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RESUMO

Dermatam sulfato (DS) € membro da familia de polissacarideos lineares sulfatados,
estruturalmente complexos, denominados glicosaminoglicanos. Ele & composto
principalmente por [4-a-L-ldoA-123-B-D-GalNAc-1], e [4-o-L-GlcA-1=>3-3-D-
GalNAc-1], e seus derivados com grupos sulfato nas posi¢cdes C-2 do L-IduA e C-4
e/ou C-6 da D-GalNAc. Dentre os tunicados, a classe Ascidiacea é a maior € mais
diversa, sendo seus organismos considerados uma rica fonte de polissacarideos
sulfatados. No presente trabalho, dermatam sulfato de duas espécies de ascidias
separadas evolutivamente, da ordem Stolidobranchia e Phlebobranchia, foram
isolados e caracterizados. A analise dissacaridica de dermatam sulfato mostrou que
na espécie mais primitiva, pertencente a ordem Stolidobranchia, Herdmania momus,
a maioria das unidades dissacaridicas apresentam sulfatacdo no carbono 4 da N-
acetilgalactosamina, enquanto que em espécie mais evoluida, da ordem
Phlebobranchia, a Ciona intestinalis, grande parte dos grupos sulfatos estao
posicionados no carbono 6 da N-acetilgalactosamina. Resultados similares foram
verificados em estudos anteriores, realizados com outras espécies de ascidias
pertencentes as mesmas ordens. Desta forma, sugere-se que o aparecimento de
uma sulfotransferase especifica para o carbono 6 da galactosamina, em polimeros
de dermatam sulfato, surgiu mais recentemente no processo evolutivo dos

glicosaminoglicanos.

Palavras chaves: glicosaminoglicanos, dermatam sulfato, ascidias.
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1. INTRODUCAO

Glicosaminoglicanos (GAGs), sao polimeros lineares formados por unidades
dissacaridicas repetitivas, contendo um acido hexurénico (acido-a-L-ldurbnico; IdUA
ou acido-B-D-glucurénico; GIcUA) e uma hexosamina (N-acetil-galactosamina;
GalNac ou N-acetil-glucosamina; GlcNac). Nos GAGs sulfatados, uma ou mais
hidroxilas da hexosamina e/ou acido hexurénico estao esterificadas com sulfato
(LEHNINGER, 1995). A combinagdo de grupos sulfatados e carboxilados da aos
GAGs uma alta densidade de cargas negativas. A interacido com diferentes
proteinas e enzimas, através de regides anidnicas sulfatadas em posicoes
especificas, € a principal responsavel pela maioria das funcées desempenhadas
pelos glicosaminoglicanos (STRYER, 2004).

Estes polissacarideos sdo amplamente distribuidos no reino animal,
ocorrendo em inimeros 6rgaos e tecidos. A maioria dos GAGs podem ser
encontrados na superficie celular e na matriz extracelular dos organismos, estando
presentes na forma de polissacarideos livres, como o &acido hialurénico
(CHAKRABATI & PARK, 1980), e ligados covalentemente a uma cadeia
polipeptidica, formando os proteoglicanos (RUOSLAHTI, 1989; ORENSTAIN ef al
1978 ). Além de suas fungdes estruturais, os proteoglicanos e glicosaminoglicanos
desempenham diferentes papéis em diversos processos, como regulagao enzimatica
e adesao, crescimento, migragao ou diferenciagdo celular (LYON & GALLAAGHER,
1998; SELLECK, 2000).

Em geral, os GAGs séao classificados pelos tipos de hexosamina e acido
hexurénico e pela ligagdo glicosidica entre eles. Qutros critérios de diferenciagao
baseiam-se, ainda, no grau de sulfatagdo e na posicdo do grupo sulfato (CONRAD,
1998). Os principais GAGs encontrados em vertebrados sé&o heparina (HEP),
heparam sulfato (HP), condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), queratam
sulfato (QS) e acido hialurénico (FIGURA 1).

O dermatam sulfato (DS) ¢ um dos Unicos GAGs cujo residuo de acucar
aminado da unidade dissacaridica basica é uma N-acetil-galactosamina. Além de
possuir acido glicurénico, o DS possui também sua forma epimerizada, o acido

idurénico. Essa epimerizag&o, que ocorre em alguns residuos de acido hexurdnico,



explica o fato deste glicano possuir interacdes e fungdes bioldgicas
(ROSEMBERG et al, 1985).
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FIGURA 1- PRINCIPAIS GAGs E SUAS UNIDADES DISSACARIDICAS.




O DS ocorre principalmente na matriz extracelular e, por isso, suas funcées
sao mais restritas e especificas. Ele desempenha um importante papel na
manutengao estrutural da matriz, agindo também na retencdo e modulagédo da
atividade de citocinas e fatores de crescimento (TROWBRIDGE & GALLO, 2002).

Os fatores que determinam o comprimento das cadeias deste polissacarideo
sao até agora desconhecidos, sendo seu peso molecular relativo variando entre 10 a
45KDa (COMPER & LAURENT, 1978).

As unidades dissacaridicas de DS apresentam grupos sulfatos posicionados
no carbono 2 do &cido idurbnico e no 4 efou 6 da N-acetil-galactosamina. Estes
padrées de sulfatagao distintos se devem a acao de sulfotransferases especificas
que, na biosintese deste polissacarideo, irdo sulfatar os residuos de IduA e GalNAc.
As sulfotransferases que participam da sintese do DS sdo: IduA 2-O-
sulfotransferase, GalNAc 4-O-sulfotransferase e GalNAc 6-O-sulfotransferase
(CHENG et al, 1994).

O dermatam sulfato extraido da pele de suinos, por exemplo, & composto, na
sua maioria, por N-acetil-galactosamina 4-O-sulfatada e acido-L-idurénico (FIGURA
4). Alguns residuos de &cido-L-idurénico (~ 7%) sdo 2-O-sulfatados e algumas
unidades de N-acetil-galactosamina 6-O-sulfatadas (~ 5%) ou 4,6-O-sulfatadas
(PAVAO et al., 1998).

O Laboratoério do Tecido Conjuntivo da Universidade Federal do Rio de
Janeiro esta envolvido no estudo da estrutura e fungdo de glicosaminoglicanos
sulfatados extraidos de invertebrados marinhos, principalmente de ascidias, uma
rica fonte dessas moléculas.

Ascidias sao organismos marinhos sésseis de ampla distribuicéo,
encontrados desde grandes profundidades até aguas rasas, imersos em sedimento
mole ou incrustados em diferentes tipos de substratos consolidados (RODRIGUES
et al, 1997).

Dos varios grupos que compdem as comunidades marinhas incrustantes, as
ascidias, segundo YAMAGUCHI (1975), constituem um dos mais importantes.

Os individuos da classe Ascidiacea ocorrem em formas solitarias, também
denominadas de ascidias simples, que podem aparecer em distribuicdo agregada, e

em formas coloniais ou compostas, geralmente incrustantes (ROCHA, 1988).




Externamente, as ascidias s&o revestidas por uma tunica, que envolve

completamente o individuo, no caso de espécies solitarias, ou podem formar uma
cobertura comum em espécies coloniais (RODRIGUES et al, 1997).

Os organismos da classe Ascidiacea pertencem ao Filo dos Cordados, subfilo
dos Urocordados, ou Tunicados, formando um elo entre invertebrados e vertebrados
(FIGURA 2). A classificagao deste grupo como Cordados provém da presenca de
notocorda, tubo neural e fendas branquiais na fase larval, caracteristicas que
regridem no individuo adulto, permanecendo somente as fendas branquiais
(BARNES, 1980) (FIGURA 3).
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FIGURA 2- DESENHO ESQUEMATICO MOSTRANDO A FILOGENIA DOS UROCORDADOS,
SWALLA (2000).

Segundo LAHILLE (1886), esta classe pode ser taxonomicamente dividida em
trés ordens: Aplousobranchia, Phlebobranchia e Stolidobranchia. A ordem
Aplousobranchia, considerada a mais primitiva, € composta por organismos
coloniais, os quais possuem corpo subdividido em térax e abdome, estbmago e
orgaos reprodutores nunca situados no térax e cesta branquial apresentando vasos
transversais, sem vasos longitudinais ou pregas. A ordem Stolidobranchia engloba
espécies tanto coloniais como solitarias, com individuos apresentando cesta

branquial com pregas, tentaculos simples ou ramificados e gbnadas com posi¢des
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variadas, nos dois lados do corpo. As espécies da ordem Phlebobranchia,

filogeneticamente a mais evoluida, s&do solitarias, apresentando vasos longitudinais
dentro da faringe, cesta branquial sem pregas, tentaculos simples e gbénadas
situadas dentro da alga intestinal.

tinica

faringe com
fendas branquiais

ADULTO E DE UMA LARVA DE ASCIDIA, ROCHA (2001).

A colonialidade dentro dos Urocordados € uma das caracteristicas que vém
sendo utilizada na tentativa de se explicar a posicéo filogenética das trés ordens
citadas a cima. Como apenas a ordem mais evoluida, Phlebobranchia, é
exclusivamente composta por espécies solitarias, espera-se que 0s ancestrais
coloniais dos Tunicados tenham recebido um tipo de celulose sintetase de um
simbionte, desenvolvendo um estilo de vida solitario (MATTHYSSE et al., 2004).
Desta forma, as espécies coloniais estariam filogeneticamente mais proximas dos
ancestrais dos Cordados do que espécies solitarias (SWALLA, 2004).

Dermatans sulfatos de trés espécies de ascidias foram isolados pelo
Laboratério de Tecido Conjuntivo-UFRJ: Styela plicata, Halocynthia pyriformis e
Phallusia nigra (anteriormente classificado com Ascidia nigra). PAVAO et al (1995) e
PAVAO et al (1998) demonstraram por andlise estrutural que eles diferem do
dermatam sulfato de mamiferos no grau e posicao de sulfatagao.

Dermatans sulfatos das ascidias S. plicata e H.pyriformis, espécies da ordem
Stolidobranchia, possuem ~80% das unidades dissacaridicas compostas por

residuos de acido idurénico 2-O-sulfatado e N-acetil galactosamina 4-O-sulfatada

5
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(PAVAO, 1998) (FIGURA 4). Por outro lado, no dermatam da Phallusia nigra,
espécie da ordem Phlebobranchia, 76% dos dissacarideos sdo formados por

residuos de acido idurbnico 2-O-sulfatado, mas neste caso, apresentando N-acetil-
galactosamina 6-O-sulfatada (PAVAO et al, 1995) (FIGURA 4).
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Ha/ocynr/a pyriformis

FIGURA 4- UNIDADES DISSACARIDICAS REPETITIVAS DO DS DE MAMIFERO, Phallusia nigra, Styela plicata
e Halocyntia pyriformis.

Os resultados das andlises dissacaridicas do dermatam sulfato de ascidias
mostraram que estes cordados primitivos possuem moléculas com alto teor de
acido-L-idur6nico 2-O-sulfatado. Porém, houve uma diferenca na posicdo de
sulfatagéo da N-acetil-galactosamina, entre as espécies estudadas. Foi observado
que espeécies mais primitivas, pertencentes a ordem Stolidobranchia, S. plicata e H.
pyriformis, apresentam sulfatagdo no carbono 4 da galactosamina, enquanto que
uma espécie mais evoluida, da ordem Phlebobranchia, P. nigra, apresenta
sulfatagdo no carbono 6 da galactosamina. Sendo assim, o aparecimento de uma
sulfotransferase especifica para o carbono 6 da galactosamina em polimeros de

dermatam sulfato, pode ter surgido mais recentemente no processo de evolucdo dos

urocordados.




2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estender as analises de polimeros de dermatam sulfato para outras espécies
de ascidias da ordem Phlebobranchia e Stolidobranchia, verificando diferencas nos
padroes de sulfatagdo dessas moléculas entre as espécies primitivas e mais
evoluidas. Para isto, foram analisadas as espécies Ciona intestinalis, da ordem
Phlebobranchia, e a Herdmania momus, da Stolidobranchia (FIGURA 5).

FIGURA 5- FOTOGRAFIA DAS ESPECIES ESTUDADAS:
Ciona intestinalis E Herdmania momus, GITTENBERGER (2002).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Extrair glicosaminoglicanos sulfatados das ascidias Ciona intestinalis e
Herdmania momus no estagio adulto;

= Purificar o dermatam sulfato dessas ascidias;

= Caracterizar estruturalmente o dermatam sulfato presente nas ascidias.




3. MATERIAIS E METODOS

Coleta dos animais - As ascidias da espécie Herdmania momus foram coletadas
por mergulho livre em Angra dos Reis, Rio de Janeiro. Ainda em campo, as
visceras foram isoladas das tunicas através de um corte transversal feito no
corpo de cada individuo. O material foi acondicionado em acetona e transportado
ao laboratério em baixa temperatura. A espécie Ciona intestinalis foi obtida do
Marine Biological em Massachussets, Estados Unidos, e enviadas para a
Washington University — Saint Louis, Estados Unidos, onde as visceras foram
removidas pela Dra. Cristina Vicente e enviadas, ja desidratadas, ao laboratério

no Brasil.

Preparo das visceras - Para purificacao do DS, os lipidios presentes nos tecidos
foram eliminados através de precipitagdo em acetona a 4°C, por 12 horas. O

material desidratado foi levado a estufa a 60°C obtendo-se o p6 cetdnico.

Extracdo dos GAGs das ascidias - As visceras secas foram submetidas a
digestao proteolitica com papaina, em tampao 0,1M de acetato de sodio (pH 5,5,
contendo 5mM de EDTA e 5mM de cisteina) incubadas a 60°C, por 24 horas.
Visando uma preé-purificacdo dos polissacarideos sulfatados, o material foi
precipitado com CPC 0,5% e diferentes concentragdes de etanol absoluto (50%,
75% e 100%), utilizando a mesma metodologia descrita em VIEIRA et al (1991),
para outros tecidos. Os “pellets” desta precipitagio foram secos em estufa a 60°C
e diluidos em cerca de 500ul de agua destilada. Os polissacarideos totais

extraidos das ascidias foram visualizados por eletroforese em gel de agarose.

Purificagdo do dermatam sulfato — Os polissacarideos totais de cada ascidia
foram aplicados a uma coluna de troca idnica Mono Q-FPLC (HR 5/5)
(Amersham Pharmacia Biotech), equilibrada em tampao Tris-HCI 0,1M (pH 8),
contendo EDTA 5mM. Os glicanos foram eluidos com um gradiente linear (0-
2,0M) de NaCl, em um fluxo de 1ml/min. Fragbes de 0,5ml foram coletadas e
analisadas com relacdo a sua propriedade metacromatica (absorbancia a

525nm), usando 1,9-azul de dimetilmetileno (DMB). As fragcdes contendo material
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metacromatico foram agrupadas em picos, dialisadas contra agua destilada e
liofilizadas. Em seguida, os polissacarideos presentes em cada pico foram

analisados por eletroforese em gel de agarose.

Eletroforese em gel de agarose - Os polissacarideos sulfatados obtidos em cada
extragao ou purificados por cromatografia de troca idnica foram analisados por
eletroforese em gel de agarose como descrito por DIETRICH & DIETRICH
(1976). Brevemente, aliquotas contendo aproximadamente 15ug foram aplicadas
em um gel de agarose 0,5% em tampao 0,05M 1,3-diaminopropano/acetato (pH
9,0) e submetidos a uma corrida eletroforética por 1 hora a 120V. Uma mistura de
condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparina foi utiizada como padrao de
GAG. Apos eletroforese, os polissacarideos foram precipitados no gel com uma
solucao de 0,1% de brometo de cetiltrimetilamoneo por 12 horas e, em seguida,

corados com azul de toluidina 0,1% em acido acético/etanol/agua (0,1: 5:5, v/v).

Eletroforese em gel de policrilamida - O peso molecular dos dermatans sulfatos
encontrados nas diferentes espécies de ascidias foi estimado por eletroforese em
gel de policrilamida. Cerca de 10ug das amostras de dermatam sulfato foram
aplicadas num gel de policrilamida 7,5%, contendo 1mm de espessura, em
barbital sédico 0,02M (pH 8,6). Apos a corrida de 30 minutos a 100V, o gel foi
corado com azul de toluidina 0,1%, em acido acético 1% e descorado em solugao
de acido acético 1%. Os resultados foram comparados aos padrées utilizados
previamente por MOURAO et al (1996).

Tratamento enzimatico — Os polissacarideos extraidos dos tecidos das acidias
(~10pg) foram incubados com 0,05 U de condroitinase AC e ABC em 10ul de
tampao etilenodiamino, a 37°C, por 12 horas. A degradacdo enzimatica foi

verificada por eletroforese em gel de agarose do material intacto e degradado.

Clivagem deaminativa com acido nitroso — A clivagem deaminativa em pH 1,5 foi
realizada de acordo com o método descrito por SHIVELY & CONRAD (1976).

Brevemente, aliquotas contendo 20ug de polissacarideos totais extraidos das




ascidias foram incubadas por 2 horas, em temperatura ambiente, com 5ul de
HNO:. A solugéo foi entdo neutralizada com 1M de Na,COj;. Os polissacarideos
intactos e degradados foram analisados por eletroforese em gel de agarose,

como descrito anteriormente.

Dosagem de éacido urénico — A concentracio de dermatam sulfato nas amostras
foi estimada por seu contetido de acido urbnico, através do método de carbazol
(BITTER & MUIR, 1962).

Andlise dissacaridica do dermatam sulfato — Cerca de 300 pg de dermatam
sulfato das espécies H. momus e C. intestinalis foram degradados com 0,05U de
condroitinase ABC em tampao Etilenodiamino (pH 7,0), a 37°C, por 12 horas. A
cada 12 horas, nova aliquota de 0,05U de enzima foi adicionada a solucao, até a
obtencao de um total de 0,2U de enzima. Os dissacarideos formados foram
recuperados em uma coluna de gel filtracdo Superdex 75 (Amersham Pharmacia
Biotech), conectada a um sistema HPLC Shimadzu (Tokio, Japao). A coluna foi
equilibrada em solugdo aquosa de acetonitrila 20% (pH 3,5), em um fluxo de
0,5mi/min. Fracbes de 2ml foram coletadas e checadas quanto a sua
absorbancia (232nm). As fracdes contendo os dissacarideos foram liofilizadas e
analisadas em coluna de troca i6énica Spherisorb-SAX (Sigma-Aldrich) de 25cm,
conectada a um sistema HPLC. A coluna foi eluida com um gradiente linear (0-
1M) de NaCl, em um fluxo de 0,5ml/min e a absorbéancia lida a 232nm. Para

identificacdo dos dissacarideos, o material analisado foi comparado, quanto a

posigao de sulfatagcdo, com os dissacarideos padrdes citados a seguir: pico 1, o-
AHexUA-GalNAc; pico 2, a-AHexUA-GalNAc(6S); pico 3, a-AHexUA-GalNAc(4S);
pico 4, a-AHexUA(2S)-GalNAc(6S); pico 5, a-AHexUA-GalNAc(4S, 6S): pico 6, a-
AHexUA(2S)-GalNAc(4S); pico 7, a-AHexUA(2S)-GalNAc(4S, 6S).




4. RESULTADOS

4.1. EXTRACAO DOS GAGs DAS ASCIDIAS

Os polissacarideos sulfatados foram extraidos das espécies Ciona intestinalis
e Herdmania momus e precipitados com diferentes concentracées de etanol. O
conteudo de polissacarideos em cada precipitacao foi o mesmo, independente da
concentragao de etanol, desta forma, o material das trés precipitacées foi agrupado
para ambas espécies.

Analisando os polissacarideos totais extraidos da Ciona Intestinalis é possivel
observar a presenga de uma banda metacromatica majoritaria, de migragéo
eletroforética similar ao dermatam sulfato padrdo. Outras duas bandas mais sutis,
migrando como condroitim sulfato e heparina padrées, foram também observadas.
Uma quarta banda foi visualizada migrando abaixo da heparina (FIGURA 6A).

Os polissacarideos totais de Herdmania momus migraram em trés bandas de
mesma intensidade metacromatica: uma com a mesma mobilidade que condroitim
sulfato de mamifero, outra migrando entre os padrées de dermatam sulfato e

heparina e a ultima co-migrando com a heparina (FIGURA 6B).

A B
Ciona intestinalis LH Herdmania momus L
B T
Hep w e m i
-]
Origem
Pd Polissacarideos totais
Acido nitroso * Acido nitroso *
Condroitinase AC * Condroitinase AC *
Condroitinase ABC - - - * Condroitinase ABC - - - *

FIGURA 6 - GEL DE AGAROSE DOS F’OLIS~SACAR§DEOS TOTAIS DE Ciona intestinalis (A) E Herdmania
momus (BY ANTES E DEPOIS DA INCUBACAO COM ACIDO NITROSO E CONDROITINASE AC E AB.

A fim de identificar especificamente os polissacarideos extraidos das ascidias,
as amostras foram submetidas a tratamento quimico e enzimatico. A clivagem
deaminativa por acido nitroso ocorre em polissacarideos N-sulfatados ou N-livres,
como € o caso de glicosaminoglicanos como a heparina e o heparam sulfato. Os

tratamentos enzimaticos com as condroitinases AC e ABC promovem a degradacao
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de condroitim sulfato, sendo que, no tratamento com condroitinase ABC, ha também
a degradacao de dermatam sulfato.

Na espécie Ciona intestinalis, foi observada a presenca de dermatam sulfato
e de um polissacarideo N-sulfatado ou N-livre. O dermatam sulfato foi resistente a
condroitinase AC e ao acido nitroso, sendo degradado pela condroitinase ABC. A
banda metacromatica de migracao similar a heparina, mostrou-se tratar de um
polissacarideo N-sulfatado ou N-livre, ja que foi degradada no tratamento com acido
nitroso. Entretanto, as bandas que migraram acima do dermatam e abaixo da
heparina ndo puderam ser identificadas, sendo resistentes aos trés tratamentos
realizados (FIGURA 6A).

Os trés polissacarideos presentes na ascidia Herdmania momus puderam ser
identificados. A banda que migrou entre os padroes de dermatam e heparina foi
degradada ap6s o tratamento com condroitinase ABC, mas nao com condroitinase
AC ou com acido nitroso, identificando-a como dermatam sulfato. A outra banda,
localizada logo abaixo do dermatam sulfato, pode ser considerada um
polissacarideo N-sulfatado ou N-livre, ja que foi degradada pelo &cido nitroso. A
terceira banda, com migracao superior ao dermatam sulfato, parece se tratar de um
condroitim sulfato, ja que foi degradado na presenga de condroitinase AC e
resistente ao tratamento com acido nitroso (FIGURA 6B). Surpreendentemente, esta
banda foi resistente ao tratamento com a condroitinase ABC, enzima que degrada
condroitim e dermatam sulfato. Isto pode ter ocorrido devido a uma maior
seletividade da enzima utilizada para dermatam sulfato como seu substrato, nao

degradando o condroitim sulfato.

4.1.2. PURIFICACAO DO DERMATAM SULFATO DAS ASCIDIAS

O dermatam sulfato foi purificado pela aplicagao do material extraido de cada
ascidia em uma coluna de troca iénica, Mono-Q/FPLC e eluigdo em um gradiente de
NaCl (0,0-2,0M). As fragbes coletadas nestas cromatografias foram verificadas
guanto a sua propriedade metacromatica em DMB e os picos identificados entao
agrupados. O contelido polissacaridico de cada pico foi visualizado por eletroforese

em gel de agarose.
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Entre os polissacarideos extraidos da espécie Ciona infestinalis, trés picos
distintos foram formados (FIGURA 7A). O pico 1 (P1) é caracterizado apenas pela
presenca do polissacarideo que migrou abaixo da heparina. No pico 2 (P2), pequena
quantidade de dermatam sulfato ocorre concomitantemente com os glicanos de
migracao eletroforética similar a heparina e condroitim sulfato padrées. O dermatam
sulfato foi isolado no pico 3 (P3) (FIGURA 7B).
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FIGURA 7- (A) PURIFICACAO DO DS DE Ciona intestinalis EM COLUNA DE TROCA IONICA MONO Q-FPLC.
(B) GEL DE AGAROSE INDICANDO O DS PURIFICADO NO PICO 3.

Na espécie Herdmania momus, os polissacarideos eluiram em apenas dois
picos (FIGURA 8A). No primeiro, foram observados o polissacarideo N-sulfatado ou
N-livre e o condroitim sulfato, enquanto no segundo, o dermatam sulfato estava
purificado (FIGURA 8B).
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FIGURA 8- (A) PURIFICACAO DO DS DE Herdmania momus EM COLUNA DE TROCA IONICA MONO Q-
FPLC. (B) GEL DE AGAROSE INDICANDO O BS PURIFICADO NO PICO 2.



Apds a purificagdo, o dermatam suifato de cada espécie foi comparado
quanto suas propriedades eletroforéticas, com o respectivo polissacarideo de
ascidias ja estudadas, pertencentes as mesmas ordens.

Tanto os dermatam sulfatos das espécies da ordem Stolidobranchia (Styela
plicata e Herdmania momus) como da Phlebobranchia (Phallusia nigra e Ciona
intestinalis), apresentaram similar mobilidade quando comparados entre si. Os
polissacarideos das espécies mais primitivas migraram entre os padrdoes de
dermatam e heparina, enquanto os das mais evoluidas, igualmente ao dermatam
padrado (FIGURA 9).

Em relagdo ao peso molecular, nenhum padrdo foi verificado entre os
polissacarideos analisados. O dermatam sulfato de H. momus e C. intestinalis
migraram em torno de ~7TMMx10™ enquanto os das outras espécies, entre 4 ¢

5MMx10™. A banda referente ao dermatam de mamifero migrou pouco acima de
5MMx10™ (FIGURA 10).
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FIGURA 9- GEL DE AGAROSE COMPARANDO O DS FIGURA 10- GEL BARBITAL COMPARANDO
PURIFICADO DAS ASCIDIAS PERTENCENTES AS O PESO MOLECULAR DO DS PURIFICADO
ORDENS STOLIDOBRANCHIA E PHLEBOBRANCHIA. DAS ASCIDIAS E DE MAMIFEROS.

4.3. CARACTERIZACAO DO DERMATAM SULFATO DAS ASCIDIAS

O conteudo dissacaridico do dermatam sulfato extraido e purificado de cada
ascidia foi identificado por andlise em coluna de troca i6nica forte, apds clivagem por
condroitinase ABC. Os dissacarideos foram eluidos em gradiente de NaCl e seu

perfil de eluicdo comparado com de padrdes de dissacarideos comerciais (FIGURA
11).
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O dermatam sulfato da ascidia Ciona intestinalisé composto,
majoritariamente, por dois dissacarideos, um formado por acido hexurénico-2-
sulfatado e N-acetilgalactosamina-6-sulfatada (~ 36%) (pico 4 da FIGURA 12A)e o
% outro por acido hexurdnico nao sulfatado e N-acetilgalactosamina-4-sulfatada (~
31%) (pico 3 da FIGURA 12A). Ainda outro dissacarideo composto por acido-
hexurbnico nao sulfatado e N-acetilgalactosamina-6-sulfatada (~ 25%) (pico 2 da
FIGURA 12A) esta presente neste polimero. Dissacarideos nao sulfatados ou

trissulfatados foram detectados em propor¢des bem inferiores. Estes dados podem

ser melhor observados na tabela 1.

A
; Padrdes Legenda dos picos:
200— —200 1. a-AHexUA-GalNAc
? E 2. a-AHexUA-GaINAc(6S)
R %0 3. a-AHexUA-GalNAc(4S)
i
£ 00 7 | 100 4. a-AHexUA(2S)-GalNAc(6S)
% 5. a-AHexUA-GalNAc(4S, 6S)
2 50~ 50 6. a-AHexUA(2S)-GalNAc(4S)
7. a-AHexUA(2S)-GaINAc(4S, 6S)
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FIGURA 11- ANALISE DOS DISSACARIDEOS PADROES EM COLUNA DE TROCA IONICA FORTE

SAX-HPLC.
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FIGURA 12- ANALISE DA COMPOSICAO DISSACARIDICA DO DS PURIFICADO DE Ciona intestinalis (A)
E Herdmania momus (B) EM COLUNA DE TROCA IONICA FORTE SAX-HPLC.
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O conteudo dissacaridico de dermatam sulfato da ascidia Herdmania momus
apresentou grande homogeneidade. Aproximadamente 81% das unidades sao
compostas de acido hexurbnico-2-sulfatado e N-acetilgalactosamina-4-sulfatada
(pico 6 da FIGURA 12B), sendo 18% compostas por acido hexurénico nao sulfatado
e N-acetilgalactosamina-4-sulfatada (pico 3 da FIGURA 12B).

TABELA 1- COMPOSICAO DlSSACARiDICA. DO DS DAS ASCIDIAS E DE MAMiFERO (%)
(¢ PICOS PADROES EM ORDEM DE ELUICAQ, " PAVAO et al., 1998 E PAVAO et al., 1995).

Stolidobranchia Phlebobranchia
Picos® | Dissacarideos H. pyriformis® | S. plicata® | H. momus | P. nigra® | C.intestinalis | Mamifero °
! a—AHexUA-GalNAc i i 025 1,1 5,61 -
2 a~AHexUA-GalNAc(6S) 1 1 - 21,4 25,35 5
3 a-AHexUA-GalNAc(4S) 29 28 18,46 - 30,77 80
4 a—AHexUA(2S)-GalNAc(6S) - 5 0,54 76,6 36,1 -
5 a~AHexUA-GalNAc(48S, 6S) - - - - - 8
6 a—AHexUA(2S)-GalNAc(4S) 70 66 80,76 - 2,17 7
7 a-AHexUA(2S5)-GalNAc(4S,6S8) - - - 0,9 - -

Na tabela 1, pode ser visualizada uma comparacdo da composicao
dissacaridica do dermatam sulfato de diferentes espécies de ascidias das ordens
Stolidobranchia e Phlebobranchia, bem como de mamiferos. Pode-se notar que, no
dermatam das ascidias da ordem Stolidobranchia (Halocynthia pyriformis, Styela
plicata e Herdmania momus) ha um conteldo muito pequeno de dissacarideos
contendo sulfatacdo na posi¢ao 6 da N-acetilgalactosamina, representando de 0,5 a
5% do polimero, enquanto unidades sulfatadas na posicao 4 representam quase a
totalidade da molécula. Ja no conteudo dissacaridico do dermatam sulfato extraido
das ascidias da ordem Phlebobranchia (Phallusia nigra e Ciona intestinalis), pode-se
observar a predominancia de unidades sulfatadas na posicdo 6 da N-

acetilgalactosamina e algum contetido de dissacarideos sulfatados na posicao 4.
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5. DISCUSSAO

Polimeros de dermatam sulfato, extraidos de duas espécies de ascidias
separadas evolutivamente, foram purificados e caracterizados quanto a posicao de
seus grupos sulfatos. Analisando a composicao das unidades dissacaridicas destes
polissacarideos € possivel verificar a existéncia de padrboes de sulfatagao distintos
para cada ordem estudada.

A semelhanca entre os polissacarideos das espécies pertencentes a mesma
ordem, p&de ser verificada quando estes foram analisados, lado a lado, quanto suas
propriedades eletroforéticas. Tanto os dermatans sulfatos das espécies da ordem
Stolidobranchia (Styela plicata e Herdmania momus) como da Phlebobranchia
(Phallusia nigra e Ciona intestinalis), apresentaram bandas metacromaticas
migrando de forma similar quando comparados entre si (FIGURA 9).

O dermatam sulfato da ascidia considerada filogeneticamente mais evoluida,
pertencente a ordem Phlebobranchia, Ciona intestinalis, apresenta 36% de seus
dissacarideos compostos por acido hexurénico-2-sulfatado e N-acetilgalactosamina-
6-sulfatada e apenas 2% por acido hexurdnico-2-sulfatado e N-acetilgalactosamina-
4-sulfatada. Nos outros dois dissacarideos encontrados, apenas a galactosamina
possui grupos sulfatos, sendo 25% no C-6 e 30% C-4 (TABELA 1). Resultados
semelhantes foram verificados em PAVAO et al. (1995), onde a analise dissacaridica
do dermatam sulfato de outra espécie de ascidia, Phallusia nigra, também da ordem
Phlebobranchia, revelou que 76% de suas unidades eram compostas por acido
hexurbénico-2-sulfatado e N-acetilgalactosamina-6-suifatada e 21% por acido
hexurbnico nao sulfatado e N-acetilgalactosamina-6-sulfatada. Entretanto, ao
contrario do dermatam de Ciona intestinalis, nenhuma unidade de acido hexurdnico
nao sulfatado e N-acetilgalactosamina-4-sulfatada foi detectada.

Os dissacarideos da ascidia mais primitiva, da ordem Stolidobranchia,
Herdmania momus, sao compostos principalmente (80%) por acido hexurénico-2-
sulfatado e N-acetilgalactosamina-4-sulfatada, contendo uma menor fragdo (18%)
formada por acido hexurdnico ndo sulfatado e N-acetilgalactosamina-4-sulfatada.
Dissacarideos nao sulfatados ou disulfatados nas posi¢cdes C-2 e C-6 do acido

idurébnico e da galactosamina, respectivamente, foram detectados em proporgoes
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bem inferiores (TABELA 1). Estes resultados, mais uma vez, coincidiram com as
analises dissacaridicas realizadas em espécies da ordem Stolidobranchia, por
PAVAO et al. (1998). Os dermatans sulfatos das ascidias Styela plicata e
Halocynthia pyriformis também apresentam, na sua maioria, seus dissacarideos
compostos por acido hexurénico-2-sulfatado e N-acetilgalactosamina-4-sulfatada (66
e 70%) e acido hexurdnico néo sulfatado e N-acetilgalactosamina-4-sulfatada (28 e
29%).

Os estudos de glicosaminoglicanos em ascidias revelaram que o dermatam
sulfato extraido das ascidias mais primitivas (Halocynthia pyriformis, Styela plicata e
Herdmania momus) é constituido quase na sua totalidade por unidades
dissacaridicas sulfatadas na posicdo 4 da N-acetilgalactosamina. Por outro lado, as
espécies mais evoluidas (Phallusia nigra e Ciona intestinalis), apresentam
predominancia de grupos sulfatos na posicdo 6 da N-acetilgalactosamina. Estes
resultados apdiam a hipotese de que uma sulfotransferase especifica para o
carbono 6 da galactosamina tenha surgido mais recentemente o processo evolutivo
dos Urocordados.

Desta forma, como 30% das unidades dissacaridicas de dermatam sulfato de
Ciona intestinalis sdo compostas por acido hexurénico nao sulfatado e N-
acetilgalactosamina-4-sulfatada e 2% por acido hexurénico-2-sulfatado e N-
acetilgalactosamina-4-sulfatada, sugere-se que esta espécie seja mais primitiva que
a Phallusia nigra, a qual ndo contem nenhum grupo sulfato na posicdo 4 da
galactosamina.

No caso das ascidias pertencentes a ordem mais primitiva, espera-se que a
espécie Styela plicata esteja filogeneticamente mais proxima a ordem
Phlebobranchia, pelo fato de possuir algum contetido dissacaridico com sulfatacéo
no carbono 6 da galactosamina.

Dermatans sulfatos de espécies da ordem Aplousobranchia ndo puderam ser
caracterizados, pois esta € composta apenas por espécies col6nias, das quais ndo é
possivel separar a tunica das visceras. Entretanto, de acordo com a hipétese
apresentada por SWALLA (2004), esta ordem € considerada a mais primitiva pelo
fato de nao possuir individuos solitarios. Sendo assim, espera-se que o dermatam
sulfato desta ordem seja composto exclusivamente por unidades dissacaridicas com

grupos sulfatos posicionados no C-4 da galactosamina.
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6- CONCLUSAO

Os resultados das analises dissacaridicas dos dermatans sulfatos das
ascidias mostraram que espécies mais primitivas, pertencentes a ordem
Stolidobranchia, Styela plicata, Halocyntia piriformes e Herdmania momus, s&o
compostas, principalmente, por dissacarideos contendo sulfatagdo no carbono 4 da
galactosamina, enquanto que em espécies mais evoluidas, da ordem
Phiebobranchia, Phallusia nigra e Ciona intestinalis, apresentam, na sua maioria,
dissacarideos sulfatados na posicao 6 da galactosamina, corroborando a hipétese
que o aparecimento de uma sulfotransferase especifica para o carbono 6 da
galactosamina, em polimeros de dermatam sulfato, surgiu mais recentemente no

processo de evolugado dos tunicados.
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