFA)
1 mol L, por 3 horas, a 100°C. Apés remogao do acido por co-destilagao com agua
destilada, os monossacarideos foram reduzidos a alcool (NaBHs, 12 h., a temperatura
ambiente). O excesso de boroidreto de sédio foi destruido com acido acético 1 mol L™ (pH
5,0). A remogao do acido bdrico, em forma de borato de metila foi realizada por co-

destilagdbes com metanol, a pressao reduzida.

3.8.2 ACETILAGAO

A acetilagdo das fragdes foi realizada com anidrido acético por 90 min., a
120 °C. Este reagente foi removido por co-destilagcao com tolueno, e os acetatos de alditois

foram quantificados por GLC.

3.8.3 DOSAGEM DE AGUCARES TOTAIS

Os agucares totais foram dosados pelo método do fenol-sulfurico, como

descrito por DUBOIS et al. (1956), utilizando-se como padrao D-galactose ou L-fucose.

3.8.4 DETERMINAGCAO DE ACIDO URONICO

Para a dosagem de acido urdnico utilizou-se o método do m-hidroxibifenil
descrito por BLUMENKRANTZ e ASBOE-HANSEN (1973). Na técnica, utilizou-se 0,2 mL
de amostra, e 1,2 mL de solugido de tetraborato de sédio (0,0125 mol L") em acido
sulfarico concentrado, aquecendo-se por 5 min, a 100 °C. Posteriormente adicionou-se 40
uL de m-hidroxibifenil (0,15% m/v em NaOH 0,5% m/v). O cromégeno formado foi lido em
520 nm. Para cada concentragdo de amostra testada, foram desenvolvidos ensaios
brancos adicionando-se ao sistema 40 uL de NaOH 0,5% m/v, em vez da solugdo de m-
hidroxibifenil. As absorbancias desses brancos foram subtraidas da absorbancia total da
amostra. A linearidade deste método é de 0,5 a 20 pg de acido urénico. A percentagem de
acido urénico foi calculada a partir de uma curva de calibragao, utilizando concentragoes

de 1 a 20 pg de acido D-glucurdnico (Na).
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3.8.5 DETERMINACAO DE PROTEINA
A dosagem de proteina foi realizada pelo método de LOWRY et al. (1951),

utilizando-se como padrdo solugdo de soroalbumina bovina a 40 mg%. As leituras foram

realizadas a 700 nm.

3.8.6 DETERMINAGAO DO TEOR DE SULFATO

A quantificagao dos grupos sulfato foi determinada pelo método gelatina-bario
(DODGSON; PRICE, 1962)

3.9 METILAGAO
A fragao FD2-c foi metilada de acordo com o método de CIUCANU e KEREK

(1984). Previamente, FD2-c foi tratada com boroidreto de sodio (NaBH,), e percolada em
coluna contendo resina DOWEX W50 x 8, a qual foi previamente tratada com solugao de
trietilamina 5%. Apos eluigdo com agua destilada o polissacarideo na forma de sal de
trietlamoénio, foi liofilizado. Solubilizou-se FD2-c em DMSO, adicionou-se NaOH
pulverizado e iodometano (ICHzs). Este processo foi realizado por trés vezes, sendo entio o
polissacarideo dialisado e liofilizado, o que foi denominado de 1° etapa de metilagao. FD2-
c foi submetido a uma 2° etapa de metilagdo e hidrolisado (acido férmico 45%, por 16 h. a
100 °C). Os produtos de hidrolise total foram analisados na forma de acetato de alditéis
(GLC elou GC-MS).

3.10 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.10.1 CROMATOGRAFIA LiIQUIDO-GASOSA (GLC)

As analises por cromatografia foram realizadas em Cromatégrafo HEWLETT
PACKARD 5890, com detector de ionizagao de chama (300°C) e injetor (250°C), utilizando
nitrogénio como gas de arraste e coluna capilar de silica fundida (30m X 0,25 mm d.i.),
revestida com DB-225 (0,25um). As andlises cromatograficas para acetatos de alditois
foram realizadas a 220°C, e as amostras de acetatos de alditois parcialmente metilados
foram realizadas a 210°C.

As injegcdes das amostras nas colunas foram feitas mantendo-se a
temperatura inicial em 50°C, seguido de aumento em gradiente de temperatura

programado a 40°C por minuto, até 230°C, mantendo-se constante a partir deste valor.
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Utilizou-se hélio como gas de arraste, com fluxo de 1 mL min'. As areas dos sinais de
interesse foram determinadas por integragdo em software. Os espectros de massa foram
obtidos por impacto de elétrons a 70 meV, repetidamente a cada 1/8 de segundo, de m/e
(relagdo massal/carga) 90 a 220. Este método foi utilizado para quantificagdo de acetatos
de alditois (SLONEKER, 1972), sendo identificados por meio dos seus tempos de retengao
e perfis caracteristicos de fragmentagao por impacto de elétrons (JANSSON et al. 1976),

comparados com padroes.

3.11 METODOS ESPECTROSCOPICOS

3.11.1 ANALISES ESPECTROSCOPICAS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
DE CARBONO 13 (RMN -'3C)

Os espectros de RMN -'3C e DEPT foram obtidos pelo uso do espectrometro
Brucker, modelo Avance - DRX - 400, incorporado a transformada de Fourier. As amostras
foram solubilizadas em agua deuterada e analisadas em tubos de 10 mm de diametro. As
analises foram realizadas a 50° C e os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em

ppm. utilizando como padrao interno a acetona (6 = 32,5).

3.11.2 ANALISES ESPECTROSCOPICAS DE INFRAVERMELHO (FT-IR)

Os espectros de FT-IR foram obtidos pelo uso de espectrofotometro
SHIMADZU, modelo FT-IR 8300, incorporado a Transformada de Fourier. As amostras
(2mg) foram homogeneizadas com brometo de potassio (KBr) e analisadas sob a forma de
pastilhas. As analises foram realizadas a temperatura ambiente, sendo utilizado no preparo
de cada pastilha aproximadamente 200 mg de KBr.

As analises de FT-IR foram realizadas no Departamento de Farmacia —

Laboratorio de Controle de Qualidade e Quimica Farmacéutica — UFPR.

3.12 METODOS ELETROFORETICOS

Para a eletroforese das fragoes de Sargassum stenophyllum utilizou-se gel de
poliacrilamida a 12% em sistema de eletroforese vertical. A solugdo tampéo utilizada foi
1,2-diaminoetano 0,05 mol L', pH 9,0 (3h, a 5°C) (DIETRICH; DIETRICH, 1976). A fixagdo

das amostras no gel foi realizada com solugao Cetavion 0,1%. A revelagao foi realizada
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com solugdo de azul de toluidina em acido acético/etanol/H,O (0,1:5:5, v/v). A posterior

descoloragao foi feita com solugao acido acético/etanol/H,0 (0,1:5:5, v/v).

3.13 AVALIACAO DOS EFEITOS BIOLOGICOS DOS POLISSACARIDEOS DE Porphyra

columbina, Bostrychia montagnei, Laminaria brasiliensis E Sargassum stenophylium
EM CELULAS Hela.

Para a avaliagdo dos efeitos biolégicos dos polissacarideos de Porphyra
columbina, Bostrychia montagnei, Laminaria brasiliensis e Sargassum stenophyllum em
celulas animais, utilizou-se células da linhagem Hela, mantida no Laboratério de Cultivo
Celular do Departamento de Bioquimica da UFPR.

Os polissacarideos utilizados neste trabalho foram:

(1) galactanas sulfatadas do tipo porfirana isolada de Porphyra columbina

(PC75) (NOSEDA et al. 2000) e galactanas tipo agaroide obtidas de
Bostrychia montagnei (BHW e B4) (TULIO, 1998; NOSEDA et al. 1999);

(2) Alginato de sédio e seus produtos de hidrélise parcial (blocos M e G)
isolados de Laminaria brasiliensis e blocos G de Sargassum stenophyllum
(DUARTE et al. 1991; NOSEDA et al. 1997),

(3) Fucanas de S. stenophyllum purificadas por tratamento com Cetavlon:
fracoes FS e FP as quais nao foram submetidas a fracionamento
cromatografico, correspondendo portanto a um pool de fucanas.

Inicialmente foi realizada a avaliagao da atividade citotéxica de cada um
desses polimeros citados acima. Apés a anadlise dos resultados, prosseguiu-se o trabalho
com fucanas de S. stenophyllum, especificamente, as fragdes FD2 nativa e FD2
modificada quimicamente, como descrito nos itens 3.7.1 e 3.7.2 de Material e Métodos.
Com fins comparativos, foram utilizadas as fucanas F-3B e F-5B obtidas da mesma alga

(DUARTE et al. 2001a), cujas caracteristicas quimicas estdo mostradas na Introdugao.

3.14 CULTIVO CELULAR

3.14.1 PROCEDIMENTOS DE ESTERILIZAGAO

As pipetas, agua, solugées salinas, aparelhos de filtragdo e pegas acessorias
como roscas e rolhas, foram esterilizadas em autoclave FANEN a temperatura de 120°C e
1 atm. de pressao por 30 min. Posteriormente, esse material foi seco em estufa Pasteur

(FANEN) a 50°C. Garrafas de Roux, e demais vidrarias foram esterilizadas a seco em
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estufa Pasteur a 180°C, por 5 horas.

A esterilizagdo das solugbes termolabeis, tais como meio de cultura e de
tripsina, foi realizada por filtragao, sob pressao, em aparelho de Sartorius, utilizando-se
membranas de acetato-nitrato de celulose, com poros de 0,22 um, da marca Zeiss ou
Millipore. Todo procedimento de filtragao foi realizado em camara de fluxo laminar vertical
(VECO).

3.14.2 SOLUCOES

Todas as solugbes utilizadas para o cultivo celular foram preparadas com
agua obtida em aparelho Milli-Q da Millipore, ou em agua bidestilada recém preparada e
obtida em Aparelho Coming Glass Work, mod. AG 10a.

3.14.2.1 SOLUGAO DE BICARBONATO DE SODIO

A solugdo de bicarbonato de sédio a 7,5% (m/v) foi distribuida em
aliquotas de 10 mL e esterilizada em autoclave a 120°C e 1 atm. A solugao estéril foi
armazenada a temperatura ambiente e usada para ajustar o pH do meio de crescimento

celular.

3.15.2.2 SOLUGAO DE SALINA TAMPONADA (PBS)

A solugao estoque de salina tamponada composta por 40,5 mmol L' de
Na;HPO,4, 680 mmol L' de NaCl e 7,3 mmol L' de KH,PO,, pH 7,4, foi esterilizada a 120°
C e 1 atm., por 30 minutos e armazenada a 4°C. No momento do uso foi diluida cinco

vezes com agua bidestilada igualmente estéril.

3.15.2.3 SOLUCAO DE TRIPSINA-VERSENO (STV)

A solugdo de Tripsina-Verseno foi constituida de 137 mmol L' de NaCl, 5.4
mmol L' de KCI 5 mmol L de glucose, 0,42 mmol L' de Na;HPQ,, 0,44 mmol L de
KH,PO, , 2,3 mmol L' de NaHCOs3 , 0,53 mmol L' de EDTA, 50 mg% de Tripsina (1:250) e
2 mg% de vermelho de fenol, sendo o pH ajustado para 7,4. Quando destinada ao repique,

esta solugéo foi esterilizada por filtragdo e armazenada a -20°C.

3.15.2.4 MEIO DE CULTURA
Para o crescimento celular foi utilizado o meio essencial minimo de Eagle
(MEM) (PAUL, 1973). Apos a adequada reconstituicdo em agua, o meio foi esterilizado por

filtragdo e mantido a 4°C. Para o crescimento celular, o meio de Eagle foi enriquecido com
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soro fetal bovino estéril (10% (v/v), e o pH foi ajustado para 7,4 com quantidades

adequadas de solugao de bicarbonato de sédio estéril.

3.15.3 TESTES DE ESTERILIDADE

Para verificagao da eficacia dos procedimentos de esterilizagio, aliquotas de
cada solugao filtrada foram colocadas em estufa a 37°C, por no minimo 15 dias antes do
uso. Quando necessarios testes adicionais de esterilidade foram realizados com a
semeadura de aliquotas das solugdes filtradas em meio de Sabouraud-dextrose ou agar
sangue. Controles para contaminagao por micoplasma foram realizados pelo Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR).

3.15.4 PROCEDIMENTOS DE CULTIVO CELULAR

Neste trabalho foram utilizadas as técnicas de cultivo celular em
monocamadas. Todas as operagoes envolvendo o cultivo celular foram desenvolvidas em
capela de fluxo laminar do tipo vertical equipada com filtro HEPA (*high efficiency

particulate air”).

3.15.5 MANUTENGAO DA LINHAGEM

A linhagem de células Hel a foi mantida congelada a temperatura de -196°
C, em meio essencial minimo de Eagle (PAUL, 1973), pH 7,4, contendo DMSO (10% v/v) e
soro fetal bovino (10% v/iv).

As células foram congeladas na concentragdo de 2x10% cels mL™,

acondicionadas em tubos plasticos, tipo Eppendorf, estéreis.

3.15.6 DESCONGELAMENTO DA LINHAGEM

As células até entdo conservadas em N, liquido, foram descongeladas
rapidamente em banho-maria a 37°C e cuidadosamente colocadas em meio de
crescimento, pré-aquecido a 37°C. Apds 12 horas a 37°C, as células n&o viaveis (que nao
aderiram a superficie de crescimento), foram removidas através de troca de meio.

A adesividade e crescimento celular foram observados com o auxilio de

microscopio optico invertido (Olympus MO21).



Maternal e Métodos 37

3.15.7 REPIQUES (SUB-CULTURAS)

Para o repique das culturas confluentes foram utilizados procedimentos de
descolamento da monocamada, utilizando-se solugao de tripsina-verseno, e o crescimento
celular ocorreu em estufa a 37°C por 72 horas. O crescimento foi acompanhado por
observagdes periddicas em microscopio invertido, até a confluéncia da monocamada

controle.

3.15.8 CONTAGEM DE CELULAS

A suspensao de células foi diluida 50 vezes em PBS e contadas em
camara de Neubauer atraves de Microscopia ética, utilizando microscépio Olympus modelo
KWS.

3.15.9 VIABILIDADE CELULAR

3.15.9.1 TESTE DO AZUL DE TRIPAN

A viabilidade celular foi realizada segundo a técnica do corante vital azul
de Tripan (PHILLIPS, 1973).

Foram utilizadas camaras de Neubauer e microscépio éptico (Olympus
modelo KWS) para realizagao das contagens. A solugao de Azul de Tripan foi preparada a
0,4% (m/v) em PBS. Para cada mL da suspensao celular utilizou-se 0,1 mL da solugao do
corante. A percentagem de células viaveis foi calculada através da seguinte relagao:

n° de células nao coradas
% células viaveis= x 100
n° de células totais

Foram utilizadas somente as suspensées celulares com viabilidade acima
de 95%.

3.15.9.2 TESTE DO MTT

Células Hela foram previamente plaqueadas em placas de multiplos pogos
(96 pogos), na concentragao de 7,2 x 10* cels mL" e colocadas em estufa por 24 horas.
Apos este periodo, o meio de cultura foi retirado e adicionado novo meio de cultura,
contendo ou nido os diferentes polissacarideos. As culturas permaneceram em atmosfera
de 5% de CO, a 37 °C por 2 horas. Passado este tempo, o meio foi retirado e adicionado

20 uL da solugdo de MTT (5 mg mL") e 200 pL de meio, permanecendo a cultura nas
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mesmas condigdes anteriores, por 3 horas. Apos este tempo, o meio foi novamente
aspirado e acrescentou-se 200 uL. de DMSO. A leitura foi realizada a 550 nm em leitor de
mlcroplacas BENCHMARK (REILLY et al. 1998)

3.15 AVALIACAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DOS POLISSACARIDEOS SOBRE
CELULAS Hela.

Os ensaios de citotoxicidade foram desenvolvidos em placas de mudltiplos
pocos (CORNING) contendo laminulas de vidro ou mesmo em garrafas de vidro. Células
HeLa (5 x 10° cels mL™) foram crescidas, utilizando-se meio de cultura preparado como no
item 3.14.2.4, na presenga e auséncia de polissacarideo (controle), em concentragbes que
variaram entre 2,5 a 160 pg mL™' por 48 horas, quando o crescimento foi interrompido. As
células foram entao processadas para analise em microscopia Optica e/ou microscopia

eletronica de transmissao e varredura.

3.16 gROCESSAMENTO DE CELULAS HeLa PARA ANALISE EM MICROSCOPIA
PTICA.

As laminulas obtidas conforme descrito no item 3.16, foram fixadas com
solugao de Bouin durante 5 min. a temperatura ambiente e rotineiramente coradas com
Eosina-Azul de metileno segundo Leishman ou Hematoxilina-Eosina. Alternativamente,
coloragées com Azul de Alcian (pH 1.0 ou 2.5) (PALLADINI; LAURO, 1968; CULLING et al.
1985) e Hematoxilina foram desenvolvidas. A montagem da lamina foi realizada com

resina Entelan.

3.17 ANALISE QUANTITATIVA DA POPULAGAO CELULAR ASSOCIADA COM A
DIVISAO CELULAR

A fragdo de crescimento celular, foi definida como percentagem de mitoses,
(Pwm), ocorrendo ao final de 48 horas de crescimento, na auséncia e presenga dos
polissacarideos, de acordo com a equagao

Pm = N¢/N.100

Onde N¢ é o numero de células em divisao, N € o numero total de células na

populagao, e Py € a percentagem de mitoses. (AHERNE et al. 1977)
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3.18 PROCESSAMENTO DE CELULAS HelLa PARA ANALISE EM MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA.

Células Hela foram fixadas em solugao de glutaraldeido a 2,5% (v/v), em
solugdo tampao cacodilato de sédio 0,1 mol L, pH 7,2, durante 18 horas a 4°C. Foi
realizada uma etapa de poés-fixagdo em tetroxido de osmio 1%, em solugdo tampao
cacodilato de sédio 0,1 mol L™, pH 7,2, durante 15 min., a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. As amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol, e
realizado ponto critico e metalizagdo (BUCHI; DE SOUZA, 1992). A observagao das
analises de Microscopia Eletronica de Transmissao, foi realizada no Centro de Microscopia
Eletrénica da UFPR e das andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura foi realizada no
LAC (convénio COPEL/UFPR).

3.19 ENSAIO DE ADESAO DE CELULAS HeLa SOBRE MOLECULAS DE MATRIZ
EXTRACELULAR

Os ensaios de adesao sobre moléculas da matriz extracelular foram
realizados em placas multipogos (96 pogos), nas quais adicionou-se moléculas de matriz:
laminina-1 (LN-1_ de EHS (10 pg mL™), fibronectina de plasma humano (10 pg mL™") ou
Vitronectina de plasma humano (20 ug mL™"), por um periodo de 10 a 12 horas, em camara
umida. Apos este tempo, a placa foi lavada com PBS. Posteriormente adicionando-se PBS
contendo BSA a 1% e incubou-se em atmosfera de 5% de CO,, a 37 °C, por 1 hora. Ap6s
esse tempo, as células (1x10° cels mL"') foram semeadas na auséncia ou presenca dos
polissacarideos, em concentragdes que variaram de 2,5 a 160 ug mL™, prosseguindo-se a
incubagao em estufa de CO, por mais 2 horas. Terminado o periodo de incubagao, o meio
de cultura foi retirado, e a preparacgao foi lavada com PBS por 3 vezes. Adicionou-se, por 5
min. a solugao de cristal violeta (5% em etanol 2%), lavou-se exaustivamente com PBS. O
corante foi extraido com solugao citrato de sodio 0,1 mol L™ em etanol 50%. A detecgao foi

realizada por espectrofotometria de luz a 550 nm, em leitor de microplacas BENCHMARK.
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3.21 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos como media + desvio padrdo (M + dp),
submetidos a analise multifatorial de variancia e ao teste de Tukey, considerando-se
estatisticamente significativos os valores comparados ao nivel de significancia p<0.05
(VIEIRA, 1981). Letras iguais nos pares de comparagao (a ou b) indicam p>0.05; letras

diferentes (a e b) indicam p < 0.05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA GALACTANAS SULFATADAS,
ALGINATOS E FUCANAS BRUTAS DE ALGAS MARINHAS SOBRE CELULAS Hela

O presente trabalho de tese foi iniciado com a avaliagido da atividade
citotoxica sobre células Hela, utilizando tipos estruturais distintos de polissacarideos
isolados de algas marinhas, visando selecionar polissacarideos que ocasionassem efeitos
significativos sobre estas células. A Tabela | apresenta a composi¢do quimica das
amostras utilizadas nos experimentos iniciais, que eram constituidas de galactanas
sulfatadas, alginatos e heterofucanas.

Os parametros morfolégicos caracteristicos para células HeLa podem ser
observados nas Figuras 1 (A e B), 2 (A - D) e 3 (A e B). Estas células apresentam
caracteristica epitelial, citoplasma baséfilo, nicleos grandes e bem definidos e a presenca
de muitos nucléolos, sugestivo de intensa atividade metabodlica. Os elementos celulares
apresentam-se justapostos, formando uma monocamada continua. Por Microscopia
Eletronica de Varredura (M.E.V.), a morfologia celular caracteristica de células epiteliais
também pode ser constatada. Estas células apresentam muitas microvilosidades, como
demonstrado nas Figuras 2 (A) e 2 (C,D). Observa-se ainda a cromatina nuclear
desespiralizada (Figura 3 A), bem como o Complexo de Golgi, caracteristico, bem
preservado, indicando que a preparagao foi realizada com sucesso (Figura 3 B).
Considerando que células HelLa sao de linhagem tumoral, a eventual presenga de nucleos
atipicos, assim como uma pequena quantidade de células condensadas podem ocorrer.

Os efeitos da fragao BHW (80 pg mL™"), que se constitui em uma fragao bruta,
estdao mostrados na Figura 4. Verifica-se que a monocamada apresenta-se muito
semelhante ao controle. Algumas células apresentaram discreta alteracao de morfologia,
em relagao ao controle, como por exemplo, a aparéncia de fibroblastos (Tabela Il). A
fragdo B4, na concentragdo de 80 pg mL™", embora ocasionasse a presenga de nicleos
atipicos e blebs, além de grande quantidade de material acidéfilo no citoplasma, quando
comparado ao controle, permitiu a formagado de monocamadas confluentes, e manteve a
capacidade de efetuar mitoses (Figura 5). Esses resultados indicam que estas galactanas,
apesar de apresentarem alta concentragao de sulfato, ndo interferem de forma significativa

na atividade celular. E, embora a composigcdo monossacaridica e/ou a conformagao da
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molécula possam estar envolvidos na discreta alteracao morfoldgica observada, inclusive
causando algum sofrimento celular, evidenciado pela presenga de blebs, esses

polissacarideos, como demonstrado pelas preparagdes, nao causaram morte celular.
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TABELA | - COMPOSIGAO QUIMICA DAS GALACTANAS, ALGINATOS E FUCANAS

BRUTAS.

Sulfato| Ac. i Fuc Xii | Gal | 6-O0- | 2-0- | 3,6- | Man | Glu

@ | Urdnicos® : metil- | metil- | anidro- f

: ; Gal Gal Gal
mg% % mol%

BHW 17,0 - - 7,7 79,6 6,9 1.1 156 1,0 37
B4 240 - - 2,9 77,7 8,1 - 11,3 - -
PC75 15,6 - - - 38,6 38,7 - 22,7 - -
Alginato - 100,0 - - - - - - - -
BM-L - 100,0 - - - - - - - -
BG-L - 100,0 - - - - - - - -
BG-S - 100,0 - - - - - - - -
FS 19 3.5 67,8 16,1 13,6 - - - 1,2 tr.
FP 16,0 6,3 40,5 108 315 - - - 10,5 6,7

Alginato — Alginato de Laminaria brasiliensis (DUARTE et al. 1991, NOSEDA et al. 1997),
BM-L— Blocos M (ac. manurénico) de L. brasiliensis (DUARTE et al. 1991; NOSEDA et al. 1997),
BG-L — Blocos G (ac. guluronico) de L. brasiliensis (DUARTE et al. 1991; NOSEDA et al. 1997),
BG-S— Blocos G de Sargassum stenophyllum (DUARTE et al. 1991, NOSEDA et al. 1997),
BHW— fragao bruta de Bostrychia montagnei (NOSEDA et al. 1999),

B4 — galactana suilfatada purificada B. montagnei (NOSEDA et al. 1999),

PC 75 — Porfirana purificada de Porphyra columbina (VIANA |, 1999; NOSEDA et al. 2000),

FS — fragao bruta de fucanas sulfatadas de S. stenophyllum (DUARTE et al. 2001 a),

FP — fucanas parciaimente purificadas de S. stenophyllum; obtida neste trabalho, fluxograma p. 28

(a) Determinado pelo método de DOGSON; PRICE (1962); (b) BLUMENKRANTZ; ASBOE-
HANSEN (1973). tr. — tracos
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TABELA Il - AVALIACAO DE ALGUNS PARAMETROS MORFOLOGICOS DE CELULAS HeLa CRESCIDAS NA AUSENCIA E
PRESENCA DE DAS GALACTANAS, ALGINATOS E FUCANAS BRUTAS.

Controle Polissacarideos
(sem polissacarideo) | Alginato | BM-L | BG-L | BG-S [BHW| B4 |PC75|] FS FP
Concentragdo max. utilizada . 160 © 40 40 40 80 80 80 40° 80
(ug mL™)
Coloragéo H. E. H. E. Leish. Leish. Leish. H.E. HE. HE HE HE
Parametros morfolégicos
Monocamada confluente Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim® Sim® Niao Nao
Mitoses atipicas - - - - - + - + - -
Nucleos atipicos - + + ++ + + + ++ +++ -
Aparéncia de fibroblastos + + - + + ++ + + +++ +++
Diminuigao no n° de céls. Nao Nao Nao Nao Nao Nao N&o Nao Sim Sim
Clusters Néao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao
Blebs Nao Nao Sim Nao Sim Nao Sim Sim Sim Sim
Presenga de material + +++ ++ +++ + + +++ ++ + -

acidofilo

Alginato — Alginato de Laminaria brasiliensis, BM-L— Blocos M (4c. manurénico) de L. brasiliensis, BG-L — Blocos G (ac. gulurénico) de L. brasiliensis, BG-
S— Blocos G (4c. gulurdnico) de Sargassum stenophyllum, BHW — fragao bruta de Bostrychia montagnei, B4 — galactana sulfatada purificada B. montagnei,
PC 75 — Porfirana purificada de Porphyra columbina, FS — fragao bruta de fucanas sulfatadas de S. stenophyllum, FP — fucanas parcialmente purificadas de
S. stenophyllum

(a) - monocamada confluente, porém com grandes espagos onde ocorreu descolamento celular; (b) - presenga de células multinucleadas; (¢} a concentragao
de 80 pg mL" promoveu descolamento total das células; + - quantidade relativa na monocamada.
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Figura 1 - Fotomicrografia da monocamada de células HeLa crescidas na auséncia
de polissacarideo (controle) observadas por M. O.
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As células foram crescidas na auséncia de polissacarideos, por 48 horas a 37°C;
A, Ampliacao original 200x. B, Ampliagao original 1000x. N, nucleo; ponta de seta,
nucléolos;
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Figura 2 - Fotomicrografia ultraestrutural da monocamada de células HelLa na
auséncia de polissacarideos (controle) observada por M.E.V.

As células foram crescidas na auséncia de polissacarideos, por 48 horas a 37°C, a
preparacado para analise em M.E.V. foi realizada como descrito em Material e Métodos.

A, corresponde a visdo geral da monocamada; B, onde a barra corresponde a 50 um; C,
as setas correspondem a interacao célula-célula; D, a seta corresponde as
microvilosidades
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Figura 3 — Fotomicrografia uitraestrutural da monocamada de células HelLa crescida

por 48 horas na auséncia de polissacarideos (controle) observada por
M.E.T.

As células foram crescidas na auséncia de polissacarideos, por 48 horas a 37°C, a
preparagao para analise em M.E.T. foi realizada como descrito em Material e Métodos.

A, corresponde a vista geral da célula HelLa; N, Nucleo; B, detalhe do Complexo de Golgi e
Reticulo Endoplasmatico
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O efeito da galactana tipo porfirana PC75 foi analisado em células HelLa, em
concentragbes que variaram de 2,5 a 80 ug mL™". A Figura 6 demonstra os efeitos deste
polimero na sua maior dose. Varias alteragées na monocamada celular foram observadas,
destacando-se a presenga de mitoses atipicas, ntcleos atipicos e blebs (Tabela Il); em
algumas regides da laminula ocorreu descolamento total de células.

Embora as galactanas B4 e PC75 apresentem a mesma estrutura geral,
formada por B-D-galactopiranose 3-O-substituida (unidade A) e a-L-galactopiranose 4-O-
substituida (unidade B), estas se diferenciam significativamente em termos de grupos
substituintes (Tabela |). Enquanto que na galactana PC75 os grupos sulfato estdo
esterificando o carbono-6 da maioria das unidades B, na galactana B4 esses grupos
esterificam parte das unidades A em C-6 e C-4, além da presenga de grupos sulfato em C-
3 de parte das unidades B. Estas galactanas nao induzem alteragbes morfolégicas
significativas sobre células Hela, como foi demonstrado anteriormente, mesmo sendo
polissacarideos sulfatados com diferentes tipos e localizagdo de substituigdo. Sendo assim
outros fatores além da presenga deste substituinte, devem ser necessarios para que
ocorram modificagdes nessas celulas. Deste modo, considerando as agées das galactanas
sulfatadas tipo agarana e porfirana, foi selecionada uma outra classe de polissacarideos
em que a carga acida € fornecida pela presenga de acidos urénicos. O poliuronideo
testado foi o acido alginico de Laminana brasiliensis, o qual apresenta uma relagao molar
acido manurénico/ acido gulurénico (M/G) de 1,2:1.

Culturas de células crescidas na presenga deste polissacarideo
apresentaram-se muito similares ao controle, embora algumas células se apresentassem
alongadas, assemelhando-se a fibroblastos. Uma quantidade consideravel de células
multinucleadas foi observada, sugerindo a ocorréncia de mitoses incompletas, como
demonstrado na Figura 7 A.

Com a finalidade de avaliar se o tamanho da molécula ou o tipo de
acido urbnico influenciou nos parametros morfolégicos de células Hela,
produtos de hidrélise acida parcial foram testados, isto € os blocos M e G de L.
brasiliensis e os blocos G de Sargassum stenophyllum. Blocos G formados apenas
por ééido gulurdnico, de ambas as algas, ocasionaram alteragdo na forma da
célula, as quais adquiriram morfologia semelhante a fibroblastos, alteragao esta

também observada com o alginato de L. brasiliensis, mas nao com os blocos M.
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Figura 4 — Fotomicrografia da monocamada de células HeLa crescida na presenc¢a da
fracao BHW de B. montagnei. M.O.
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As células HelLa foram crescidas na presenga da fracado BHW na concentragao de
80 ug mL™", por 48 horas a 37°C. Ampliacéo original 200X

Figura 5 — Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presen¢a da
fragao B4 de B. montagnei. M.O.
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As células HelLa foram crescidas na presenca da fracdo B4 na concentragdo de 80
ug mL™", por 48 horas a 37°C. Ampliagéo original 200X
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Figura 6 - Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca da
fragcao PC75 de Porphyra columbina. M.O.

As ceélulas HelLa foram crescidas na presenca da fracao PC75 na concentracdao de
80 ug mL™', por 48 horas a 37°C. Ampliag&o original 200X
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Tal fato pode ser justificado pelo tipo de conformagao adotada pelo acido gulurdnico, de
'Ca, enquanto o acido manurdnico assume a conformagao 4C+. O tamanho dos blocos G
também pode ter influéncia no comportamento das células na cultura, levando as
alteragdes observadas, como os nucleos atipicos, matenal acidéfilo no citoplasma e blebs.
Tal justificativa pode ser reforgada pelos dados demonstrado na Tabela Il e Figuras 7 B, C
e D onde o bloco G proveniente do polimero de S. stenophyllum, formado por 64 unidades
de acido gulurdnico, nao induziu nas células as alteragbes enumeradas anteriormente. A
redugdo do tamanho deste tipo de bloco (~1/3, 20 unidades de acido gulurénico em L.
brasiliensis) ocasiona mudangas nesses parametros morfolégicos avaliados. A presenga
de células multinucleadas foi observada apenas no poliuronideo. Esses resultados indicam
que a massa molar, bem como a conformagao, devem ser fatores que diferenciam a agao
desses poli- e oligouronideos.

A fracao FS contendo heterofucanas sulfatadas (19% de grupos sulfato)
isolada de S. stenophyllum apresenta alto teor de fucose (67,8%), além de outros
monossacarideos neutros: xilose (16,1%), manose (1,2%), galactose (13,6%), glucose
(tragos), e acido urdnico 3,5% (Tabela I). Esta fracdo FS foi avaliada quanto a sua
citotoxicidade em células Hel.a e os resultados estao apresentados nas Figuras 8 (A - D).
Verifica-se na Figura 8 A que a concentragdo de 2,5 ug mL™ causou alteragido morfolégica
das células e, aparentemente, diminuicao do numero dessas. Esses efeitos foram dose
dependente, pois na concentragido de 40 ug mL™" a diminuigao do nimero foi acentuada,
resultando em uma cultura ndo confluente (Figura 8 C), bem como aumentou a freqiiéncia
de nucleos atipicos, de aglomerados celulares, e de blebs (Figura 8 D). Na concentracao
de 80 pg mL" ocorreu um descolamento total das células HelLa da preparacao. Ressalta-
se que as fucanas presentes na fragdo FS foram responsaveis pelas principais alteragdes
celulares observadas e que esses efeitos ocorreram frente a baixas concentragbes das
mesmas.

Com a finalidade de verificar a toxicidade da fragao FS sobre células Hela
realizou-se experimentos de viabilidade celular, pelo método do Azul de Tripan. O
resultado de tais experimentos esta demonstrado na Figura 9, que apresenta o perfil de
decaimento da viabilidade celular apés incubagao por 2 horas com este polissacarideo.
Essa incubagao diminuiu a viabilidade celular em cerca de 40% na concentragao maxima
utilizada (160 ng mL™), indicando que a fragdo FS apresenta uma acentuada citotoxicidade
para células HelLa, promovendo alteragbes de permeabilidade da membrana plasmatica

apos 2 horas de incubagao.
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Figura 7 — Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca
dos poliuronideos de Laminaria brasiliensis e Sargassum stenophyllum.
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As células HelLa foram crescidas por 48 horas a 37°C. A, corresponde ao Alginato (L.
brasiliensis) na concentracdo de 160 ug mL';.B, BM-L, blocos M de L. brasiliensis na
concentracdo de 40 ug mL'; C, BG-L, blocos G de L. brasiliensis, na concentragao de
40 ug mL" e D, BG-S, blocos G de S. stenophyllum, na concentracdo de 40 ug mL".
Ampliacao original 200x.
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Figura 8 - Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca da
fracao FS de Sargassum stenophyllum. M.O.
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As células Hela foram crescidas por 48 horas a 37°C. As figuras A e B correspondem a
concentragcao de 2,5 ug mL"'; C e D & concentracdo de 40 ug mL™'. Ampliagao original em
A, C 200x.; B, D 1000x.
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Entretanto, quando as células foram tratadas com a fragcao FS e colocadas
novamente em cultura, apdés a retirada do polissacarideo ocorreu adesdo ao vidro e
crescimento celular, que foi similar as culturas controle, indicando que as células viaveis que
permanecem na preparagao apés o tratamento com a fragdo FS, sdo capazes de formar
monocamadas (dados ndo mostrados). Resultados semelhantes foram descritos também
para extratos de fucanas de Ascophyllum nodosum, que apresentaram efeitos reversiveis de
atividade antiproliferativa em células de carcinoma broncopulmonar humano (RIOU et al.
1996). Deve-se salientar que embora as amostras utilizadas nesses experimentos fossem
constituidas de polissacarideos com grau de sulfatagao similar entre si (15.6-22.0%),
somente as fucanas promoveram acentuadas alteragoes celulares indicando que a presenca
de ésteres sulfato nao € o Unico requisito para a manifestagao da atividade bioldgica. Assim,
os efeitos dos polissacarideos sulfatados sobre células HeLa podem ser influenciados pela
composigdo monossacaridica, posigao dos grupos O-sulfato, presenca de ramificacao e tipo
de cadeia principal, ja que esses fatores podem alterar a conformagdo molecular e,
consequentemente, a resposta bioldgica.

Os resultados obtidos com a fragao FS quanto ao extensivo sofrimento celular,
e manutengao da capacidade de adesao e proliferacao das células Hela, ap6s a remogao
do polissacarideo, sugerem uma interferéncia dos polissacarideos presentes na fragdo FS,
na adesao celular, seja por interagdo com componentes da matriz extracelular, ou por
inibicdo da sintese desses componentes. Neste aspecto ressalta-se que fucanas de
Ascophyllum nodosum inibiram a sintese de colageno em ceélulas musculares lisas da aorta
de ratos (LOGEART et al. 1996), enquanto que a fucana de S. schréederi, bem como seus
produtos de hidrolise parcial estimularam a sintese de heparan sulfato em células de
endotélio de coelho (LEITE et al. 1998).

Segundo GRAFFEL et al. (1989) a composi¢gdo quimica das fucanas pode
variar de acordo com o método de extragao, levando alguns autores a afirmar que cada nova
fucana purificada € um composto unico com estrutura Gnica (ROCHA et al. 2001). Com a
finalidade de avaliar se a modificagdo do processo de extragao/purificagao das fucanas de S.

stenophyllum promoveria a perda de sua atividade bioldgica, a fragao FP, que foi obtida
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Figura 9 — Curva dose-resposta da viabilidade de células Hela crescidas na presenca
da fracao FS extraida da alga parda Sargassum stenophyllum.
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As células Hel .a, foram crescidas por 48 horas na auséncia (controle, corresponde a 100%)
e presencga da fragdo FS. Avaliagao feita pelo método do Azul de Tripan como descrito em
Materiais e Métodos.
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apos precipitagao acida do acido alginico e descomplexagao da base quaternaria (Cetavlon)
com 4 mol L' de NaCl (Esquema 2, p. 28 - Tabela llf, p. 63), foi estudada frente a células
Hela. Essa fragao e equivalente a fragdo FS descrita no experimento anterior. A figura 10 (A
—~ C) demonstra que a agdo de FP sobre células Hela foi dose dependente. A partir da
concentragao 2,5 pg mL™ (Figura 10 A), provocou alteragbes morfoldgicas das células, que
passaram a exibir aparéncia de fibroblastos. Na concentracdo de 20 pug mL™" observou-se
uma diminuigao acentuada do numero de células, tornando a cultura nao confluente (Figura
10 B). Na concentragéo de 160 ug mL™ ocorreu morte total das células Hela da preparagio
(Figura 10 C). Da mesma forma que a fragao FS, FP constitui um pool de fucanas e, apesar
da modificagdo no processo de extragao, nao houve perda dos efeitos biologicos qualitativos
e quantitativos causados pelas fucanas de S. stenophyllum em células Hel a.

Os resultados dos experimentos de citotoxicidade utilizando tipos estruturais
distintos de polissacarideos, mostraram que apenas os polissacarideos sulfatados e
carboxilados (fucanas) de S. stenophyllum ocasionaram diminuigdo na monocamada,
alteragoes morfologicas, bem como diminuigdo na viabilidade celular. A modificagdo
significativa das caracteristicas morfologicas de células HelLa com este tratamento, indica
que estes polimeros promovem alteragdes na adesao destas células, sendo portanto de
grande interesse para o estudo detalhado da sua agdo sobre esta células. Porém para a
compreensio dos efeitos biolégicos destes polissacarideos um estudo das caracteristicas

quimicas se faz necessario.
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Figura 10 - Fotomicrografia da monocamada celular crescida na presenc¢a da fracao
FP de Sargassum stenophyllum sobre as células HeLa. M.O.
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As células foram crescidas por 48 horas a 37°C, a figura A corresponde a concentracao de

2,5 ngmL"; B, a concentracdo de 20 ug mL'; C, corresponde & concentragido de
160 pg mL". Ampliacéo original 200x.
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4.2 CARACTERIZAGAO QUIMICA DE POLISSACARIDEOS DA ALGA PARDA Sargassum
stenophyllum.

421 EXTRAGAO DOS POLISS~ACARiDEOS EXTRAIDOS DA ALGA PARDA S.
stenophyllum E PRECIPITAGAO POR CETAVLON

Para a obtengao das fucanas analisadas nos experimentos de citotoxicidade, a
alga parda Sargassum stenophyllum foi submetida a extragdo aquosa a temperatura
ambiente. O extrato aquoso contendo fucanas e livre de acido alginico contaminante foi
seqlienciaimente tratado com etanol e dialisado para a obtengdo da fragdo bruta FB
(Esquema 1, pagina 28). Com a finalidade de promover a purificagido da fragdo FB, esta foi
tratada com Cetavion e o precipitado obtido (polissacarideo - base quaternaria)
descomplexado com solugdo de NaCl 4 mol L, obtendo-se a fragiao denominada FP
(Esquema 2, pagina 28 — Tabela it p. 63)

Como pode ser observado na Tabela IV, o tratamento com Cetavion, nao
alterou de forma significativa a composigdo monossacaridica e o teor de grupos sulfato, de
FP em relagdo a FB, mas uma diminuigdo da percentagem de proteinas e aumento no teor

de acidos urdnicos, como demonstrado na Tabela ill.

4.2.2 HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA FRAGCAO FP DE S. stenophyllum

Com a finalidade de caracterizar a natureza dos fatores relacionados com a
interacdo entre fucanas sulfatadas e células Hela, a fragdo FP foi submetida a hidrolise
acida parcial, como descrito anteriormente. Paralelamente, os testes de atividade biologica
foram desenvolvidos também com as fucanas nativas F-3B e F-5B, previamente isoladas,
caracterizadas e purificadas por DUARTE et al. (2001 a). Com o produto de hidrélise parcial
da fragao FP, foram avaliados os efeitos sobre células Hel a:

(a) da carga negativa conferida pelos grupos sulfato;

(b) da presencga de cadeias ramificadas de fucose sulfatada;

(c) da carga negativa proveniente de grupos carboxilicos de acidos uronicos;

(d) da sulfatagao em outras unidades monossacaridicas, que nao fucose;

(e) efeito da redugao da massa molar.

A tabela IV apresenta os resultados de composi¢cdo monossacaridica dos



Resultados e Discussao 60
produtos de hidrdlise acida parcial da fragao FP, em que se utilizou H;SO4 50 mmol L, por
45 minutos a 100 °C. Apods esta hidrélise foi obtida a fragao FD, com 23% de rendimento em
relagéo a FP. Verifica-se que o processo de hidrélise parcial ocasionou defucosilagao de ~75
% e uma dessuifatagdo de 15%, bem como promoveu um aumento de ~100% no teor de
acido urdnico. Esta defucosilagao se deve a labilidade da ligagao da fucose.

A fragao FD foi purificada por cromatografia de troca iénica (DEAE-Sephacel —
forma cloreto) utilizando-se como eluentes agua que deu origem a fragao FD1; NaCl 0,5, que
originou a fragdo FD2, e 1 mol L™, que deu origem a fragao FD3. As fragbes FD1 e FD2
apresentaram teor semelhante de fucose, 13 e 15,5%, respectivamente. Porém, as fragoes
se diferenciaram pronunciadamente no teor de grupos sulfato e de acido urénico, como pode
ser observado na Tabela Il. A auséncia de grupos carregados na fragao FD1 correspondeu
ao esperado, considerando que esta fragdo foi eluida da coluna de troca i6nica com agua.

A fragdo FD2 alcangou um rendimento de 64%, em relagdo a fragiao FD.
Devido ao maior rendimento, esta fragao foi selecionada para dar seqiiéncia ao presente
estudo. FD2 apresentou 40% e 50% das unidades de fucose e de grupos O-sulfato,
respectivamente, em relagao a fragao de origem (FP). A andlise dos resultados
apresentados na Tabela Il mostra que a diminuigao de grupos sulfato foi compensada pelo
aumento (3 vezes) do teor de acidos urdnicos (19% em FD2 e 6,3% em FP). Isto ocorre
porque durante o processo de hidrélise parcial de polissacarideos sulfatados ha
concorréncia de duas reacgdes: a hidrolise de ligagdes glicosidicas e a hidrélise de éster
sulfato (PEAT et al. 1959). Deste modo a hidrélise acida parcial ocasionou a hidrélise
preferencial das ligagoes glicosidicas mais labeis, como aquelas ligagoes envolvendo as
unidades de fucose, ocorrendo concomitantemente a perda de grupos sulfato (50%). O
enriquecimento de FD2 (em relagdo a FP) em termos de acidos urbnico deve-se a
estabilidade relativa desses monossacarideos em meio acido. Deste modo, o processo de
hidrélise acida parcial das fucanas de S. stenophyllum permitiu o isolamento de um polimero
(FD2) onde a carga negativa proveniente de grupos sulfato e de &cidos urdnicos foi
significativamente alterada quando comparada a das fucanas nativas. Como consequéncia
do processo hidrolitico houve ainda a remogao das cadeias laterais formadas por unidades
de fucose sulfatada (DUARTE et al. 2001 a). Com a finalidade de avaliar a redugao da
massa molar da fracao FD2, foi realizada a determinagao do poder redutor (Tabela lll), FD2

apresentando um poder redutor trés vezes superior ao de FP, indicando a redugao da massa
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molar. As Figuras 11 A e B mostram o perfil eletroforético das amostras FB, FP e FD2. Na
Figura 11 A pode-se observar que as fragoes FB e FP permaneceram na origem, assim
como um padrdo de dextrana sulfato de 500.000 g mol”'. Porém na figura 11B pode-se
observar uma banda na regido do padrao de dextrana sulfato de 10.000 g mol?, para a
fracdo FD2. Este resultado pode ser confirmado por analise do poder redutor pelo método de
PARK e JOHNSON (1949), mostrando que sua massa molar esta em torno de 7.000 g mol™".
Assim, o polimero FbZ nativo e as fragdes modificadas quimicamente por carboxi-redugao e
sulfatagao foram utilizados para a avaliagdo dos efeitos de grupos quimicos sobre a

atividade bioldgica a ser abordada no presente trabalho.
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TABELA Ill - RENDIMENTOS E. COMPOSICAO QUIMICA DAS FRACOES DA ALGA S.

stenophyllum
. Agucar gProteina“’” Sulfato © Ac Sulfato/ | Poder
Amostras | Rendimento Total® ’ Urénicos'® Actcar | redutor
% : total | (ng%) @
mé%
FB 1,40 40,9 11,3 18,6 38 - nd
FP 72,79 77,0 41 16,0 6,3 0,3 34
FD 233@ 58,3 2,0 13,8 12,4 - 10,4
FD1 16,2@ 43,2 0,3 0,0 0,0 - nd
FD2 63,8 @ 71,7 1,0 8,3 19,0 0,18 10,0
FD3 12,6 ¥ 39,7 3,6 11,7 14,7 - 3,6
FD2-c 789 ©® 73,5 nd 8,3 2,3 0,18 10,2
FD2-s 87,5® 57,1 nd 18,7 17,9 0,51 10,0
FD2-cs 87,5® 69,8 nd 19,0 2,3 8,1
FS® 0,4 56,6 2,0 19,0 3,5 0,46 nd
F-38" 41,4 78,0 tr. 18,0 12,6 0,41 nd
F-s8" 50,2 66,0 tr. 30,8 2,1 0,59 nd

{1) % em relagao ao material de partida; (2) % em relagdo a fragao FB; (3) % em relagdo a fragcao FP;

(4) % em relagdo a FD; (5) % em relagao a FD2; (6) % em relagao a FD2-c

(a) determinado pelos métodos de DUBOIS et al. (1956); (b) LOWRY et al. (1951); (c), DOGSON; PRICE
(1962); (d) PARK; JOHNSON (1949); (e) BLUMENKRANTZ; ASBOE-HANSEN (1973); (f) DUARTE et al.
(2001a); nd = ndo determinado; tr. - % menor que 1,5% considerado como tragos.

TABELA IV - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES OBTIDAS DA ALGA S.

stenophyllum
mol%

Amostras Fucose | Xilose | Manose Galactose Glucose
FB 415 9,5 10,8 30,5 7.7
FP 40,5 10,8 10,5 31,5 6,7
FD 9,4 12,8 20,2 446 13,0
FD1 13,0 6.9 19,8 38,8 21,5
FD2 15,5 13,2 19,0 40,4 11,9

FD2-c 8,0 12,9 23,5 34,7 20,9
FD2-s 10,3 17,7 13,4 46,3 12,6

FD2-cs 8,7 13,0 18,5 36,3 23,5

FS ® 67,8 16,1 tr. 13,6 tr.
F-38® 442 11,1 20,1 19,0 56
F-58® 58,4 2,9 2,3 34,1 24

(a) determinado por analise em GC-EM na forma de acetato de alditol; (b) DUARTE et al. (2001 a)
tr. - % menor que 1,5% considerado como tragos.
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Figura 11 - Perfil eletroforético das fracoes FB, FP e FD2 de Sargassum stenophyllum
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4.2.3. ANALISES QUIMICAS E ESPECTROSCOPICAS DA FRACAO FD2 E DOS
CORRESPONDENTES POLIMEROS MODIFICADOS

A reagdo de carboxi-redugdo dos acidos urdnicos foi iniciada pela
esterificagao dos grupos carboxilicos com derivado de carbodiimida em pH 4,75. Na
segunda etapa da reagdo (pH 7,0) o éster carboxilico, presente na fragdo FD2, foi
separadamente reduzido com: a) NaBD4 e b) NaBH..

A fragao FD2 carboxi-reduzida (FD2-c) foi obtida com um rendimento de
79%, havendo 88% de redugao dos grupos carboxila, segundo a dosagem de acido urénico
no polimero carboxi-reduzido. A analise da composigdo monossacaridica do polimero
carboxi-reduzido demonstrou um aumento da percentagem de glucose em 9% (Tabela V).
Deve ser ressaltado que a dosagem fotocolorimétrica de acidos urdnicos pelo método de
BLUMENKRANTZ e ASBOE-HANSEN (1973) apresenta interferéncia dos aglcares neutros.
Deste modo o teor de acidos urdnicos dosado em FD2 (19%, Tabela 1ll) pode estar
superestimado.

A analise por GC-MS da fragao FD2 carboxi-reduzida com NaBD4 demonstrou
que entre as hexoses apenas a glucose apresentou-se deuterada em C-1. A analise de
fragmentagdo do glucitol hexacetato demonstrou a presenga dos ions moleculares 217
(proveniente de glucose) e 219 (provenientes de acidos urdnicos) em uma propor¢ao de
43,9 e 56,1%, respectivamente. Deste modo, dos 20,9% de glucose presente na fragao FD2-
¢, 11,7% foram provenientes de acido glucurénico. Assim a redugao dos grupos carboxilicos
com o derivado de carbodiimida permitiu a identificagao do tipo de acido urénico bem como
a quantificagao deste, no polimero original. Além do mais, a carboxi-redugao € um processo
indicado para a realizagdao da subsequente andlise de metilagao, bem como permite a
obtencdo de um polimero que por andlise comparativa, com o polissacarideo original,
permite avaliar a influéncia desses grupos acidos em testes de atividade biologica, como
anticoagulante (CACERES et al. 2000; NISHINO; NAGUMO, 1991; NISHINO et al. 1991 a;
CHEVOLOT et al. 1999), antiviral (TULIO, 1998; MAJCZAK, 1999; FELDMAN et al. 1999;
DUARTE et al. 2001 b; CARLUCCI et al. 1997), inibicao da proliferagdo de células
musculares lisas (VISCHER; BUDDECKE, 1991), entre outras.

Muitas destas atividades biologicas apresentadas por polissacarideos
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sulfatados sao, entre outros fatores, relacionadas ao grau de sulfatagao da molécula (fucose
sulfatada), desde que dessulfatagcdo ocasiona perda total da atividade anticoagulante, por
exemplo, enquanto que sulfatagdo quimica pode ocasionar potencializagdo da atividade
(NISHINO; NAGUMO, 1992). Deste modo a fragdo FD2 com baixo teor de grupos O-sulfato
(8,3%) foi submetida a sulfatagdo quimica (O°'NEIL, 1955) para o aumento do teor deste
grupo substituinte com a finalidade de verificar se a sulfatagdo em unidades
monossacaridicas diferentes da a-L-fucose poderia ou ndo ocasionar expressao de efeitos
biolégicos e se esses eram comparaveis aos das fucanas nativas (F-3B e F-5B) sobre
células HelLa. O processo de suifatagdo quimica de FD2 e FD2-c (FD2-s e FD2-cs,
respectivamente) ocasionou um acréscimo de ~2,5 vezes no teor de sulfato sem ocasionar
alteracao significativa na composi¢cao monossacaridica das respectivas fragbes originais
(Tabelas Il e IV).

A andlise dos resultados de FT-IR da fragao FD2 e FD2-s (Figuras 12 e 13,
respectivamente) sdo diferentes, principalmente em relagdo a absor¢ao de grupos sulfato.
FD2 apresenta absorcao em 842 cm, enquanto que FD2-s apresenta absorgdao em
815 cm’, relativo a presenga de grupo substituinte em carbono primario (ORR, 1954). A
presengca de grupos sulfato em C-6 de hexoses, pode ser confimada pela analise
comparativa dos espectros de RMN-'>C da fragao FD2 e FD2-s (Figura 14 e 15,
respectivamente), onde se observa diminuigdo do sinal em 60,9 (C-6 livre), que inverte,
juntamente com os outros dois sinais de C-6 livre (60,0 e 60,6) no experimento de DEPT,
Figura 14B. Um aumento de sinal de C-6 sulfatado, que ocorreria em aproximadamente 66 —
69 ppm nao foi detectado no espectro de RMN-'3C de FD2-s. Isto pode ser explicado pelo
fato de que FD2 nao foi supersulfatado, suposicao decorrente da existéncia de varios sinais
nesta regiao e possivel sulfatagdo em C-6, nas diferentes unidades de hexose. De acordo
com os resultados de metilagao, FD2 apresenta manose, galactose e glucose com C-6 livre,
existindo portanto varios sitios de sulfatagédo quimica em C-6.

O espectro da fragao FD2 apresentou quatro grupos de sinais na regiao
anomérica: (a) em 103,4 — 103,0 ppm, correspondendo ao C-1 de unidades de (-D-
galactose, (b) 101,5 e 100,9 ppm, correspondendo ao C-1 de a-D-glucopiranose, a-D-
glucurénico e B-D-xilose, (c) 98,3 ppm relativo ao C-1 de B-D-manose 2-substituida, (d) 96,5

ppm (baixa intensidade), C-1 de fucopiranosil 3,4-dissubstituida. Esse espectro da fragao
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FD2 apresenta ainda dois sinais, relativos ao CH3 das unidades de fucose, em 15,6 e 16,7
ppm. A regido dos carbonos do anel apresenta um grande numero de sinais com
superposicdo. No entanto pode-se destacar o sinal em 65,1 ppm (DEPT invertido)
correspondente ao C-5 das unidades de xilose e os sinais em 77,7 e 77,2 ppm relativos as
unidades 4-O-substituidas (acido glucurénico e galactose). Sinais em 80,9 e 80,1 ppm
indicam a presenca de unidades 3-O-substituidas, enquanto que o sinal em 174,8 ppm,
confirma a presenc¢a de acido urdnico (glucurénico) na molécula. Esses resultados foram
confirmados apods analise de metilagao, como discutido a seguir.

A analise de metilagao da fragao FD2 obtida da alga S. stenophyllum por
hidrélise acida parcial foi conduzida no polimero carboxi-reduzido (FD2-c — Tabela V). Como
pode ser observado, mesmo sendo um produto de menor massa molar, em relagao as
fucanas nativas, o padrao de metilagao ainda é muito complexo. No entanto, pode-se
ressaltar que as unidades de fucose, embora presentes em baixa percentagem em FD2-c,
estao predominantemente 2-, 4- e 3,4-substituidas. A presen¢a de unidades de fucose 3,4-
disubstituida é confirmada pela analise de RMN-'3C, onde o sinal em 96,5 ppm € atribuido a
unidades de fucose 3,4-disubstituidas (DUARTE et al. 2001 a). No espectro de infravermelho
(Figura 12), a absor¢do em 842 cm™ correspondente a grupos sulfato em posicdo axial
confirmando a presenga de sulfato em C4. Deste modo em FD2 as unidades de fucose
estao principalmente 3-O substituidas, sulfatadas em C-4, e 4-O e 2-O substituidas. A
andlise de metilagdo, indica ainda percentagem consideravel de manose 2,3-O
dissubstituidas (13,1 mol%) com menores quantidades de manose 2-O substituida, e
manose 2,4-O dissubstituida. De modo semelhante a fucana nativa F-3B de S.
stenophyllum, FD2 apresenta uma cadeia principal constituida por manose 2-O substituida,
com pontos de ramificagdo em C-3 e C-4. O sinal em 98,3 ppm no espectro de RMN-"C de
FD2 confirma a presenga de manose 2-O substituida (DUARTE et al. 2001 a). Na Tabela V
pode-se observar a alta percentagem de galactose 4-O-substituida (13,1 mol%) alem de
galactose 3- e 3,6-O dissubstituida em porcentagens equivalentes (12,6% no total). Este
resultado, juntamente com o fato de que grande parte das unidades de fucose foram
removidas do polimero original pelo processo de hidrélise parcial, indica que as unidades de
galactose sao, provavelmente, ramificadas em diferentes posigées, por cadeias laterais
constituidas por unidades de fucose na fucana original. A presenga de unidades de

galactose 4- e 3-O substituida foi confirmada pela analise de RMN-"3C, com sinaisem 77,2 e
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80,9 — 80,1 ppm atribuidos ao C-4 e C-3 O-substituido, respectivamente.

Unidades de glucose 3-O- e 3,4-O-dissubstituida nos produtos de hidrolise
do polimero permetilado confirmam resultados anteriores obtidos com a fucana F-3B de S.
stenophyllum onde as unidades de acido glucurénico e glucose sdo 4-O substituidas com
ramificagbes em C-3 (DUARTE et al. 2001 a). Esses resultados estdo parcialmente de
acordo com os obtidos para a fucana F-3B de S. stenophyllum onde foi realizado um estudo
estrutural detalhado (DUARTE et al. 2001 a). No entanto, devido a complexidade de FD2,
aliado ao fato de que a metilagdo foi conduzida apenas no polimero nativo carboxi-reduzido
(FD2), a obtengao de oligossacarideos poderia auxiliar a interpretagdo dos complexos
padrées de metilagao obtidos para esta fragao. Esses resultados sao diferentes dos obtidos
para a xilofucoglucuronana sulfatada isolada de S. schréederi, onde as unidades de acido
glucurénico 3-O substituido constituem a cadeia principal com ramificagbes em C-4 (LEITE
et al. 1998).

Fucanas contendo cadeias principais formadas por unidades de acido B-D-
glucurdénico com ramificagdes de fucose, bem como cadeias principais constituidas por acido
D-glucurénico e D-manose também tém sido relatadas para os polissacarideos de
Ascophyllum nodosum (MEDCALF et al. 1978; RIOU et al. 1996) e de Sargassum linifolium
(ABDEL-FATTAH et al. 1974), respectivamente. Ressalta-se que a fucana isolada de S.
schréeden estimulou a sintese de heparan sulfato produzido por células endoteliais em
cultura, na mesma intensidade que a heparina padrao (LEITE et al. 1998), e também inibiu a
adesao de células de ovario de hamster chinés na matriz de fibronectina, vitronectina ou
colageno tipo | (ROCHA et al. 2001). Deste modo, torna-se interessante a analise da
influéncia dos polissacarideos sulfatados e carboxilados de S. stenophyllum sobre a
interacao de células HelLa com moléculas de matriz extracelular, como mostrado

anteriormente.
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TABELA V — ANALISE DE METILAGAO DA FRAGAO FD2-c

Unidade Glicosidica| Posi¢do do Posicao FD2-c
grupamento | deduzida da mol%
O-metil substituicao

Fuc 24 3 0,8
2,3 4 3.8

3.4 2 34

2 34 3,5

3 2,4 0,9

Gal 23456 Terminal 29
2,36 4 13,1

246 3 6,2

2,4 3,6 6,4

- 2,346 3,5

Man 346 2 3,5
46 23 131

3,6 24 5,1

- 2,346 41
Glc 2,36 4 10,0
2,6 3.4 52

46 2,3 52

- 2,346 1.9

Xil 2,34 Terminal 7.4
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Figura 12 - Espectro de FT-IR na forma sdélida da fracdo FD2, isolada de S.
stenophyllum.

Figura 13 - Espectro de FT-IR na forma sélida da fragdo FD2-s, obtida de S.
stenophyllum.
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Figura 14 - ESPECTROS DE R.M.N.-”c E DEPT DA FRAGAO FD2
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Analises realizadas a 50°C, em D,0, tendo acetona como padrao interno (30,2 ppm).
Figura 15 - ESPECTROS DE R.M.N.-'*C E DEPT DA FRAGAO FD2-s
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4.3 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS DE Sargassum stenophyllum SOBRE CELULAS
HelLa

Diante dos resultados discutidos no item 4.1, os estudos referentes as fucanas
de Sargassum stenophyllum prosseguiram, utilizando fragdes nativas, com estruturas, teor
de grupos sulfato e carboxilicos distintos (F-3B e F-5B), e também a fragdo FD2, obtida a
partir do procedimento de hidrélise acida parcial, descrito no item 4.2. Foram utilizadas
também as fragdes obtidas a partir da modificagdo quimica de FD2, FD2-c (por carboxi-
reducao), FD2-s (por sulfatagdo) e FD2-cs (pelos dois métodos seqiienciais), com o objetivo
de determinar a interferéncia do teor de grupos sulfato e carboxilicos, em relagdo a fragao
original.

Deste modo, as fragdes F-3B e F-5B representam extremos estruturais das
fucanas. F-3B e F-5B sao compostas por fucose, xilose, manose, galactose, glucose na
proporgéo de 49,0; 11,1; 20,1; 19,0; 5,6 e 58,4; 2,9; 2,3; 34,1; 2,4 moles %, respectivamente.
Enquanto F-3B é formada por uma cadeia de pB-D-manose 2-O substituida, por unidades de
fucose (1—4) O-substituida e sulfatadas em C-2 e/ou C-3, F-5B € constituida por uma
cadeia principal de B-D-galactopiranose principalmente (1—6) O-substituida, ramificada com
unidades de fucose 4-sulfato (1—53) O-substituida (principalmente). Além desses
diferenciais, o teor de sulfato em F-5B é 1,7 vezes superior ao de F-3B, enquanto que o de
acido urdnico nesta ultima é 6 vezes mais elevado que F-5B (DUARTE et al. 2001 a). A
figura 17 (A, B) demonstra a atividade citotoxica da fragdo F3-B sobre células Hela, onde ha
diminuicdo do nimero de células (Figura 17 B), e importantes alteragoes morfologicas e
blebs (Tabela VI), em relagio ao controle, mostrado nas Figuras 1 a 3 (pag. 46 — 48) e 16
(pag. 75). O tratamento da monocamada de células HelLa com a fragdo F5-B (Figura 18)
levou a uma diminuicdo do numero de células, além de presenga de blebs, porém as células
mantiveram suas caracteristicas morfologicas. Este fato & bastante interessante tendo em
vista o alto teor de grupos sulfato (30,8%) encontrado em F-5B, porém deve-se ressaltar
também que o teor de monossacarideos acidos (acidos urdnicos) é baixo (2,1%), o que
poderia estar influenciando na resposta celular observada.

Embora varias propriedades biolégicas de interesse na area biomeédica
utilizando fucanas isoladas de algas marinhas tenham sido investigadas (ZHUANG et al.

1995: BLONDIN et al. 1996) estas moléculas apresentam massa molar elevada para sua
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utilizagdo como droga farmacolégica. Assim, realizou-se o processo de hidrolise acida
parcial, o qual promoveu redugido da massa molar. Este procedimento foi escolhido porque
endofucosidases nao sao disponiveis comerciaimente. A hidrélise, embora tenha causado
alteragOes estruturais como a dessulfatagdo e defucosilagdgo da molécula, permitiu a
obtencdo da fragdo FD2, de menor massa molar. Esta foi obtida a partir da fragao
parcialmente purificada por tratamento com Cetavlon, FP, a qual representa, assim como
FS, as fucanas solliveis em agua. O tratamento das células HelLa com a fragao FD2, na
concentragdo de 2,5 ug mL" (Figura 19 A), proporcionou uma diminuigao acentuada no
numero de células, e em concentragdes superiores (5 — 40 pg mL™') produziram resultados
semelhantes. A concentragdo de 80 ug mL™ (Figura 20) promoveu diminuigao do numero de
células, e consequentemente monocamadas nao confluentes. O aparecimento de
aglomerados celulares (clusters) e blebs, além de presenga de nucleos e mitoses atipicas
também foram observagdes freqientes (Tabela VI). Como esta fragao apresenta baixo teor
de grupos sulfato (8,3%) e alto teor de acidos urdnicos (19%), e massa molar reduzida,
modificagbes quimicas foram realizadas com a finalidade de verificar se a alteragao de
cargas poderia alterar a resposta biolégica observada nesta fragao. A alteragao das cargas
dos grupos carboxilicos de FD2, ou seja, o correspondente polimero carboxi-reduzido (FD2-
c) nao ocasionou alteragées significativas com excegdo da morfologia celular até a
concentracdao de 80 pg mL" (Figura 21). Porém, ao ser analisada por M.E.V., pode-se
observar alteragdes significativas na morfologia celular quando tratadas com esta fragao na
concentragao de 160 pg mL™ (Figura 22 A — D).

De modo totalmente distinto da fragdo FD2-c, a fragdo FD2-s promoveu efeitos
de grande magnitude sobre células Hela. Deve-se destacar que FD2-s apresenta
aproximadamente o dobro do teor de grupos sulfato (localizados em C-6) que FD2 e FD2-c.
A concentragao de 10 pg mL' (Figura 23), FD2-s produziu uma grande diminuigdo na
monocamada celular, com modificagao também na morfologia da célula. Em concentragoes
maiores, 20 e 40 pg mL"' (Figuras 24 e 25, respectivamente), a diminuigdo do nimero de
células foi gradativa, com maior aparecimento de células condensadas, nucleos atipicos,
clusters, blebs, além de modificagdo na morfologia celular, como demonstrado na Tabela VI.
As concentragdes de 80 e 160 pg mL"' promoveram descolamento total das células. Quando

a monocamada celular foi analisada por Microscopia Eletrénica de Varredura e Transmissao,
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pode-se verificar uma grande diminui¢ao na area celular; condensagao excessiva do nucleo
e citoplasma (Figuras 26 e 27); células totalmente destruidas (Figura 28); auséncia de
microvilosidades; alteragées nucleares, como aumento no espago intermembrana e em
diversos locais da célula (Figura 29). Portanto, o efeito observado nesta fragdo deve-se,
provavelmente, nao s6 ao grau de sulfatagao mas também as cargas negativas do acido

urénico.
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TABELA VI - ACAO DAS FUCANAS PURIFICADAS E DOS PRODUTOS DE HIDROLISE
PARCIAL SOBRE CELULAS Hela.

| Controle | F3-B | F5-B| FP | FD2 | FD2-s | FD2-c | FD2-cs
Concentragdo max. utilizada - 160 160 80® 80® 40® 160 80
(ug mL™)

Parametros morfologicos

Monocamada confluente Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao
Mitoses atipicas - - - - + + - -
Nucleos atipicos - - - - ++ ++ - +

Aparéncia de fibroblastos + ++ 4+ +++ 4 +++ + +++

Diminuigado do n° de céls. Nao Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim

Clusters Nao Nao Nao Nao Sim Sim Nao Sim
Blebs Nao Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim
Presenca de material acidéfilo + - - - - - - -

FP, fragdo precipitada por Cetavion da alga S. stenophyllum; F3-B, fragdo original da alga S.
stenophyllum; F5-B, fragao original da alga S. stenophyllum; FD2, fragao derivada de hidrélise acida
parcial e eluida com 0,5 M NaCl em coluna de DEAE—Sephacel; FD2-s, fragdo derivada da FD2 e
sulfatada; FD2-c, fracdo derivada da FD2 e carboxi-reduzida; FD2-cs, fragao derivada da FD2 e
carboxi-reduzida e sulfatada;

(a) A dose de 160 png mL"' ocasionou o descolamento total das células; (b) A dose
de 80 pg mL™ ocasionou o descolamento total das células; + , indica a quantidade relativa na
monocamada celular
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Figura 16 - Fotomicrografia da monocamada de células Hela crescidas na auséncia
de polissacarideo e observadas por M. O.

As células foram crescidas na auséncia de polissacarideos (controle), por 48 horas a 37°C;
Ampliagao original 200x.
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Figura 17 — Fotomicrografia da monocamada de células Hela crescida na presenca
da fracao F-3B de S. stenophyllum. M.O.
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As ceélulas HelLa foram crescidas na presenca da fragao F-3B na concentragao de
80 ug mL™", por 48 horas a 37°C. Ampliagao original 200X

Figura 18 - Fotomicrografia da monocamada celular crescida na presenc¢a da fragao
F-5B de S. stenophyllum. M.O.

As ceélulas Hela foram crescidas na presenca da fracao F-5B na concentragdao de
80 ug mL™", por 48 horas a 37°C. Ampliagao original 200X
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Para se confirmar tal hipétese, foi avaliado o efeito de FD2 carboxi-reduzida e
sulfatada (FD2-cs, 2,3% acidos urdnicos e 19% de sulfato) sobre células Hela, e os
resultados estdo demonstrados na Figura 30. Assim, o carater acido fornecido, tanto pelos
grupos sulfato como pelos acidos urénicos, foram fatores sinérgicos, ocasionando resposta
significativa sobre os parametros avaliados. Os resultados desta fragdo indicaram uma
diminuicdo na quantidade de células e de figuras de mitose, presenga de células
condensadas, pequena quantidade de nucleos atipicos, clusters, blebs e células com
modificagdo morfolégica acentuada (aparéncia de fibroblasto), como demonstrado na Tabela
VI. Portanto, a presenga de grupamentos sulfato parece ser o mais importante, o que pode
ser evidenciado pelo tratamento das ceélulas com a fragdo FD2-s, a qual apresentou
diminuigdo mais acentuada na adesao de células HelLa. Porém, a presen¢a de acidos
urdnicos pode ser também considerada um fator importante, mas nao primordial, pois o
tratamento da monocamada com a fragdo FD2-cs, mostrou ser agressivo para células Hela,
provavelmente pela presenga de um maior teor de sulfato no polimero, em relagéo a fragao
FD2-c.
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Figura 19 — Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca da
fracao FD2 de Sargassum stenophyllum. M.O.

As células foram crescidas na presenca da fracao FD2 por 48 horas a 37°C; A, na
concentracdo de 2,5 ug mL""; B, na concentragao de 40 ug mL"'. Ampliagao original 200x.
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Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca
da fracao FD2 de Sargassum stenophyllum. M.O.
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As células Hela foram crescidas na presenga da fragao FD2 na concentragdo de
80 ug mL™", por 48 horas a 37°C. Ampliacéo original 200X

Figura 21 — Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca

da fragcao FD2-c de Sargassum stenophyllum. M.O.
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As células HelLa foram

crescidas na presenga da fragcdo FD2-c na concentragcao de

80 ug mL™', por 48 horas a 37°C. Ampliacéo original 200X
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Figura 22 — Fotomicrografia ultraestrutural de células HelLa tratadas com a fragao
FD2-c de Sargassum stenophyllum. M.E.V.
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As células foram crescidas na presenca da fracao FD2-c, na concentragcao de 160 pug mL",

por 48 horas a 37°C, a preparagao para analise em M.E.V. foi realizada como descrito em
Material e Métodos.

Em A, esta demonstrada uma visao geral da monocamada,;
Em B, uma visdo mais aproximada de uma das células;
Em C, a seta cheia mostra os blebs; a seta tracejada mostra os filipodios;

Em D, a seta indica os blebs.
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Figura 23 — Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presencga da
fracao FD2-s de S. stenophyllum. M.O.

As células HelLa foram crescidas na presengca da fracao FD2-s na concentragéao de
10 ug mL™", por 48 horas a 37°C. Ampliagao original 200X

Figura 24 — Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca da
fracao FD2-s de Sargassum stenophyllum. M.O.
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As células Hela foram crescidas na presenca da fracao FD2-s na concentragao de
20 ug mL™", por 48 horas a 37°C. Ampliag&o original 200X
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Figura 25 — Fotomicrografia da monocamada de células Hela crescida na presenca
da fracao FD2-s de Sargassum stenophyllum. M.O.

As ceélulas Hela foram crescidas na presenga da fragcdo FD2-s na concentragao de
40 pg mL™", por 48 horas a 37°C. Ampliagao original: A, 200X; B, 1000X.
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Figura 26 — Fotomicrografia ultraestrutural de células HelLa tratadas com a fragao
FD2-s de S. stenophyllum. M.E.V.
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As células foram crescidas na presenca da fragdo FD2-s, na concentracdo de 160 ug mL™,

por 48 horas a 37°C, a preparacgao para analise em M.E.V. foi realizada como descrito em
Material e Métodos.

A, corresponde a visao geral da monocamada; a barra corresponde a 100 um;

Em B, a barra corresponde a 20 um; a seta indica Nucleo
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Figura 27 — Fotomicrografia ultraestrutural da monocamada de células HelLa crescida
na presenca da fragao FD2-s. M.E.T.

As células foram crescidas na presenca da fragdo FD2-s, na concentracdo de 80 ug mL™,
por 48 horas a 37°C, a preparagao para analise em M.E.T. foi realizada como descrito em
Material e Métodos. N, indica Nucleo

Figura 28 — Fotomicrografia ultraestrutural da monocamada de células HelLa crescida
na presenga da fragao FD2-s. M.E.T.
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As células foram crescidas na presenca da fragdo FD2-s, na concentracdo de 160 pg mL™",

por 48 horas a 37°C, a preparac¢ao para analise em M.E.T. foi realizada como descrito em
Material e Métodos.
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Figura 29 — Fotomicrografia uitraestrutural da monocamada de células HelLa crescida

por 48 horas na presenga da fragao FD2-s na concentragao de 80 ug mL"’
observada por M.E.T.
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As células foram crescidas na presenca da fragdo FD2-s, na concentracdo de 160 ug mL™,

por 48 horas a 37°C, a preparacao para analise em M.E.T. foi realizada como descrito em
Material e Métodos. N, corresponde ao Nucleo, Nu ao Nucléolo e a seta, indica o espago
perinuclear
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Figura 30 — Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca da
fracdao FD2-cs de Sargassum stenophyllum. M.O.
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As células Hela foram crescidas na presenca da fracdo FD2-cs na concentracdo de
80 ug mL"", por 48 horas a 37°C. Ampliagcéo original 200X.
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Ensaios de viabilidade celular foram desenvolvidos, considerando as
evidéncias de citotoxicidade mostrada pelos polimeros em estudos de Microscopia Otica. A
Figura 31 A demonstra a ocorréncia de uma pequena diminuigdo na viabilidade das células
Hela tratados com a fragdo F-3B a partir da concentragdo de 10 pug mL"' (32,9%),
permanecendo constante até a mais alta dose utilizada (80 pg mL™). O tratamento das
células HeLa com a fragdo F-5B nao causou diferengas na viabilidade, em relagdo ao
controle em todas as concentragdes, com 24 horas de incubagao.

A figura 31 B demonstra que o aumento do tempo de incubagéo para 48 horas,
leva a uma diminuigao significativa da viabilidade celular em todas as concentragdes
utilizadas para a fragdo F-3B, porém com a fragao F-5B a viabilidade nao se aiterou em 48
horas. Esses resuitados, reforcam a proposigcdo de que a composi¢do monossacaridica de
um polimero pode ser um fator importante neste efeito. A predominancia de unidades de
galactose, manose e principalmente fucose (fragdo F-5B) parece nao influenciar nesta
viabilidade. No entanto, a fragdo F-3B, onde ocorre também a presenca de xilose, galactose
e principalmente acidos urdnicos, diminui a viabilidade em células Hela, em relagdo ao
controle. Pode-se sugerir também que a presen¢a apenas de grupos acidos na molécula nao
seja o suficiente para desencadear efeitos de morte celular, uma vez que a fragao F-5B com
uma concentracdo de aproximadamente 30% de sulfato, nao alterou a viabilidade em células
Hela. Quando esses grupos sulfato estdo associados a presenga de monossacarideos
4cidos (acidos urénicos), como acontece na fragdo F-3B, pode ocasionar morte em cerca de
41% das células HelLa em 48 horas de exposi¢ao (Figura 31B).

O efeito das fragoes parcialmente hidrolisadas da alga S. stenophyllum sobre a
viabilidade de células Hela, estd demonstrada na Figura 32 A e B. Esses experimentos
foram desenvolvidos em 24 e 48 horas de incubagao. A avaliagao da viabilidade das células
Hela em presenca da fragao FD2 mostrou diminuigdo pouco significativa (17,4%) a partir da
concentragao de 20 ug mL™", ndo havendo variagdo na quantidade de inibigio até a dose de
160 pg mL™'. A fragdo FD2-s ocasionou uma diminuigao na viabilidade, com este tempo de
incubagao, apenas na concentragdo de 160 ug mL". As outras fracdes analisadas (FD2-c e
FD2-cs) nao apresentaram diferenga em relagao ao controle com 24 horas de incubagao
(Figura 32 A).

Quando se aumentou o tempo de incubagdo para 48 horas, Figura 32 B,
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ocorreu uma diminuigao significativa da viabilidade celular em todas as concentragoes
avaliadas das fragbes FD2 e FD2-s. Porém o tratamento com as fragées FD2-c e FD2-cs
manteve os mesmos padroes do controle, mostrando que a presenca de acidos urénicos na
fragdo pode afetar este parametro, tendo em vista a grande diminuicdo desses
monossacarideos pelo tratamento de carboxi-redugao (fragdbes FD2-c e FD2-cs). Porém
somente a presenga de cargas negativas provenientes dos grupos sulfato, com base nos
resultados obtidos pelo tratamento das células HelLa com a fragao FD2-cs, parece nao afetar
a viabilidade das células Hela, por este método, o qual € baseado na medida de atividade
metabdlica das células. A presenga dos dois grupamentos acidos (acidos urénicos e
grupamentos sulfato) levou a uma inibicdo de cerca de 40% na viabilidade celular,
demonstrando que esses dois fatores foram importantes nesse ensaio, como também foram
nos ensaios feitos com as fragcbes F-3B e F-5B, isto €, os resultados desses dois
experimentos foram complementares.

Pode-se observar que moléculas com baixos teores de acidos urénicos nao
apresentaram diminuig@o na viabilidade celular, como pode ser mostrado pelas analises com
as fragoes F-5B, FD2-c e FD2-cs (Figuras 31 e 32). Este fato esta coerente com as analises
realizadas por ELLOUALI e colaboradores (1993) que, em ensaios de citotoxicidade com a
fragao F2A da alga Ascophyllum nodosum, demonstraram que mesmo a presenga de 27,1%
de grupos sulfato e 7,8% de acidos urbnicos, além de 36% de unidades de fucose, nao
causaram citotoxicidade em culturas de células CCL39 (RIOU et al. 1996), isto é, teores
similares aos dos polissacarideos de Sargassum stenophyllum. O tratamento das células da
linhagem de carcinoma broncopulmonar (NSCLC-N6), com a fucana de A. nodosum de
forma continua, provocou uma inibigdo de cerca de 26%, na dose de 100 ng mL", em 120
dias de tratamento. Quando o tratamento foi descontinuo, a inibigao de 26%, citada

anteriormente, nao foi encontrada em nenhuma dose avaliada.
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Figura 31 — Curva dose-resposta sobre a viabilidade de células HelLa crescidas na
presenca das fragoes F-3B e F-5B extraidas da alga S. stenophyllum.
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As células Hela, foram crescidas por 24 horas (A) e 48 horas (B) na auséncia (controle -
corresponde a 100%) e na presenca das fragdes F-3B e F-5B



Resuitados e Discussdo 90

Figura 32 — Curva dose-resposta sobre a viabilidade de células HelLa crescidas na
presenga das fragcoes parcialmente hidrolisadas da alga S.

stenophyllum.
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As células Hela, foram crescidas por 24 horas (A) e 48 horas (B) na auséncia (controle) e
presenga das fragoes, FD2; FD2-s; FD2-c; FD2-cs .
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4.4 EFEITO DAS FRACOES DE HETEROFUCANAS DA ALGA Sargassum stenophyllum
SOBRE A DIVISAO CELULAR

A proliferagio celular € um processo estritamente regulado por uma série de
fatores de crescimento. Tem sido proposto que polissacarideos aniénicos, como as fucanas,
por possuir uma alta densidade de carga negativa podem ligar-se a fatores de crescimento
(BOISSON-VIDAL et al. 1995), e que essa ligagdo tem importante fungdo regulatéria na
proliferagdo celular. A possibilidade de interferéncia em elementos de matriz extracelular e,
consequentemente, na proliferagao celular, também tem sido considerada por varios autores
(LIU et al. 2000; ROCHA et al. 2001). Desta forma, para a quantificagdo das mitoses que
ocorrem nas preparagoes de células Hel.a, ao final de 48 horas de crescimento, foram feitos
ensaios_na presenga e auséncias de fucanas da alga Sargassum stenophyllum, cujos
resultados estao demonstrados nas Figuras 33 (A — F).

A figura 33 A demonstra o efeito da fragao bruta FP sobre a divisao celular.
Doses superiores a 5 pg mL™' afetam a divisao celular, sendo que na dose de 20 pg mL™', a
percentagem de mitoses foi cerca de 54% inferior ao controle. Esses resultados sao
consistentes com aqueles demonstrados na figura 15 (A — C), referentes aos parametros
morfolégicos. As figuras 33 B e 33 C apresentam os efeitos das fragdes F-3B e F-5B
respectivamente, sobre a proliferacao de células Hel a. Estas fragoes que contendo fucanas
purificadas, com caracteristicas estruturais distintas, apresentaram efeitos antiproliferativos,
que foram dose dependente, a partir de 5 ug mL". A inibigdo da proliferacao celular foi da
ordem de 90% para ambas as fragdes, na concentragao de 40 ug mL". BOISSON-VIDAL et
al. (1995) enfatizaram que o conteido de grupos sulfato bem como provavelmente seu
posicionamento espacial e massa molar sao necessarios para a expressao da atividade
antiproliferativa de fucanas. Nesse caso, polimeros desprovidos de grupos sulfato e/ou
apresentando baixa massa molar seriam desprovidos de efeitos. Com a finalidade de
verificar se isto ocorreria com as fucanas de S. stenophyllum, a fragdo FD2, obtida por
hidrolise acida parcial de FP, a qual apresenta baixo teor de grupos sulfato, foi também
avaliada quanto a atividade antiproliferativa em células Hela. Os resultados apresentados

na Figura 33 D, demonstram que, de fato, o tratamento hidrolitico imposto a FP, leva a perda
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total da atividade. Deve-se enfatizar que FD2 é um polimero completamente distinto da
fracao que Ihe deu origem, considerando que essa Ultima sofreu dessulfatagao,
defucosilagao e desramificagdo durante o processo de hidrolise quimica. Considerando tais
aspectos, a ressulfatagdo quimica da fragdo FD2, a qual ocorreu preferencialmente em
carbono 6 e portanto em uma unidade distinta daquela presente nas fucanas nativas,
poderia ser um recurso valido para avaliar a influéncia desses grupos. Assim, a fragao FD2-
s, obtida a partir da ressulfatagdo de FD2, foi estudada e os resultados de atividade
antiproliferativa estao apresentados na Figura 33 E. Verifica-se que o material ressulfatado
exibe atividade antiproliferativa de magnitude similar as fucanas nativas (F-3B e F-5B). Esta
observagao fortalece a proposigao de que a carga negativa fornecida pelos grupos sulfato é
essencial para a expressao dos efeitos antiproliferativos, mesmo em moléculas
estruturalmente distintas, seja pela defucosilagao ou dessulfatagdo ou ainda diminuiciao da
massa molar. A Figura 33 F demonstra os efeitos da fragdo FD2-c. Considerando a anulagao
das cargas conferidas pelo acido glucurénico, predomina nesta amostra as cargas negativas
provenientes do grupo sulfato (8,3%, Tabela lll). Nesse resultado chama a atengao o fato de
que, embora um efeito antiproliferativo esteja presente, este nao foi dependente da dose,
nas condigdes experimentais. O fato de nao ocorrer o bloqueio total das divisdes celulares
justifica a presenga das monocamadas confluentes com 48 horas de incubagao,
demonstradas na Figura 21, mesmo na presenca de altas concentragdes da fragao FD2-c.

A Figura 34 relaciona a densidade de carga proveniente dos grupos sulfato e
carboxilicos das diferentes amostras e a ocorréncia de mitoses. Verifica-se que, @ medida
que o teor de grupos sulfato aumenta (de 8 para 19%), a atividade antimitogénica aumentou
cerca de 4 vezes. Amostras com maior teor de grupos sulfato (30,8% fragao F-5B) nao
promoveram acréscimo adicional na atividade antiproliferativa. As fragées FD2 e FD2-c,
cujos teores de grupos sulfato e acido glucurénico sdao 8,3%, 83%; 19 E 2,1%,
respectivamente, apresentaram efeito com pouca diferenga de magnitude, sugerindo que
grupos carboxilicos, nao potencializam a atividade antimitogénica. Pelos resultados obtidos
nesta analise, pode-se sugerir que uma relagao sulfato/agucar total maior ou igual a 0,4
(Tabela 1) é importante na atividade antiproliferativa (> 70%), como observado para as
fragbes FD2-s, F-3B e F-5B. Destaca-se ainda que estudos anteriores de DUARTE et al.
(2001 a) mostraram que as fucanas F-3B e F-5B s&do desprovidas de atividade

anticoagulante, quando comparadas a heparina. Embora experimentos especificos da
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avaliagdo do indice mitético, como a incorporagdo de °H-timidina ndo tenham sido
realizados, os resultados do presente trabalho sugerem fortemente uma interferéncia neste
parametro, tornando estas moléculas atrativas do ponto de vista farmacolégico.

Comparativamente, estudos realizados sobre a atividade de fucanas de baixa
massa molar sobre linhagem de fibroblastos (CCL 39) demonstrou inibigio da proliferacao
em torno de 80% a uma concentragao de 1000 ug mL™'. Porém esta inibigio ndo excedeu
50% quando o modelo celular foi células de adenocarcinoma de colo de Gtero humano e o
efeito foi nulo em células de leucemia linfocitica (P388) e em adenocarcinoma mamario
humano (MCF7, MCF7ras). Esta agdo foi reversivel e nao foi relatada nenhuma modificagéo
da distribui¢ao celular durante as varias fases do ciclo (ELLOUALI et al. 1994). Resultados
semelhantes foram encontrados por ROCHA e colaboradores (2001) no estudo da agéo de
fucanas da alga Spatoglossum schréederi sobre células CHO e CHO-745, quando esses
polimeros ndo modificaram a proliferagao celular.

Os resultados obtidos para os polissacarideos sulfatados, nativos e
derivatizados de S. stenophyllum indicaram que o efeito antiproliferativo € dependente do
nivel de sulfatagdo, dados esses condizentes com os encontrados por outros autores
(YAMAMOTO et al. 1977, VISCHER; BUDDECKE, 1991; COOK et al. 1992). LOGEART e
colaboradores (1997), estudando os efeitos das fucanas de Ascophyllum nodosum sobre
células de mdusculo liso vascular, demonstraram, que a atividade antiproliferativa
apresentada por esses polimeros é tempo e dose dependente, sendo reversivel e nao
toxica. Com a internalizagao daquele polimero, as células permanecem na fase G¢/Gy do
ciclo celular. Este fato foi indicado também por RIOU et al. (1996), ao estudar fucanas de A.
nodosum em carcinoma broncopulmonar, demonstrando que ocorre uma preferéncia das
células em se manterem na fase G, do ciclo celular, diminuindo a percentagem de mitoses
da preparagdo. Portanto, pode-se sugerir algumas hipoteses para justificar os efeitos
antiproliferativos: (1) agao direta dos polissacarideos no aparelho mitético, (2) interferéncias
sobre fatores de crescimento, ou (3) interferéncias nas interagées das células HelLa com a
matriz extracelular. Para a confirmacao de tais hipoteses, serao necessarios estudos futuros
mais especificos. Porém, presente estudo demonstrou que fucanas de S. stenophyllum

apresentam efeito antiproliferativo, podendo ser um grande campo para investigagoes.
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Figura 33 — Avaliagdao da percentagem de mitoses de células HeLa na presenca e
auséncia de polissacarideos sulfatados da alga Sargassum stenophyllum
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As células foram crescidas por 48 horas na presenga e auséncia dos polissacarideos em

concentracdes de 5 a 40 ug mL' e posteriormente avaliadas quanto a percentagem de
mitoses, como descrito em Materiais e Métodos. Os resultados foram expressos como

meédia * desvio padrao (M * dp).
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Figura 34 — Avaliagdo da percentagem de mitoses de células HeLa na presenca e
auséncia de polissacarideos com diferentes teores de sulfato e acidos
urdnicos da alga Sargassum stenophyllum
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As células foram crescidas por 48 horas na presenga e auséncia dos polissacarideos na
concentragao de 40 ug mL"' e posteriormente avaliadas quanto & percentagem de mitoses,
como descrito em Materiais e Métodos. Os resultados foram expressos como média *+ desvio

padrao (M + dp).
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45 COMPARAGAO HISTOQUIMICA DA MONOCAMADA DE CELULAS HeLa NA
AUSENCIA E PRESENGA DE FUCANAS. EVIDENCIACAO DE GRUPOS SULFATO E
CARBOXILICOS

Sendo as heterofucanas de S. stenophyllum polimeros sulfatados, uma
interferéncia desses na produgdo e/ou secrecdao dos elementos sulfatados da matriz
extracelular de células Hela poder ser visualizada com o uso de técnicas histoquimicas
especiais, usando a coloragdao com Azul de Alcian. Em pH 1,0, este corante evidenciou
grupos sulfato, enquanto que em pH 2,5, além dos grupos sulfato, os grupos carboxilicos
também foram evidenciados (PALLADINI; LAURO, 1968; CULLING et al. 1985); a contra-
coloragao com Hematoxilina de Harris foi realizada para evidenciar o nucleo.

A figura 35 A e B demonstra a monocamada do experimento controle, corada
com Azul de Alcian em pH 2,5. Verifica-se a presenga caracteristica de células justapostas
e, evidenciado pelo Azul de Alcian, uma rede de matriz extracelular, provavelmente de
heparan sulfato, promovendo a adesdo destas células ao vidro (YAN; FRENKEL, 1994;
SCHOR, 1980; RIIKONEN et al. 1995, DONAHUE et al. 1994). A figura 36 A e B apresenta o
resultado de experimentos em que a monocamada foi tratada com fragao F-3B e corada nas
mesmas condi¢des. Este polimero induziu uma diminuigdo gradativa da rede de matriz
extracelular com o concomitante aparecimento de granulos intensamente corados no
citoplasma da célula. O tratamento da monocamada com a fragao F-5B, promoveu
diminuigdo na rede de matriz extracelular (Figura 37), quando comparada com o controle,
porém, ainda esta presente na preparagao.

A figura 38, mostra o resultado do tratamento das células com a fragao FD2-s,
a coloragao com azul de Alcian em pH 2,5 revelou uma diminuigdo gradativa da rede de
matriz extracelular, e os efeitos foram evidentes a partir da concentragao de 2,5 ug mL™' (ndo
mostrado) Na concentragdo de 40 pg mL" (Figura 38), ocorreu total desaparecimento da
rede de matriz exteriorizada pela célula, granulos corados em azul intenso no citoplasma
foram evidenciados e, também, coloragao intensa nos blebs (Figura 38 B). A coloragao com
o Azul de Alcian em pH 1,0, revelou para células controle e tratadas com a fragado FD2-s, a
presenca de granulos de coloragao intensa no citoplasma das células Hela (Figura 40), nao

foi evidenciando no controle (Figura 39). Esses resultados sugerem que o tratamento com
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estas fragoes polissacaridicas promove diminuicido da rede de moléculas de matriz
extracelular. Nao se pode afirmar, entretanto se esses seriam decorrentes de uma
internalizagéo do polissacarideo adicionado na cultura ou inibigao da sintese e/ou secregéo
de polimeros sulfatados pelas células. Neste aspecto pode-se citar os resultados de
LOGEART et al. (1997), os quais mostraram que células de musculo liso degradam heparina
apos internalizagao, mas nao degradam as fucanas. Os autores mostraram que as fucanas
de alta massa molar permaneceram intactas nestas células, enquanto que preparagoes de
menor massa molar sofrem apenas degradagdes parciais. Em contraposigao, ELLOUALI e
colaboradores (1993), usando fucanas fluorescentes, mostraram efeitos sobre células
tumorais, que nao eram dependentes da internalizagao das moléculas pelas células
utilizadas. Assim, a aparente retengcao de polimeros sulfatados no citoplasma de células
HelLa é uma questao que permanece em aberto como justificativa de investigagao futura.

Por outro lado, a interferéncia de polissacarideos na sintese de moléculas de
matriz extracelular tem sido investigada (LOGEART et al. 1996). Esses autores mostraram
que alguns tipos de polissacarideos, como fucanas de Ascophyllum nodosum foram capazes
de inibir a sintese de colageno em células musculares lisas da aorta de ratos em cultura.
VISCHER e BUDDECKE (1991) evidenciaram que fucanas promoveram substancial
alteracdo na sintese e secregao de fibronectina e trombospondina, onde para a primeira
molécula de matriz extracelular foi mostrada diminuigao e, para trombospondina, aumento
na sintese. Com o objetivo de se auxiliar na compreensao desses resultados, experimentos
de adesdo celular com moléculas de matriz extracelular especificas como fibronectina,

laminina e vitronectina, foram necessarios.
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Figura 35 — Fotomicrografia da monocamada controle de células HeLa observada por
M. O.

As células foram crescidas por 48 horas na auséncia de polissacarideo e processadas para
M.O. A coloragao foi realizada com Azul de Alcian (pH 2,5) e Hematoxilina. A coloragao azul
indica presenca de grupos sulfato e/ou carboxilicos. No controle evidencia a matriz
extracelular (seta); e a coloragao roxa pela coloragao com Hematoxilina, evidencia o nucleo.
Ampliagdo original: A, 200x.; B, 1000x.;
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Figura 36— Fotomicrografia da monocamada de células Hela crescida na presenca
da fracao F-3B de S. stenophyllum. M.O.

As células foram crescidas por 48 horas na presenca da fracdo F-3B na concentragao
de 40 ug mL™', posteriormente processadas para M.O. A coloragao foi realizada com Azul de
Alcian (pH 2,5) e Hematoxilina. A coloragcdo azul indica presenca de grupos sulfato e/ou
carboxilicos e a coloragao roxa, evidencia o nucleo.

Ampliacao original: A, 200x., B, 1000x.
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Figura 37— Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca
da fracao F-5B de S. stenophyl/lum. M.O.

As células foram crescidas por 48 horas na presenca da fracao F-5B na concentragao de
40 ug mL" e, posteriormente, processadas para M.O. A coloragéo foi realizada com Azul de
Alcian (pH 2,5) e Hematoxilina. A coloragao azul indica a preseng¢a de grupos sulfato e/ou
carboxilicos e a coloragdo roxa evidencia o nucleo. A seta indica a rede de matriz
extracelular. Ampliacao original: A, 200x., B, 1000x.
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Figura 38 — Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca da
fracdo FD2-s de S. stenophyllum. M.O.
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As células foram crescidas por 48 horas na presenca da fragdo FD2-s na concentragao de
40 ug mL" e posteriormente processadas para M.O. A coloragéo foi realizada com Azul de
Alcian (pH 2,5) e Hematoxilina. A coloragdao azul indica presenca de grupos sulfato e/ou
carboxilicos e a coloragao roxa evidencia o nucleo. Ampliagao original A, 200x., B, 1000x.
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Figura 39 — Fotomicrografia da monocamada controle de células HelLa observada por
M. O.

As células foram crescidas por 48 horas na auséncia de polissacarideo e posteriormente
processada para M.O. A coloracéo realizada com Azul de Alcian (pH 1,0) e Hematoxilina. A
coloragao azul indica presenga de grupos sulfato, no controle evidencia a matriz extracelular
(seta); e a colorag&o roxa evidencia o nucleo. A seta indica a rede de matriz extracelular.
Ampliacao original: A —200x.; B — 1000x.;
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Figura 40 — Fotomicrografia da monocamada de células HelLa crescida na presenca da
fracao FD2-s de S. stenophyllum. M.O.

As células foram crescidas por 48 horas na preseng¢a da fragao FD2-s na concentragao de
40 ug mL"' e posteriormente processadas para M.O. A coloracgéo foi realizada com Azul de
Alcian (pH 1,0) e Hematoxilina. A coloragao azul indica presenca de grupos sulfato e/ou
carboxilicos e a coloragao roxa, evidencia o nucleo. A seta indica os granulos no citoplasma
da célula. Ampliagao original A - 200x., B - 1000x.
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46 EFEITO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS DE Sargassum stenophyllum
SOBRE A ADESAO DE CELULAS Hela

As fucanas sulfatadas de S. stenophyllum devido ao seu carater fortemente
acido, apresentam-se ionizadas em pH acima de 0,5 podendo, portanto, ligar-se a uma
variedade de proteinas. In vitro, como in vivo, as fucanas estardo expostas a um complexo
ambiente constituido de proteinas em solugao, da superficie celular e da matriz extracelular.
Portanto, esses polimeros podem interferir na adesao célula-matriz e/ou na interagéo célula-
célula. As moléculas de matriz extracelular apresentam importantes fungées na adeséo e
migragao celular. Dentre as varias moléculas de matriz, o colageno tipo IV e laminina-1, que
sdo os principais componentes da membrana basal, interferem principalmente na adesao de
células epiteliais e metastases; a fibronectina € um importante constituinte do tecido
conectivo intersticial e do plasma humano, e a vitronectina é primariamente uma proteina do
sistema circulatério, com fungao de suporte no estroma de muitos tecidos (VACCARI et al.
2000). Diferentes mecanismos podem regular a adesao de células a esses substratos e,
agentes que afetem a adesao, poderiam modular os processos de invasdo e migragao
celular, dependendo da molécula de matriz extracelular envolvida (VACCARI et al. 2000).
Considerando os resultados até aqui obtidos, que mostraram influéncia na proliferagao e
descolamento das células da superficie de crescimento, uma avaliagdo quanto a
interferéncia dos polissacarideos sulfatados de S. stenophyllum sobre a interagao célula-
constituintes da matriz extracelular se fez necessaria. As moléculas de matriz utilizadas
neste trabalho foram laminina-1, fibronectina e vitronectina.

Os polissacarideos sulfatados utilizados para os testes de adesao celular em
moléculas da matriz extracelular foram as fragdes nativas F3-B, F5-B, além das amostras
obtidas pela hidrolise quimica parcial da fragdo FP, isto &, a fragdo FD2, que foi eluida com
0,5 mol L' de NaCl da coluna de DEAE-Sephacel. Os polimeros derivatizados por carboxi-
redugdo (FD2-c), e por sulfatagao quimica (FD2-s) ou por ambos os procedimentos (FD2-
cs), também foram utilizados. Como ja foi mencionado, estas modificagoes estruturais foram
feitas com o objetivo de se estabelecer qual ou quais grupamentos dos polissacarideos
seriam importantes para a adesao das celulas em constituintes da matriz.

As Figuras 41 A e B demonstram a percentagem de ades&o celular quando a

laminina-1, na concentragao de 10 pg mL}, foi utilizada como substrato de ades&o. Na figura
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41 A estao demonstrados os efeitos das fragSes nativas F-3B e F-5B, em concentragées que
variaram de 20 a 160 pg mL™'. Verifica-se que ambas as fragcdes interferem na adesao das
células Hela sobre a laminina-1. A inibicao foi da ordem de 60% na concentragéo de 20 pg
mL"', para ambas as fragdes, sendo que na concentragio de 160 ng mL" a inibigao da
adesao foi cerca de 80 e 90%, respectivamente, para as fragées F-3B e F-5B. Esses
resultados indicam a interferéncia das cargas negativas dadas pelos grupos sulfato e-
carboxilicos na interagdo célula HeLa-laminina. A adesao das células Hela sobre a matriz
de laminina-1 na presenga da fragdo parciaimente hidrolisada (FD2) e posteriormente
derivatizada (FD2-s, FD2-c e FD2-cs) estd demonstrado na Figura 41 B. Destas fragoes,
apenas a FD2-c que possui menor densidade de carga negativa pois os grupos carboxilicos
foram reduzidos, ndo inibiu de forma significativa a adesio das células a laminina. Vale
destacar que as fragées F-3B, F-5B e FD2-s, todas contendo sulfato em concentragao maior
que 15% (Tabela Ill), impediram a adesao celular na matriz de laminina, na faixa de 80 —
90% a Eoncentrag:éo de 160 pg mL"'. Estas foram as fragbes que também apresentaram
importante efeito antiproliferativo (Figura 33). Esses resultados reforgam a proposigéo de
que a presen¢a de uma maior densidade de carga, seja por grupos sulfato, ou mesmo por
grupos carboxilicos interfere na adesao de células HelLa a molécula de laminina-1.
Resultados semelhantes tém sido mostrados para fucanas nativas e supersulfatadas, as
quais inibiram a adesdo de células 3LL sobre a matriz de laminina (LIU et al. 2000). E
importante citar os resultados obtidos por SOEDA et al. (1994 a), os quais demonstraram
que a introdugdo de grupos amdnio, os quais sao carregados positivamente e, portanto,
diminuem a densidade de cargas negativas da fucana super sulfatada, promovem o
aumento na adesao de células 3LL sobre a matriz formada pelo peptideo da cadeia B1 da
laminina, YIGSR. Embora neste trabalho nao tenham sido feitos ensaios especificos para
esta regido da molécula de laminina, esta possibilidade nao pode ser excluida para as
fucanas de S. stenophyllum. Nao se deve descartar a hipétese de que os polissacarideos
possam estar interagindo com as integrinas ligantes de laminina; € amplamente aceito que
integrinas alteram a proliferagao e migragao celular (BELKIN; STEPP, 2000). A interagao
célula-laminina envolve também proteinas - nao-integrinas, como o sindecan, presente em
células epiteliais. Os sindecans, pertencentes a familia das proteoglicanas de heparan

sulfato (BELKIN; STEPP, 2000), estdo associados intracelularmente com o citoesqueleto
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Figura 41 - Efeito das fragoes de fucanas nativas e polissacarideos sulfatados e
derivatizados da alga Sargassum stenophyilum na adesao de células HeLa
sobre matriz de laminina-1.
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Laminina-1 foi incubada na concentracdo de 10 ug mL"', como indicado em Material e
Métodos. O experimento controle corresponde a 100%, os polissacarideos utilizados foram
as fragées F-3B, F-5B (A), FD2, FD2-s, FD2-c e FD2-cs (B). Os resultados, obtidos apos 2
horas de incubagao, foram expressos como media *+ desvio padréo (M * dp).



Resultados e Discussdao 107
de actina (TAMKUN et al. 1986; COUCHMAN; WOODS, 1999), extracelularmente, o core
protéico do sindecan esta ligado a uma das varias cadeias laterais de heparan sulfato, a qual
esta envolvida na interagdo com moléculas distintas da matriz extracelular (BELKIN; STEPP,
2000). Vale destacar que dentro da familia dos sindecans, o sindecan-1 associa-se com os
dominios G das cadeias a-1 e a-2 da laminina, fazendo isso via cadeias de heparan suifato
(HOFFMAN et al. 1998; KATO et al. 1995). Neste caso, considerando o alto grau de
sulfatagcdo dos polissacarideos nativos (F-3B e F-5B) de S. stenophyllum, bem como da
fragao FD2-s, uma interferéncia desses polimeros na ligagao heparan sulfato-laminina, nao
pode também ser descartada. Moléculas que promovam a diminuigdo ou mesmo a inibigiao
da interagdo da laminina com integrinas ou sindecans, podem afetar significativamente a
interagdo da célula com esta molécula de matriz e com isto alterar a morfologia, bem como
diminuir a adesao celular, parametros que foram alterados nas células Hel a.

As Figuras 42 A e B demonstram a adesao das células HelLa a matriz de
fibronectina (10 ug mL™), na auséncia ou presenca de polissacarideos. A Figura 42 A mostra
que o efeito das fragées nativas F-3B e F-5B sobre a adesao de células Hel.a a matriz de
fibronectina foi discreta, sendo da ordem de 30% na dose de 80 ug mL", para a fracao F-3B
e de 15% para a fragao F-5B. A Figura 42 B mostra que as fragdes obtidas por hidrélise
acida parcial da fragdo FP (FD2, FD2-s e FD2-cs) quando colocadas junto com as células
HelLa sobre a matriz de fibronectina, ndo afetam a adesao celular. Chama a atengao nesses
resultados o efeito da fragdo carboxi-reduzida (FD2-c) que estimulou em 60% a adesao
celular a fibronectina. Os dados descritos na literatura quanto a interferéncia de fucanas
sulfatadas na interagao célula-fibronectina, sao controversos. Enquanto SOEDA e
colaboradores (1994) mostraram que fucanas nativas e supersulfatadas nao interferem na
adesdo de células 3LL com fibronectina, os resultados obtidos por ROCHA et al. (2001)
mostraram que o tratamento de células CHO-K1 e CHO-745 com fucanas da alga parda
Spatoglossum schréederi promovem inibigdo na adesdo sobre matriz de fibronectina
(10 pg mL"). No caso de células HelLa, um polimero modificado quimicamente com menor
densidade de carga (FD2-c) favoreceu a interagdo célula-fibronectina, enquanto que
polimeros com maior densidade de carga exibiram pouco efeito. Considerando as diferencas
estruturais entre as fucanas de S. stenophyllum e a descrita para Spatoglossum schréeden

(ROCHA et al. 2001), pode-se sugerir que além da densidade de carga, a composi¢ao
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Figura 42- Efeito das fracdoes de fucanas nativas e polissacarideos sulfatados e
derivatizados da alga Sargassum stenophyllum na adesao de células HelLa
sobre matriz de fibronectina de plasma humano.
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Métodos. O experimento controle corresponde a 100%, os polissacarideos utilizados foram
as fracoes F-3B, F-5B (A), FD2, FD2-s, FD2-c e FD2-cs (B). Os resultados, obtidos apds 2
horas de incubacao, foram expressos como média + desvio padrao (M + dp).
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monossacaridica é relevante na expressao dessa atividade

Vitronectina possui fungbes de regulagao da aderéncia e de migragao celular
(PREISSNER, 1991). Assim como outras moléculas da matriz extracelular, a vitronectina
contém um peptideo RGD capaz de ligar-se aos receptores heterodiméricos da superficie
celular da familia das integrinas. Os ensaios de adesdo de células Hela frente a vitronectina
(20 pg mL™), utilizada como molécula de ancoragem, estiao demonstrados nas Figuras 43 A
e B. As fragdes F3-B e F-5B (Figura 43 A) apresentaram efeitos discretos, inibindo no efeito
maximo de cerca de 25%. A Figura 46 mostra o efeito das fragées FD2, FD2-s, FD2-c e
FD2-cs. Destas, apenas a fragdo FD2-s promoveu inibigao da adesio celular em torno de
30% em baixas concentragoes (20 ug mL"). FD2-c nao interferiu na adesao celular e as
fragdes FD2 e FD2-cs apresentaram efeito inibitério em alta concentragdo (160 ug mL™"). De
acordo com ROCHA et al. (2001), com o maximo de 3 horas de incubagdo, a adesao de
células CHO-K1 e CHO-745 sobre vitronectina nao foi afetada quando em presenga da
fucana de baixa massa molar isoladas de Spatoglossum schréedeni na concentragdo de
100 pg mL™". Com a redugdo do nimero de células, os autores observaram um decréscimo
de cerca de 30% na adesao das células CHO-K1.

Portanto, as fucanas sulfatadas purificadas de S. stenophyllum F-3B e F-5B,
bem como a fragdo de menor massa molar FD2-s, foram efetivas na inibicdo da ades&o
celular frente a laminina. Em relagao a fibronectina e vitronectina, os efeitos desses
polimeros, embora presentes, foram de menor magnitude.

O mecanismo pelo qual as fucanas exercem sua atividade biolégica é
complexo, porque suas estruturas possibilitam uma multiplicidade de interagées (BOISSON-
VIDAL et al. 1995). Esses autores sugerem que os efeitos biolégicos desses polimeros sao
relacionados a sua conformacao estrutural, préxima aquela das glicosaminoglicanas
sulfatadas endégenas encontradas nas membranas celulares. A densidade de carga, bem

como as composi¢oes das cadeias polissacaridicas sao essenciais para essas atividades.
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Figura 43- Efeito das fracoes de fucanas nativas e polissacarideos sulfatados e

derivatizados da alga Sargassum stenophyllum na adesao de células Hela
sobre matriz de vitronectina de plasma humano.
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Vitronectina foi incubada na concentracdo de 20 ug mL"' , como indicado em Material e
Métodos. O experimento controle corresponde a 100%, os polissacarideos utilizados foram
as fragdes F-3B, F-5B (A), FD2, FD2-s, FD2-c e FD2-cs (B). Os resultados, obtidos apos 2
horas de incubacgao, foram expressos como média * desvio padrao (M + dp).
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5. DISCUSSAO FINAL

A atividade biologica apresentada por polissacarideos mostra ainda muitas
controversias. Alguns autores citam como fator mais importante para esta atividade, alguns
parametros como, a massa molar (DING et al. 1998, YADOMAE, 2000), conformagio
molecular, exemplificada por estruturas altamente ordenadas como as hélices triplas
(HAMURO et al. 1971, OHNO et al. 1987, KOJIMA et al. 1986, MAEDA et al. 1988), a
distribuicao das unidades glicosidicas ao longo da cadeia principal (MISAKI et al. 1993), o
grau de ramificagao do polissacarideo (DB) (BLASCHEK et al. 1992), ou ainda a natureza
dos grupos substituintes.

Os resultados do presente trabalho permitiram verificar que as agaranas das
algas vermelhas Bostrychia montagnei e Porphyra columbina, apesar de apresentarem uma
alté densidade de carga, fornecida pelos grupos sulfato, em torno de 19%, nao ocasionaram
alteragoes significativas em células Hela, ocorrendo poucas alteragdes na morfologia em
culturas que atingiram confluéncia na monocamada celular. Esta afirmativa €& valida,
considerando que a alteragao na morfologia celular € um forte indicativo de interferéncias na
integracao entre célula-matriz extracelular. Para manter a morfologia epitelial caracteristica,
as integrinas (receptores de membrana) interagem diretamente com o citoesqueleto
(TAMKUN et al. 1986; COUCHMAN; WOODS, 1999). Com os resultados obtidos neste
trabalho, pode-se afirmar que esses polimeros lineares sulfatados, ao menos em células
Hela, nao interferem na adesao. Da mesma forma a avaliagao de polimeros lineares, onde
a densidade de carga negativa € fornecida pelos grupos carboxilicos, como os alginatos e
blocos M e G de Laminarna brasiliensis e blocos G de Sargassum stenophyllum, nao
ocasionaram alteragées significativas em células HeLa. Em contraste, fucanas sulfatadas de
S. stenophyllum com teor de grupos sulfato similar ao das galactanas testadas,
apresentaram alteragdes de morfologia, proliferacao e adesdo celular em células Hela.
Dessulfatagdo e defucosilagao concomitantemente com a diminuigao da massa molar (FD2)
ocasionou perda da atividade. Esta diferenga pode resultar no distinto teor de grupos sulfato,
com a presenca de unidades de fucose sulfatadas no polimero nativo e/ou da massa molar;
fatores esses que determinam distintas conformagdes espaciais das moléculas. Grupos

sulfato em C-6 (sulfatagao quimica) nas unidades de hexoses constituintes de FD2, restaura
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a atividade biologica, indicando que este substituinte & importante para a expressdo das
atividades em estudo, e que esses grupos em C-6 na molécula FD2 ocasionam uma
configuragido espacial adequada para expressar efeitos sobre células Hela, de maneira
similar as observadas com as fucanas nativas de S. stenophyllum. Esses resultados sdo
coerentes com os encontrados por LIU e colaboradores (2000) que ao estudarem a atividade
antiadesiva de fucanas das algas pardas Ascophyllum nodosum e Laminaria brasiliensis,
além de galactanas (carragenanas) das algas vermelhas Gigartina aciculares, Euchema
spinosum e E. cottonii, demonstraram que esta atividade depende, principaimente, da
estrutura do polissacarideo, do contetido de suifato, além da massa molar.

Alguns autores tém considerado que a atividade antiadesiva de polissacarideos
€ mediada por interagbes com a proteina adesiva e o substrato que bloqueia a ligagdo da
célula (HAROUN-BOUHEDJA et al. 2000). Na presenga de fracées de fucanas da alga
Sargassum stenophyllum, com alto teor de sulfato, e diferindo no teor de grupos carboxilicos
(F-3B, F-5B e FD2-s), os experimentos de adesao celular mostraram uma diminuigdo na
quantidade de células que permaneceram aderidas sobre a matriz formada por diversas
proteinas adesivas como laminina-1 e vitronectina, apos o tratamento. Porém somente as
fucanas nativas promoveram diminuigao na adesao de células Hela sobre a matriz de
fibronectina, indicando que a diferenga de conformagao, padrao de sulfatagdo, bem como na
massa molar, sao fatores importantes a serem considerados.

Tendo em vista a importancia farmacolégica de moléculas com potente agao
citotoxica, antimitética ef/ou antiadesiva, como os polissacarideos sulfatados de S.
stenophyllum, alguns estudos complementares seriam necessarios, para uma maior
compreensao dos mecanismos de acdo envolvidos em cada um dos efeitos encontrados.
Dentre estas avaliagdes, a marcagao do polissacarideo, para analises em M.O. e M.E. sao
necessarias para se verificar a ocorréncia de internalizagado ou mesmo ligagao direta desses
polimeros com integrinas. A cinética de interagdo polissacarideo-moléculas de matriz
extracellular, polissacarideo-integrina, analises de imunofluorescéncia com estas moléculas
poderiam esclarecer pontos importantes verificados na interferéncia da adesao de células
ocasionada por esses polissacarideos. Porém, nao se pode descartar, para uma avaliagao
mais completa, ensaios in vitro utilizando células nao transformadas, ou explantes primarios

de tecido normais, além de ensaios in vivo, com diferentes modelos animais.
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. CONCLUSOES

A fragao FD2 obtida a partir de Sargassum stenophyilum por hidrélise acida parcial é
constituida majoritariamente por galactose (40,4 mol%) e manose (19,0 mol%), além
de fucose (15,5 mol%), xilose (13,2 mol%), glucose (11,9 mol%) e acido glucurénico
(19%);

As andlises de FT-IR, RMN-">C e metilagao indicam que FD2 é constituida por uma
cadeia principal de B-D-Manp 2-O substituida, com pontos de ramificagdo em C-3 e
C-4 e B-D-Galp 6-0O substituida, com pontos de ramificagdo em C-3. As unidades de
a-L-Fucp estao principalmente 4-, 2- e 3,4-O substituidas, com grupos sulfato em C-
4. As unidades de B-D-Glcp estao principalmente 4- e 3-O substituidas;

As fucanas nativas da alga Sargassum stenophyllum apresentaram grande atividade
biolégica sobre células Hela, quando comparadas aos polissacarideos lineares
isolados de Bostrychia montagnei, Porphyra columbina (galactanas sulfatadas) e de
Laminana brasiliensis (alginato e blocos M e G) e Sargassum stenophyllum (blocos
G);

Sulfatagao quimica de FD2 (grupos sulfato preferencialmente em C-6) restaurou a
atividade biolégica a um nivel similar ao das fucanas nativas, indicando que este
polimero, de menor massa molar, porém sulfatado quimicamente, apresenta uma
conformacdo adequada para a atividade bioldgica;

A composi¢cdo monossacaridica, a presenga de cadeias laterais, acidos urdnicos,
mas principalmente o alto grau de cargas negativas do polimero (grupos sulfato e
carboxilicos), bem como a distribuicdo de cargas da molécula sao essenciais para
que ocorra citotoxicidade, alteragées morfolégicas, alteragées na divisao celular

além de interferéncia na adesao das células Hel a.
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