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RESUMO

A disfuncdo endotelial pode causar aterosclerose, uma doenga caracterizada
pelo acumulo de placas contendo lipideos na camada subendotelial de vasos
sanguineos. O glicocalice endotelial mantém a homeostasia entre o sangue e
as células endoteliais e alteragbes em sua estrutura podem causar doencas.
Algas marinhas s&do fontes de polissacarideos sulfatados que apresentam
diversas propriedades farmacologicas, entre as quais se destacam atividades
antioxidante, anti-inflamatdria, anticoagulante e antitrombaética. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos de uma ramnana sulfatada (RS) obtida da alga
Monostroma nitidum em células endoteliais e musculares lisas, bem como em
anéis de aorta, assim como, descrever seu provavel mecanismo de agao. Foi
constatado que RS nao afeta a viabilidade dessas células em 24 horas na
concentracdo de até 100 ug/mL e é capaz de aumentar a marcagcdo do
glicocalice pela lectina WGA, observada em microscopia confocal, em ambas
as linhagens celulares e também no anel de aorta de ratos. H4 um aumento na
sintese de acido hialurénico por essas células tratadas com RS e esse acido
hialurénico apresenta alto peso molecular. Através da marcacido metabdlica
com sulfato radioativo foi constatado que células tratadas com RS aumentaram
a sintese de glicosaminoglicanos sulfatados com destaque para o heparam
sulfato. Esse heparam sulfato teve sua estrutura analisada e foi observado que
ha um aumento na proporc¢ao de dissacarideo trissulfatado, tipico da estrutura
de heparinas. Foi observado aumento na expressao das enzimas responsaveis
pela sintese e modificagdo desses glicosaminoglicanos. Utilizando microscopia
confocal e ensaio de FRET foi comprovado que RS se liga a fibronectina na
matriz extracelular. RS ativa a sinalizacado celular através da via de FAK-Src-
ERK, aumenta os niveis de calcio intracelular e a produgao de 6xido nitrico. Por
fim foi observado que RS também é capaz de inibir a angiogénese em ensaio
de formagao de estruturas capilares em matrigel e também no ensaio
tridimensional de angiogénese em anel de aorta. Os resultados indicam que RS
por aumentar e modificar estruturalmente o glicocalice nas células derivadas de
aorta, estimular a sintese do heparam sulfato rico em dissacarideo
trisssulfatado (tipico da estrutura de heparinas e com potente efeito
antitrombotico), bem como de acido hialurdnico de alto peso molecular (com
agao anti-aterogénica e antiangiogénica), aumentar a sintese de 6xido nitrico e
por si sO inibir a angiogénese apresenta-se como um possivel agente
terapéutico para prevenir o desenvolvimento da aterosclerose e formagéo de
trombos em funcdo dos diversos efeitos benéficos nas células que podem
impedir diferentes etapas desses processos patoldgicos.



ABSTRACT

Endothelial dysfunction can cause atherosclerosis, a disease characterized by
accumulation of plaques containing lipids in the subendothelial layer of blood
vessels. The endothelial glycocalyx maintains the homeostasis between the
blood and the endothelial cells, and changes in their structure can cause
disease. Seaweed sources are sulfated polysaccharides that have different
pharmacological properties, among which we highlight the antioxidant activity,
anti-inflammatory, anticoagulant and antithrombotic. The objective of this study
was to evaluate the effects of a sulfated ramnana (RS) obtained from the algae
Monostroma nitidum in endothelial and smooth muscle cells as well as in aortic
rings, as well as describe its probable mechanism of action. It was found that
the RS does not affect cell viability in 24 hours at concentrations up to 100
Mg/ml and is able to increase the marking glycocalyx by WGA lectin observed in
confocal microscopy for both cell lines and also in the aortic ring mice. There is
an increase in hyaluronic acid synthesis by such cells treated with RS and that
hyaluronic acid has a high molecular weight. By metabolic labeling with
radioactive sulfate was found to RS-treated cells increased the synthesis of
sulfated glycosaminoglycans highlighting the heparan sulfate. This heparan
sulfate was analyzed and their structure was observed that there is an increase
in the proportion of trisulfated disaccharide structure typical of the heparins. It
was observed an increase in the expression of enzymes responsible for the
synthesis and modification of these glycosaminoglycans. Using confocal
microscopy and FRET assay it was proven that RS binds to fibronectin in the
extracellular matrix. It was shown that RS actives cell signaling by FAK, Src and
ERK pathway increasing intracellular calcium levels and nitric oxide production.
Finally it was observed that RS is also capable of inhibiting angiogenesis in
assay formation of capillary structures in matrigel and also in the three-
dimensional test in aortic ring angiogenesis. The results indicate that RS acts
increasing and structurally modifying the glycocalyx in the derived aortic cells,
stimulate the synthesis of heparan sulfate rich in trisulfated disaccharide, a
typical structure of heparins with potent antithrombotic effect, as well as high
molecular weight hyaluronic acid which is known to be anti-atherogenic and
anti-angiogenic, increase nitric oxide synthesis and inhibit angiogenesis itself
presents itself as a possible therapeutic agent to prevent the development of
atherosclerosis and thrombus formation in function of the various beneficial
effects on cells that can prevent different stages of these pathological
processes.
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INTRODUCAO

1. INTRODUGAO
1.1 Polissacarideos sulfatados
1.1.1 Polissacarideos sulfatados de algas marinhas

As algas marinhas sao utilizadas na culinaria oriental por séculos e mais
recentemente passaram também a ser empregadas pela industria farmacéutica
e de cosméticos por serem fontes de diversos compostos de interesse
bioldgico e tecnoldgico. Sabe-se que as macroalgas marinhas sdo ricas em
compostos fendlicos, conhecidos antioxidantes. Todavia, tem crescido o
interesse em estudar outra classe de compostos bioativos amplamente
encontrados nas algas marinhas: os polissacarideos sulfatados (PS) (Fidelis et
al., 2014; Shao et al., 2015).

Os polissacarideos sulfatados sdo um grupo de macromoléculas
encontradas em diferentes classes de organismos, desde macroalgas
marinhas, invertebrados e animais superiores, e até recentemente nao havia
descricdo da presenca de PS em plantas, porém Dantas e colaboradores
(Dantas-Santos et al.,, 2012) encontraram polissacarideos sulfatados em
plantas dulcicolas. O interesse nos polissacarideos encontrados em algas se
deve ao fato de ja terem sido descritos diversos efeitos em diferentes sistemas
bioldgicos, tais como atividades antioxidante (Camara et al., 2011a; Costa,
Fidelis, et al., 2011a), antitumoral (Costa, Telles, et al., 2011), antiproliferativa
(Nobre et al., 2013a), antiangiogénica (Ye et al., 2005), antiviral (Lee et al.,
1999), anticoagulante (Camara et al., 2011a; Magalhaes et al., 2011; Fidelis et
al., 2014), antitrombdtica (Rocha, Moraes, et al., 2005a), antiadesiva (Rocha,
Franco, et al., 2005a), anti-inflamatdria, anti-hiperlipidémica (Jiao et al., 2011a),
dentre outras relatadas nos ultimos anos.

Nas algas os polissacarideos sulfatados estdo localizados na matriz
mucilagenosa e sua funcao biolégica parece estar relacionada com a protegao
contra desidratagdao solar em periodos de maré baixa, além de oferecerem
maior flexibilidade a alga, permitindo assim, o seu crescimento em ambiente

aquatico, e rigidez suficiente para permanecer estendida e assim captar a luz e
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os nutrientes com mais eficacia (Percival e Mcdowell, 1967). Foi proposto que a
presenca dos PS em algas também seria uma forma de adaptacédo destes
organismos ao ambiente marinho, ao estresse salino, ja que nao séao
encontrados em vegetais terrestres, salvo raras exceg¢des (Aquino et al., 2011).

Cada grande grupo de alga marinha sintetiza uma classe caracteristica
de PS. E, por conseguinte as estruturas dos PS de algas marinhas variam de
acordo com cada espécie e, além disso, algumas espécies sintetizam mais de
um tipo de PS (Dietrich, 1995; Bilan et al., 2002; Li et al., 2008; Jiao et al.,
2011b). Foram relatadas diferengas na composicdo do mesmo polissacarideo
sintetizado por uma espécie dependendo do local, da salinidade e da época em

que a alga foi coletada (Jiao et al., 2011b).

Nas algas marinhas vermelhas (Rhodophyceae) sdo encontrados
principalmente polissacarideos sulfatados heterogéneos como agaranas,
carragenanas, galactanas e alguns outros so descritos mais recentemente,
como xilomananas (Cardoso et al., 2007) e glucogalactomanana sulfatada (Lim
e Ryu, 2009). Os polimeros de a-galactose da série L sdo denominados
agaranas enquanto os da série D sdo chamados de carragenanas. S&o
compostos altamente sulfatados apresentando conteudo de sulfato variando
entre 15 e 40% da composi¢ao do polissacarideo dependendo da espécie da
alga (Jiao et al., 2011b; Silva et al., 2012)

Esses polissacarideos geralmente sao utilizados pela industria
alimenticia e cosmética, principalmente devido as suas propriedades
espessantes e gelificantes. Todavia, existem outros relatos na literatura sobre
atividades farmacologicas atribuidas as galactanas de algas vermelhas, como:
antiparasitaria (Adams et al., 2005), anti-inflamatoéria (Zvyagintseva et al., 2000)
e bactericida (Medina, 2001). Com base nesse conhecimento de atividades
biolégicas, diferentes carragenanas tém sido testadas no tratamento de
doencas respiratérias como, por exemplo, na gripe comum e bem como frente
a diferentes virus da influenza, inclusive a cepa pandémica do H1N1. Foram
também avaliadas contra outros virus, incluindo o virus causador da dengue,

virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e do herpes (HSV) (Huheihel et al.,
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2002; Zhou et al., 2004). Mais recentemente, uma carragenana foi utilizada em
um teste clinico para redugado do colesterol sérico e niveis de triglicerideos,

além de outros fatores (Silva et al., 2012).

As macroalgas marrons por sua vez (Phaeophyceae) s&o ricas em
polissacarideos como acido alginico e laminaranas, bem como fucanas
sulfatadas, também chamada de fucoidans. Fucoidans sdo encontrados na
parede celular dessas algas e representam de 5 a 20% do seu peso seco.
Foram inicialmente descritas por Kylin em 1913, sendo chamado de fucoidin e
sO posteriormente foi denominado fucoidan de acordo com a nomenclatura

atual de polissacarideos (Silva et al., 2012).

Fucanas ou fucoidans sao polissacarideos sulfatados compostos por um
esqueleto contendo L-fucose sulfatada (Albuquerque et al., 2013; Dore et al.,
2013; Nobre et al, 2013a). Podem ser homopolissacarideos ou
heteropolissacarideos dependendo da presenca de outros agucares, além da
fucose na estrutura polimérica. As fucanas sao os PS de algas mais estudados
(Rocha, 2006; Pomin, 2010). As fucanas nao estdo dispersas na natureza,
sendo encontradas somente em algas marrons e tunicados. O fucoidan obtido

da alga Fucus vesiculosus esta comercialmente disponivel por décadas.

A estrutura das fucanas varia de acordo com a espécie de alga. Podem
ser estruturas lineares (encontradas principalmente em tunicados), mas
normalmente apresentam ramificagbes contendo fucose sulfatada. Uma
mesma espécie de alga é capaz de produzir diferentes tipos de fucanas como é
0 caso da alga Spatoglossum schréederi que sintetiza trés diferentes fucanas,
denominadas de fucana A (uma xilofucoglucuronana), fucana B (uma
xilogalactofucana) e fucana C (que nao teve sua estrutura elucidada), de
acordo com sua mobilidade eletroforética em gel de agarose (Dietrich, 1995;
Leite, 1998; Rocha, Moraes, et al., 2005b). Essa variabilidade estrutural entre
fucanas de diferentes algas dificulta a compreensao da relagéo entre estrutura
e efeito biolégico, entretanto alguns autores tém descrito que ha uma relacao
entre o tamanho do PS assim como o teor de sulfato presente em cada fucana,
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porém nao somente o teor de sulfato € determinante para um dado efeito, e sim
a posicao dos grupamentos sulfato na molécula (Berteau e Mulloy, 2003;
Pomin, 2010; Nobre et al., 2013b).

Diversos trabalhos na literatura descrevem diferentes efeitos bioldgicos
relacionados a fucanas. O efeito anticoagulante semelhante a heparina é o
mais bem estudado efeito das fucanas, porém ja foi descrito um efeito inibitorio
da agregacao plaquetaria, antiangiogénico, antitumoral (Camara et al., 2011b;
Costa, Fidelis, et al., 2011b), antitrombdético (Rocha, Moraes, et al., 2005b),
antiproliferativo (Aisa et al., 2005; Yamasaki-Miyamoto et al., 2009; Costa,
Fidelis, et al., 2011b; Nobre et al., 2013b). A atividade anticoagulante ocorre
pela inibicdo direta da trombina. Rocha e col. (2005b) relataram uma fucana
obtida da alga Spatoglossum schréederi que possui efeito antitrombdtico,
porém apresenta baixo efeito anticoagulante o que a torna um excelente
candidato no tratamento de trombose venosa uma vez que nao apresenta o
risco hemorragico associado as heparinas. Essa mesma fucana também
apresenta efeito antiproliferativo em células tumorigénicas de &évario de
hamster chinés (CHO) e esse efeito é relacionado ao seu conteudo de sulfato
(Nobre et al., 2013b). Em relacdo ao fucoidan de F. vesiculosus os dados
mostram que o PS n&o apresentou atividade anticoagulante por via oral (Jiao et
al., 2011b). Foi também descrito que extrato de Fucus vesiculosos reduz os
niveis de ftriglicérides séricos e colesterol total. Outros trabalhos sobre a
importancia em termos de potencial biomédico e biotecnolégico dos PS de

algas ja foram descritos (Camara et al., 2011b; Costa, Fidelis, et al., 2011b).

As algas marinhas verdes (Chlorophyceae), em fungdo de sua ampla
distribuicdo, também tém sido usadas como fonte de materiais naturais para
extragao de substancias bioativas nos ultimos 20 anos. Normalmente, as algas
verdes sao cultivadas para o consumo culinario possuindo um alto valor
nutricional e consequente beneficios a saude. Esse grupo de macroalgas ainda
permanece como sendo 0 menos explorado quanto ao seu potencial biolégico

e industrial quando comparado com as outras classes de algas. As algas
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verdes contém diversas moléculas estudadas, desde carotenoides, alcaloides e

compostos fendlicos e os polissacarideos sulfatados (Wang et al., 2014).

Os PS de algas verdes sao ricos em galactose, manose, xilose, glicose,
arabinose e/ou acidos urénicos (Matsubara, 2004), porém ja foram descritos
homopolissacarideos como arabinanas (Hayakawa et al., 2000) e galactanas
(Farias et al, 2008). Esses PS apresentaram atividades antiviral,
anticoagulante e antitumoral, entretanto, o numero de trabalhos realizados com
esses polimeros ainda € pequeno quando comparado com aqueles descritos
para os de algas vermelhas e marrons. Mais recentemente, alguns trabalhos
tém descrito a estrutura desses PS de algas verdes, o que podera facilitar a
elucidagdo dos mecanismos de agao destes compostos, bem como a relagcao
atividade/estrutura (Bilan et al., 2007; Lahaye e Robic, 2007; Farias et al.,
2008).

A fonte mais comum de galactanas sulfatadas sdo as macroalgas
vermelhas, entretanto algumas algas verdes, particularmente espécies do
género Codium sao fontes significantes dessas galactanas sulfatadas (Bilan et
al., 2007; Farias et al., 2008). Geralmente as algas verdes apresentam maior
heterogeneidade na composigdo de suas galactanas quando comparadas as
algas vermelhas. Por exemplo, C. fragile e C. cylindricum contém
arabinogalactana sulfatada e glucogalactana sulfatada, respectivamente (Jiao
et al., 2011b). A presenga de galactanas sulfatadas em outras algas verdes

incluindo Caulerpa e Ulva, porém em menores proporgoes, ja foi descrita.

Devido a toda essa variabilidade e heterogeneidade entre os
polissacarideos sulfatados sintetizados por algas verdes, foi proposta uma
divisdo dessas algas em diversos grupos de acordo com o tipo de PS
sintetizado como, por exemplo, glucuronoxiloramnanas, glucuronoxiloramno-
galactanas e xiloarabinogalactanas (Percival e Ross, 1948). Entretanto uma
divisdo acurada é bem mais complexa, uma vez que a literatura relata
diferentes polissacarideos sulfatados extraidos de diferentes algas verdes
como mostrado na tabela 1.
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Tabela 1. Polissacarideos sulfatados extraidos de algas verdes

Alga Polissacarideo Referéncia
Chaetomorpha aerea Galactana sulfatada (Pierre at al., 2011)
Codium dwarkense Arabinana sulfatada / (Siddhanta et al., 1999)

arabinogalactana sulfatada
Codium fragile Arabinogalactana sulfatada/  (Ciancia et al., 2007)
galactana sulfatada
piruvatada
Codium vermilara Manana sulfatada (Fernandez at al., 2012)
Codium ishtmocladum Galactana sulfatada (Farias et al., 2008)
Monostroma latissimum Ramnana sulfatada (Mao et al., 2009; Li, H. et al.,
2012)
Monostroma nitidum Ramnana sulfatada (Harada e Maeda, 1998a)
Ulva lactuca Ramnana sulfatada (Lahaye & Jegou, 1993;

Lahaye at al. 1993)

Ulva rigida Ramnana sulfatada (Lahaye e Ray, 1996)
Enteromorpha compressa Ramnana sulfatada (Ray & Lahaye, 1995; Ray,
B., 2006)

Um grupo que tem recebido atengdo particular com relagdo a extragao
de polissacarideos sulfatados pertence a classe das Ulvales, género Ulva do
qual sao extraidos polissacarideos sulfatados chamados de ulvanas,
compostas principalmente por ramnose, acido urdnico e xilose (Silva et al.,
2012).

Todos os extratos brutos de polissacarideos e PS purificados de todos
0s géneros citados na tabela 1 ja tiveram o potencial antioxidante comprovado
(Silva et al., 2012). Outro efeito bioldgico bastante estudado para PS de algas
verdes é o anticoagulante. Homo- ou heteropolissacarideos de algas dos
géneros Caulerpa, Codium e Monostroma sao bastante estudados quanto ao
seu potencial como substituto da heparina como anticoagulante (Harada e
Maeda, 1998a; Costa, 2012). O potencial uso como antivirais também é

relatado para ramnana sulfatada extraida de Ulvales. Estudos mostram que
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alguns PS de algas verdes sao capazes de inibir a infeccado por virus tais como
virus da influenza, citomegalovirus, HSV e HIV (Lee, 2010; Wang et al., 2014).
Efeitos antitumorais também sao relatados, assim como anti-hiperlipidémico,
anti-inflamatério e imunomodulatério (Ribeiro et al., 2014; Wang et al., 2014;
Ropellato et al., 2015).

Macroalgas verdes pertencentes a classe das Ulvales, mostradas na
figura 1, sdo mundialmente dispersas e representam uma ampla biomassa.
Algas dos géneros Ulva e Monostroma sao particularmente conhecidas por seu

alto valor nutricional e beneficios a saude. Essas algas sdo cultivadas e

consumidas em toda a Asia e particularmente nas localidades de Mie e
Okinawa no Japéo (Ohno, 1995; Harada e Maeda, 1998a; Lee et al., 1998; Lee,
2010).

Figura 1. Algas da
classe Ulvales.

A- Ulva lactuca;

B- Monostroma latissimum;
D | C- Monostroma nitidum:;

D- Cultivo de algas.

Fonte: algaebase
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A alga Monostroma nitidum sintetiza uma ramnana sulfatada, com
massa molecular de 1,8 x 10° Da, que ja teve sua estrutura elucidada (Figura 2)
por Harada & Maeda (1998a). Trata-se de um polimero formado por unidades
de L-ramnose a-1,3 e a-1,2 ligadas, sendo que alguns residuos séo sulfatados
na posicado 2, bem como ramificacbes de ramnose sulfatada também na
posicéo 2 (Lee et al., 1998; Lee et al., 2010; Li, H. Y. et al., 2012).

A
[- N
Rhanm
1
L
Rhamz~3
1
"JRhgm,ﬁzﬂham,— cwv | =4Rham, 2 th’am -
2 1
| |
N S
oL
C HO 0
L-ramnose CHs OH
HO OH

Figura 2. Estrutura da ramnana sulfatada da alga Monostroma nitidum.

A- Estrutura proposta por Harada & Maeda, 1998. B- Modelo da estrutura molecular da
ramnana sulfatada. Unidades de L-ramnose a -1,3 e a-1,2 ligadas em menor proporgdo, com
sulfatacdo na posi¢do 2, bem como ramificagbes de ramnose sulfatada também na posicao 2.
C- Estrutura da L-ramnose.

O monossacarideo L-ramnose é bastante raro em humanos ou animais,
entretanto sua presenga em vegetais € comum. Contudo L-ramnose sulfatada
sO é amplamente encontrada nas macroalgas verdes do género Monostroma
(Lee et al., 1998; Lee, 2010).

A ramnana sulfatada obtida da alga Monostroma nitidum tem sido
estudada com relagédo as suas atividades bioldgicas, tendo sido relatados
efeitos como potente atividade anticoagulante (Maeda et al., 1991; Harada e
Maeda, 1998a; Mao et al., 2008), atividade antiviral, na qual foi observada uma
inibicdo da infeccao da célula hospedeira pelo virus assim como também uma
diminuicado da replicagao viral em estagios posteriores do ciclo de infecgao (Lee
et al., 2010; Kazlowski et al., 2012); efeito anti-hiperlipidémico (Wang et al.,

2014); efeito citotdxico em células de andenocarcinoma gastrico e indugao da
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sintese de oxido nitrico (NO) por macréfagos da linhagem raw 264.7

(Karnjanapratum e You, 2011).
1.1.2 Polissacarideos sulfatados de animais

Em animais, os polissacararideos sulfatados encontrados séao
denominados de (glicosaminoglicanos (GAGs), e correspondem a
heteropolissacarideos de cadeia linear formados por unidades dissacaridicas
que se repetem. Essas unidades repetitivas contém uma hexosamina (D-
glucosamina ou D-galactosamina) unida por ligagdo glicosidica a um acido
urénico (acido D-glucurénico ou L- idurdnico) ou a um agucar neutro, como a D-
galactose. Tais unidades podem apresentar grupamentos sulfatos e esses
juntamente com as carboxilas presentes nos acidos urénicos conferem uma
alta densidade de cargas negativas a essas moléculas (Dietrich, 1984a; Nader
et al., 1984; Nader et al., 1989; Jackson et al., 1991). Os glicosaminoglicanos
sulfatados sdo encontrados em todas as espécies de animais que apresentam
organizacgao tecidual, sendo encontrados desde espongiarios até mamiferos
(Cassaro e Dietrich, 1977; Dietrich et al., 1983; Nader et al., 1984; Dietrich et
al., 1985; Spillmann et al., 1995; Chavante et al., 2000; Medeiros et al., 2000).

A heterogeneidade dos glicosaminoglicanos se da a partir do tipo de
hexosamina e do agucar ndo nitrogenado, o grau de sulfatagdo, posigdo em
que se encontram os grupamentos sulfatos, bem como pelos diferentes tipos
de ligacdes inter- e intradissacaridicas (Sampaio e Nader, 2006). Toda essa
variabilidade resulta nos GAGs conhecidos como: heparina, heparam sulfato,
heparosan, acaram sulfato, condroitim-4-sulfato, condroitim-6-sulfato,
condrosam, dermatam sulfato, queratam sulfato e acido hialurénico, este o
unico nao sulfatado (Nader et al., 2004b). As unidades dissacaridicas
representativas dos principais glicosaminoglicanos sao mostradas na figura 3.
Ja na tabela 2 estdo descritas as caracteristicas estruturais de cada um desses
GAGs.
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Figura 3. Unidades dissacaridicas dos principais glicosaminoglicanos.

A D-glucosamina é a hexosamina pertencente a heparina, heparam sulfato, queratam sulfato e
acido hialurénico e a D-galactosamina esta presente em condroitim 4 e 6-sulfatos e dermatam
sulfato. O agucar ndo nitrogenado é um acido urdnico (D-glucurénico ou L-idurbnico), exceto no
queratam sulfato que apresenta D-galactose. A hexosamina esta unida ao acido urdnico por
ligacdo a em heparina e heparam sulfato e f nos demais compostos. GIcA: &cido D-
glucurdnico; IdoA: acido L-idurdnico; GlcN: D-glucosamina; GalN, D-galactosamina; Gal, D-

galactose.
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Tabela 2. Caracteristicas estruturais dos glicosaminoglicanos

Glicosaminoglicanos Principais Dissacarideos
Acido Hialurénico D-GIcA [B1=>3] D-GIcNAc
D-GIcA [B12>3] D-GalNAc
Condroitim sulfato D-GIcA [B1=>3] D-GalNAc(4S)
D-GIcA [B1>3] D-GalNAc(6S) | -
D-GIcA [B12>3] D-GaINAc(4S) | 2
D-GIcA [B1>3] D-GalNAc(6S) @
Dermatam sulfato L-ldoA [a1>3] D-GalNAc(4S)
L-ldoA(2S) [@1>3] D-GalNAc(4S)
L-ldoA(2S) [@1>3] D-GalNAc(6S) o
D-GlcA [B1>4] D-GIcNAc 5
D-GIcA [B1>4] D-GIcNAc(6S) §
Heparam sulfato D-GIcA [B1>4] D-GIcN(S) g
D-GIcA [B1>4] D-GIcN(S,6S) A
L-IdoA [a1>4] D-GIcN(S) S
L-IdoA(2S) [a1>4] D-GIcN(S) %
D-GIcA [B1>4] D-GIcN(S)
Heparina D-GIcA [B1>4] D-GIcN(S,6S)
L-ldoA(2S) [a1>4] D-GIcN(S)
L-IdoA(2S) [a1>4] D-GIcN(S,6S)
=
Queratam sulfato D-Gal [B1>4] D-GlcNAc A
Q.

D-GIcA: acido D-glucurdnico; L-ldoA: acido L-idurénico; D-GIcN: D-glucosamina; D-GalN, D-
galactosamina; D-Gal, D-galactose.

Com excegdo do 4&acido hialurbnico, os glicosaminoglicanos sao
encontrados nos tecidos ligados covalentemente a um esqueleto proteico
constituindo os proteoglicanos (PGs) (Kjellen e Lindahl, 1991). Tais
glicoconjugados sao encontrados intracelularmente em granulos secretorios,

superficie celular, matriz extracelular e lamina basal (Dietrich, 1984a; Poole et

11
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al., 1986; Gallagher, 1989; Nader et al., 1989; Stevens et al., 1989; Esko, 1991;
Nader, 1991; lozzo, 1998; Bernfield et al., 1999; Lopes et al., 2006).

Os queratam sultatos podem ser encontrados na forma N-ligados a
residuos de L-asparagina ou O-ligados aos residuos de serina (Bray et al.,
1967; Baker et al., 1975; Hardingham e Fosang, 1992a). Os demais s&o ligados
ao esqueleto proteico por uma unidade tetrassacaridica formada por acido D-
glucurdnico B(1->3) D-galactose B(1->3) D—galactose B (1>4) D—xilose (GIcA-
Gal-Gal-Xyl) por meio de uma ligagdo O-glicosidica entre a xilose e a hidroxila
do residuo de serina presente na proteina (Figura 4). Na figura 4 estédo

representadas as formas de ligacao dos GAGs ao esqueleto proteico nos PGs.

ser —o— Xil ~Gal ~Gal ~GcA~ A A B © © O ® ®

(CS, DS, HS ou Hep)

R

—CikNAC=Gal =03 /0 /0 V0 VD 0 D ST
Ser D—GaIHAc: ({QS — cartilagem)
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' = <

SN

—&D-Geno-9 B B 8 B L
N == GlcNAC GlWHanf (QS — comea)
Gal pm GENACR ) /0 /D D 1
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Figura 4. Tipos de ligagoes dos GAGs sulfatados ao esqueleto protéico.

Tipos de ligacdes dos GAGs sulfatados ao esqueleto protéico. CS: Condroitim sulfato; DS:
dermatam sulfato; HS: heparam sulfato; Hep: heparina; GalNAc: N-acetil-D-galactosamina;
GIcNAc: N-acetil-D-glucosamina; AS: acido sialico; Man: D-manose; Ser: L-serina, Asn: L-
asparagina; <©: hexosamina; 4: acido urbénico; <: D-galactose; @ : possivel sitio de
sulfatacdo. Figura modificada de (Hardingham e Fosang, 1992b)

PGs possuem grande variedade de tamanhos e composi¢cdo, com
massa molecular variando entre 10 kDa a até 500 kDa sem incluir as cadeias
de carboidratos e entre 80 kDa até 3500 kDa quando glicosilados (Silbert e

Sugumaran, 2002). As cadeias de glicosaminoglicanos ligadas ao esqueleto

12
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proteico podem variar em numero, desde apenas uma a até mais de cem e
cada uma dessas cadeias pode variar em comprimento, apresentando de
poucas unidades dissacaridicas, até centenas. Além disso, um mesmo
esqueleto proteico pode conter mais de um tipo de cadeia de GAG, formando
assim, um PG hibrido. Também podem ser encontrados diferentes esqueletos
proteicos substituidos com o mesmo tipo de cadeia de glicosaminoglicanos
(Teocharis, 2006).

As fungbes biolégicas desempenhadas pelos PGs estdo relacionadas
principalmente as particularidades estruturais de cada esqueleto proteico, mas
de forma especial a estrutura quimica dos glicosaminoglicanos ligados
covalentemente a proteina. A fungao também esta intimamente relacionada a
localizagédo desses PGs, se na membrana citoplasmatica, na matriz extracelular
ou em granulos citoplasmaticos (Dietrich, 1984a; Esko, 1991; Bernfield et al.,
1992; Yanagishita e Hascall, 1992; lozzo, 1998; Bernfield et al., 1999;
Porcionatto et al., 1999; Lopes et al., 2006; Teocharis, 2006; Liu e Pedersen,
2007; Peterson et al., 2009).

Atualmente, sao conhecidos mais de 30 tipos diferentes de
proteoglicanos e sabe-se, pelos estudos com animais transgénicos, que alguns
proteoglicanos sao essenciais para a vida (Teocharis, 2006). A diversidade
estrutural caracteristica dos PGs permite que estes sejam capazes de interagir
com uma ampla gama de moléculas (Kjellen e Lindahl, 1991). Sua atuacao no
organismo € relacionada com a organizagdo dos tecidos, influenciando no
crescimento celular e na maturacido de tecidos especializados, importante
papel como filtros biolégicos, moduladores da atividade de fatores de
crescimento, papel no ciclo celular; até fungdes mais especificas como
transparéncia da cérnea e crescimento de neuritos. O papel desses compostos
em diferentes patologias, como doengas cardiovasculares, diabetes, doencgas
amiloides, mucopolissacaridoses, também tem sido amplamente estudado
(Dietrich, 1984a; Nader et al., 1989; Bernfield et al., 1992; lozzo, 1998;
Bernfield et al., 1999).
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1.1.2.1 Heparam sulfato

Os glicosaminoglicanos mais extensivamente estudados sao a heparina
e o heparam sulfato (Brito et al, 2014). O heparam sulfato &€ um
glicosaminoglicano ubiquo da superficie de células animais (Pinhal et al., 1994;
Dietrich et al., 1998; Porcionatto et al., 1998; Bernfield et al., 1999; Franco et
al., 2001; Moreira et al.,, 2004; Nascimento et al., 2005), estando também
presente na matriz extracelular (Dietrich e De Oca, 1970; Bernfield et al., 1999;
Medeiros et al., 2000; Whitelock e lozzo, 2005; Lopes et al., 2006; Pazos e
Nader, 2007; Trindade et al., 2008). O HS é o GAG que apresenta maior
variabilidade estrutural dependendo do tecido e da espécie de origem (Nader et
al., 1980; Dietrich et al., 1983; Chavante et al., 2000).

O heparam sulfato foi inicialmente isolado como uma heparina com
baixa atividade anticoagulante (Jorpes e Gardell, 1948). E constituido por
unidades alternadas de D-glucosamina e um acido urénico, podendo ser acido
B-D-glucurénico ou a-L-idurdénico unidos por ligagbes glicosidicas (12>4). A
glucosamina pode ser N-sulfatada (GIcNS), N-acetilada (GIcNAc) e/ou ainda,
O-sulfatada na posicédo 6 (GIcN6S). Estruturalmente o HS pode variar com
relacdo ao teor de cada um dos seus constituintes assim como o grau de
sulfatacdo e acetilacdo da glucosamina, teor de acido glucurénico e &acido
idurdénico. O heparam sulfato pode ser estruturalmente diferente dependendo
do tecido em que é encontrado assim como a espécie do organismo do qual &
extraido. Essa diversidade estrutural é relacionada com a funcao
desempenhada pelo HS em cada tecido (Toledo e Dietrich, 1977; Dietrich et al.,
1983). Quando comparado com a heparina o heparam sulfato diferencia-se por
conter uma maior propor¢ao de acido glucurdnico e de N-acetilglucosamina
(Cifonelli e Dorfman, 1960; Dietrich et al., 1971; Dietrich e Nader, 1974; Hook et
al., 1974; Hovingh e Linker, 1974; Dietrich et al., 1983; Hovingh et al., 1986;
Pinhal et al., 1994; Tersariol et al., 1994; Dietrich et al., 1998; Chavante et al.,
2000; Esko e Lindahl, 2001; Nascimento et al., 2005; Trindade et al., 2008;
Dreyfuss et al., 2009). Outra importante diferenga entre o heparam sulfato e a

heparina é a sua localizagao celular bem como sua distribuicdo no reino animal
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e funcgdes biologicas (Dreyfuss et al, 2009). A heparina é encontrada
exclusivamente no interior de vesiculas de armazenamento de mastocitos de
algumas espécies de animais (Nader et al., 1980; Nader, 1989; Dietrich et al.,
1999; Nader et al., 1999) enquanto o heparam sulfato é encontrado na
superficie celular e matriz tanto de vertebrados quanto invertebrados como ja
citado (Cassaro e Dietrich, 1977; Dietrich et al., 1980; Dietrich, 1984b)

O heparam sulfato presente na superficie de células endoteliais
apresenta sequéncias em sua estrutura tipicas da estrutura da heparina, ou
seja regides contendo maior proporcdo de acido idurébnico bem como
dissacarideos trissulfatados. Os dissacarideos contendo acido idurénico sao
agrupados em duas areas de oligossacarideos altamente sulfatadas. A
presenca do dissacarideo trissulfatado na estrutura da heparina é fundamental
para o efeito antitromboético desse glicosaminoglicano (Nader et al., 1987).
Anteriormente havia sido proposto que a atividade antitrombética in vivo da
heparina poderia ser relacionada pelo menos em parte com o aumento na
producdo do heparam sulfato por células endoteliais expostas a heparina e
outras drogas antitrombdticas, bem como alteragdo no padrao de sulfatagdo do
heparam sulfato aumentando o teor de dissacarideos trissulfatados (Rocha,
Moraes, et al., 2005b). Dessa forma, heparina e outras drogas antitrombéticas
induzem aumento do heparam sulfato bem como de segmentos tipo heparina
na estrutura do heparam sulfato presente na superficie endotelial. Assim, as
moléculas de heparam sulfato sintetizadas na presenca de heparina e de
outros polissacarideos sulfatados que induzem a sintese de HS em células
endoteliais, apresentam um potencial antitrombdtico ainda maior, protegendo
dessa forma, as paredes dos vasos sanguineos da formagdo de trombos
(Pinhal et al., 1994; Rocha, Moraes, et al., 2005a; Rocha, 2006).

Os proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS) s&o macromoléculas
formadas por um esqueleto proteico ao qual, cadeias de HS estao
covalentemente ligadas e sao amplamente distribuidos em diferentes tecidos e
células em cultura (Nader et al., 1987; Shriver et al., 2002; Dreyfuss et al.,

2009; Gesteira et al., 2011). Os principais proteoglicanos de heparam sulfato
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pertencem as familias dos sindecans, nos quais as cadeias de HS estéo
ligadas a proteinas transmembranas e dos glipicans, quando estdo ligadas a
protéinas ancoradas na membrana via glicosilfosfatidilinositol (Franco et al.,
2001; Nascimento et al., 2005; Lopes et al., 2006).

Os proteoglicanos de heparam sulfato desempenham inumeras fungdes
biolégicas (lozzo, 2005; Dreyfuss et al.,, 2009). Esses PGs atuam no
reconhecimento célula-célula, diferenciacao tecidual, adesdo celular, interacao
com quimiocinas e citocinas, ligacdo a fatores de crescimento, proliferacéo
celular, apoptose, assim como em processos patoléogicos como
desenvolvimento tumoral, aterosclerose e outras doengas tromboembdlicas
(Nader et al., 1987; Porcionatto et al., 1999; Franco et al., 2001; Shriver et al.,
2002; Moreira et al., 2004; Nunes et al., 2008; Gesteira et al., 2011; Suarez et
al., 2013). Essas fungdes biolégicas advém da capacidade das cadeias de HS
se ligarem a uma infinidade de biomoléculas devido a sua natureza anibnica
(Pazos e Nader, 2007). A tabela 3 descreve as principais proteinas que

interagem com PGs de heparam sulfato.

Tabela 3. Alguns exemplos de proteinas que se ligam ao heparam sulfato

Superficie Celular

Referéncias

L-selectina e P-selectina

N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule)
PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule)

Receptor de FGF

MAC-1 (Monocyte Adhesion Molecule)

(Ma e Geng, 2000)
(Cole et al., 1986)
(Watt et al., 1993)
(Powell et al., 2004)
(Coombe et al., 1994)

Matriz extracelular

Colagenos
Fibronectina

Laminina

Tenascina
Thrombospondina | e Il
Vitronectina

Sasisekharan et al., 2002)
Capila e Linhardt, 2002)

Utani et al., 2001)

Saito et al., 2007)

Nunes et al., 2008)
Wilkins-Port e Mckeown-Longo,
1996)

Py

Fatores de Crescimento

HB-EGF (Heparin Binding — Epidermal Growth
Factors)

FGF (Fibroblast Growth Factors)

VEGEF (Vascular Endothelial Growth Factor)
PDGF (Platelet-Derived Growth Factor

TGF-B (Transforming Growth Factor-8

(Aviezer e Yayon, 1994)
(Gambarini et al., 1993)
(lozzo e San Antonio, 2001)
(Sasisekharan et al., 2002)
(Sasisekharan et al., 2002)

Adaptado de Dreyfuss et al. 2009
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Essas interagdes dos PGHSs como, em especial, sindecam com fatores
presentes na MEC sao transmitidas ao interior da célula por vias de transdugao
de sinal, desencadeando uma resposta celular. O préprio HS presente na
superficie celular desempenha um papel na sinalizagcado celular atuando como
receptor ou como co-receptor para diferentes ligantes que irdo desencadear
diferentes respostas celulares (Beauvais e Rapraeger, 2004; Tkachenko et al.,
2005; Fears e Woods, 2006; Lopes et al., 2006; Alexopoulou et al., 2007,
Dreyfuss et al., 2009).

Essas vias de transducido de sinal sdo representadas por sistemas
complexos de proteinas incluindo receptores presentes na superficie celular,
proteinas quinases e fosfatases, dentre varias outras. Uma via que é
comumente ativada em processos de sinalizacdo celular € a via das MAP
quinases (MAPK) atuando na regulacdo do crescimento, diferenciacao,
sobrevivéncia e morte celular, assim como também na sinalizacdo para
aumento ou diminuicdo na expressao de determinadas proteinas da superficie
ou da MEC bem como de PGs e GAGs (Medeiros et al., 2012a; Nobre et al.,
2013b). Quando uma MAP quinase é ativada transmite um sinal via fosforilagao
de varias proteinas, incluindo outras proteinoquinases e proteinas reguladoras
de genes, promovendo a transcricdo dos genes de resposta imediata (“early
genes”) (Monteiro et al., 2008; Dreyfuss et al., 2009).

A figura 5 representa o mecanismo de acdao da heparina em células
endoteliais. A heparina estimula a sintese de heparam sulfato através da
ativagdo da via das MAPK que ¢é ativada através da sinalizagao via integrina na
superficie celular (Medeiros et al., 2012b). A integrina que por sua vez ira levar
a fosforilagdo de uma gama de proteinas intracelulares entre elas FAK (quinase
de adeséo focal), que desempenha importante papel na adeséo e organizagao
do citoesqueleto celular. Posteriormente ha a ativacao de Ras, Raf, MEK e por
fim de ErK 1/2 que podem ser translocadas para o nucleo e regular a
expressao génica (Wada e Penninger, 2004; Subramaniam e Unsicker, 2006;
Burgermeister et al., 2007).
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Toda essa cascata de sinalizacdo resulta direta ou indiretamente nas
diferentes fungdes relacionadas a interagéo entre a MEC e os proteoglicanos

de heparam sulfato.

Tyrosine Kinase 7e-B-g. -®-8- Heparin
Receptor e u-g —— Fibronectin

Exterior HSPGr t

PD98059 —

o. 0s)
V-

BAF‘T,‘\ —i

PGHS synthesis increase

Nucleus

Figura 5. Modelo esquematico do mecanismo de agao da heparina estimulando a
sintese de heparam sulfato em células endoteliais. A heparina se liga a fibronectina
presente na matriz extracelular e ativa a via das MAPK aumentando a mobilizagao de
célcio intracelular e estimulando a produgao de éxido nitrico. Fonte: (Medeiros et al.,
2012b)

1.2 Endotélio e aterosclerose

As doencgas cardiovasculares sdo responsaveis pelo maior numero de
mortes por ano no mundo de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS). O sistema circulatério € recoberto por células endoteliais em sua
totalidade desde o coracdo até os menores capilares, recobrindo milhares de

quildmetros de vasos sanguineos no corpo humano (Rajendran et al., 2013). O
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endotélio vascular inicialmente era tido apenas como um filtro para agua e
eletrolitos sem nenhuma outra func&o especifica (Chistiakov et al., 2015). Com
0 avango nas técnicas de bioquimica, biofisica, biologia molecular e celular foi
possivel a identificacdo de outras importantes funcdes desse sistema
(Lipowsky, 2012). Sabe-se que o endotélio € o responsavel ndo s6 pela
filtracdo, mas pelo ténus vascular, homeostase, recrutamento de neutrofilos,
transporte de horménios, agregacado de plaquetas, inflamagéo, crescimento
vascular além de participar na trombose e trombdlise (Lipowsky, 2012;
Wiesinger et al., 2013; Crea et al., 2014).

As fungdes desempenhadas pelo endotélio (ilustrado na Figura 6) sao
possiveis devido a presenga de inumeros receptores ligados a membrana
celular que interagem com proteinas, particulas transportadoras de lipideos,
metabdlitos, hormdnios e outras proteinas estruturais e receptoras que
coordenam interagdes célula-célula, assim como, as interagdes entre célula e
MEC (Cines et al., 1998).

As células endoteliais também sao fonte de inibidores e ativadores de
crescimento, como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
trombospondina, além de glicosaminoglicanos como heparam sulfato. Outras
substancias vasoativas também sao produzidas pelo endotélio, como por
exemplo, oxido nitrico (NO), endotelina e angiotensina Il. Esses, além de
regularem o tbnus vascular também podem regular o crescimento desses
vasos (Barton et al., 2012; Rajendran et al., 2013).
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A B @lycocalyx under physiclogical condition
Vasos sanguineos
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Figura 6. Representagcdo do endotélio em vasos sanguineos. A- Endotélio no
interior dos vasos. B- Endotélio e glicocalice: a interagdo com o sangue.
Fonte: www.lookfordiagnosis.com; www.glyococalyx.nl

Fisiologicamente, o NO desempenha um papel na parede vascular de
forma quiescente inibindo inflamacéo, proliferacdo de células musculares lisas
vasculares (SMCs), adesao de plaquetas e mondécitos ao endotélio, ativacéo e
adesao de neutroéfilos, oxidagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
producdo de endotelina e expressdo de citocinas proé-inflamatérias além de
regular o ténus vascular (Deanfield et al., 2007; Andreou et al., 2015). Existe
uma hipotese que postula que um aumento no “shear stress” em determinadas
regides € transduzida por um mecanismo que dispara a liberagao de NO pelas
células endoteliais levando ao relaxamento do musculo liso arterial e dessa
forma a vasodilatagdo. Esse gas no endotélio € produzido pela enzima 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) e se difunde para as células musculares lisas
vasculares onde ativando a guanilato ciclase, que leva a vasodilatagdo
mediada por cGMP (Corson et al., 1996).

As principais fungdes desempenhadas pelo endotélio se devem as
caracteristicas de uma camada na superficie das células endoteliais chamada
de glicocalice (Lipowsky, 2012). O glicocélice presente na superficie endotelial
esta em constante contato com o sangue circulante no lumen dos vasos
sanguineos e possui esse nome devido a sua constituicdo rica em
glicoconjugados dentre os quais se destacam glicosaminoglicanos como acido

hialurénico e proteoglicanos de heparam sulfato (Yao et al., 2007; Wiesinger et
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al., 2013). Esse glicocalice apresenta compatibilidade com o sangue, ou seja,
apresenta caracteristicas anticoagulantes e antitrombdticas em condigdes

normais.

A utilizagdo de técnicas que envolvem: microscopia intravital, uso de
lectinas conjugadas a fluoroforos, e microscopia eletronica possibilitou
determinar a extensao do glicocalice em artérias e capilares. Essa camada de
glicoproteinas e proteoglicanos se estende na superficie endotelial a até cerca
de 500 nm de espessura (Potter e Damiano, 2008; Chappell et al., 2009).
Estudos relatam que essa barreira impede o contato direto das células
sanguineas com o endotélio em seu estado normal protegendo assim a
superficie endotelial do shear stress causado pelo fluxo sanguineo (Potter e
Damiano, 2008). Foi descrito que o tratamento enzimatico para diminuicdo do
glicocalice facilita a adesdo de células brancas do sangue e aumento da
permeabilidade vascular favorecendo a formagéo de edema (Constantinescu et
al., 2011). O volume do glicocalice (200-500 nm) € regulado por diversos
fatores e sua rapida degradagao tem sido observada durante isquemia, hipdxia,
exposicdo ao TNF-a e LDL oxidada (oxLDL). Com o volume do glicocalice
diminuido nos casos de isquemia e inflamagdo ha uma contribuicdo para a
adesao das células brancas do sangue ao ja ativado endotélio (Van Beers et
al., 2008).

Figura 7. Microfotografia de vaso sanguineo mostrando o glicocalice.
Fonte: Hubrecht Institute.
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Hiperglicemia, choque séptico, LDL oxidada, TNF-a, shear stress
anormal, lesdo causada por isquemia-reperfusdo e produgao de radicais livres
sao fatores que levam ao shedding do glicocalice como resposta do endotélio
(Mulivor e Lipowsky, 2004; Zuurbier et al., 2005; Rehm et al., 2007). O shear
stress do fluxo sanguineo agindo sobre a superficie do endotélio pode afetar a
estrutura do glicocaélice, seja pelo efeito na biossintese de novos componentes
quanto pela indugdo da degradagao destes pela ativagdo de enzimas pelas
préprias das células endoteliais (Arisaka et al.,, 1995; Mulivor e Lipowsky,
2004). Foi demonstrado que ha aumento na sintese de GAGs quandos as
células endoteliais sao cultivadas expostas a alto shear stress por longos
periodos (Arisaka et al., 1995). O proprio shear stress € de importancia para
manutengao do endotélio no seu estado inativado uma vez que regides onde o
fluxo € menor ou existe turbilhonamento deste fluxo ha diminuicdo do
glicocalice e predisposigdo ao surgimento de lesées na regidao (Maiolino et al.,
2013).

A rolagem de leucécitos e adesdo de plaguetas ao endotélio com o
glicocalice diminuido ou ausente € o0 passo inicial de um processo constituido
de multiplas etapas que levam ao extravasamento de células brancas
sanguineas aos sitios de inflamagao e infeccdo. Em determinadas situacoes
esse processo pode levar ao inicio de uma condicdo conhecida como
aterosclerose podendo resultar na oclusdo do vaso e isquemia da area afetada
(Hadi et al., 2005).

A disfungdo endotelial é considerada a causa do desenvolvimento da
aterosclerose. Essa disfuncdo pode estar associada a varias condi¢cdes de
risco, incluindo diabetes ou sindrome metabdlica, hipertensao, tabagismo, além
do sedentarismo. A esses conhecidos fatores de risco para aterosclerose pode
ainda estar agregada a hipercolesterolemia (Landmesser et al., 2004; Maiolino
et al., 2013; Crea et al., 2014).

A aterosclerose inicia-se na infancia, progredindo de forma silenciosa

durante um longo estagio pré-clinico e geralmente sé se manifesta durante a
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meia idade devido a aumento dos fatores de risco (Ross, 1999). Essa é uma
doenca inflamatdria crénica da parede arterial caracterizada pelo metabolismo
lipidico ineficiente e uma resposta inflamatéria desregulada (Silvestre-Roig et
al., 2014). Os fatores de risco associados sdo conhecidos como um estimulo

irritante que pode iniciar o processo aterosclerético (Maiolino et al., 2013).

Atualmente a progressao da aterosclerose e desenvolvimento da placa
ateromatosa na camada intima € dividida em varios estagios, que estao
resumidos na Figura 8. O passo inicial (figura 8b) deve-se a ativagdo das
células endoteliais por fatores de risco, resultando em aumento da expressao
de quimiocinas e citocinas além de moléculas de adesao destinadas a interagir
com leucadcitos e plaquetas, aumentando a permeabilidade do endotélio para
monaocitos circulantes que se infitram na camada intima e subendotelial.
Particulas de LDL oxidado (oxLDL) presentes nessa regido, em funcéo da
diminuicdo da camada protetora do glicocalice inibem a liberagdo do NO pelas
células endoteliais com efeitos diretos no endotélio e células musculares lisas
do vaso. Esse oxLDL sera fagocitado pelos macréfagos diferenciados a partir
dos monacitos infiltrantes dando origem as células espumosas. Ocorre necrose
dessas células contendo alto teor lipidico, levando a propagacédo da
inflamacao. Além disso, mediadores inflamatérios como interleucinas e TNF-a
liberados pelos mondcitos estimulam as células endoteliais a produzirem
fatores de crescimento que reforcam a aterogénese. No passo seguinte ocorre
migragdo de SMCs da tunica média (camada média da parede arterial) para
tunica intima (figura 8c) que por sua vez passam a proliferar, e a produzir
moléculas de matriz, incluindo colageno e elastina, levando a formacao da
placa. No local ocorre também angiogénese com vasos formados para nutrir o
novo ambiente, e esses vasos interagindo com leucécitos exacerbando assim,
a inflamacéao local. O alto teor de fatores inflamatérios leva a apoptose de
macrofagos e SMCs liberando lipideos e debri celular no espago extracelular
que se acumulam e formam um nucleo necrético (NC), encobertos por uma
camada fibrosa de MEC. Com a diminuicido das células musculares também

havera uma diminuicdo da producdo de compostos de matriz extracelular e
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aumento na acdo de metaloproteinases na regido, causando um
enfraquecimento dessa camada fibrosa que recobre o NC. A ultima etapa
desse processo € a ruptura da placa levando a exposicdo de todo esse
ambiente ao sangue resultando na formagdo de um trombo (figura 8d) e
possivel oclusdo do vaso afetado (Deanfield et al., 2007; Noble, 2008; Libby et
al., 2011; Maiolino et al., 2013; Rajendran et al., 2013; Crea et al., 2014; Kim e
Byzova, 2014; Lim e Park, 2014; Silvestre-Roig et al., 2014).

Q’ Menotyte @) T cel

Thrombus
formation

Fibrous cap
rupture

ﬂ Q T mac%pnage 1]

gg Foam Cholesterol Vasa  Migrating D D D e e D D

Y/

cell  crystal vasorum SMC

Figura 8. Desenvolvimento da aterosclerose.

a- parede arterial normal. b- ativacdo do endotélio e inicio do processo inflamatério. c-
propagagao e crescimento da placa ateromatosa. d- rompimento da placa e formagao de
trombo no local da les&o. Fonte: Libby et al. 2011.

Mudancas na expressdo de PGs assim como alteracbes estruturais e
funcionais dos glicosaminoglicanos desses glicoconjugados estdo associadas a
diversos aspectos da doenga aterosclerética (Kolset e Salmivirta, 1999; Tran-
Lundmark et al., 2008; Soto et al., 2012; Vlodavsky et al., 2013). Existem trés
principais classes de PGs na parede vascular e sédo classificados de acordo

com os GAGs predominantes em sua composicdo, sendo estes, heparam
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sulfato, condroitim sulfato e dermatam sulfato. Seu envolvimento com o
clearance e metabolismo de lipoproteinas circulantes ja tem sido amplamente
estudado (Kolset e Salmivirta, 1999; Paka, Goldberg, et al., 1999; Mahley e
Huang, 2007; Tovar et al., 2011; Ding et al., 2012; Soto et al., 2012). Esse
processo ocorre pela interagdo entre as cadeias de glicosaminoglicanos e
residuos de aminoacidos basicos presentes nas apolipoproteinas (Paka,
Goldberg, et al., 1999; Soto et al., 2012).

Além da funcio diretamente relacionada ao préprio endotélio os PGHSs
tem papel na regulagdo da proliferacdo de células do musculo liso vascular
(Kunjathoor et al., 2002; Tran et al., 2007; Vlodavsky et al., 2013). Também foi
descrito que os PGHSs sao responsaveis por inibir a adesdao de mondcitos
impedindo sua posterior rolagem e migragdo para o subendotélio, além de
promoverem inibicdo da trombina (Kolset e Salmivirta, 1999; Paka, Goldberg, et
al., 1999; Tran et al., 2007). Ja foi relatado que ha uma relagdo negativa entre
as lesdes aterosclerodticas e o teor de HS no vaso afetado. Os PGs ditos pro-
aterogénicos, como aqueles contendo cadeias de condroitim sulfato (PGCSs) e
dermatam sulfato (PGDSs), se acumulam em sitios de les&o aterosclerética
devido a sua capacidade de reter lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
(Gutierrez et al., 1991; Shinjo et al., 1999; Kunjathoor et al., 2002; Tran-
Lundmark et al., 2008; Rao et al., 2011; Tovar et al., 2011; Soto et al., 2012;
Vlodavsky et al., 2013). Os proteoglicanos de heparam sulfato sdo ditos anti-
aterogénicos. Ja foi descrito que o HS pode encobrir proteinas do subendotélio
tal como a fibronectina e impedir lipoproteinas e mondcitos de se associar com

essa proteina na matriz extracelular (Soto et al., 2012).

Perlecam é um proteoglicanos, que pode conter cadeias de HS,
predominante na lamina basal e MEC da parede arterial e influencia os
processos de doenga vascular modulando adesao, migragéo e proliferacéo das
células de musculo liso vascular (Kunjathoor et al., 2002; Tran-Lundmark et al.,
2008). Ja foram encontradas evidéncias de que durante processos

ateroscleréticos ha um aumento nos PGs de dermatam e condroitim sulfato
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enquanto ocorre uma diminui¢cao simultadnea nos PGs de heparam sulfato como

sindecam e perlecam (Rao et al., 2011).

A reducdo no heparam sulfato presente na parede arterial tem sido
observada em varias condi¢cdes inflamatdrias e na aterosclerose, bem como, no
envelhecimento. Em concordancia com isso foi relatado que ha um aumento na
atividade da enzima heparanase (uma enzima que degrada heparam sulfato)
em lesOes ateroscleréticas contribuindo assim, para uma continua diminuigao
do HS nas regides afetadas (Vlodavsky et al., 2013). Essa perda do HS acelera
a deposicao de lipoproteinas na matriz subendotelial tanto in vivo quanto em
tratamentos enzimaticos in vitro (Tran et al., 2007; Tran-Lundmark et al., 2008;
Rao et al., 2011). Também ha uma correlagdo inversa entre a quantidade de
colesterol em uma leséo e a concentragédo de HS como ja observado em aortas
humanas. Dentre as alteragdes decorrentes da diminuicdo do HS podem-se
destacar: permeabilidade endotelial alterada, aumento na migragcao celular
através das paredes dos vasos sanguineos, formagao de trombina, aumento na
ligagdo de mondcitos a matriz subendotelial, aumento na retencdo das
lipoproteinas, aumento da proliferagdo das células musculares e aumento da
susceptibilidade as infecgbes bacterianas, em resumo, um aumento das
complicagbes decorrentes da prépria aterosclerose (Paka, Goldberg, et al.,
1999).

Estratégias que possam restaurar a fungcéo endotelial tém sido testadas.
Atualmente os protocolos de tratamento visam a diminuicdo dos lipideos e da
pressdo sanguinea. Novas terapias baseadas no conhecimento da biologia
endotelial também fazem parte dos protocolos que possam combater a
aterosclerose. Essa nova abordagem tenta restabelecer a fungao do endotélio
interrompendo a progressao da aterogénese. Um ou mais compostos que
pudessem restabelecer a fungdo endotelial e agir em diferentes fases do
processo aterosclerdtico seriam de grande interesse para o tratamento dessa
condicao que afeta grande parte da populacdo mundial. Assim como também

que possam ser utilizados no tratamento de uma gama de doengas que afetam
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a integridade vascular incluindo além das doencgas cardiovasculares, o cancer e

inflamacéo.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar os efeitos da ramnana
sulfatada (RS) da alga Monostroma nitidum em células endoteliais e de
musculo liso vascular, derivadas de aorta de coelhos, e seu potencial

mecanismo de agao.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da RS na estrutura e composicao do glicocalice de
células endoteliais e musculares lisas;

Analisar o efeito da RS na expresséo e no grau de sulfatagéo de
glicosaminoglicanos pelas duas linhagens celulares;

Identificar a via de sinalizagao envolvida no efeito da RS em ambas as
linhagens celulares;

Avaliar os efeitos da RS na producéao de éxido nitrico e mobilizagao de
calcio intracelular em ambas as linhagens celulares;

Estudar os efeitos da RS na angiogénese.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS
3.1.1 Linhagem celular

As células endoteliais (EC, clone CIPs) e de musculo liso vascular de
aorta de coelho (SMC, Clone RI), (Buonassisi & Colburn,1973; Buonassisi &

Colburn, 1980) foram gentilmente cedidas pelo Dr. Vincenzo Buonassisi.
3.1.2 Ramnana sulfatada

A ramnana sulfatada, denominada RS, obtida da alga marinha verde
Monostroma nitidum assim como RS marcada com FITC, foram gentilmente
encaminhadas pelo Dr. Bruce Daniels do Saint Anthony Hospital (Oklahoma,
EUA). RS apresenta um peso molecular de 1,8 x 10° Da sendo composta por
unidades de L-ramnose a-1,3 ligadas e a-1,2 em menores propor¢cdes com
presenca de sulfato na posig¢ao 2 dos residuos a-1,3 ligados e na posi¢cédo 3 nos
residuos a-1,2 ligados, além de ramificagdo na posicdo 3 em alguns residuos
de ramnose. O teor de sulfato na composicdo de RS é de 28% (Harada e
Maeda, 1998b).

3.1.3 Meios de cultura e outras solugoes

No presente trabalho foi utilizado meio F12 GIBCO (Grand Island, NY,
EUA): mistura nutriente contendo L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sédio 3,7
g/L, Penicilina 10.000 U/L e Estreptomicina 10 mg/L (Sigma Chemical Co. , St.
Louis, MO, EUA). O meio de cultura F12 foi suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, S&o Paulo, Brasil).

Solugdo EBSS (solugdo salina balanceada de Earle) preparada em
nosso laboratério contendo NaCl 6,8 g; KCI 0,4 g; Na;HPO4 1,14 g; KH,PO,4 0,2
g; Na;HPO, 0,14 g x 1 H,O; NaHCO; 2,2 g; D-glucose 1,0 g e 0,01 g de

vermelho de fenol em um litro de agua.
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A solugdo PBS (tampado fosfato salino) foi preparada em nosso
laboratério contendo de NaCl 7,2 g; Na,HPO3; 1,48 g e KH,PO,4 0,43 g pH 7,4.
Essas solugbes foram preparadas com agua deionizada em sistema Milli-QTM
Water, (Millipore Corp., Bedford, MA, EUA).

3.1.4 Enzimas

Heparinase e heparitinases | e Il de Flavobacterium heparinum foram
purificadas no laboratério a partir de extrato bruto obtido dessa bactéria

crescida em meio contendo heparina (Nader et al., 1990).

Condroitinase AC de Artrobacter aurescens e condroitinase ABC de
Proteus vulgaris foram adquiridas da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA).

A enzima proteolitica maxatase purificada de esporos de Bacillus subtilis

foi adquirida da Biocon do Brasil Industria Ltda (RJ, Brasil);

Pancreatina (pancreatina 25 g USP e NaCl/L 8,5 g), comercialmente
encontrada sob o nome de viocase (Gibco Laboratories, Grand Island, NY,
EUA). Esta enzima é extraida de pancreas suino, sendo na realidade um
coquetel enzimatico formado por colagenases, elastases, esterases, nucleases

e peptidases.
3.1.5 Anticorpos e outros reagentes para imunocitoquimica

e anti-sindecam-4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA);

e anti-fibronectina (Calbiochem Novabiochem Corporation, La Jolla, CA,
EUA);

e anti-fosfo-Src (Tyr-416) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA);

¢ anti-fosfo-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Cell Signaling Technology);

e anti-B-actina (Cell Signaling Technology);

e WGA (Wheat germ agglutinin) conjugada com Alexa Fluor 594 (Life
Technologies, Inc. New York, EUA)

e anti-heparam sulfato epitopo 10e4 (US Biological, MA, EUA)
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e anti-proteoglicano de heparam sulfato (perlecam) (EMD Millipore, MA,
EUA)

e anti-NDST1 (heparam sulfato N-deacetilase/N-sulfotransferase do tipo 1)
(Abgent, CA, EUA)

e anti-HS2ST1 (heparam sulfato 2-O sulfotransferase) N-terminal (Abgent)

e anti-HS2ST1 (heparam sulfato 2-O sulfotransferase) center (Abgent)

e anti-HS3ST1 (heparam sulfato D-glucosaminil 3-O-sulfotransferase 3A1)
(Abnova, Taipei, Taiwan)

e anti-HAS1 (acido hialurdnico sintase 1) (Santa Cruz Biotechnology)

e anti-HAS2 (acido hialurdnico sintase 2) (Santa Cruz Biotechnology)

e anti-HYAL1 (hialuronidase 1) (Santa Cruz Biotechnology)

e anti-HYALZ2 (hialuronidase 2) (Santa Cruz Biotechnology)

e anticorpo anti-coelho conjugado com Alexa Fluor 488 (Molecular Probes,
OR, EUA)

e anticorpo anti-coelho conjugado com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes)

e anticorpo anti-coelho conjugado com Alexa Fluor 546 (Molecular Probes)

e anticorpo anti-coelho conjugado com HRP (peroxidase de rabano) (GE
lifesciences, Reino Unido)

e DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole, dihidrocloride) corante fluorescente
para nucleo (Life Technologies)

e Estreptavidina conjugada com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, OR,
EUA)

e Meio de montagem de laminas para imunofluorescéncia Prolong gold
antifade reagent com DAPI (Molecular Probes)

e Tissue tek (Sakura Finetek, Holanda)
3.1.6 Radioisé6topo

[*°S]-sulfato de sédio livre de carregador adquirido do IPEN-CNEN (S&o
Paulo, SP, Brasil).
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3.1.7 Outros materiais

¢ 1,2-diaminoetano, 1,3-diaminopropano, dimetilsulféxido (DMSO) (Aldrich
Chemical Company, Inc., Milwaukee, WI, EUA).

e Agarose com baixo teor de sulfato (Standard Low-Mr) (BioRad
Laboratories, Inc. Hercules, CA, EUA).

e Azul de toluidina (Fisher Scientific Co, Fair Lawn, New York, EUA).

e Alamar Blue® (Life Technologies)

e BAPTA-AM, quelante de ions divalentes (Ca*?) (Life Technologies)

e Brometo de cetiltrimetilaménio (CETAVLON) (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

e Colunas de cromatografia Phenosphere SAX (Phenomenex, Torrance,
CA, EUA)

e Coluna de cromatografia OHpak SB-804HQ (Shodex®, Téquio, Japao)

e Coluna de cromatografia OHpak SB-805 HQ (Shodex®, Téquio, Japao);

e Filmes de fésforo radiosensiveis Multipurpose (12,5 x 19,2, 12,5 x 25,2 e
12,5 x 43,0) (Packard Instruments Company, Meriden, EUA);

e Filtros Corning para meio de cultura para 500 mL com membrana de
acetato de celulose 0,22 um (Corning, NY, EUA);

e Fitas de dialise Spectrapor com poros de 6000 a 8000 Da e de 12000 a
14000 Da (Spectrum Medical Industries, Houston, Texas, EUA);

¢ Kit de dosagem de proteinas BCA (Thermo Scientific, MA, EUA);

¢ Kit para dosagem de calcio Fluo4 Direct™ (Molecular Probes, OR, EUA);
e Liquido de cintilagdo Ultima Gold (PerkinElmer, Santa Clara, CA, EUA);

e Matrigel preparado no proéprio laboratério, extraido do tumor EHS;

e Placas com 24 pocos para cultura (Falcon, New Jersey, EUA);

e Placas com 96 poc¢os para cultura (Falcon, New Jersey, EUA);

e Placas para cultura de 35 x 10 mm (p35) e 60 x 10 mm (p60) (Falcon,
New Jersey, EUA);

e Solugdo amplificadora de quimiluminescéncia ECL (Thermo scientific,
EUA)
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e Sonda para detecgdo de oOxido nitrico DAF-FM diacetate(4-amino-5-
methylamino-20,70-difluorofluorescein diacetate) (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA);

e Solugado amplificadora da fluorescéncia (Enhancement solution Perkin-

Elmer, Turku, Finlandia).

3.1.8 Glicosaminoglicanos

Condroitim 4-sulfato, extraido de cartilagem de baleia e condroitim 6-
sulfato, extraido de cartilagem de tubardo, bem como dermatam sulfato
extraido de mucosa intestinal bovina, obtidos da Seikagaku Kogyo Co. (Téquio,
Japao). Heparam sulfato foi purificado de pulmao bovino em nosso laboratério,
como descrito por Dietrich e Nader (Dietrich e Nader, 1974). Acido hialurénico
de Streptococcus sp (Calbiochem, CA, EUA). Padrbes de peso molecular de
acido hialurénico monodispersos (2500kDa, 601kDa, 250kDa, 150kDa e
100kDa) foram adquiridos da empresa Hyalose (Hyalose, Oklahoma, EUA).

Heparina biotinilada foi preparada em nosso laboratério (Boucas et al., 2008).
3.1.9 Equipamentos
Além dos aparelhos usuais de laboratério, foram utilizados:

e Autoclave vertical e horizontal (FABBE, Sdo Paulo, SP, Brasil);

e Banhos de temperatura constante (FANEM Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil);

e Camaras para eletroforese em gel de agarose, modelo desenvolvido por
Jaques e col. (Jaques et al., 1968) (Técnica Permatron Ltda, Sdo Paulo,
SP, Brasil);

e Contadores de cintilagbes em meio liquido modelo LS-6800, (Beckman
Instruments, Inc., Palo Alto, CA, EUA) e modelo 2100TR/2300TR
(Packard Instruments Company);

e Criostato modelo HM550 (Thermo Scientific)

e Espectrofotbmetro modelo Spectronic 2000, (Bausch & Lomb, Rochester,
NY, EUA);

e Fotodocumentador modelo MF-ChemiBIS (DNR Bio- Imaging Systems,

Jerusalem, Israel);
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e Fluxo laminar horizontal (Veco, Campinas, SP, Brasil);

e Fontes de corrente continuas regulaveis (Técnica Permatron Ltda, Sao
Paulo, SP, Brasil);

e Incubadoras de temperatura controlada e atmosfera de CO,, acopladas a
torpedos de CO; por Gas Guards (Forma Scientific, Marietta, OH, EUA);

e Leitor de ELISA Victor? (1420 multilabel counter) (Wallac, Turku, Sweden);

e Leitor de microplacas FlexStation 3 (Molecular Devices, CA, EUA);

e Desruptor de célula Ultra-Sénico UNIQUE (Sao Paulo, SP, Brasil);

e Microscépio invertido de contraste de fase Nikon Eclipse — TE 300 e TE
800 (Nikon, Jap&o);

e Microscépio Confocal TCS SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha);

e Microscopio Leica AM TIRF MC (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha);

e Microscopio TCS SP8 CARS (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha);

e Sistema AKTA purifier (GE healthcare, Reino Unido);

e Sistema de autoradiografia, Cyclone, composto por um escaner a laser
(Storge Phosphor System) acoplado a um computador com programa de
analise de imagens (OptiQuantTM) (Packard Instruments Company);

e Software image J (National Institute of Health-NIH, EUA);

3.2 METODOS

3.2.1 Manutencao da cultura de células

As células endoteliais derivadas de aorta de coelho (EC-clone CIPs) e as
células de musculo liso vascular de aorta (SMC, clone RI) foram mantidas em
meio F12 suplementado com 10% de SFB e 10.000U/L de penicilina e 10 mg/L
de estreptomicina. As células foram mantidas a 37 °C sob atmosfera de 2,5%
de CO, O subcultivo da linhagem foi feito conforme descrito a seguir.
Inicialmente, o meio foi removido da placa de células confluentes (2,0 x 10°
células por placa, 60 x 10 mm) e lavado em solugdo EBSS. Em seguida, foi
acrescentada a solugéo de pancreatina (2,5%) diluida na proporgao 1:10 em
EBSS (1 mL em cada placa 60 x 10 mm), e a placa foi mantida na incubadora a
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37 °C durante aproximadamente 30 minutos (tempo necessario para que as
células se desprendam da placa). A solugdo contendo as células foi
ressuspensa, cuidadosamente, varias vezes com uma pipeta Pasteur, sendo
transferidas aproximadamente 3,0 x 10° células para uma nova placa contendo
meio F12 enriquecido com 10% de SFB, ja equilibrado a 37 °C e 2,5% de CO..
O meio foi substituido no dia seguinte ao subcultivo, e com as células aderidas

a cada 2 dias.
3.2.2 Ensaio de viabilidade celular com Alamar Blue®

As células foram cultivadas em placas de 96 pogos na densidade de 1 x
10* células por poco. A placa foi entdo incubada por 18 horas a 37 °C e em
atmosfera umida contendo 2,5% de CO,. Apds esse periodo, o meio foi
removido e substituido com novo meio contendo apenas 10% de SFB, para os
controles, ou contendo diferentes concentracdes (1, 10, 50, 100 e 200 ug/mL)
de RS nas células tratadas. As placas retornaram a incubadora por 24 horas e,
ao fim desse periodo, o0 meio foi removido e substituido por meio F12 sem SFB,
contendo 10% de uma solugao estoque de Alamar Blue® (10X concentrada) e,
em seguida, foram incubadas por 4 horas. Ao término da incubagado, a
fluorescéncia foi analisada em um leitor de microplacas Flexstation 3 utilizando

como comprimentos de onda 560 nm (excitagdo) e 590 nm (emisséo).
3.2.3 Ensaios citoquimicos

Para deteccgdes citoquimicas, as células endoteliais ou musculares foram
cultivadas sobre laminula circular de 13 mm de didmetro a uma concentracao
de 1 x 10* células/laminula e mantidas em placa multiwell de 24 pogos. Os
experimentos foram realizados com células mantidas por 3 dias na incubadora.
Em seguida, o meio foi removido e as células foram incubadas com novo meio
na presenga ou auséncia de 100 pg/mL de RS a 37 °C e 2,5% de CO; por 24
horas. Apds o periodo necessario, o meio foi removido, as células lavadas 5
vezes em PBS (0,1M, pH 7,4) a 4 °C e entédo realizado o ensaio de marcagao

com a lectina WGA e anticorpos primarios de interesse como descrito abaixo.
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3.2.3.1 Marcacao do glicocalice

As células e anéis de aorta foram incubados com lectina WGA
conjugada com Alexa Fluor 594 por 1 hora a 4 °C. A seguir, foram realizadas 5
lavagens vezes com PBS, e fixadas com paraformaldeido 2% em PBS, por 30
min a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram lavadas 2 vezes

em PBS, 1 vez em PBS contendo glicina 0,1 M e 2 vezes em PBS.
3.2.3.2 Remogao da aorta de ratos e marcagao histoquimica

Ratos machos Wistar foram eutanasiados sob anestesia e a aorta
toracica foi removida, limpa de tecidos adjacentes e cortada (0,5 mm), sendo
cultivadas em placas de 24 pocos com meio F12 suplementado com SFB
contendo ou ndo RS (100 pg/mL) e incubadas por 24 horas a 37 °C e 5% CO..
Apoés a incubagado, os anéis foram congelados em TissueTek® e cortados em
criostato (espessura de 7 ym). Os cortes histologicos foram lavados em PBS

por 3 vezes e, em seguida, foi realizada a marcacao desejada.
3.2.3.3 Incubagao com anticorpo secundario

Apos fixacdo, as células foram lavadas e, em seguida, incubadas com
anticorpo secundario especifico para cada anticorpo primario diluidos 1:300 em
PBS, previamente centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm a 4 °C. A
incubacdo com anticorpo secundario foi realizada por 45 min no escuro. A
sequir, as células foram lavadas cinco vezes em PBS. Os controles negativos
para os experimentos de imunomarcagcao foram realizados omitindo-se o

anticorpo primario.
3.2.3.4 Coloragao do nucleo, montagem e visualizagao das laminas.

Apos as marcagoes, as células foram permeabilizadas utilizando uma
solucdo de PBS 0,01% de saponina com a qual as células foram lavadas
rapidamente. Em seguida as laminulas foram lavadas por 5 vezes em PBS e
uma vez com agua deionizada e montadas em laminas histologicas utilizando

meio de montagem Prolong® Gold antifade contendo DAPI para a coloragao do
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nucleo. As imagens foram obtidas em um microscopio confocal Leica SP8. A
intensidade dos lasers e ganho foram ajustadas e mantidas iguais para

controles e células tratadas.
3.2.3.5 Marcacao do acido hialurénico presente nas células

As células cultivadas como descrito anteriormente foram marcadas com
a proteina de ligacéo especifica para o acido hialurénico conjugada com biotina
na diluicdo de 1:300 em PBS por 1 hora a 4 °C. Em seguida, foram realizadas 5
lavagens utilizando PBS. A proteina de ligacdo foi revelada utilizando
estreptavidina conjugada com Alexa Fluor 594, conforme método desenvolvido

em nosso laboratério (Martins et al., 2003).

3.2.3.6 Deslocamento da heparina biotinilada ligada a matriz extracelular

Foi realizado um ensaio desenvolvido em nosso laboratério (Boucas et
al., 2008). Esse ensaio tem por finalidade avaliar se RS é capaz de deslocar a
heparina biotinilada ligada a sitios especificos presentes na matriz extracelular.
Células plagueadas em laminulas como descrito anteriormente e cultivadas por
trés dias foram posteriormente incubadas com heparina biotinilada (10 pg/mL),
e heparina nao biotinilada ou RS em excesso molar (100x) por 1 horaa 4 °C. A
ligacdo da heparina biotinilada a MEC foi revelada utilizando estreptavidina

conjugada com Alexafluor 594.
3.2.3.7 Marcacao da matriz extracelular com RS-FITC

Utilizando o mesmo principio do ensaio descrito no item anterior (3.2.3.6)
foi utilizada uma ramnana sulfatada conjugada com FITC e foi verificado se RS-
FITC era capaz de se ligar a matriz extracelular e se essa ligagao ocorria nos
mesmos sitios que RS nado conjugada. Para tal, células cultivadas sobre
laminulas foram expostas a RS-FITC (10 pg/mL) por 1 hora a 4 °C e
concomitantemente com RS n&o conjugada em excesso molar (100X), como
descrito acima para a heparina biotinilada. Apos as lavagens sequenciais as
laminas foram montadas e procedeu-se a visualizacdo em microscépio

confocal como descrito.
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3.2.3.8 Localizagao simultanea de RS-FITC e fibronectina na matriz

extracelular

Esse ensaio foi realizado para verificar se a ligagdo de RS-FITC a matriz
extracelular ocorria nos mesmos sitios de ligagdo da heparina envolvendo
fibronectina. Para isso, as células foram cultivadas depois de lavadas em PBS
por 5 vezes foram marcadas com anticorpo anti-fibronectina e posteriormente
reveladas com anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor 594. Apds as
lavagens em PBS as células foram fixadas e posteriormente incubadas por
mais 1 hora com RS-FITC. Apds lavagens as laminas foram montadas e

procedeu-se a visualizagado como descrito.
3.2.3.9 Ensaio de Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)

O ensaio de FRET tem por finalidade verificar a proximidade de
estruturas celulares tidas como co-localizadas por imunofluorescéncia
convencional. Para que ocorra o fendbmeno de FRET €& necessario que as
estruturas estudadas estejam a uma distancia inferior a 10 nm (figura 9) . Para
a realizagdo do ensaio de FRET, as células foram marcadas com anticorpo
anti-fibronectina e posteriormente reveladas com anticorpo secundario
conjugado com Alexa Fluor 546. Apds as lavagens em PBS as células foram
fixadas e posteriormente incubadas por mais 1 hora com RS-FITC. Apéds
lavagens as laminas foram montadas e procedeu-se a visualizagdo no
microscopio confocal Leica TCS SP8 CARS. As taxas e eficiéncia de FRET

foram calculadas como descrito por Ecke e colaboradores (Ecke et al., 2008).
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Figura 9. Esquema representando o fenémeno de FRET. Ocorre FRET quando a
energia é transferida de um fluoréforo doador para o fluoréforo aceptor marcando estruturas
diferentes quando a distancia entre os dois for inferior a 10nm. Fonte: Nature.com;
www.molecular-beacons.org

3.2.4 Dosagem do acido hialurénico

As células foram cultivadas em ftriplicatas, conforme descrito
anteriormente e, apos tratadas por 24 horas com RS (100 pg/mL), o meio de
cultura foi coletado e mantido a 4 °C; as células foram raspadas com auxilio de
scrapers ap6s a adicdo de 3 mL de Tris-HCI 0,05 M + uréia 7 M seguida de
uma lavagem adicional com 3 mL de Tris-HCI 0,05 M. A concentragao do acido
hialurénico foi determinada no material obtido (meio de cultura e extrato celular)
apo6s protedlise com 4 mg/mL de maxatase em tampao Tris-HCI 0,05 M, a 60
°C, por 18 horas, usando método recentemente desenvolvido no nosso
laboratério (Martins et al., 2003). Resumidamente, uma proteina de ligagao
especifica para o AH é extraida de cartilagem nasal bovina e usada tanto
adsorvida em placa de ELISA e como “sonda” biotinilada. Solugbes padrao (0-
1000 ng/mL) de &cido hialurénico e as amostras proteolisadas e inativadas pelo
calor foram diluidas em tampao de ensaio (Tris-HCI 0,05 M, pH 7,75 +
albumina bovina 1%), e colocadas, em triplicatas (100 yL/pogo), em placas de
ELISA previamente revestidas com a proteina de ligagéo (1 mg/mL em tampao
carbonato 0,06 M, pH 9), e incubadas por 18 horas a 4 °C. Apés 12 lavagens
com tampao de lavagem (Tris-HCI 0,05 M, pH 7,75) seguiu-se incubagéo por

duas horas com a proteina de ligacao biotinilada. Terminada essa etapa, a
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placa foi novamente lavada 12 vezes seguida por incubagdo de 30 minutos
com estreptavidina marcada com eurdpio diluida 1:5000 em tampao de ensaio.
Apds novo ciclo de 12 lavagens, foi adicionada uma solugdo amplificadora da
fluorescéncia e a placa agitada por dez minutos a temperatura ambiente. Ao
final, a placa foi colocada em um fluorimetro para a determinacdo da
fluorescéncia emitida. Um programa de calculo (Multicalc, Wallac Oy, Turku,
Finlandia) interpreta os dados (contas/s) e fornece os resultados da

concentragdo do AH em ng/mL.

3.2.5 Analise do tamanho de acido hialuréonico

Apos a extragao do AH como descrito acima, aliquotas de 100 pl das
amostras foram submetidas a analise de tamanho do acido hialurbnico em
aparelho Akta Purifier® (GE) utilizando coluna OHpak SB-805HQ (Shodex®)
de 300 x 8,0 mm em série com coluna OHpak SB-804HQ (Shodex®) também
de 300 x 8,0 mm a temperatura ambiente. Para a eluicdo do AH foi utilizada a
fase moével de 0,2 M de NaCl durante 30 min com fluxo de 0,5 ml/min e
deteccéo ultravioleta (UV) a 205 nm. Fragdes de 0,2 mL foram coletadas para
posterior quantificacdo do &cido hialurénico como descrito anteriormente
(Martins et al., 2003). Os ensaios foram realizados em triplicata. Previamente
aos experimentos, foi realizada a padronizagao do ensaio (figura 10) com o uso
de acido hialurénico monodispersos de determinados tamanhos (2500kDa,
601kDa, 250kDa, 150kDa e 100kDa).
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Figura 10. Perfil de eluicdo dos padrées de acido hialurénico. Padrbes de diferentes pesos
moleculares eluidos em diferentes volumes (eixo X) da coluna.

3.2.6 Extracao de proteinas totais e analise por western blotting

Para extracao de proteinas e western blotting células foram cultivadas e
crescidas em placas de 100 mm de didmetro a 37 °C numa atmosfera
umidificada com 2,5% CO,. Apds as células atingirem confluéncia, foi realizado
o tratamento com 100 ug/mL de RS por 24 h. Os extratos proteicos das células
foram obtidos como descrito anteriormente (Nobre et al., 2013a). Foi
adicionado do coquetel de lise (Tris 50 mM [tris ( hidroximetil) aminometano] -
HCI[pH 7,4 ], 1% de Tween - 20, 0,25% de desoxicolato de sédio, 150 mM de
NaCl, 1 mM de acido de etileno glicol tetraacético (EGTA), 1 mM de vanadato,
1 mM de fluoreto de sédio (NaF), inibidores de protease [1 mg/mL de
aprotinina, 10 mg/mL de leupetina , e 1 mM de 4-(2-aminoetil)-benzoilsulfonil-
fluoreto- cloridrato]), e por fim foi adicionado coquetel de inibidor de proteases e
fosfatases (Roche, Mannhein, Alemanha). Posteriormente os extratos celulares
foram sonicados por pulsos de ultrassons (trés pulsos de 10 segundos na
poténcia minima) a 4° C. Os fragmentos celulares foram descartados apds
centrifugacdo e a quantificagdo da concentracdo de proteinas totais foi
determinada utilizando o kit Micro BCA. Um volume igual de dodecilsulfato de
sodio (SDS), 100 mM de Tris - HCI [ pH 6,8 ] , 200 mM de ditiotreitol [DTT],

0,1% de azul de bromofenol e glicerol 20% foi adicionado as amostras e as
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mesmas fervidas durante 5 minutos. Os extratos proteicos (50 ug) foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (10% ou
12%) e em seguida, transferidos para membranas de nitrocelulose (Millipore).
As membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em po6 diluido em
tampao TBST (tampao Tris 200 mM / HCI, pH 8,0, contendo NaCl 150 mM e
Tween 20 a 0,05%), em seguida, incubadas a 4° C overnight com anticorpos
primarios especificos diluidos em 1% de albumina de soro bovino (BSA) em
TBST. Depois disso, as membranas foram lavadas em TBST, incubadas com o
anticorpo secundario conjugado com HRP apropriado (durante 1 hora em TBST
/| BSA 1%) e lavadas em TBST. Finalmente, as membranas foram incubadas
com solucdo amplificadora de quimiluminescéncia ECL e a deteccéo do sinal
de quimiluminescéncia foi realizada utilizando o sistema de documentagao de

gel e a analise densitométrica foi efetuada utilizando o software ImageJ.

3.2.7 Marcacgido metabélica dos glicosaminoglicanos sulfatados com [*°S]-

sulfato

As células endoteliais e musculares lisas foram cultivadas
individualmente até atingirem a confluéncia em placas de 35 mm. Os
glicosaminoglicanos  sintetizados  pelas células foram  marcados
metabolicamente utilizando-se [*°S]-sulfato de sddio (Nader et al., 1991). No
momento da marcagao, o meio contendo SFB foi aspirado, as células foram
lavadas com meio F12 sem soro e, a seguir, foi adicionado meio F12 sem soro
contendo 150 pCi/mL [*°S]-sulfato e incubadas por 18 horas, para incorporagéo
do sulfato radioativo, a 37° C, 2,5% CO,. A seguir o meio foi coletado e as
células lavadas duas vezes com PBS. As células foram retiradas das placas de
35 mm com 500 pyL de tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8, contendo ureia 7M
seguida de uma lavagem adicional com 3 mL de Tris-HCI 0,05 M. Os
glicosaminoglicanos foram extraidos e analisados por eletroforese em gel de

agarose, como descrito a seguir.
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3.2.8 Extracao de glicosaminoglicanos sulfatados

Apo6s a marcagao metabolica das células com [358]-sulfato, tanto o meio
de cultura quanto a fragao celular obtidos como descrito no item anterior (3.2.7)
foram proteolisados com a enzima Maxatase (4 mg/mL), por 18 horas, a 60° C,
em presenca de Tris-HCI 0,05 M e NaCl 0,15 M, pH 8 e carregadores né&o
radioativos 1 mg/mL. Apds a incubagdo, os glicosaminoglicanos extraidos

foram analisados por eletroforese em gel de agarose como discutido a seguir.
3.2.9 Eletroforese em gel de agarose

A identificacdo e quantificagdo dos glicosaminoglicanos foram feitas por
eletroforese em gel de agarose pelo método desenvolvido por Jaques e col.
(Jaques et al., 1968) e modificado por Dietrich & Dietrich (Dietrich e Dietrich,
1976). As amostras de GAGs foram aplicadas em um gel de agarose
solidificado (0,55%) preparado em tampao 1,3 diamino propano acetado 0,05
M, pH 9,0 (PDA) tendo como suporte laminas de vidro. As amostras referentes
ao meio de cultura ou fracdo celular foram submetidas a eletroforese em caixa
refrigerada a 4° C, utilizando-se o mesmo tampao de preparo do gel. Os
glicosaminoglicanos migram em direcdo ao polo positivo, uma vez que
possuem carga negativa, devido a presenca de grupamentos sulfato e
carboxila. O tampao PDA discrimina por ordem decrescente de mobilidade
eletroforética os condroitim 4- e 6-sulfatos (CS), dermatam sulfato (DS),
heparam sulfato (HS) e heparina (Hep). A eletroforese foi realizada a 5 V/cm
durante 1 hora (Dietrich et al., 1977). Apos a corrida, os glicosaminoglicanos
foram precipitados no gel por CETAVLON (brometo de cetiltrimetilaménio)
0,1%, durante 2 horas em temperatura ambiente. A seguir, o gel foi seco sob
calor e ventilagao, e corado com uma solugcédo de azul de toluidina 0,1% em
acido acético 1% e etanol 50% por 15 minutos. O excesso de corante foi
removido por uma solugao de acido acético 1% em etanol 50%. Os géis foram

entdo secos a temperatura ambiente.
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3.2.10 Quantificagao dos glicosaminoglicanos marcados metabolicamente

Apos a eletroforese em gel de agarose em tampéao PDA, as laminas de
agarose foram expostas a um filme radiosensivel por 24h. Os compostos
radioativos foram localizados apds varredura no aparelho Cyclone. As bandas
contendo os compostos marcados com sulfato radioativo foram recortadas do
gel e a radioatividade determinada em um contador de cintilagdes utilizando
Ultima Gold como liquido de cintilacdo. A quantidade total de cpm (contas por
minuto) de cada amostra foi calculada com base nos valores obtidos para a
aliquota submetida a eletroforese (Pinhal et al., 1994). Os dados apresentados
na secao Resultados sao referentes a quantidade total de cpm/ug de proteina.
A concentracao de proteina de cada amostra foi determinada em uma aliquota
da fragcdo celular utilizando-se o kit ensaio de BCA de acordo com as

recomendacgdes do fabricante.
3.2.11 Analise da estrutura do heparam sulfato marcado radioativamente

O heparam sulfato purificado de células endoteliais e de musculo liso
vascular, expostas ou ndo a RS, apos a marcacéo metabdlica com [*°S]-sulfato
foi incubado com uma mistura de enzimas (heparinase |, e Il 2,5 mUI cada,
sendo 1Ul = 1 unidade que ira formar 1umol de acido urdnico insaturado por
minuto) e os dissacarideos produzidos pela digestdo enzimatica foram
separados em uma coluna Phenosphere SAX 150 x 4.6 mm usando um
gradiente de NaCl de 0-1 M em 30 min com um fluxo de 1 mL/min e deteccéo a
232nm. A coluna foi calibrada utilizando-se os padrées de dissacarideos AUA-
GIcNS(6S), AUA(2S)-GIcNS e AUA(2S)-GIcNS(6S). Fragdes individuais (0,5
mL) foram coletadas e contadas usando um contador micro-beta (Vicente et al.,
2015). Os resultados foram expressos como percentual relativo de cada

dissacarideo analisado.
3.2.12 Dosagem do calcio intracelular

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos na concentracao de
1 x 10* células por poco. Depois de cultivadas por trés dias, foi realizada a
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medic&o do calcio intracelular, utilizando o kit Fluo4 Direct™ (Medeiros et al.,
2012b). Para isso as placas contendo as células e meio de cultura foram
incubadas por 60 minutos a 37° C com uma solugdo de Fluo4 Direct. Uma
solugdo de RS foi adicionada a placa na concentragao final de 100 pg/mL no
tempo de 20 segundos e a fluorescéncia foi acompanhada por no minimo 300
segundos. O experimento foi realizado em um leitor de microplacas na

temperatura de 37° C.
3.2.13 Medida da producao de 6xido nitrico (NO)

As células foram cultivadas em laminulas de vidro (25 mm) em placas de
35 mm por trés dias. Para a medi¢do do NO, as células foram incubadas com
10 uM de DAF-FM diacetato (4-amino-5-methylamino- 2',7'-difluorofluorescein
diacetate) como indicado pelo fabricante e as imagens foram capturadas em
microscopio de fluorescéncia Leica (Medeiros et al., 2012b). No tempo 0 (zero)
min foi realizada uma adicdo de RS a laminula. A quantificagao foi realizada

utilizando o software image J.

Como a producdo de Oxido nitrico pelas células é um processo
dependente de calcio intracelular foi entdo realizado um ensaio com um
quelante de ions divalentes (Ca*?) BAPTA para determinar se o estimulo da
produgcdo de NO por RS ocorre devido ao aumento dos niveis de calcio
intracelular. Para isso, as células cultivadas sobre laminulas foram incubadas
previamente com BAPTA 10 yM e com DAF-FM e em seguida foi realizado o

ensaio como descrito acima.

3.2.14 Ensaio de formagao de estruturas tipo capilar em membrana basal

reconstituida (matrigel)

Placas de 96 pocos foram previamente incubadas com 50 yL de l&mina
basal reconstituida (10-15 mg/mL de proteina) a 37° C, 2,5% CO por 3 horas.
Ap6s este periodo, 5 x 10* células/pogo foram plaqueadas em presenca de 200
ML de meio F12 contendo 10% de SFB e incubadas por 12 horas a 37° C, 2,5%

CO,. As células foram observadas e analisadas em microscopio Optico
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invertido de contraste de fase. Os resultados foram expressos com base na
quantificacdo do numero de vasos formados e no comprimento dos mesmos. O
matrigel utilizado neste experimento foi produzido pelo nosso laboratério e a
purificagdo das proteinas de matriz do tumor EHS (Engelbreth-Holm-Swarm)
para a preparacdo do matrigel foi realizada de acordo com o método de

Kleinman (Kleinman, 2001).
3.2.15 Ensaio de angiogénese em anel de aorta

Para o ensaio de angiogénese em anel de aorta foi realizada uma
adaptacdo do método proposto por Baker e colaboradores (Baker et al., 2012)
utilizando anéis de aorta extraidos de camundongos C57BL/6. Os animais
foram eutanasiados sob anestesia (quetamina e xilazina) e a aorta toracica
retirada, limpa de tecidos adjacentes e cortada em anéis de 0,5 mm de
espessura. Foi feita a lavagem em EBSS por 3 vezes e em seguida, os anéis
foram colocados em placas de 96 pogos embebidos em colageno tipo | ou
matrigel contendo meio F12 com SFB e também tratados com RS (100 pg/mL)
e incubados a 37° C e 5% de CO,. O meio foi trocado a cada trés dias e os
anéis foram observados em microscoépio invertido de contraste de fase todos os

dias durante 12 dias.
3.2.16 Analise estatistica

Todos os dados dos experimentos realizados foram expressos como
média * desvio padrdo (n=3). Foi utilizado o teste de analise paramétrica de
analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (Nivel de significancia

de p<0,05) no software .
3.2.17 Comité de Etica

Todos os experimentos foram realizados de acordo com a Lei Federal
Brasileira para a experimentacdo animal que leva em consideracéo os 3Rs e
foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade (numeros: 0658 /05 e
0660/05).
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4. RESULTADOS
4.1 RS nao afeta a viabilidade de células endoteliais e musculares lisas

Células endoteliais e de musculo liso vascular foram expostas a
diferentes concentragbes de RS por 24 h e a viabilidade avaliada pelo ensaio
com Alamar Blue (figura 10). A viabilidade das células endoteliais ndo foi
afetada pela incubagdo com RS nas concentragbes testadas (1 a 200 pg/mL).
Ja exposicao das células musculares a maior concentracao (200 pg/mL) de RS

levam a uma diminui¢&o na viabilidade em cerca de 20%.
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Figura 11. Efeito de RS na viabilidade de células endoteliais e de musculo liso vascular.
A- Viabilidade das células endoteliais; B- Viabilidade das células de musculo liso vascular. As
células (1 x 104) foram plaqueadas em placas de 96 pogos e incubadas por 18h para aderirem
a placa, em seguida o meio de cultura foi trocado e as células foram incubadas por 24 h com
diferentes concentragdes de RS. Apos esse periodo o meio foi removido e a viabilidade celular
foi determinada pelo ensaio de Alamar Blue®. *p<0,05.
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Assim, para os demais testes o efeito de RS foi observado na
concentragcédo base de 100 yg/mL, uma vez que essa concentragdo nao afetou

a viabilidade de ambas as células.

4.2 RS induz aumento na marcacao do glicocalice por WGA em células

endoteliais, células de musculo liso vascular e anéis de aorta

A lectina WGA reconhece e se liga a residuos especificos de
carboidratos, N-acetil-D-glucosamina e acido sialico. Devido ao fato do
glicocalice apresentar muitos desses carboidratos em sua composi¢cdo, essa
lectina torna-se uma ferramenta util para visualizacdo da superficie celular.
Ambas as linhagens celulares, apos expostas a RS, apresentaram um aumento

na marcagao com WGA (figura11).

Figura 12. Efeito de RS no glicocalice de células marcadas com lectina WGA. A- Células
endoteliais; B- Células de musculo liso vascular.

alc- Controle nao tratado; b/d- células tratadas com RS. As células foram plaqueadas sobre
laminulas (13 mm de didmetro) e cultivadas por trés dias como descrito em métodos, sendo
posteriormente incubadas na presenga ou auséncia de RS (100 ug/mL) por 24 h. A marcagao
do glicocalice foi obtida utilizando a lectina WGA conjugada com Alexafluor® 594 e as imagens
foram capturadas em um microscépio confocal Leica SP8. Nucleo corado com DAPI (azul),
glicocalice (vermelho). Imagens representativas de 3 ensaios separados.
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O efeito da RS nos glicoconjugados foi também investigado
empregando-se o modelo de anéis de aorta de rato para verificar se RS seria
capaz de alterar o glicocalice das células em um tecido ex-vivo. Analisando as
imagens foi possivel observar que a incubagédo dos anéis de aorta com RS foi
capaz de induzir alteragcbes na intensidade da marcacédo para o glicocalice
tanto na camada de células endoteliais quanto na tunica média contendo as

células musculares lisas (figura 12).

Figura 13. Efeito de RS no glicocalice marcado com lectina WGA em anel de aorta de
ratos.

a- Visao geral do anel de aorta controle; b- Visao geral do anel de aorta tratado com RS; c-
Controle ndo tratado; d- Anel de aorta tratado com RS. A aorta de ratos Wistar foi retirada,
limpa e cortada (0,5 mm), sendo cultivadas em placas de 24 pogos com meio F12
suplementado com SFB contendo ou ndo RS (100 pg/mL) e incubadas por 24 h. Apds a
incubagéo os anéis foram congelados em TissueTek® e cortados em criostato (espessura de 7
pMm), entdo foi realizada a marcagao do glicocalice utilizando a lectina WGA conjugada com
Alexafluor® 594 e as imagens foram capturadas em um microscépio confocal Leica SPS8.
Nucleo corado com DAPI (azul), glicocalice (vermelho).
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4.3 RS induz aumento na expressao de acido hialurénico em células

endoteliais e musculares lisas

Com a visualizacao do glicocalice utilizando WGA ficou constatado que
ha um aumento dessa camada na superficie celular, porém a marcacao nao é
capaz de identificar os tipos de glicoconjugados. Buscando identificar quais os
carboidratos complexos que estavam sendo detectados pela ligagdo com a
lectina e sabendo que acido hialurénico € constituido de unidades alternadas
de N-acetilglucosamina e &acido glucurénico, a expressdo desse
glicosaminoglicano foi entdo investigada. Apos tratamento das células com RS,
o0 AH sintetizado pelas células endoteliais e de musculo liso vascular teve um
notavel aumento. O aumento do AH sintetizado e liberado para o meio de
cultura ocorreu em ambas as linhagens, porém o efeito na célula muscular foi
mais potente, levando a um aumento de cerca de sete vezes quando

comparado ao controle.
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Figura 14. RS induz o aumento de acido hialurdénico presente no meio de cultura em
células. A- células endoteliais; B- células de musculo liso vascular.

As células foram expostas ou ndo a RS (100 pug/mL) por 24 h. A concentragdo do acido
hialurdnico foi determinada no material obtido (meio de cultura e extrato celular) apds protedlise
com 4 mg/mL de maxatase, por 18 horas. As amostras proteolisadas e inativadas pelo calor
foram colocadas em placas de ELISA previamente revestidas com a proteina de ligacdo ao
acido hialurdnico, e incubadas por 18 horas a 4° C. Apds lavagem seguiu-se incubagao por
duas horas com a proteina de ligacao biotinilada. Terminada essa etapa, a placa foi novamente
lavada e seguida por incubagdo de 30 minutos com estreptavidina marcada com eurdpio.
Posteriormente foi adicionada uma solugdo amplificadora da fluorescéncia. Ao final, a
fluorescéncia foi medida em fluorimetro para placas.
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Através da comparagdo dos perfis de eluicdo do acido hialurénico
sintetizado pelas células tratadas com RS e dos padrdes de acido hialurénico
monodispersos de tamanhos determinados (figura 9) pode-se observar que: em
ambas as linhagens celulares ha uma maior produgdo de AH de alto peso
molecular, tanto no extrato celular quanto no liberado para o meio de cultura e
que quando tratadas com RS nao houve alteragdes nesse perfil de sintese.
(figura14).
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Figura 15. Andlise do tamanho do acido hialurénico sintetizado por células tratadas com
RS.

A- Células endoteliais; B- Células de musculo liso vascular. a-Acido hialurénico do extrato
celular. b- Acido hialurénico do secretado para o meio de cultura. Apds isolamento e extragdo
dos GAGs por método ja descrito, aliquotas de 100 yL das amostras foram submetidas a
analise de tamanho do acido hialurénico em aparelho Akta Purifier® utilizando coluna OHpak
SB-805HQ de 300 x 8,0 mm em série com coluna OHpak SB-804HQ também de 300 x 8,0 mm
a temperatura ambiente. Para a eluicdo do AH foi utilizado a fase mével de 0,2 M de NaCl
durante 30 min com fluxo de 0,5 ml/min e detecgao ultravioleta (UV) a 205 nm. Fragdes de 0,2
ml| foram coletadas para posterior quantificagdo do acido hialurénico como descrito em
métodos. Previamente aos experimentos, foi realizada a padronizagdo do ensaio com o uso de
acido hialurénico monodispersos de determinados tamanhos.
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Também foi visualizado o AH utilizando-se da microscopia confocal
(figura 15) e pode-se observar uma sutil diferenga na marcagdo do AH nas
células tratadas com RS em relacdo aos controles o que € comprovado com a
analise da sintese desse AH que mostra aumento na produgdo somente na

fragdo secretada para o meio de cultura (figura 14).
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Figura 16. Exposicado de células endoteliais e musculares lisas a RS leva a aumento no
conteudo de acido hialurénico.

A- Células endoteliais; B- Células de musculo liso vascular. a/c- Controle nao tratado; b/d-
células tratadas com RS.As células foram plagueadas sobre laminulas (13 mm de didmetro) e
cultivadas por trés dias sendo posteriormente incubadas na presenga ou auséncia de RS por
24 h. A marcacao do é&cido hialurénico foi realizada utilizando proteina de ligagdo do AH
conjugada com biotina e revelada com estreptavidina conjugada com alexafluor® 594. As
imagens foram capturadas em um microscopio confocal Leica SP8. Nucleo corado com DAPI
(azul), acido hialurénico (vermelho).

A expressao de enzimas de sintese e degradacao do acido hialurénico

foi analisada por western blotting com o intuito de se avaliar como essas
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enzimas estavam envolvidas no aumento do AH nas células tratadas com RS.
Foi observado que as células apresentavam aumento na expressao de acido
hialurénico sintase 1 (HAS1). Por outro lado, as enzimas responsaveis pela
degradagao do AH como Hyal1, Hyal2 (hialuronidases) também apresentaram
aumento somente na célula endotelial o que justifica o aumento de cerca de
duas vezes no AH sintetizado e liberado para o meio de cultura quando
comparada ao controle, enquanto na célula muscular esse aumento do AH
sintetizado foi de aproximadamente sete vezes e ndo houve aumento na
expressao das hialuronidases. A analise da expressao das enzimas corrobora
diretamente a dosagem do AH sintetizado pelas células e a analise do tamanho
do hialurénico produzido, ja que HAS1 é responsavel pela sintese do acido

hialurénico de alto peso molecular.
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Figura 17. RS induz aumento na expressao de enzimas de sintese de acido hialurénico
em células endoteliais.

A-Células endoteliais foram cultivadas em placas de cultura (100 mm), e o extrato protéico foi
obtido pela lise do “pellet” de células com o tamp&o de lise. Os extratos protéicos (50 pg) foram
submetidos a eletroforese por SDS-PAGE (10 % ou 12 %), transferidos para membranas de
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4° C com os anticorpos primarios especificos anti-
HAS1; anti-Hyal1 e anti-Hyal2. Apds a incubagdo com o anticorpo secundario conjugado com
HRP, as membranas foram incubadas com ECL. A B-actina foi utilizada como controle
normalizador para analise das proteinas. B- Analise da expressao das enzimas de sintese e
degradacdo do acido hialurbnico normalizadas pela B-actina em células endoteliais. Foi
realizada a densitometria das proteinas expressas no programa ImageJ e os valores foram
expressos como uma relagao entre cada proteina em questdo e a B-actina em relagdo ao
controle ndo tratado. HAS, acido hialurdnico sintase; Hyal, hialuronidase.
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Figura 18. RS induz aumento na expressao de enzimas de sintese em células de musculo
liso vascular.

A- As células foram cultivadas em placas de cultura (100 mm), e o extrato protéico foi obtido
pela lise do “pellet” de células com o tampé&o de lise. Os extratos protéicos (50 pg) foram
submetidos a eletroforese por SDS-PAGE (10 % ou 12 %), transferidos para membranas de
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4° C com os anticorpos primarios especificos anti-
HAS1; anti-HAS2; anti-Hyal1 e anti-Hyal3. Apds a incubagdo com o anticorpo secundario
conjugado com HRP, as membranas foram incubadas com ECL. A B-actina foi utilizada como
controle normalizador para andlise das proteinas. B- Analise da expressdo das enzimas de
sintese e degradagao do acido hialurénico normalizadas pela B-actina em células de musculo
liso vascular. Foi realizada a densitometria das proteinas expressas no programa ImageJ e os
valores foram expressos como uma relagdo entre cada proteina em questdo e a B-actina em
relagéo ao controle nao tratado.

4.4 RS induz aumento na expressao de heparam sulfato em células

endoteliais, células musculares lisas e anéis de aorta

Buscando identificar quais outros carboidratos complexos poderiam
estar sendo detectados pela ligagcdo com lectina e sabendo que heparina é
capaz de estimular a sintese HS em células endoteliais foi realizada uma
imunomarcacao para heparam sulfato (figura 19), buscando entender se RS
teria um modo de acado semelhante ao da heparina. Novamente foi observado
um aumento na intensidade da marcagédo, assim como uma mudanga no
padrao dessa marcagao nas células e anel de aorta tratadas com RS quando
comparadas ao controle nao tratado. A marcacao para o heparam sulfato na
superficie das células musculares lisas foi bem mais intensa apos inbucagao

com RS comparada ao controle. Curiosamente, RS levou a aumento na
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maracacgao do heparam sulfato em ambas as linhagens, contrastando com os

resultados obtidos para heparina, que € especifico das células endoteliais.

Figura 19. Efeito de RS no heparam sulfato presente na superficie celular. A- Células
endoteliais; B- Células de musculo liso vascular.

alc- Controle nao tratado; b/d- Células tratadas com RS. As células foram plagueadas sobre
laminulas (13 mm de didmetro) e cultivadas por trés dias sendo posteriormente incubadas na
presenga ou auséncia de RS por 24 h. A marcagado do heparam sulfato foi realizada utilizando
anticorpo anti-heparam sulfato epitopo 10e4 (US Biological) e anticorpo secundario conjugado
com Alexafluor® 488. As imagens foram capturadas em um microscépio confocal Leica SPS8.
Nucleo corado com DAPI (azul), heparam sulfato (verde).

No experimento ex vivo, utilizando anéis de aorta, foi também possivel
constatar maior intensidade da marcacdo na tunica média do anel de aorta

como mostrado na figura 19.
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Figura 20. Efeito de RS na marcagao de heparam sulfato em anel de aorta de ratos.

A aorta ratos Wistar foi retirada, limpa e cortada (0,5 mm), sendo cultivadas em placas de 24
pogos com meio F12 suplementado com SFB contendo ou ndo RS (100 pg/mL) e mantidas em
atmosfera de 2,5 % de CO, a 37° C por 24 h. Apés a incubacéo os anéis foram congelados em
TissueTek® e cortados em criostato (espessura de 7 uym), e processados para imunomarcagao
e visualizagdo em microscopia. Os coretes foram incubados com anticorpo anti-heparam
sulfato epitopo 10e4 (US Biological) e anticorpo secundario conjugado com Alexafluor® 594, e
os nucleos corados com DAPI. As imagens foram capturadas em um microscépio confocal
Leica SP8. A- Controle; B- Anel de aorta incubado com RS. Nucleo corado com DAPI (azul),
heparam sulfato (vermelho).

4.5 RS estimula a sintese de glicosaminoglicanos sulfatados

O efeito de RS na sintese de glicosaminoglicanos sulfatados foi testado
para ambas as linhagens, pela marcagdo dos GAGs com [3°S]-sulfato. Para as
células endoteliais expostas a RS, observamos um aumento na a sintese tanto
de heparam sulfato quanto de condroitim sulfato na fragdo celular. E relevante
observar que para o HS na fracdo celular o aumento foi ao redor de duas vezes
quando comparado ao controle e a heparina (figura 20 A). Ja, ao analisar os
GAGs secretados para o meio de cultura (figura 20 B), pode-se observar que o
tratamento com RS também induziu aumento na quantidade do HS trés vezes
maior quando comparado ao controle e superior também ao efeito da heparina.
Demonstrando assim que RS possui um potente efeito no estimulo da sintese

de glicosaminoglicanos sulfatados por células endoteliais
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Figura 21. Efeito de RS no estimulo da sintese de glicosaminoglicanos sulfatados por
células endoteliais. A- Glicosaminoglicanos sulfatados presentes na fragdo celular; B-
Glicosaminoglicanos sulfatados presentes na fracdo secretada para o meio de cultura. Células
endoteliais foram cultivadas em placas de Petri (35 x10 mm) até atingirem a confluéncia e
entdo, foram incubadas em meio F12 livre de SFB, contendo [358]-Sulfato de sdodio (150
pCi/mL) por 18 h na presenca ou auséncia de RS e heparina (100 pg/mL). Os
glicosaminoglicanos sulfatados presentes no extrato celular e secretados para o meio de
cultura foram caracterizados e quantificados por eletroforese em gel de agarose como descrito
em Métodos. HS: heparam sulfato (barras vazias) e CS: condroitim sulfato (barras cheias), * p

<0,05.

A analise da sintese de GAGs pelas células de musculo liso vascular
também foi realizada. Na fragcdo celular houve também um aumento
significativo no heparam sulfato bem como no dermatam sulfato sintetizados
pelas células tratadas com RS. Ja para a fracdo secretada para o meio de
cultura houve somente o aumento do DS quando comparados ao controle
(Figura 21). Sabe-se que apesar de estimular a sintese de GAGs nas células

endoteliais a heparina ndo apresenta o mesmo efeito em células musculares
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lisas, dessa forma, RS é capaz de agir ndo somente na célula endotelial, mas

também estimular a sintese do heparam sulfato nas células musculares lisas.
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Figura 22. Efeito de RS no estimulo da sintese de glicosaminoglicanos sulfatados por

células de musculo liso vascular.

A- Glicosaminoglicanos sulfatados presentes na fragcdo celular; B- Glicosaminoglicanos
sulfatados presentes na fragao secretada para o meio de cultura. As células foram cultivadas
em placas de Petri (35 x 10 mmg até atingirem a confluéncia e entao, foram incubadas em meio
F12 livre de SFB, contendo [3 S]-Sulfato de sédio (150 pCi/mL) por 18 h na presenga ou
auséncia de RS e heparina (100 pg/mL). Os glicosaminoglicanos sulfatados presentes no
extrato celular e secretados para o meio de cultura foram caracterizados e quantificados
através de eletroforese em gel de agarose como descrito em Métodos. HS: heparam sulfato
(barras vazias) e DS: dermatam sulfato (barras cheias). *, p < 0,05.

4.6 RS induz aumento na propor¢ao de dissacarideos trissulfatados na

estrutura do heparam sulfato sintetizado pelas células

A estrutura do HS sintetizado pelas células endoteliais € musculares
lisas apos exposicdo a RS foi também investigada. Nas duas linhagens
celulares foi observado uma mudanca na propor¢gdo do dissacarideo
trissulfatado [AUA(2S)-GIcNS(6S)]. Para as células endoteliais essa mudancga
foi observada tanto para o HS da fragao celular quanto para o secretado para o
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meio de cultura. Ja para as ceélulas musculares, o aumento de dissacarideo
trissulfatado ocorreu apenas para o HS presente na fragdo secretada para o

meio de cultura.
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Figura 23. Anadlise de dissacarideos do heparam sulfato sintetizado por células tratadas
com RS.

A- Estrutura do heparam sulfato sintetizado por células endoteliais. B- Estrutura do heparam
sulfato sintetizado por células de musculo liso vascular. O HS purificado de células endoteliais
expostas ou ndo a RS foi incubado com uma mistura de enzimas (heparinase | e Il, 2,5 mUI
cada) e os dissacarideos produzidos pela digestdo enzimatica foram separadas em uma coluna
Phenosphere SAX 150 x 4.6 mm usando um gradiente de NaCl de 0-1 M em 30 min com um
fluxo de 1 mL/min. Frag¢des individuais (0,5 mL) foram coletadas e contadas usando um
contador micro-beta. Na figura € mostrado o percentual relativo dos dissacarideos.

4.7 RS induz a sintese de HS aumentando a expressao das enzimas de

sintese

A alteragdo no padrdao de sulfatagdo do heparam sulfato sintetizado
pelas células em presenca da RS nos levou a investigar a expressao de

algumas sulfotransferases envolvidas na biossintese desse glicosaminoglicano.
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Para as células endoteliais foi observado aumento em todas as
sulfotransferases investigadas: NDST1 (heparam sulfato N-deacetilase/N-
sulfotransferase 1), HS3ST3A1 (heparam sulfato D-glucosaminil 3-O-
sulfotransferase 3A1) e HS2ST1 (heparam sulfato 2-O sulfotransferase). Cabe
destacar o aumento da NDST1 nas células tratadas com RS, onde a expresséao

€ duas vezes maior que nas células controle (Figura 23).
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Figura 24. RS aumenta expressao de enzimas de sintese do heparam sulfato em células
endoteliais.

A- Células endoteliais foram cultivadas em placas de cultura (100 mm), e o extrato protéico foi
obtido pela lise do “pellet” de células com o tampé&o de lise. Os extratos protéicos (50 pg) foram
submetidos a eletroforese por SDS-PAGE (10 % ou 12 %), transferidos para membranas de
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4°C com os anticorpos primarios especificos anti-
NDST1; anti-HS3ST3A1; anti-HS2ST1 (regido central); anti-HS2ST1 (regido N-terminal). Apos
a incubagado com o anticorpo secundario conjugado com HRP, as membranas foram incubadas
com ECL. A B-actina foi utilizada como controle normalizador para analise das proteinas. B-
Andlise da expressdo das enzimas de sintese do heparam sulfato normalizadas pela $-actina
em células endoteliais. Foi realizada a densitometria das proteinas expressas no programa
Imaged e os valores foram expressos como uma relagéo entre cada proteina em questéo e a f3-
actina em relacao ao controle ndo tratado.

Ja para as células musculares lisas houve aumento sutil na NDST1,

enquanto houve aumento pronunciado nas enzimas HS3ST3A1 e HS2ST1
(Figura 24).
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Figura 25. RS aumenta expressao de enzimas de sintese do heparam sulfato em células
de musculo liso vascular. A- Células CMLV foram cultivadas em placas de cultura (100 mm),
e o extrato protéico foi obtido pela lise do “pellet” de células com o tampao de lise. Os extratos
protéicos (50 pg) foram submetidos a eletroforese por SDS-PAGE (10 % ou 12 %), transferidos
para membranas de nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4° C com os anticorpos
primarios especificos anti-NDST1; anti-HS3ST3A1; anti-HS2ST1 (regido central); anti-HS2ST1
(regidao N-terminal). Apds a incubagdo com o anticorpo secundario conjugado com HRP, as
membranas foram incubadas com ECL. A B-actina foi utilizada como controle normalizador
para analise das proteinas. B- Analise da expressdo das enzimas de sintese do heparam
sulfato normalizadas pela B-actina em células de musculo liso vascular. Foi realizada a
densitometria das proteinas expressas no programa ImageJ e os valores foram expressos
como uma relagéo entre cada proteina em questdo e a B-actina em relagdo ao controle ndo
tratado.

4.8 RS induz aumento de sindecam-4 e perlecam em células endoteliais e

musculares lisas

Os resultados anteriores comprovam que o tratamento com RS induz um
aumento no glicocalice celular tanto nas células endoteliais quanto nas células
de musculo liso vascular assim como em anel de aorta. Foi observado também
que esse aumento se deve ao heparam sulfato e acido hialurénico que esta
sendo expresso em maior quantidade na superficie celular. Posteriormente foi
investigado em qual proteoglicano esse HS estava sendo expresso nas

linhagens celulares.

Inicialmente foi investigado o sindecam 4, principal proteoglicano de
heparam sulfato em células endoteliais. Como mostrado na figura 25 a
incubacao das células endoteliais com RS foi capaz de aumentar a marcagao
para sindecam 4 utilizando um anticorpo para a porgao citoplasmatica desse
proteoglicanos.. Nao foi observada mudanca na expressdo ou padrao de
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marcacgao da fibronectina. Entretanto quando realizada a mesma marcagao
para as células musculares lisas ndo houve diferenga entre a marcagao das
células tratadas com RS e nao tratadas, o mesmo sendo observado para a

fibronectina.

A

Figura 26. Efeito de RS na expressao de sindecam-4 em células endoteliais e musculares
lisas.

A- Células endoteliais; B- Células de musculo liso vascular. a/c- Controle nao tratado; b/d-
células tratadas com RS. As células foram plaqueadas sobre laminulas (13 mm de didmetro) e
cultivadas por trés dias como descrito anteriormente, sendo posteriormente tratadas com RS
(100 pg/mL) por 24 h. A marcagao do sindecam-4 foi realizada utilizando anticorpo contra a
porgdo N-terminal do sindecam-4 e anticorpo secundario conjugado com anticorpo secundario
conjugado com Alexafluor® 594. Enquanto a fibronectina presente na matriz extracelular foi
detectada utilizando anti-fibronectina e anticorpo secundario conjugado com Alexafluor® 488 e
0 nucleo corado com DAPI. As imagens foram capturadas em um microscépio confocal Leica
SP8. Nucleo corado com DAPI (azul), Sindecam-4 (vermelho) Fibronectina (verde).
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Em seguida foi investigado o perlecam, outro proteoglicano de heparam
sulfato. Nas células endoteliais tratadas com RS esse proteoglicano também
apresentou aumento na marcacido quando comparado ao controle. O mesmo
foi observado para as células musculares lisas indicando que o aumento de
heparam sulfato induzido pela RS nessas células esta relacionado também

com este proteoglicano.

Figura 27. RS induz aumento no perlecam em células endoteliais e de musculo liso
vascular.

A- Células endoteliais; B- Células de musculo liso vascular. a/c/e/g- Controle nao tratado;
b/d/f/h- células tratadas com RS. c/d/g/h- Visualizagdo em 3 dimensdes da marcagéo tipica de
matriz extracelular do perlecam. As células foram plaqueadas sobre laminulas (13 mm de
didmetro) e cultivadas por trés dias como descrido, e posteriormente tratadas com RS (100
pg/mL) por 24 h. A marcagcdo do perlecam foi feita utilizando anti-perlecam e anticorpo
secundario conjugado com Alexafluor® 488 e os nucleos corados com DAPI. As imagens foram
capturadas em um microscopio confocal Leica SP8. Nucleo corado com DAPI (azul), Perlecam
(verde).
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4.9 Potenciais sitios de ligagao de RS a matriz extracelular

O tratamento com RS induziu aumento na sintese de heparam sulfato
tanto nas celulas endoteliais como de musculo liso, bem como em anéis de
aorta. Sabe-se que a heparina induz esse efeito apds ligagdo a matriz
extracelular, desencadeando uma cascata de sinalizagdo que culminara no
aumento da sintese de heparam sulfato pelas células endoteliais. Com base
nisso foi investigado se RS compete com a heparina pelo mesmo sitio de
ligacdo na MEC. Utilizando heparina biotinilada como controle e heparina ndo
biotinilada como um controle positivo foi possivel observar que RS assim como
a heparina nao biotinilada foram capazes de deslocar a heparina biotinilada
ligada a matriz indicando que RS se liga aos mesmos sitios que a heparina. RS
também foi capaz de deslocar a heparina ligada a matriz extracelular em

células de musculo liso vascular.

Figura 28. RS desloca heparina biotinilada ligada a matriz extracelular. A- Células
endoteliais; B- Células de musculo liso vascular. a/d- Células marcadas com heparina
biotinilada; bl/e- Células incubadas com heparina biotinilada e heparina nao biotinilada. cl/f-
Células incubadas com heparina biotinilada e RS. As células foram plaqueadas sobre
laminulas (13 mm de didmetro) e cultivadas por trés dias sendo posteriormente incubadas com
heparina biotinilada e heparina ou RS em excesso molar (100 X) por 1 h a 4° C. A ligagéo da
heparina biotinilada a MEC foi revelada utilizando estreptavidina conjugada com Alexafluor®
594 e os nucleos corados com DAPI. As imagens foram obtidas em um microscopio confocal
Leica SP8. A- Nucleo corado com DAPI (azul), Heparina biotinilada (vermelho).
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Esses resultados nos levaram a conjugar um fluréforo (FITC) em RS
para melhor compreender essa ligacdo a MEC. Inicialmente foi feito um ensaio
de competi¢do, utilizando RS-FITC e RS nao marcada, com o intuito de
verificar se a presenga do FITC na molécula ndo havia modificado o sitio de
ligacdo de RS a matriz extracelular. Com ambas as linhagens celulares

observou-se que RS era capaz de deslocar RS-FITC ligada a MEC.

Figura 29. RS-FITC se liga a matriz extracelular. A- Células endoteliais; B- Células de
musculo liso vascular.

a/b- células incubadas com RS-FITC. b/d- células incubadas com RS-FITC e RS. As células
foram plaqueadas sobre laminulas (13 mm de didmetro) e cultivadas por trés dias sendo
posteriormente incubadas com RS-FITC e RS em excesso molar (100 X) por 1 h a 4° C. As
imagens foram obtidas em um microscopio confocal Leica SP8. . Nucleo corado com DAPI
(azul), RS-FITC (verde).

65



RESULTADOS

4.10 Co-localizagao de RS e fibronectina na matriz extracelular

Sabendo que RS se liga a matriz extracelular potencialmente nos
mesmos sitios que a heparina. Assim, o passo seguinte foi avaliar se essa
ligacdo ocorria na fibronectina presente na MEC. Como mostrado na figura 29
RS-FITC apresentou co-localizagdo com a marcacao para fibronectina presente

na matriz extracelular de ambas as células.

Figura 30. RS-FITC liga-se a fibronectina na matriz extracelular.

A- Células endoteliais; B- Células de musculo liso vascular. a/d- Fibronectina marcada na
matriz extracelular; b/e- células marcadas com RS-FITC; c/f- sobreposicdo das imagens. As
células foram plaqueadas sobre laminulas (13 mm de didmetro), cultivadas por trés dias como
descrito, sendo posteriormente incubadas com anticorpo anti-fibronectina e RS-FITC por 1 h a
4° C. As imagens foram obtidas em um microscépio confocal Leica SP8. Nucleo corado com
DAPI (azul); RS-FITC (Verde); Fibronectina (Vermelho); Sobreposicdo das marcagdes
(amarelo).

Os dados de microscopia confocal sugerem que RS-FITC esta co-
localizada com fibronectina na matriz extracelular. A fim de confirmar essa
potencial co-localizagao foi realizado um ensaio de FRET (Fluorescence

Ressonance Energy Transfer).

Tanto para as células endoteliais (figura 31) como para as musculares

lisas (figura 32) pode ser observado o fendmeno da transferéncia de energia
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entre os fluoréforos (FRET), comprovando assim que RS se co-localiza com

fibronectina presente na matriz extracelular, ou seja, RS liga-se a fibronectina
da MEC.

1.0
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Relago FRET (575/521 nm)
Eficléncla de FRET (%)
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RS-FITC RS-FITC/IFBN RS-FITC RS-FITC/IFBN

Figura 31. Andlise de FRET para a interagdo entre fibronectina e RS-FITC em células
endoteliais.

As células endoteliais foram incubadas com RS-FITC e a fibronectina foi revelada com
anticorpo secundario conjugado com AlexaFluor® 546. As imagens foram obtidas em um
microscépio confocal Leica TCS SP8 CARS como descrito em métodos. A, B, e C
correspondem respectivamente a RS-FITC (verde); Fibronectina (vermelho) e a sobreposigéo
de A e B com a co-localizagdo mostrada em amarelo. D, E e F correspondem respectivamente
a RS-FITC pés-bleaching (verde); Fibronectina pés-bleaching (vermelho) e sinal de FRET

(amarelo). G- Andlise da relacdo de FRET. H- Eficiéncia de FRET. Quadrado verde- Regido
de interesse avaliada. * p<0,05.
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Figura 32. Andlise de FRET para a interagao entre fibronectina e RS-FITC em células de
musculo liso vascular.

As células endoteliais foram incubadas com RS-FITC e fibronectina revelada com anticorpo
secundario conjugado com AlexaFluor® 546. As imagens foram obtidas em um microscépio
confocal Leica TCS SP8 CARS como descrito em métodos. A, B, e C correspondem
respectivamente a RS-FITC (verde); Fibronectina (vermelho) e a sobreposi¢céo de A e B com a
co-localizagao mostrada em amarelo. D, E e F correspondem respectivamente a RS-FITC pos-
bleaching (verde); Fibronectina pés-bleaching (vermelho) e sinal de FRET (amarelo). G-
Analise da relagédo de FRET. H- Eficiéncia de FRET. Quadrado verde- Regido de interesse
avaliada. * p<0,05.

4.11 RS ativa a via das MAPK em células endoteliais e musculares lisas

A incubacéao das células endoteliais e de musculo liso vascular com RS
mostrou que este composto induz o aumento da sintese de heparam sulfato em
ambas as linhagens, aumenta o glicocalice e esses efeitos ocorrem apds a
ligagdo de RS a fibronectina presente na matriz extracelular, nos mesmos sitios
de ligacdo da heparina. O passo seguinte foi investigar qual a via de
sinalizacao envolvida nesse efeito. A principio foram analisadas proteinas de

uma via conhecida por ser ativada pela heparina para produgao do HS como,
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por exemplo, FAK fosforilada, Src fosforilada e Erk 1/2 fosforilada. Como
mostrado nas figuras 32 e 33 as células quando incubadas com RS
aumentaram a fosforilacdo de FAK que por sua vez culmina na fosforilacdo de
Src seguindo para ativagdo da via das MAPK fosforilando Erk. Tanto nas
células endoteliais quanto nas ceélulas musculares lisas esse aumento da

fosforilagao foi observado quando as células foram expostas a RS.

A B
Ctrl RS 4

pFAK y 4 ‘ i
pSrc o — ; B
PErk 1/2 : 31
B-actina . a— |

Controle R's Controle R's Controle R'S
| )

)
' phospho-FAK ’ [phospho-Src ' lpi'msphca-Erk U2

Figura 33. RS aumenta fosforilagdo de proteinas da via da MAPK em células endoteliais.
A- Células endoteliais foram cultivadas em placas de cultura (100 mm), e o extrato protéico foi
obtido pela lise do “pellet” de células com o tampéo de lise. Os extratos proteicos (50 pg) foram
submetidos a eletroforese por SDS-PAGE (10 % ou 12 %), transferidos para membranas de
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4° C com os anticorpos primarios especificos anti-
phospho-FAK, anti-phospho-Src (Tyr-416). Apds a incubagdo com o anticorpo secundario
conjugado com HRP, as membranas foram incubadas com ECL. A B-actina foi utilizada como
controle normalizador para analise das proteinas fosforiladas. B- Analise da expressao de
proteinas fosforiladas normalizadas pela B-actina em células endoteliais. Foi realizada a
densitometria das proteinas expressas no programa ImageJ e os valores foram expressos
como uma relagédo entre cada proteina em questao e a B-actina em relagdo ao controle nao
tratado.
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Figura 34. RS aumenta fosforilagdo de proteinas da via da MAPK em células de musculo
liso vascular.

A-Células CMLV foram cultivadas em placas de cultura (100 mm), e o extrato protéico foi obtido
pela lise do “pellet” de células com o tampé&o de lise. Os extratos protéicos (50 pg) foram
submetidos a eletroforese por SDS-PAGE (10 % ou 12 %), transferidos para membranas de
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4° C com os anticorpos primarios especificos anti-
phospho-FAK, anti-phospho-Src (Tyr-416). Apdés a incubagdo com o anticorpo secundario
conjugado com HRP, as membranas foram incubadas com ECL. A B-actina foi utilizada como
controle normalizador para analise das proteinas fosforiladas. B- Andlise da expressdo de
proteinas fosforiladas normalizadas pela B-actina em células de musculo liso vascular. Foi
realizada a densitometria das proteinas expressas no programa ImageJ e os valores foram
expressos como uma relagdo entre cada proteina em questdo e a B-actina em relagdo ao
controle ndo tratado.

4.12 RS induz aumento nos niveis de calcio intracelular e de 6xido nitrico

Como a via de sinalizagdo da MAPK ativada resulta no aumento do
calcio intracelular e consequentemente ativacido de outras proteinas que sao
responsaveis pela sintese de PGs e GAGs, foi investigado o efeito de RS nos
niveis de calcio intracelular. Na célula endotelial a elevacgéo de Ca*? ocorre tio
logo a exposi¢cdo das celulas a RS, sendo identificado um pico inicial e
posterior diminuicdo. Nas células musculares também ha uma elevacado, mas

em menor propor¢ao quando comparada a célula endotelial.
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Figura 35. RS induz aumento nos niveis de Calcio intracelular.

A- Células endoteliais; B- Células de musculo liso vascular. Células plagueadas em placa de 96
pogos foram incubadas com o indicador de calcio Fluo 4 direct™ por 60 min a 37° C em
seguida a leitura de fluorescéncia (comprimento de onda de excitagao 494 nm e emisséo 516
nm) no aparelho FlexStation 3 foi realizada por um periodo de tempo de 400 s. No tempo de 20
s foi feita a injegdo automatica de uma solugéo de RS (100 pg/mL). Controle (linha preta); RS
(linha vermelha).

Como resultado de todos esses eventos de sinalizagao celular também
ocorre um aumento na sintese de o6xido nitrico pelas células. Utilizando a
sonda DAF FM diacetate ® foi possivel detectar o aumento na produgéo do NO
em ambas as linhagens celulares. Apés a administracdo de RS as células a
fluorescéncia foi acompanhada por um periodo de 30 minutos e foi possivel
observar que tanto nas células endoteliais quanto nas células de musculo liso
vascular o aumento significativo ocorreu aproximadamente apés 10min do

inicio do tratamento (Figura 35).
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Figura 36. Células expostas a RS aumentam a produgdo de NO.

A- Células endoteliais; B- Células musculares lisas. As células foram cultivadas em laminulas
de 25 mm de didmetro por 3 dias. Em seguida as células foram incubadas por 30 min com a
sonda DAF-FM a 37° C, apos esse periodo as células foram lavadas com HBSS e incubadas
por mais 30 min. Em seguida as laminulas foram montadas no suporte e a fluorescéncia foi
acompanhada durante 30 min em miscroscopio de fluorescéncia TIRF na presenga ou nao de
RS (100 pg/mL). Controle nao tratado (linha preta); células expostas a RS (linha vermelha)

As figuras 37 e 38 mostram o tempo inicial logo apés a administracéo de
RS e o final 30 minutos depois para as células endoteliais € musculares lisas
respectivamente. Os resultados mostram claramente o aumento da

fluorescéncia correspondente ao aumento no NO intracelular.

Figura 37. Células endoteliais aumentam a produgao de NO quando tratadas com RS.

A- Células expostas a RS Tempo 0 min; B- células expostas a RS no tempo 30 min. Células
endoteliais foram inicialmente cultivadas em laminulas de 25 mm de didmetro por 3 dias. Em
seguida as células foram incubadas por 30 min com a sonda DAF-FM a 37° C, apos esse
periodo as células foram lavadas com HBSS e incubadas por mais 30 min. Em seguida as
laminulas foram montadas no suporte e a fluorescéncia foi acompanhada durante 30 min em
miscroscopio de fluorescéncia TIRF na presenca ou ndo de RS (100 pg/mL). Objetiva de 40x.
Oxido Nitrico produzido indicado pelo aumento da fluorescéncia visualizada em verde.
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Figura 38. Células de musculo liso vascular aumentam a produgao NO quando tratadas
com RS.

A- Células expostas a RS Tempo 0 min; B- células expostas a RS no tempo 30 min. Células
endoteliais foram inicialmente cultivadas em laminulas de 25 mm de didmetro por 3 dias. Em
seguida as células foram incubadas por 30 min com a sonda DAF-FM a 37° C, apos esse
periodo as células foram lavadas com HBSS e incubadas por mais 30min. Em seguida as
laminulas foram montadas no suporte e a fluorescéncia foi acompanhada durante 30 min em
miscroscopio de fluorescéncia TIRF na presenca ou ndo de RS (100 pg/mL). Objetiva de 40x.
Oxido Nitrico produzido indicado pelo aumento da fluorescéncia visualizada em verde.

Com a comprovacgao de que RS induz a sinalizacao e eleva os niveis de
NO nas células estudadas o passo seguinte foi comprovar se a produgéo de
NO era dependente da liberagdo do calcio intracelular quando as células sao
expostas a RS. Assim, as células foram entdo incubadas previamente com
BAPTA, um quelante de ions divalentes como o Ca*® e posteriormente a
produgcdo do NO foi analisada. Quando incubadas com o BAPTA tanto as
células do controle quanto as tratadas com RS nao produziram NO, pelo
contrario, houve uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da sonda
indicando que o aumento nos niveis de calcio intracelular é fator preponderante

para a producao do NO.
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Figura 39. Tratamento prévio com BAPTA impede sintese de NO em células tratadas com
RS.

A- Células endoteliais; B- Células de musculo liso vascular. Células foram cultivadas em
laminulas de 25 mm de didmetro por 3 dias. Em seguida as células foram incubadas por 30 min
com a sonda DAF-FM e BAPTA-AM a 37° C, ap6s esse periodo as células foram lavadas com
HBSS e incubadas por mais 30min. Em seguida as laminulas foram montadas no suporte € a
fluorescéncia foi acompanhada durante 30 min em miscroscopio de fluorescéncia TIRF na
presenga ou nao de RS (100 ug/mL). Controle nio tratado (linha preta); células expostas a RS
(linha vermelha). BAPTA por ser um quelante de ions divalentes sequestra o calcio intracelular
e impede o efeito de RS.

4.13 Angiogénese é inibida por baixas concentracdes de RS

O efeito de RS na formacdo de novos vasos também foi verificado
utilizando duas metodologias diferentes. Ficou comprovado que RS inibe a
angiogénese. No ensaio de formagao de tubos utilizando células endoteliais
plaqueadas sobre matrigel. RS inibe a formag¢ao de novos tubos a partir da
concentracdo de 0,1 pg/mL. A inibicio da angiogénese no ensaio de
angiogénese em anel de aorta foi avaliada utilizando a concentragdao de 100

pMg/mL de RS em anéis de aorta embebidos em colageno tipo | ou matrigel.
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Figura 40. RS inibe a formagao de tubos capilares.

A- Controle; B- RS 0,01 pg/mL; C- RS 0,1 pg/mL; D- RS 1 pg/mL; E- RS 50 pug/mL; F- RS 100
pg/mL; G- Anadlise quantitativa da formagdo de tubos capilares. Células endoteliais foram
cultivadas sobre matrigel polimerizado na presenga de meio F12 contendo 10% de SFB por
24h na presencga de diferentes concentragbes de RS (B-F). A formagédo dos tubos foi
examinada em microscoépio de luz invertida utilizando objetiva de 5X. * p<0,05.

No ensaio de angiogénese em anel de aorta pode-se observar que a
formagdo de estruturas que originardo novos vasos ocorre de forma mais

condensada quando utilizada a matriz de colageno tipo | enquanto que ocorre a
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formacao de uma rede mais fina quando utilizado o matrigel. Independente da
matriz em que os anéis de aorta foram embebidos, RS foi capaz de impedir a

formacéo de novos vasos a partir dos anéis.
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Figura 41. RS inibe a formagéao de vasos no ensaio de angiogénese em anel de aorta.

A aorta camundongos C57BL/6 foi retirada, limpa de tecidos externos e cortada (0,5 mm),
sendo embebidas em colageno tipo | (A e B) ou matrigel (C e D) em placas de 96 pogos com
meio F-12 suplementado com SFB contendo ou ndo RS (100 pyg/mL) e incubadas por até 12
dias. Fotografias foram tiradas a cada dois dias durante os 12 dias em microscopio invertido
com contraste de fase. As imagens representadas séo correspondentes ao nono dia de cultivo.
Os controles sem RS apresentaram crescimento de células para originar novos vasos,
enquanto os anéis tratados com RS tiveram uma completa inibicdo de qualquer tipo de
formacdo de vasos. A- Controle; B- RS (colageno tipo |); C- Controle; D- RS (matrigel); E-
Andlise quantitativa da formagao de vasos. Setas: Formagao de novos vasos. * p<0,05.
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5. DISCUSSAO

A disfungdo endotelial que resulta na aterosclerose afeta milhdes de
pessoas no mundo. Sendo considerada uma doenga com elevada morbidade e
mortandade (Angheloiu et al., 2011; Li et al., 2015). Os tratamentos disponiveis
atualmente baseiam-se na reducdo dos niveis lipémicos e controle da presséo
arterial, e ndo sdo capazes de reestabelecer a fungdo endotelial (Lee et al.,
2015). Em virtude disso faz-se necessaria a prospecg¢ao de possiveis novos
tratamentos que sejam capazes ndo somente de impedir o inicio do processo
aterosclerdtico, mas também que possam restabelecer a funcdo endotelial

visando a reversao do quadro patoldgico.

Com a ampla biomassa disponivel no meio ambiente e a facilidade de
cultivo e manuseio, as algas marinhas constituem uma excelente fonte de
compostos que podem ser extraidos e testados como candidatos terapéuticos
para diversas doengas que acometem a humanidade. Fontes de compostos
fendlicos e principalmente de polissacarideos sulfatados as diferentes classes
de algas apresentam uma grande variabilidade de polissacarideos sulfatados
que por sua vez sao capazes de desempenharem inumeras atividades de

interesse biomédico.

Apesar de diversas atividades farmacoldgicas ja terem sido descritas
para a ramnana sulfatada (RS) da alga Monostroma nitidum e de ja ter tido sua
estrutura elucidada (Harada e Maeda, 1998a) ainda nao ha relatos que

descrevam os efeitos de RS nas linhagens celulares utilizadas nesse trabalho.

Foi observado que RS néo afetou a viabilidade nas condi¢des testadas
(figura 10) tanto de células endoteliais quanto de células de musculo liso
vascular, ambas derivadas de aorta de coelho. Assim, esse composto se
tornou um bom candidato para avaliar os possiveis efeitos nessas linhagens

celulares mimetizando os possiveis efeitos em um vaso sanguineo.

O glicocalice que reveste a superficie endotelial dos vasos sanguineos é
tido como a primeira barreira de interagao entre o sangue e o endotélio. Dessa
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forma, é responsavel por evitar a adesao e a migragdo de mondcitos presentes
no sangue para o subendotélio. Durante a aterosclerose ha um aumento da
migragdo dos monocitos o que propaga o processo inflamatorio. Nossos dados
mostram que RS aumenta a marcacgéo do glicocalice pela lectina WGA tanto
das células endoteliais quanto das células do musculo liso foi visto (figura 11).
A avaliacdo dos efeitos diretos de RS na aorta ex-vivo provou o mesmo
potencial (figura 12) mostrando que esse composto age ndo somente nas
células isoladas, mas também €& capaz de agir no tecido em si. Com a alteracéo
estrutural do glicocalice ha um maior equilibrio entre os componentes do
sangue e a monocamada de células endoteliais influenciando tanto na
migragdo dos mondcitos quanto da interagdo indesejada de lipoproteinas com
o endotélio. Essa alteragdo pode ser benéfica, pois evitaria a propagagao do
processo aterosclerético. O glicocalice aumentado € capaz de evitar o inicio
dessa doenga (Yao et al., 2007; Potter e Damiano, 2008; Chappell et al., 2009;
Lipowsky, 2012).

A composigdo principal do glicocalice é baseada em glicoconjugados
como glicoproteinas, glicolipideos, proteoglicanos e glicosaminoglicanos. Ao
investigar se 0 aumento na marcacao do glicocalice nas células tratadas com
RS se dava por esse composto afetar a sintese de GAGs foi observado que ha
uma forte correlagdo entre o aumento do glicocalice e o aumento nos

glicosaminoglicanos sintetizados por essas células.

As dosagens de acido hialurénico revelaram que RS foi capaz de
estimular a sintese desse GAG néo sulfatado (figura 13). Apesar de ter sido
observado utilizando microscopia confocal um aumento discreto na marcacgéao
do hialurénico em ambas as células (figura 15). O AH tem sido descrito como
um dos fatores participantes no processo da aterosclerose, tanto nas células
endoteliais quanto nas células de musculo liso vascular (Angheloiu et al., 2011;
Sadowitz et al., 2012; Li, J. et al, 2015). O AH participa ativamente na
interacdo entre plaquetas e células endoteliais, entretanto ha a descricdo de
fungdes distintas relacionadas a esse glicosaminoglicano de acordo com o

tamanho desse acido hialurbnico. Sabe-se que € necessario para evitar o
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desenvolvimento da aterogénese, contudo também participa na propagacgao da
inflamacédo e aumento da placa de ateroma (Freudenberger et al., 2011;
Sadowitz et al., 2012; Lee et al., 2015). A analise do peso molecular do AH
sintetizado pelas duas linhagens testadas revela que ha maior produ¢do nas
populagdes de acido hialurénico de elevado peso molecular (figura 14). O AH
de alto peso molecular é conhecido por seus efeitos benéficos ao endotélio
como a protec¢ao contra a interacdo com as plaquetas, inibicdo da proliferacéao
de células de musculo liso vascular, inflamagado e angiogénese. Ja o AH de
baixo peso molecular possui efeitos inversos: interage com plaquetas, estimula
proliferagdo das SMCs, propaga a inflamagao estimulando as células a
liberarem IL-6 e IL-8 além de induzirem a angiogénese (Nagy et al., 2010;
Sadowitz et al.,, 2012; Kashima et al., 2013). Ao avaliar as enzimas
responsaveis pela sintese (HAS1 e HAS2) e degradacao (Hyal1 e Hyal2) do
hialurénico foi observado que ha um aumento na expressdao de HAS1, enzima
responsavel pela sintese do AH de alto peso molecular, enquanto houve
diminuicdo das hialuronidases com excecdo da Hyal1 na célula endotelial
(figuras 16 e 17). Ambas as células aumentam a sintes de HA, porém o efeito é
muito mais pronunciado para a célula muscular. Esse resultados poderia ser
explicado pela degradacdo do AH na célula endotelial, uma vez que ha
aumento na expressao da enzima de degradacgéo. Apesar dessa degradacgao a
maior populagcdo de acido hialurénico presente na célula endotelial € ainda
formada por AH de alto peso molecular. Sadowitz e colaboradores associaram
o0 aumento de hialuronidases com o processo inflamatdrio e relacionando esse
aumento diretamente a um aumento nos niveis de AH de baixo peso molecular.
Também foi relatado que a inibicdo de HAS2 esta relacionada a inibicdo da
proliferacdo das células musculares lisas (Freudenberger et al, 2011). Os
resultados indicam, dessa forma, que RS é capaz de estimular a sintese do
acido hialurdnico pelas células vasculares e que por esse ser der um elevado

peso molecular possui propriedades anti-inflamatérias e anti-ateroscleréticas.

Outro glicosaminoglicano que teve sua expressao investigada quando as

células foram tratadas com RS foi o heparam sulfato. A presenga do HS na
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superficie endotelial é tida como um dos fatores preponderantes para o
clearance de lipoproteinas plasmaticas. A interacdo entre o heparam sulfato
carregado negativamente na superficie celular e os residuos de aminoacidos
basicos presentes nas lipoproteinas plasmaticas faciltam a captacdo e
processamento intracelular dessas (Kolset e Salmivirta, 1999; Paka, Goldberg,
et al., 1999; Mahley e Huang, 2007). A relagao entre o teor de heparam sulfato
e a captacao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) ja foi relatada (Tran et
al., 2007; Tran-Lundmark et al., 2008; Ding et al., 2012). Assim como também
ha descrigdo de uma relagcédo positiva entre os niveis de lipoproteinas de alta
densidade (HDL), chamada popularmente de bom colesterol, € 0 aumento no
teor de heparam sulfato endotelial (Paka, Kako, et al., 1999). RS foi capaz de
aumentar a imunomarcacgao para o heparam sulfato na superficie de células
endoteliais e musculares (figura 18) e também na aorta (figura 19). O aumento

desse GAG especifico foi em seguida analisado mais detalhadamente.

Com os resultados da microscopia comprovando que RS aumenta a
expressado de GAGs nas células estudadas, o passo seguinte foi avaliar o efeito
direto de RS na sintese de glicosaminoglicanos sulfatados. Trabalhos
anteriores do nosso grupo mostraram que outros polissacarideos sulfatados
obtidos de algas marinhas eram capazes de estimular a sintese de
glicosaminoglicanos em células endoteliais (Leite, 1998; Rocha, Bezerra, et al.,
2005), na grande maioria PS extraidos de algas marrons denominados de
fucanas, contudo esse potencial efeito ainda ndo havia sido avaliado para RS
obtida da alga verde Monostroma. nitidum. Foi visto que RS possui um potente
efeito no estimulo da sintese de GAGs em especial do heparam sulfato em
células endoteliais (figura 20). Efeito esse ainda maior que o apresentado pela
heparina, um conhecido farmaco antitrombdético. Porém, ao contrario da
heparina, RS foi capaz de estimular a sintese de GAGs também nas células de
musculo liso vascular (figura 21). A analise estrutural do HS sintetizado por
ambas as linhagens celulares comprovou que ha uma mudanga na composigao
desse heparam sulfato (figura 22). O aumento da propor¢éo do dissacarideo

trissulfatado, estrutura tipica de heparinas, indica que esse heparam sulfato
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possui alto potencial antitromboético (Nader et al., 1987). Esse efeito
antitrombético pode ser benéfico em casos avangados de aterosclerose onde
vasos podem ser obstruidos devido a formacéo de trombos. Essa ocluséo esta
relacionada a eventos como infarto agudo do miocardio e acidente vascular
cerebral (Angheloiu et al., 2011), condi¢bes que quando nao levam ao 6bito
podem ocasionar sequelas permanentes o que tem grave impacto psicologico e
econbmico para os pacientes. O HS também é responsavel por impedir a
proliferacdo de células musculares, o que acontece durante o processo
aterosclerotico (Kolset e Salmivirta, 1999; Paka, Goldberg, et al., 1999; Paka,
Kako, et al., 1999; Ding et al., 2012). O aumento da sintese de heparam sulfato
por ambas as células assim como a mudanca estrutural desse HS produzido se
deve ao aumento na expressao das enzimas responsaveis pela sintese e
modificagdo da cadeia de heparam sulfato (figuras 23 e 24). A sulfatacdo em
diferentes posi¢coes da glucosamina é corroborada pelo aumento na expressao
das enzimas NDST1, HS3T3A1 e HS2ST1 quando as células sdo expostas a
RS.

O aumento do heparam sulfato em células esta diretamente relacionado
ao aumento dos proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS). O que também foi
comprovado quando as células foram tratadas com RS. H4 um aumento do
sindecam 4 (figura 25), o principal PGHS de superficie em células endoteliais.
Também ha aumento concomitante de perlecam (figura 26), um PGHS de
matriz extracelular em ambas as linhagens. Como descrito anteriormente, tanto
os PGHS de superficie celular como os da MEC parecem impedir a interagao e
associagao direta de lipoproteinas plasmaticas e mondcitos com algumas
proteinas de matriz como € o caso da fibronectina. Tal interagdo resulta no
aumento da deposigao lipidica no subendotélio ocasionando na progresséao do
processo aterosclerético (Paka, Kako, et al., 1999; Kunjathoor et al., 2002; Ding
et al., 2012). Sabe-se que durante o desenvolvimento da aterosclerose ha uma
diminuicdo dos niveis tanto de heparam sulfato quanto nos proteoglicanos de
HS como sindecam e perlecam (Kunjathoor et al., 2002; Tovar et al., 2011).

Assim, um composto que induza um aumento desses PGs em células
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vasculares possui grande potencial em restabelecer a fungédo endotelial perdida

nesse processo patologico.

Buscando compreender de que forma RS age para desencadear seus
efeitos foi investigado como esse polissacarideo sulfatados estava interagindo
com as ceélulas. Sabendo que a heparina, que também estimula a sintese de
HS nas células endoteliais (Nader e Dietrich, 1974; Nader et al., 1989; Pinhal et
al., 1994; Nader et al., 2004a), exerce seu efeito apos a ligagdo da heparina a
fibronectina presente na matriz extracelular (Trindade et al., 2008; Medeiros et
al., 2012a) nosso trabalho buscou entender o mecanismo de ag¢ao de RS. Foi
visto entdo que RS se liga aos mesmos sitios de ligagao a heparina na MEC o
que foi comprovado quando RS foi capaz de deslocar a heparina biotinilada
ligada a matriz extracelular (figura 27). Utilizando RS conjugada com FITC foi
possivel comprovar também que a ligagdo ocorre diretamente com a
fibronectina presente na matriz (figuras 29, 30 e 31). Sabe-se que além da
heparina a fucana obtida da alga marrom Spatoglossum schrbederi também se
liga a fibronectina para exercer seus efeitos em outro tipo celular (Rocha,
Franco, et al., 2005b). Em sintese, RS age de forma semelhante a heparina em
células endoteliais, porém com um efeito mais potente e também age em
células de musculo liso diferentemente da heparina que nao estimula sintese

de GAGs nessa linhagem celular.

Apos interagir com a fibronectina RS desencadeia uma série de
respostas celulares culminando nos efeitos relatados acima. A via das
MAPKinases esta envolvida na regulagcdo de uma infinidade de processos
celulares. Polissacarideos obtidos de algas afetam essa via tanto na regulagao
de ciclo celular quanto indugdo de apoptose (Aisa et al., 2005; Nobre et al.,
2013b). A heparina também estimula a sintese de HS por células endoteliais
através da ativagéo dessa via (Medeiros et al., 2012a). Dessa forma, a mesma
foi investigada e foi constatado que RS também leva a um aumento na ativagao
da via das MAPK (figuras 32 e 33). Além de ativar a via das MAPKs foi
observado que, assim como a heparina (Medeiros et al., 2012a) em células

endoteliais, RS induz aumento dos niveis de calcio intracelular imediatamente
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apo6s sua administragédo as células (figura 34). Ainda, esse aumento nos niveis
de calcio esta relacionado diretamente com o estimulo concomitante da
producdo de 6xido nitrico por essas células (figuras 35, 36 e 37). Sabe-se que
a producdo do NO pela enzima o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) é
dependente de calmodulina que eleva a concentragdo de calcio intracelular
(Medeiros et al., 2012b; Qian e Fulton, 2013; Chen et al., 2014). Ao utilizar um
quelante de ions divalentes como o BAPTA e ter anulado o efeito de RS (figura
38) foi possivel demonstrar que o estimulo da sintese do NO nas células
provavelmente esta associado a essa via. A produgcao de NO por células
vasculares tem um efeito conhecido na sinalizagdo e vasodilatagdo (Qian e
Fulton, 2013; Moraes et al., 2014). O aumento da pressao arterial € um dos
fatores de risco associados a aterosclerose de tal forma que o controle da
pressao arterial € a primeira medida a ser tomada no tratamento de pacientes
com aterosclerose. Uma vez que em determinadas situagdes uma placa
ateromatosa instavel pode se romper caso a pressao arterial esteja elevada. A
producdao de NO, induzida pelo tratamento com RS, por células endoteliais e
musculares lisas pode dessa forma induzir vasodilatacdo e assim, agir em mais

uma etapa prevenindo a propagacao dos efeitos da aterosclerose.

Por fim foi avaliado o potencial de RS na inibicdo da angiogénese. Foi
visto que mesmo em baixas concentragdes ja havia inibicdo da formacao de
vasos no ensaio de formacao de tubos em matrigel (figura 39). Assim como
também houve inibicdo da angiogenese ex vivo no ensaio de angiogenese em
anel de aorta (figura 40). Ambos os resultados comprovam o potencial anti-
angiogenico de RS. A angiogénese em placas de ateroma é estimulada para
nutrir o ambiente rico em células e também para propagar a inflamagéo uma
vez que ha migragdo de células inflamatérias a partir dos vasos recém-
formados (Libby et al., 2011). Tanto heparina quanto outros PS de algas
também apresentam efeito anti-angiogenico in vitro (Dreyfuss et al., 2010;
Guerra Dore et al., 2013; Li, Z. N. et al., 2015). Porém RS tanto possui esse
efeito direto quanto indiretamente ao aumentar os niveis de AH de alto peso

molecular.
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Em sintese os resultados indicam que o tratamento das células
endoteliais e de musculo liso vascular com RS é capaz de aumentar o
glicocalice de ambas as células pelo aumento da producao de acido hialurénico
de elevado peso molecular, que pode ser capaz de diminuir também a
propagacao da inflamagao assim como a proliferagao descontrolada de células
da musculatura lisa vascular, além do aumento do heparam sulfato, presente
tanto na superficie das células endoteliais na forma do proteoglicano sindecam
4 quanto na matriz extracelular das duas linhagens representados no
proteoglicanos perlecam. Tais alteragcbes sao importantes por serem
conhecidos por seus efeitos inibitérios da aterosclerose. Ainda, RS induz
aumento do dissacarideo trissulfatado no heparam sintetizado pelas células
que é essencial para o potencial antitrombdtico do heparam sulfato. Tal efeito
pode ser importante para casos em que ocorre o rompimento da placa do
ateroma e formacao de trombo. Além disso, impedindo a formacéo de novos

vasos na placa de ateroma tanto direta quanto indiretamente.

Os resultados mostram que RS tem o potencial para agir em diferentes
etapas do processo da aterosclerose como mostrado na figura 41. Em 1 RS
pode impedir o inicio ou progressdao da deposicao de lipoproteinas no
subendotélio por aumentar o glicocalice nas células endoteliais e esse
glicocalice apresentar alta concentracdo de heparam sulfato e proteoglicanos
de heparam sulfato, bem como de acido hialurénico de alto peso molecular, o
que impede a interacdo direta de oxLDL e leucécitos com as células
endoteliais. Em 2 RS pode impedir a progressao da formagcao da placa por
estimular a sintese de heparam sulfato e acido hialurénico de alto peso
molecular, ambos glicosaminoglicanos conhecidos por inibir a proliferagédo de
células musculares lisas. Em 3 RS pode impedir a formagdo de novos vasos
sanguineos responsaveis por nutrir a placa do ateroma e assim também
bloquear a progressao da aterosclerose. Finalmente em 4 RS pode agir em
casos mais extremos impedindo a formacgao de trombos uma vez que estimula

a sintese de heparam sulfato antitrombotico pelas células endoteliais.
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Vasa Migratin,
vasorum Sh%a .

Figura 42. Potencial efeito de RS durante a aterosclerose.

Adaptado de Libby, 2013.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos ao se investigar os efeitos da ramnana sulfatada
RS obtida da alga Monostroma nitidum em células endoteliais e de musculo liso
vascular, derivadas de aorta de coelho, e em anéis de aorta de rato levaram as

seguintes conclusdes:

e Ha aumento dos componentes do glicocalice de células endoteliais e

musculares expostas a ramnana sulfatada;

¢ RS induz aumento na sintese de acido hialurénico de alto peso

molecular e na expressédo da enzima hialuronato sintase | (HAS1);

¢ RS induz aumento na sintese e sulfatacdo do heparam sulfato. As

sulfotransferases também tiveram sua expressdo aumentada;

¢ RS induz aumento na expressao do proteoglicano sindecam-4 somente
para a célula endotelial, contrastando com o proteoglicano perlecam que

esta aumentado para ambas as células;
e RS se liga a fibronectina na matriz extracelular e ativa a via das MAPKs;
¢ RS estimula a mobilizacdo do calcio intracelular;
e RS aumenta a producgao de 6xido nitrico;

¢ RS inibe a angiogénese
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