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RESUMO 

 

A  disfunção  endotelial  pode  causar  aterosclerose,  uma  doença  caracterizada 
pelo acúmulo de placas contendo  lipídeos na camada subendotelial de vasos 
sanguíneos. O glicocálice endotelial mantém a homeostasia entre o sangue e 
as  células  endoteliais  e  alterações  em  sua estrutura  podem  causar  doenças. 
Algas  marinhas  são  fontes  de  polissacarídeos  sulfatados  que  apresentam 
diversas propriedades  farmacológicas, entre as quais  se destacam atividades 
antioxidante, anti­inflamatória, anticoagulante e antitrombótica. 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 provável mecanismo de ação. Foi 
constatado  que  RS  não  afeta  a  viabilidade  dessas  células  em  24  horas  na 
concentração  de  até  100  µg/mL  e  é  capaz  de  aumentar  a  marcação  do 
glicocálice pela  lectina WGA, observada em microscopia confocal, em ambas 
as linhagens celulares e também no anel de aorta de ratos. Há um aumento na 
síntese de ácido hialurônico por essas células  tratadas com RS e esse ácido 
hialurônico  apresenta  alto  peso  molecular.  Através  da  marcação  metabólica 
com sulfato radioativo foi constatado que células tratadas com RS aumentaram 
a  síntese  de  glicosaminoglicanos  sulfatados  com  destaque  para  o  heparam 
sulfato. Esse heparam sulfato teve sua estrutura analisada e foi observado que 
há um aumento na proporção de dissacarídeo trissulfatado, típico da estrutura 
de heparinas. Foi observado aumento na expressão das enzimas responsáveis 
pela síntese e modificação desses glicosaminoglicanos. Utilizando microscopia 
confocal  e  ensaio de FRET  foi  comprovado  que  RS  se  liga  à  fibronectina na 
matriz extracelular. RS ativa a sinalização celular através da via de FAK­Src­
ERK, aumenta os níveis de cálcio intracelular e a produção de óxido nítrico. Por 
fim foi observado que RS também é capaz de inibir a angiogênese em ensaio 
de  formação  de  estruturas  capilares  em  matrigel  e  também  no  ensaio 
tridimensional de angiogênese em anel de aorta. Os resultados indicam que RS 
por aumentar e modificar estruturalmente o glicocálice nas células derivadas de 
aorta,  estimular  a  síntese  do  heparam  sulfato  rico  em  dissacarídeo 
trisssulfatado  (típico  da  estrutura  de  heparinas  e  com  potente  efeito 
antitrombótico),  bem  como  de  ácido  hialurônico  de  alto  peso  molecular  (com 
ação anti­aterogênica e antiangiogênica), aumentar a síntese de óxido nítrico e 
por  si  só  inibir  a  angiogênese  apresenta­se  como  um  possível  agente 
terapêutico  para  prevenir  o  desenvolvimento  da  aterosclerose  e  formação  de 
trombos  em  função  dos  diversos  efeitos  benéficos  nas  células  que  podem 
impedir diferentes etapas desses processos patológicos. 

 

 



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, 
anti­inflammatory, 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 
µg/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  RS­treated  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  anti­atherogenic  and 
anti­angiogenic,  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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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Polissacarídeos sulfatados 

1.1.1 Polissacarídeos sulfatados de algas marinhas 

As algas marinhas são utilizadas na culinária oriental por séculos e mais 

recentemente passaram também a ser empregadas pela indústria farmacêutica 

e  de  cosméticos  por  serem  fontes  de  diversos  compostos  de  interesse 

biológico  e  tecnológico.  Sabe­se  que  as  macroalgas  marinhas  são  ricas  em 

compostos  fenólicos,  conhecidos  antioxidantes.  Todavia,  tem  crescido  o 

interesse  em  estudar  outra  classe  de  compostos  bioativos  amplamente 

encontrados nas algas marinhas: os polissacarídeos sulfatados (PS) (Fidelis et 

al., 2014; Shao et al., 2015). 

Os  polissacarídeos  sulfatados  são  um  grupo  de  macromoléculas 

encontradas  em  diferentes  classes  de  organismos,  desde  macroalgas 

marinhas,  invertebrados  e  animais  superiores,  e  até  recentemente  não  havia 

descrição  da  presença  de  PS  em  plantas,  porém  Dantas  e  colaboradores 

(Dantas­Santos  et  al.,  2012)  encontraram  polissacarídeos  sulfatados  em 

plantas  dulcícolas.  O  interesse  nos  polissacarídeos  encontrados  em  algas  se 

deve ao fato de já terem sido descritos diversos efeitos em diferentes sistemas 

biológicos,  tais  como  atividades  antioxidante  (Camara  et  al.,  2011a;  Costa, 

Fidelis, et al., 2011a), antitumoral  (Costa, Telles, et al., 2011), antiproliferativa 

(Nobre  et  al.,  2013a),  antiangiogênica  (Ye  et  al.,  2005),  antiviral    (Lee  et  al., 

1999), anticoagulante (Camara et al., 2011a; Magalhaes et al., 2011; Fidelis et 

al.,  2014),  antitrombótica  (Rocha,  Moraes,  et  al.,  2005a),  antiadesiva  (Rocha, 

Franco, et al., 2005a), anti­inflamatória, anti­hiperlipidêmica (Jiao et al., 2011a), 

dentre outras relatadas nos últimos anos. 

  Nas  algas  os  polissacarídeos  sulfatados  estão  localizados  na  matriz 

mucilagenosa e sua função biológica parece estar relacionada com a proteção 

contra  desidratação  solar  em  períodos  de  maré  baixa,  além  de  oferecerem 

maior  flexibilidade  à  alga,  permitindo  assim,  o  seu  crescimento  em  ambiente 

aquático, e rigidez suficiente para permanecer estendida e assim captar a luz e 
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os nutrientes com mais eficácia (Percival e Mcdowell, 1967). Foi proposto que a 

presença  dos  PS  em  algas  também  seria  uma  forma  de  adaptação  destes 

organismos  ao  ambiente  marinho,  ao  estresse  salino,  já  que  não  são 

encontrados em vegetais terrestres, salvo raras exceções (Aquino et al., 2011).  

Cada grande grupo de alga marinha sintetiza uma classe característica 

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 diferenças na composição do mesmo polissacarídeo 

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)  são  encontrados 

principalmente  polissacarídeos  sulfatados  heterogêneos  como  agaranas, 

carragenanas,  galactanas  e  alguns  outros  só  descritos  mais  recentemente, 

como xilomananas (Cardoso et al., 2007) e glucogalactomanana sulfatada (Lim 

e  Ryu,  2009). Os polímeros de α­galactose  da  série  L  são  denominados 

agaranas  enquanto  os  da  série  D  são  chamados  de  carragenanas.  São 

compostos  altamente  sulfatados  apresentando  conteúdo  de  sulfato  variando 

entre 15 e 40% da composição do polissacarídeo dependendo da espécie da 

alga (Jiao et al., 2011b; Silva et al., 2012)  

  Esses  polissacarídeos  geralmente  são  utilizados  pela  indústria 

alimentícia  e  cosmética,  principalmente  devido  às  suas  propriedades 

espessantes e gelificantes. Todavia, existem outros relatos na  literatura sobre 

atividades farmacológicas atribuídas às galactanas de algas vermelhas, como: 

antiparasitária (Adams et al., 2005), anti­inflamatória (Zvyagintseva et al., 2000) 

e  bactericida  (Medina,  2001).  Com  base  nesse  conhecimento  de  atividades 

biológicas,  diferentes  carragenanas  têm  sido  testadas  no  tratamento  de 

doenças respiratórias como, por exemplo, na gripe comum e bem como frente 

a  diferentes  vírus  da  influenza,  inclusive  a  cepa  pandêmica  do  H1N1.  Foram 

também avaliadas  contra outros vírus,  incluindo o vírus  causador da dengue, 

vírus  da  imunodeficiência  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  redução  do  colesterol  sérico  e  níveis  de  triglicerídeos, 

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

  As  macroalgas  marrons  por  sua  vez  (Phaeophyceae)  são  ricas  em 

polissacarídeos  como  ácido  algínico  e  laminaranas,  bem  como  fucanas 

sulfatadas,  também  chamada  de  fucoidans.  Fucoidans  são  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 

só  posteriormente  foi  denominado  fucoidan  de  acordo  com  a  nomenclatura 

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

  Fucanas ou fucoidans são polissacarídeos sulfatados compostos por um 

esqueleto  contendo L­fucose sulfatada  (Albuquerque  et  al.,  2013; Dore  et al., 

2013;  Nobre  et  al.,  2013a).  Podem  ser  homopolissacarídeos  ou 

heteropolissacarídeos dependendo  da  presença  de  outros  açúcares,  além  da 

fucose na estrutura polimérica. As fucanas são os PS de algas mais estudados 

(Rocha,  2006;  Pomin,  2010).  As  fucanas  não  estão  dispersas  na  natureza, 

sendo encontradas somente em algas marrons e tunicados. O fucoidan obtido 

da alga Fucus vesiculosus está comercialmente disponível 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  ramificações  contendo  fucose  sulfatada.  Uma 

mesma espécie de alga é capaz de produzir diferentes tipos de fucanas como é 

o caso da alga Spatoglossum schröederi que sintetiza três diferentes fucanas, 

denominadas  de  fucana  A  (uma  xilofucoglucuronana),  fucana  B  (uma 

xilogalactofucana)  e  fucana  C  (que  não  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 compreensão da relação entre estrutura 

e efeito biológico, entretanto alguns autores  têm descrito que há uma relação 

entre o tamanho do PS assim como o teor de sulfato presente em cada fucana, 
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porém não somente o teor de sulfato é determinante para um dado efeito, e sim 

a  posição  dos  grupamentos  sulfato  na  molécula  (Berteau  e  Mulloy,  2003; 

Pomin, 2010; Nobre et al., 2013b).  

  Diversos  trabalhos na  literatura descrevem diferentes efeitos biológicos 

relacionados  à  fucanas.  O  efeito  anticoagulante  semelhante  à  heparina  é  o 

mais bem estudado efeito das fucanas, porém já foi descrito um efeito inibitório 

da agregação plaquetária, antiangiogênico, antitumoral  (Camara et al., 2011b; 

Costa,  Fidelis,  et  al.,  2011b),  antitrombótico  (Rocha,  Moraes,  et  al.,  2005b), 

antiproliferativo  (Aisa  et  al.,  2005;  Yamasaki­Miyamoto  et  al.,  2009;  Costa, 

Fidelis,  et  al.,  2011b;  Nobre  et  al.,  2013b).  A  atividade  anticoagulante  ocorre 

pela  inibição  direta  da  trombina.  Rocha  e  col.  (2005b)  relataram  uma  fucana 

obtida  da  alga  Spatoglossum  schröederi  que  possui  efeito  antitrombótico, 

porém  apresenta  baixo  efeito  anticoagulante  o  que  a  torna  um  excelente 

candidato  no  tratamento  de  trombose  venosa  uma  vez  que  não  apresenta  o 

risco  hemorrágico  associado  às  heparinas.  Essa  mesma  fucana  também 

apresenta  efeito  antiproliferativo  em  células  tumorigênicas  de  óvario  de 

hamster chinês (CHO) e esse efeito é relacionado ao seu conteúdo de sulfato 

(Nobre  et  al.,  2013b).  Em  relação  ao  fucoidan  de  F.  vesiculosus  os  dados 

mostram que o PS não apresentou atividade anticoagulante por via oral (Jiao et 

al.,  2011b).  Foi  também  descrito  que  extrato  de  Fucus  vesiculosos  reduz  os 

níveis  de  triglicérides  séricos  e  colesterol  total.  Outros  trabalhos  sobre  a 

importância  em  termos  de  potencial  biomédico  e  biotecnológico  dos  PS  de 

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

  As  algas  marinhas  verdes  (Chlorophyceae),  em  função  de  sua  ampla 

distribuição,  também  têm  sido  usadas  como  fonte  de  materiais  naturais  para 

extração de substâncias bioativas nos últimos 20 anos. Normalmente, as algas 

verdes  são  cultivadas  para  o  consumo  culinário  possuindo  um  alto  valor 

nutricional e consequente benefícios à saúde. Esse grupo de macroalgas ainda 

permanece como sendo o menos explorado quanto ao seu potencial biológico 

e  industrial  quando  comparado  com  as  outras  classes  de  algas.  As  algas 



INTRODUÇÃO 

 

 

 5 

verdes contêm diversas moléculas estudadas, desde carotenoides, alcaloides e 

compostos fenólicos e os polissacarídeos sulfatados (Wang et al., 2014). 

  Os PS de algas verdes são ricos em galactose, manose, xilose, glicose, 

arabinose  e/ou  ácidos  urônicos  (Matsubara,  2004),  porém  já  foram  descritos 

homopolissacarídeos como arabinanas    (Hayakawa et al., 2000) e galactanas 

(Farias  et  al.,  2008).  Esses  PS  apresentaram  atividades  antiviral, 

anticoagulante e antitumoral, entretanto, o número de trabalhos realizados com 

esses  polímeros ainda  é  pequeno  quando comparado  com  aqueles  descritos 

para  os de algas  vermelhas  e marrons.  Mais  recentemente,  alguns  trabalhos 

têm  descrito  a  estrutura  desses  PS  de  algas  verdes,  o  que  poderá  facilitar a 

elucidação dos mecanismos de ação destes compostos, bem como a  relação 

atividade/estrutura  (Bilan  et  al.,  2007;  Lahaye  e  Robic,  2007;  Farias  et  al., 

2008). 

  A  fonte  mais  comum  de  galactanas  sulfatadas  são  as  macroalgas 

vermelhas,  entretanto  algumas  algas  verdes,  particularmente  espécies  do 

gênero Codium são fontes significantes dessas galactanas sulfatadas (Bilan et 

al., 2007; Farias et al., 2008). Geralmente as algas verdes apresentam maior 

heterogeneidade  na  composição  de  suas  galactanas  quando  comparadas  às 

algas  vermelhas.  Por  exemplo,  C.  fragile  e  C.  cylindricum  contêm 

arabinogalactana  sulfatada  e  glucogalactana  sulfatada,  respectivamente  (Jiao 

et  al.,  2011b).  A  presença  de  galactanas  sulfatadas  em  outras  algas  verdes 

incluindo Caulerpa e Ulva, porém em menores proporções, já foi descrita.  

Devido  a  toda  essa  variabilidade  e  heterogeneidade  entre  os 

polissacarídeos  sulfatados  sintetizados  por  algas  verdes,  foi  proposta  uma 

divisão  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 

divisão  acurada  é  bem  mais  complexa,  uma  vez  que  a  literatura  relata 

diferentes  polissacarídeos  sulfatados  extraídos  de  diferentes  algas  verdes 

como mostrado na tabela 1. 
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Tabela 1. Polissacarídeos sulfatados extraídos de algas verdes 

Alga  Polissacarídeo  Referência 

Chaetomorpha aerea  Galactana sulfatada  (Pierre at al., 2011) 

Codium dwarkense  Arabinana sulfatada / 
arabinogalactana sulfatada 

(Siddhanta et al., 1999) 

Codium fragile 
 

Arabinogalactana sulfatada / 
galactana sulfatada 
piruvatada 

(Ciancia et al., 2007) 

Codium vermilara  Manana sulfatada  (Fernández 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 atenção particular com  relação à extração 

de polissacarídeos sulfatados pertence à classe das Ulvales,  gênero Ulva  do 

qual  são  extraídos  polissacarídeos  sulfatados  chamados  de  ulvanas, 

compostas  principalmente  por  ramnose,  ácido  urônico  e  xilose  (Silva  et  al., 

2012). 

Todos os extratos brutos de polissacarídeos e PS purificados de  todos 

os gêneros citados na tabela 1 já tiveram o potencial antioxidante comprovado 

(Silva et al., 2012). Outro efeito biológico bastante estudado para PS de algas 

verdes  é  o  anticoagulante.  Homo­  ou  heteropolissacarídeos  de  algas  dos 

gêneros Caulerpa, Codium e Monostroma  são 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  extraída  de  Ulvales.  Estudos  mostram  que 
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alguns PS de algas verdes são capazes de inibir a infecção por vírus tais como 

vírus da influenza, citomegalovírus, HSV e HIV (Lee, 2010; Wang et al., 2014). 

Efeitos  antitumorais  também  são  relatados,  assim  como  anti­hiperlipidêmico, 

anti­inflamatório  e  imunomodulatório  (Ribeiro  et  al.,  2014;  Wang  et  al.,  2014; 

Ropellato et al., 2015).  

Macroalgas  verdes  pertencentes  à  classe  das  Ulvales,  mostradas  na 

figura  1,  são  mundialmente  dispersas  e  representam  uma  ampla  biomassa. 

Algas dos gêneros Ulva e Monostroma são particularmente conhecidas por seu 

alto  valor  nutricional  e  benefícios  à  saúde.  Essas  algas  são  cultivadas  e 

consumidas  em  toda  a  Ásia  e  particularmente  nas  localidades  de  Mie  e 

Okinawa no Japão (Ohno, 1995; Harada e Maeda, 1998a; Lee et al., 1998; Lee, 

2010). 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Algas da 
classe Ulvales.  
A­ Ulva lactuca;  
B­ Monostroma latissimum;  
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 105 Da, que já teve sua estrutura elucidada (Figura 2) 

por Harada & Maeda (1998a). Trata­se de um polímero formado por unidades 

de L­ramnose α­1,3 e α­1,2 ligadas, sendo que alguns resíduos são sulfatados 

na  posição  2,  bem  como  ramificações  de  ramnose  sulfatada  também  na 

posição 2 (Lee et al., 1998; Lee et al., 2010; Li, H. Y. et al., 2012). 

 
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 L­ramnose α ­1,3  e α­1,2 ligadas em menor proporção, com 
sulfatação na posição 2, bem como ramificações de ramnose sulfatada também na posição 2. 
C­ Estrutura da L­ramnose. 

O monossacarídeo L­ramnose é bastante raro em humanos ou animais, 

entretanto sua presença em vegetais é comum. Contudo L­ramnose sulfatada 

só  é amplamente encontrada nas macroalgas  verdes  do  gênero  Monostroma  

(Lee et al., 1998; Lee, 2010).  

A  ramnana  sulfatada  obtida  da  alga  Monostroma  nitidum  tem  sido 

estudada  com  relação  às  suas  atividades  biológicas,  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 

inibição da infecção da célula hospedeira pelo vírus assim como também uma 

diminuição da replicação viral em estágios posteriores do ciclo de infecção (Lee 

et  al.,  2010;  Kazlowski  et  al.,  2012);  efeito  anti­hiperlipidêmico  (Wang  et  al., 

2014); efeito citotóxico em células de andenocarcinoma gástrico e  indução da 
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síntese  de  óxido  nítrico  (NO)  por  macrófagos  da  linhagem  raw  264.7 

(Karnjanapratum e You, 2011). 

1.1.2 Polissacarídeos sulfatados de animais 

  Em  animais,  os  polissacararídeos  sulfatados  encontrados  são 

denominados  de  glicosaminoglicanos  (GAGs),  e  correspondem  a 

heteropolissacarídeos  de  cadeia  linear  formados  por  unidades  dissacarídicas 

que  se  repetem.  Essas  unidades  repetitivas  contêm  uma  hexosamina  (D­

glucosamina  ou  D­galactosamina)  unida  por  ligação  glicosídica  a  um  ácido 

urônico (ácido D­glucurônico ou L­ idurônico) ou a um açúcar neutro, como a D­ 

galactose.  Tais  unidades  podem  apresentar  grupamentos  sulfatos  e  esses 

juntamente  com  as  carboxilas  presentes  nos  ácidos  urônicos  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 são encontrados em todas as espécies de animais que apresentam 

organização  tecidual,  sendo  encontrados  desde  espongiários  até  mamíferos 

(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  dá  a  partir  do  tipo  de 

hexosamina  e  do  açúcar  não  nitrogenado,  o  grau  de  sulfatação,  posição  em 

que se encontram os grupamentos sulfatos, bem como pelos diferentes  tipos 

de  ligações  inter­  e  intradissacarídicas  (Sampaio  e  Nader,  2006).  Toda  essa 

variabilidade  resulta nos  GAGs  conhecidos como:  heparina,  heparam  sulfato, 

heparosan,  acaram  sulfato,  condroitim­4­sulfato,  condroitim­6­sulfato, 

condrosam,  dermatam  sulfato,  queratam  sulfato  e  ácido  hialurônico,  este  o 

único  não  sulfatado  (Nader  et  al.,  2004b).  As  unidades  dissacarídicas 

representativas dos principais glicosaminoglicanos são mostradas na figura  3. 

Já na tabela 2 estão descritas as características estruturais de cada um desses 

GAGs. 
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Figura 3. Unidades dissacarídicas dos principais glicosaminoglicanos.  
A D­glucosamina é a hexosamina pertencente à heparina, heparam sulfato, queratam sulfato e 
ácido hialurônico e a D­galactosamina está presente em condroitim 4 e 6­sulfatos e dermatam 
sulfato. O açúcar não nitrogenado é um ácido urônico (D­glucurônico ou L­idurônico), exceto no 
queratam sulfato  que  apresenta  D­galactose.  A  hexosamina  está  unida  ao  ácido  urônico  por 
ligação  α  em  heparina  e  heparam  sulfato e β  nos  demais  compostos.  GlcA:  ácido  D­
glucurônico;  IdoA:  ácido  L­idurônico;  GlcN:  D­glucosamina;  GalN,  D­galactosamina;  Gal,  D­
galactose. 
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Tabela 2. Características estruturais dos glicosaminoglicanos 

Glicosaminoglicanos  Principais Dissacarídeos 

Ácido Hialurônico  D­GlcA  [β13]  D­GlcNAc 

[β
1


  4
] 

Li
ga

çã
o 

gl
ic

os
íd

ic
a 

Condroitim sulfato 

D­GlcA  [β13]  D­GalNAc 

D­GlcA  [β13]  D­GalNAc(4S) 

D­GlcA  [β13]  D­GalNAc(6S) 

Dermatam sulfato 

D­GlcA  [β13]  D­GalNAc(4S) 

D­GlcA  [β13]  D­GalNAc(6S) 

L­IdoA  [α13]  D­GalNAc(4S) 

L­IdoA(2S)  [α13]  D­GalNAc(4S) 

L­IdoA(2S)  [α13]  D­GalNAc(6S) 

Heparam sulfato 

D­GlcA  [β14]  D­GlcNAc  

[α
1
 

  4
] 

D­GlcA  [β14]  D­GlcNAc(6S) 

D­GlcA  [β14]  D­GlcN(S) 

D­GlcA  [β14]  D­GlcN(S,6S) 

L­IdoA  [α14]  D­GlcN(S) 

L­IdoA(2S)  [α14]  D­GlcN(S) 

Heparina 

D­GlcA  [β14]  D­GlcN(S) 

D­GlcA  [β14]  D­GlcN(S,6S) 

L­IdoA(2S)  [α14]  D­GlcN(S) 

L­IdoA(2S)  [α14]  D­GlcN(S,6S) 

Queratam sulfato 
 

D­Gal           

 

[β14]         D­GlcNAc 

[β
1


  3
] 

D­GlcA:  ácido  D­glucurônico;  L­IdoA:  ácido  L­idurônico;  D­GlcN:  D­glucosamina;  D­GalN,  D­
galactosamina; D­Gal, D­galactose. 
 

  Com  exceção  do  ácido  hialurônico,  os  glicosaminoglicanos  são 

encontrados  nos  tecidos  ligados  covalentemente  a  um  esqueleto  proteico 

constituindo  os  proteoglicanos  (PGs)  (Kjellen  e  Lindahl,  1991).  Tais 

glicoconjugados  são  encontrados  intracelularmente  em  grânulos  secretórios, 

superfície celular, matriz extracelular e  lâmina basal (Dietrich, 1984a; Poole et 
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al., 1986; Gallagher, 1989; Nader et al., 1989; Stevens et al., 1989; Esko, 1991; 

Nader, 1991; Iozzo, 1998; Bernfield et al., 1999; Lopes et al., 2006).  

Os  queratam  sultatos  podem  ser  encontrados  na  forma  N­ligados  a 

resíduos  de  L­asparagina  ou  O­ligados  aos  resíduos  de  serina  (Bray  et  al., 

1967; Baker et al., 1975; Hardingham e Fosang, 1992a). Os demais são ligados 

ao esqueleto proteico por uma unidade  tetrassacarídica  formada por ácido D­

glucurônico β(13) D­galactose β(13) D–galactose β (14) D–xilose (GlcA­

Gal­Gal­Xyl) por meio de uma ligação O­glicosídica entre a xilose e a hidroxila 

do  resíduo  de  serina  presente  na  proteína  (Figura  4).  Na  figura  4  estão 

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

 

Figura 4. Tipos de ligações dos GAGs sulfatados ao esqueleto protéico.  
Tipos  de  ligações  dos  GAGs  sulfatados  ao  esqueleto  protéico.  CS:  Condroitim  sulfato;  DS: 
dermatam  sulfato;  HS:  heparam  sulfato;  Hep:  heparina;  GalNAc:  N­acetil­D­galactosamina; 
GlcNAc:  N­acetil­D­glucosamina;  AS:  ácido  siálico;  Man:  D­manose;  Ser:  L­serina,  Asn:  L­
asparagina;        :  hexosamina;          :    ácido  urônico;          :  D­galactose;        :  possível  sítio  de 
sulfatação. Figura modificada de (Hardingham e Fosang, 1992b) 

  PGs  possuem  grande  variedade  de  tamanhos  e  composição,  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 
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proteico  podem  variar  em  número,  desde  apenas  uma  a  até  mais  de  cem  e 

cada  uma  dessas  cadeias  pode  variar  em  comprimento,  apresentando  de 

poucas  unidades  dissacarídicas,  até  centenas.  Além  disso,  um  mesmo 

esqueleto proteico pode conter mais de um tipo de cadeia de GAG, formando 

assim, um PG híbrido. Também podem ser encontrados diferentes esqueletos 

proteicos  substituídos  com  o  mesmo  tipo  de  cadeia  de  glicosaminoglicanos 

(Teocharis, 2006). 

  As  funções  biológicas  desempenhadas  pelos  PGs  estão  relacionadas 

principalmente às particularidades estruturais de cada esqueleto proteico, mas 

de  forma  especial  à  estrutura  química  dos  glicosaminoglicanos  ligados 

covalentemente à proteína. A  função  também está  intimamente  relacionada à 

localização desses PGs, se na membrana citoplasmática, na matriz extracelular 

ou em grânulos citoplasmáticos  (Dietrich,  1984a; Esko, 1991; Bernfield  et  al., 

1992;  Yanagishita  e  Hascall,  1992;  Iozzo,  1998;  Bernfield  et  al.,  1999; 

Porcionatto et al., 1999; Lopes et al., 2006; Teocharis, 2006; Liu e Pedersen, 

2007; Peterson et al., 2009).  

  Atualmente,  são  conhecidos  mais  de  30  tipos  diferentes  de 

proteoglicanos e sabe­se, pelos estudos com animais transgênicos, que alguns 

proteoglicanos  são  essenciais  para  a  vida  (Teocharis,  2006).  A  diversidade 

estrutural característica dos PGs permite que estes sejam capazes de interagir 

com uma ampla gama de moléculas (Kjellen e Lindahl, 1991). Sua atuação no 

organismo  é  relacionada  com  a  organização  dos  tecidos,  influenciando  no 

crescimento  celular  e  na  maturação  de  tecidos  especializados,  importante 

papel  como  filtros  biológicos,  moduladores  da  atividade  de  fatores  de 

crescimento,  papel  no  ciclo  celular;  até  funções  mais  específicas  como 

transparência da córnea e crescimento de neuritos. O papel desses compostos 

em  diferentes  patologias,  como  doenças  cardiovasculares,  diabetes,  doenças 

amiloides,  mucopolissacaridoses,  também  tem  sido  amplamente  estudado 

(Dietrich,  1984a;  Nader  et  al.,  1989;  Bernfield  et  al.,  1992;  Iozzo,  1998; 

Bernfield et al., 1999). 
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1.1.2.1 Heparam sulfato 

  Os glicosaminoglicanos mais extensivamente estudados são a heparina 

e  o  heparam  sulfato  (Brito  et  al.,  2014).  O  heparam  sulfato  é  um 

glicosaminoglicano ubíquo da superfície 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  Iozzo,  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).  É  constituído  por 

unidades alternadas de D­glucosamina e um ácido urônico, podendo ser ácido 

β­D­glucurônico ou α­L­idurônico  unidos  por  ligações  glicosídicas  (14).  A 

glucosamina  pode  ser  N­sulfatada  (GlcNS),  N­acetilada  (GlcNAc)  e/ou  ainda, 

O­sulfatada  na  posição  6  (GlcN6S).  Estruturalmente  o  HS  pode  variar  com 

relação  ao  teor  de  cada  um  dos  seus  constituintes  assim  como  o  grau  de 

sulfatação  e  acetilação  da  glucosamina,  teor  de  ácido  glucurônico  e  ácido 

idurônico.  O  heparam  sulfato  pode  ser  estruturalmente  diferente  dependendo 

do tecido em que é encontrado assim como a espécie do organismo do qual é 

extraído.  Essa  diversidade  estrutural  é  relacionada  com  a  função 

desempenhada pelo HS em cada tecido (Toledo e Dietrich, 1977; Dietrich et al., 

1983). Quando comparado com a heparina o heparam sulfato diferencia­se por 

conter  uma  maior  proporção  de  ácido  glucurônico  e  de  N­acetilglucosamina  

(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 diferença entre o heparam sulfato e a 

heparina é a sua localização celular bem como sua distribuição no reino animal 
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e  funções  biológicas  (Dreyfuss  et  al.,  2009).  A  heparina  é  encontrada 

exclusivamente  no  interior  de  vesículas  de armazenamento  de  mastócitos  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 

superfície celular e matriz  tanto de vertebrados quanto  invertebrados como  já 

citado (Cassaro e Dietrich, 1977; Dietrich et al., 1980; Dietrich, 1984b) 

  O  heparam  sulfato  presente  na  superfície  de  células  endoteliais 

apresenta  sequências  em  sua  estrutura  típicas  da  estrutura  da  heparina,  ou 

seja  regiões  contendo  maior  proporção  de  ácido  idurônico  bem  como  

dissacarídeos  trissulfatados.  Os  dissacarídeos  contendo  ácido  idurônico  são 

agrupados  em  duas  áreas  de  oligossacarídeos  altamente  sulfatadas.  A 

presença do dissacarídeo trissulfatado na estrutura da heparina é fundamental 

para  o  efeito  antitrombótico  desse  glicosaminoglicano  (Nader  et  al.,  1987). 

Anteriormente  havia  sido  proposto  que  a  atividade  antitrombótica  in  vivo  da 

heparina  poderia  ser  relacionada  pelo  menos  em  parte  com  o  aumento  na 

produção  do  heparam  sulfato  por  células  endoteliais  expostas  à  heparina  e 

outras drogas antitrombóticas, bem como alteração no padrão de sulfatação do 

heparam  sulfato  aumentando  o  teor  de  dissacarídeos  trissulfatados  (Rocha, 

Moraes, et al., 2005b). Dessa forma, heparina e outras drogas antitrombóticas 

induzem aumento do heparam sulfato bem como de segmentos  tipo heparina 

na  estrutura  do  heparam  sulfato  presente  na  superfície  endotelial.  Assim,  as 

moléculas  de  heparam  sulfato  sintetizadas  na  presença  de  heparina  e  de 

outros  polissacarídeos  sulfatados  que  induzem  a  síntese  de  HS  em  células 

endoteliais,  apresentam  um  potencial  antitrombótico  ainda  maior,  protegendo 

dessa  forma,  as  paredes  dos  vasos  sanguíneos  da  formação  de  trombos 

(Pinhal et al., 1994; Rocha, Moraes, et al., 2005a; Rocha, 2006). 

  Os  proteoglicanos  de  heparam  sulfato  (PGHS)  são  macromoléculas 

formadas  por  um  esqueleto  proteico  ao  qual,  cadeias  de  HS  estão 

covalentemente ligadas e são amplamente distribuídos 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  às  famílias  dos  sindecans,  nos  quais  as  cadeias  de  HS  estão 

ligadas  a  proteínas  transmembranas  e dos  glipicans,  quando  estão  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 inúmeras funções 

biológicas  (Iozzo,  2005;  Dreyfuss  et  al.,  2009).  Esses  PGs  atuam  no 

reconhecimento célula­célula, diferenciação tecidual, adesão celular,  interação 

com  quimiocinas  e  citocinas,  ligação  a  fatores  de  crescimento,  proliferação 

celular,  apoptose,  assim  como  em  processos  patológicos  como 

desenvolvimento  tumoral,  aterosclerose  e  outras  doenças  tromboembólicas 

(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 funções biológicas advêm da capacidade das cadeias de HS 

se  ligarem  a  uma  infinidade  de biomoléculas  devido  à  sua natureza  aniônica 

(Pazos  e  Nader,  2007).  A  tabela  3  descreve  as  principais  proteínas  que 

interagem com PGs de heparam sulfato. 

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

Superfície Celular  Referências 
L­selectina e P­selectina  
N­CAM (Neural Cell Adhesion Molecule)  
PECAM­1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion 
Molecule)  
Receptor de FGF 
MAC­1 (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   
Colágenos  
Fibronectina 
Laminina  
Tenascina  
Thrombospondina I e II  
Vitronectina 

(Sasisekharan et al., 2002)       
(Capila e Linhardt, 2002)             
(Utani et al., 2001)                     
(Saito et al., 2007)                       
(Nunes et al., 2008)               
(Wilkins­Port e Mckeown­Longo, 
1996) 

Fatores de Crescimento   
HB­EGF (Heparin Binding – Epidermal Growth 
Factors) 
FGF (Fibroblast Growth Factors)  
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)  
PDGF (Platelet­Derived Growth Factor 
TGF­β (Transforming Growth Factor­β 

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

Adaptado de Dreyfuss et al. 2009 
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  Essas interações dos PGHSs como, em especial, sindecam com fatores 

presentes na MEC são transmitidas ao interior da célula por vias de transdução 

de  sinal,  desencadeando  uma  resposta  celular.  O  próprio  HS  presente  na 

superfície celular desempenha um papel na sinalização celular atuando como 

receptor  ou  como  co­receptor  para  diferentes  ligantes  que  irão  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  transdução  de  sinal  são  representadas  por  sistemas 

complexos  de  proteínas  incluindo  receptores  presentes  na  superfície  celular, 

proteínas  quinases  e  fosfatases,  dentre  várias  outras.  Uma  via  que  é 

comumente  ativada  em  processos  de  sinalização  celular  é  a  via  das  MAP 

quinases  (MAPK)  atuando  na  regulação  do  crescimento,  diferenciação, 

sobrevivência  e  morte  celular,  assim  como  também  na  sinalização  para 

aumento ou diminuição na expressão de determinadas proteínas da superfície 

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 fosforilação 

de várias proteínas, incluindo outras proteinoquinases e proteínas reguladoras 

de genes, promovendo a transcrição dos genes de resposta imediata (“early 

genes”) (Monteiro et al., 2008; Dreyfuss et al., 2009).  

A  figura  5  representa  o  mecanismo  de  ação  da  heparina  em  células 

endoteliais.  A  heparina  estimula  a  síntese  de  heparam  sulfato  através  da 

ativação da via das MAPK que é ativada através da sinalização via integrina na 

superfície celular (Medeiros et al., 2012b). A integrina que por sua vez irá levar 

à fosforilação de uma gama de proteínas intracelulares entre elas FAK (quinase 

de adesão focal), que desempenha importante papel na adesão e organização 

do citoesqueleto celular. Posteriormente há a ativação de Ras, Raf, MEK e por 

fim  de  ErK  1/2  que  podem  ser  translocadas  para  o  núcleo  e  regular  a 

expressão gênica  (Wada e Penninger, 2004; Subramaniam e Unsicker, 2006; 

Burgermeister et al., 2007). 
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Toda  essa  cascata  de  sinalização  resulta  direta  ou  indiretamente  nas 

diferentes  funções  relacionadas à  interação entre a MEC e os proteoglicanos 

de heparam sulfato.   

 

Figura 5. Modelo esquemático do mecanismo de ação da heparina estimulando a 
síntese de heparam sulfato em células endoteliais. A heparina se liga à fibronectina 
presente na matriz extracelular e ativa a via das MAPK aumentando a mobilização de 
cálcio  intracelular e estimulando a produção de óxido nítrico. Fonte:  (Medeiros et al., 
2012b) 
 

1.2 Endotélio e aterosclerose 

  As  doenças  cardiovasculares  são  responsáveis  pelo  maior  número  de 

mortes  por  ano  no  mundo  de  acordo  com  a  Organização  Mundial  de  Saúde 

(OMS).  O  sistema  circulatório  é  recoberto  por  células  endoteliais  em  sua 

totalidade desde o coração até os menores capilares,  recobrindo milhares de 

quilômetros de vasos sanguíneos no corpo humano (Rajendran et al., 2013). O 
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endotélio  vascular  inicialmente  era  tido  apenas  como  um  filtro  para  água  e 

eletrólitos sem nenhuma outra função específica (Chistiakov et al., 2015). Com 

o avanço nas técnicas de bioquímica, biofísica, biologia molecular e celular foi 

possível  a  identificação  de  outras  importantes  funções  desse  sistema 

(Lipowsky,  2012).  Sabe­se  que  o  endotélio  é  o  responsável  não  só  pela 

filtração,  mas  pelo  tônus  vascular,  homeostase,  recrutamento  de  neutrófilos, 

transporte  de  hormônios,  agregação  de  plaquetas,  inflamação,  crescimento 

vascular  além  de  participar  na  trombose  e  trombólise  (Lipowsky,  2012; 

Wiesinger et al., 2013; Crea et al., 2014). 

  As  funções  desempenhadas  pelo  endotélio  (ilustrado  na  Figura  6)  são 

possíveis  devido  à  presença  de  inúmeros  receptores  ligados  a  membrana 

celular  que  interagem  com  proteínas,  partículas  transportadoras  de  lipídeos, 

metabólitos,  hormônios  e  outras  proteínas  estruturais  e  receptoras  que 

coordenam  interações célula­célula, assim como, as  interações entre célula e 

MEC (Cines et al., 1998).  

As  células  endoteliais  também  são  fonte  de  inibidores  e  ativadores  de 

crescimento,  como  fator  de  crescimento  derivado  de  plaquetas  (PDGF)  e 

trombospondina,  além  de  glicosaminoglicanos  como  heparam  sulfato.  Outras 

substâncias  vasoativas  também  são  produzidas  pelo  endotélio,  como  por 

exemplo,  óxido  nítrico  (NO),  endotelina  e  angiotensina  II.  Esses,  além  de 

regularem  o  tônus  vascular  também  podem  regular  o  crescimento  desses 

vasos (Barton et al., 2012; Rajendran et al., 2013). 
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Figura  6.  Representação  do  endotélio  em  vasos  sanguíneos.  A­  Endotélio  no 
interior dos vasos. B­ Endotélio e glicocálice: a interação com o sangue. 
Fonte: www.lookfordiagnosis.com; www.glyococalyx.nl 

  Fisiologicamente,  o  NO  desempenha  um  papel  na  parede  vascular  de 

forma quiescente inibindo inflamação, proliferação de células musculares lisas 

vasculares (SMCs), adesão de plaquetas e monócitos ao endotélio, ativação e 

adesão  de  neutrófilos,  oxidação  de  lipoproteínas  de  baixa  densidade  (LDL), 

produção  de  endotelina  e  expressão  de  citocinas  pró­inflamatórias  além  de 

regular o  tônus vascular  (Deanfield et al., 2007; Andreou et al., 2015). Existe 

uma hipótese que postula que um aumento no “shear stress” em determinadas 

regiões é transduzida por um mecanismo que dispara a liberação de NO pelas 

células  endoteliais  levando  ao  relaxamento  do  musculo  liso  arterial  e  dessa 

forma à vasodilatação. Esse gás no endotélio é produzido pela enzima óxido 

nítrico sintase endotelial (eNOS) e se difunde para as células musculares lisas 

vasculares  onde  ativando  a  guanilato  ciclase,  que  leva  à  vasodilatação 

mediada por cGMP (Corson et al., 1996).  

  As  principais  funções  desempenhadas  pelo  endotélio  se  devem  às 

características de uma camada na superfície das células endoteliais chamada 

de glicocálice (Lipowsky, 2012). O glicocálice presente na superfície endotelial 

está  em  constante  contato  com  o  sangue  circulante  no  lúmen  dos  vasos 

sanguíneos  e  possui  esse  nome  devido  à  sua  constituição  rica  em 

glicoconjugados dentre os quais se destacam glicosaminoglicanos como ácido 

hialurônico e proteoglicanos de heparam sulfato (Yao et al., 2007; Wiesinger et 
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al., 2013). Esse glicocálice apresenta compatibilidade com o sangue, ou seja, 

apresenta  características  anticoagulantes  e  antitrombóticas  em  condições 

normais. 

  A  utilização  de  técnicas  que  envolvem:  microscopia  intravital,  uso  de 

lectinas  conjugadas  à  fluoróforos,  e  microscopia  eletrônica  possibilitou 

determinar a extensão do glicocálice em artérias e capilares. Essa camada de 

glicoproteínas e proteoglicanos se estende na superfície 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 

sanguíneas  com  o  endotélio  em  seu  estado  normal  protegendo  assim  a 

superfície  endotelial  do  shear  stress  causado  pelo  fluxo  sanguíneo  (Potter  e 

Damiano, 2008). Foi descrito que o tratamento enzimático para diminuição do 

glicocálice  facilita  a  adesão  de  células  brancas  do  sangue  e  aumento  da 

permeabilidade vascular favorecendo a formação de edema (Constantinescu et 

al.,  2011).  O  volume  do  glicocálice  (200­500  nm)  é  regulado  por  diversos 

fatores e sua rápida degradação tem sido observada durante isquemia, hipóxia, 

exposição  ao  TNF­α e LDL oxidada (oxLDL). Com o volume do glicocálice 

diminuído  nos  casos  de  isquemia  e  inflamação  há  uma  contribuição  para  a 

adesão das células brancas do sangue ao  já ativado endotélio  (Van Beers et 

al., 2008).  

 

Figura 7. Microfotografia de vaso sanguíneo mostrando o glicocálice.  
Fonte: Hubrecht Institute. 
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Hiperglicemia,  choque  séptico,  LDL  oxidada,  TNF­α,  shear  stress 

anormal, lesão causada por isquemia­reperfusão e produção de radicais livres 

são fatores que levam ao shedding do glicocálice como resposta do endotélio  

(Mulivor e Lipowsky, 2004; Zuurbier et al., 2005; Rehm et al., 2007). O shear 

stress do fluxo sanguíneo agindo sobre a superfície do endotélio pode afetar a 

estrutura do glicocálice, seja pelo efeito na biossíntese de novos componentes 

quanto  pela  indução  da  degradação  destes  pela  ativação  de  enzimas  pelas 

próprias  das  células  endoteliais  (Arisaka  et  al.,  1995;  Mulivor  e  Lipowsky, 

2004).  Foi  demonstrado  que  há  aumento  na  síntese  de  GAGs  quandos  as 

células  endoteliais    são  cultivadas  expostas  a  alto  shear  stress  por  longos 

períodos  (Arisaka  et  al.,  1995). O próprio shear stress  é de  importância para 

manutenção do endotélio no seu estado inativado uma vez que regiões onde o 

fluxo  é  menor  ou  existe  turbilhonamento  deste  fluxo  há  diminuição  do 

glicocálice e predisposição ao surgimento de lesões na região (Maiolino et al., 

2013). 

  A  rolagem  de  leucócitos  e  adesão  de  plaquetas  ao  endotélio  com  o 

glicocálice diminuído ou ausente é o passo  inicial de um processo constituído 

de  múltiplas  etapas  que  levam  ao  extravasamento  de  células  brancas 

sanguíneas  aos  sítios  de  inflamação  e  infecção.  Em  determinadas  situações 

esse  processo  pode  levar  ao  início  de  uma  condição  conhecida  como 

aterosclerose podendo resultar na oclusão do vaso e isquemia da área afetada 

(Hadi et al., 2005). 

  A  disfunção  endotelial  é  considerada  a  causa  do  desenvolvimento  da 

aterosclerose.  Essa  disfunção  pode  estar  associada  a  várias  condições  de 

risco, incluindo diabetes ou síndrome metabólica, hipertensão, 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  inicia­se  na  infância,  progredindo  de  forma  silenciosa 

durante um  longo estágio pré­clínico e geralmente só se manifesta durante a 
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meia  idade devido a aumento dos  fatores de  risco  (Ross, 1999). Essa é uma 

doença inflamatória crônica da parede arterial caracterizada pelo metabolismo 

lipídico  ineficiente  e  uma  resposta  inflamatória  desregulada  (Silvestre­Roig  et 

al., 2014). Os  fatores de  risco associados são conhecidos como um estímulo 

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

Atualmente a progressão da aterosclerose e desenvolvimento da placa 

ateromatosa  na  camada  íntima  é  dividida  em  vários  estágios,  que  estão 

resumidos  na  Figura  8.  O  passo  inicial  (figura  8b)  deve­se  à  ativação  das 

células endoteliais por  fatores de  risco,  resultando em aumento da expressão 

de quimiocinas e citocinas além de moléculas de adesão destinadas a interagir 

com  leucócitos  e  plaquetas,  aumentando  a permeabilidade  do  endotélio  para 

monócitos  circulantes  que  se  infiltram  na  camada  íntima  e  subendotelial. 

Partículas  de  LDL  oxidado  (oxLDL)  presentes  nessa  região,  em  função  da 

diminuição da camada protetora do glicocálice inibem a liberação do NO pelas 

células endoteliais com efeitos diretos no endotélio e células musculares  lisas 

do vaso. Esse oxLDL será  fagocitado pelos macrófagos diferenciados a partir 

dos monócitos infiltrantes dando origem às células espumosas. Ocorre necrose 

dessas  células  contendo  alto  teor  lipídico,  levando  à  propagação  da 

inflamação. Além disso, mediadores  inflamatórios como  interleucinas e TNF­α 

liberados  pelos  monócitos  estimulam  as  células  endoteliais  a  produzirem 

fatores de crescimento que reforçam a aterogênese. No passo seguinte ocorre 

migração  de  SMCs  da  túnica  média  (camada  média  da  parede  arterial)  para 

túnica  íntima  (figura  8c)  que  por  sua  vez  passam  a  proliferar,  e  a  produzir 

moléculas  de  matriz,  incluindo  colágeno  e  elastina,  levando  à  formação  da 

placa. No local ocorre também angiogênese com vasos formados para nutrir o 

novo ambiente, e esses vasos interagindo com leucócitos exacerbando assim, 

a  inflamação  local.  O  alto  teor  de  fatores  inflamatórios  leva  à  apoptose  de 

macrófagos e SMCs  liberando  lipídeos e  debri  celular no espaço extracelular 

que  se  acumulam  e  formam  um  núcleo  necrótico  (NC),  encobertos  por  uma 

camada  fibrosa  de  MEC.  Com  a  diminuição  das  células  musculares  também 

haverá  uma  diminuição  da  produção  de  compostos  de  matriz  extracelular  e 
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aumento  na  ação  de  metaloproteínases  na  região,  causando  um 

enfraquecimento  dessa  camada  fibrosa  que  recobre  o  NC.  A  última  etapa 

desse  processo  é  a  ruptura  da  placa  levando  à  exposição  de  todo  esse 

ambiente  ao  sangue  resultando  na  formação  de  um  trombo  (figura  8d)  e 

possível oclusão 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; Silvestre­Roig et al., 2014). 

   

 

Figura 8. Desenvolvimento da aterosclerose.  
a­  parede  arterial  normal.  b­  ativação  do  endotélio  e  início  do  processo  inflamatório.  c­ 
propagação  e  crescimento  da  placa  ateromatosa.  d­  rompimento  da  placa  e  formação  de 
trombo no local da lesão. Fonte: Libby et al. 2011. 

  Mudanças  na  expressão  de  PGs  assim  como  alterações  estruturais  e 

funcionais dos glicosaminoglicanos desses glicoconjugados estão associadas a 

diversos aspectos da doença aterosclerótica  (Kolset e Salmivirta, 1999; Tran­

Lundmark et al., 2008; Soto et al., 2012; Vlodavsky et al., 2013). Existem três 

principais  classes  de  PGs  na  parede  vascular  e  são  classificados  de  acordo 

com  os  GAGs  predominantes  em  sua  composição,  sendo  estes,  heparam 
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sulfato,  condroitim  sulfato  e  dermatam  sulfato.  Seu  envolvimento  com  o 

clearance e metabolismo de  lipoproteínas circulantes  já  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  interação  entre  as  cadeias  de  glicosaminoglicanos  e 

resíduos  de  aminoácidos  básicos  presentes  nas  apolipoproteínas  (Paka, 

Goldberg, et al., 1999; Soto et al., 2012).  

  Além da função diretamente relacionada ao próprio endotélio os PGHSs 

tem  papel  na  regulação  da  proliferação  de  células  do  músculo  liso  vascular 

(Kunjathoor et al., 2002; Tran et al., 2007; Vlodavsky et al., 2013). Também foi 

descrito  que  os  PGHSs  são  responsáveis  por  inibir  a  adesão  de  monócitos 

impedindo  sua  posterior  rolagem  e  migração  para  o  subendotélio,  além  de 

promoverem inibição da trombina (Kolset e Salmivirta, 1999; Paka, Goldberg, et 

al., 1999; Tran et al., 2007). Já foi relatado que há uma relação negativa entre 

as lesões ateroscleróticas e o teor de HS no vaso afetado.  Os PGs ditos pro­

aterogênicos, como aqueles contendo cadeias de condroitim sulfato (PGCSs) e 

dermatam  sulfato  (PGDSs),  se  acumulam  em  sítios  de  lesão  aterosclerótica 

devido  à  sua  capacidade  de  reter  lipoproteínas  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 são ditos anti­

aterogênicos. Já foi descrito que o HS pode encobrir proteínas do subendotélio 

tal como a fibronectina e impedir lipoproteínas e monócitos de se associar com 

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

Perlecam  é  um  proteoglicanos,  que  pode  conter  cadeias  de  HS, 

predominante  na  lâmina  basal  e  MEC  da  parede  arterial  e  influencia  os 

processos de doença vascular modulando adesão, migração e proliferação das 

células de músculo liso vascular (Kunjathoor et al., 2002; Tran­Lundmark et al., 

2008).  Já  foram  encontradas  evidências  de  que  durante  processos 

ateroscleróticos  há  um  aumento  nos  PGs  de  dermatam  e  condroitim  sulfato 
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enquanto ocorre uma diminuição simultânea nos PGs de heparam sulfato como 

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

  A  redução  no  heparam  sulfato  presente  na  parede  arterial  tem  sido 

observada em várias condições inflamatórias e na aterosclerose, bem como, no 

envelhecimento. Em concordância com isso foi relatado que há um aumento na 

atividade  da enzima heparanase  (uma enzima  que  degrada heparam  sulfato) 

em  lesões ateroscleróticas contribuindo assim, para uma contínua  diminuição 

do HS nas regiões afetadas (Vlodavsky et al., 2013). Essa perda do HS acelera 

a deposição de  lipoproteínas na matriz  subendotelial  tanto  in  vivo  quanto em 

tratamentos enzimáticos in vitro (Tran et al., 2007; Tran­Lundmark et al., 2008; 

Rao et al., 2011). Também há uma correlação  inversa entre a quantidade de 

colesterol em uma lesão e a concentração de HS como já observado em aortas 

humanas.  Dentre  as  alterações  decorrentes  da  diminuição  do  HS  podem­se 

destacar:  permeabilidade  endotelial  alterada,  aumento  na  migração  celular 

através das paredes dos vasos sanguíneos, formação de trombina, aumento na 

ligação  de  monócitos  à  matriz  subendotelial,  aumento  na  retenção  das 

lipoproteínas,  aumento  da  proliferação  das  células  musculares  e aumento  da 

susceptibilidade  às  infecções  bacterianas,  em  resumo,  um  aumento  das 

complicações  decorrentes  da  própria  aterosclerose  (Paka,  Goldberg,  et  al., 

1999).  

  Estratégias que possam restaurar a função endotelial têm sido testadas. 

Atualmente os protocolos de  tratamento visam à diminuição dos  lipídeos e da 

pressão  sanguínea.  Novas  terapias  baseadas  no  conhecimento  da  biologia 

endotelial  também  fazem  parte  dos  protocolos  que  possam  combater  a 

aterosclerose. Essa nova abordagem tenta restabelecer a função do endotélio 

interrompendo  a  progressão  da  aterogênese.  Um  ou  mais  compostos  que 

pudessem  restabelecer  a  função  endotelial  e  agir  em  diferentes  fases  do 

processo aterosclerótico seriam de grande  interesse para o  tratamento dessa 

condição que afeta grande parte da população mundial. Assim como  também 

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

inflamação.
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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 

músculo  liso  vascular,  derivadas  de  aorta  de  coelhos,  e  seu  potencial 

mecanismo de ação. 

 

2.2 Objetivos específicos 

  Avaliar os efeitos da RS na estrutura e composição do glicocálice de 
células endoteliais e musculares lisas; 

   Analisar o efeito da RS na expressão e no grau de sulfatação de 
glicosaminoglicanos pelas duas linhagens celulares; 

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

   Avaliar os efeitos da RS na produção de óxido nítrico e mobilização de 
cálcio intracelular em ambas as linhagens celulares; 

   Estudar os efeitos da RS na angiogênese. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 MATERIAIS 

3.1.1 Linhagem celular 

As  células  endoteliais  (EC,  clone  ClPs)  e  de  músculo  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 105 Da sendo composta por 

unidades  de  L­ramnose α­1,3 ligadas e α­1,2  em  menores  proporções  com 

presença de sulfato na posição 2 dos resíduos α­1,3 ligados e na posição 3 nos 

resíduos α­1,2  ligados, além de ramificação na posição 3 em alguns resíduos 

de  ramnose.  O  teor  de  sulfato  na  composição  de  RS  é  de  28%  (Harada  e 

Maeda, 1998b). 

3.1.3 Meios de cultura e outras soluções 

No presente  trabalho  foi utilizado meio F12 GIBCO  (Grand  Island, NY, 

EUA): mistura nutriente contendo L­glutamina 2 mM, bicarbonato de sódio 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, São Paulo, Brasil). 

Solução  EBSS  (solução  salina  balanceada  de  Earle)  preparada  em 

nosso laboratório contendo NaCl 6,8 g; KCl 0,4 g; Na2HPO4 1,14 g; KH2PO4 0,2 

g;  Na2HPO4  0,14  g  x  1  H2O;  NaHCO3  2,2  g;  D­glucose  1,0  g  e  0,01  g  de 

vermelho de fenol em um litro de água. 
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A  solução  PBS  (tampão  fosfato  salino)  foi  preparada  em  nosso 

laboratório contendo de NaCl 7,2 g; Na2HPO3 1,48 g e KH2PO4 0,43 g pH 7,4. 

Essas soluções foram preparadas com água deionizada em sistema Milli­QTM 

Water, (Millipore Corp., Bedford, MA, EUA). 

3.1.4 Enzimas 

Heparinase  e  heparitinases  I  e  II  de  Flavobacterium  heparinum  foram 

purificadas  no  laboratório  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 proteolítica maxatase purificada de esporos de Bacillus subtilis 

foi adquirida da Biocon do Brasil Indústria 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  extraída  de  pâncreas  suíno,  sendo  na  realidade  um 

coquetel enzimático formado por colagenases, elastases, esterases, nucleases 

e peptidases. 

3.1.5 Anticorpos e outros reagentes para imunocitoquímica  

  anti­sindecam­4 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA); 

  anti­fibronectina  (Calbiochem  Novabiochem  Corporation,  La  Jolla,  CA, 

EUA); 

  anti­fosfo­Src (Tyr­416) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA); 

  anti­fosfo­p44/42 MAPK (ERK1/2) (Cell Signaling Technology); 

  anti­β­actina (Cell Signaling Technology); 

  WGA  (Wheat  germ  agglutinin)  conjugada  com  Alexa  Fluor  594  (Life 

Technologies, Inc. New York, EUA) 

  anti­heparam sulfato epítopo 10e4 (US Biological, MA, EUA) 
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  anti­proteoglicano  de  heparam  sulfato  (perlecam)  (EMD  Millipore,  MA, 

EUA) 

  anti­NDST1 (heparam sulfato N­deacetilase/N­sulfotransferase do tipo 1) 

(Abgent, CA, EUA) 

  anti­HS2ST1 (heparam sulfato 2­O sulfotransferase) N­terminal (Abgent) 

  anti­HS2ST1 (heparam sulfato 2­O sulfotransferase) center (Abgent) 

  anti­HS3ST1 (heparam sulfato D­glucosaminil 3­O­sulfotransferase 3A1) 

(Abnova, Taipei, Taiwan) 

  anti­HAS1 (ácido hialurônico sintase 1) (Santa Cruz Biotechnology) 

  anti­HAS2 (ácido hialurônico sintase 2) (Santa Cruz Biotechnology) 

  anti­HYAL1 (hialuronidase 1) (Santa Cruz Biotechnology) 

  anti­HYAL2 (hialuronidase 2) (Santa Cruz Biotechnology) 

  anticorpo anti­coelho conjugado com Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, 

OR, EUA) 

  anticorpo anti­coelho conjugado com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes) 

  anticorpo anti­coelho conjugado com Alexa Fluor 546 (Molecular Probes) 

  anticorpo anti­coelho conjugado com HRP  (peroxidase de  rábano)  (GE 

lifesciences, Reino Unido) 

  DAPI  (4',6­diamidino­2­fenilindole,  dihidrocloride)  corante  fluorescente 

para núcleo (Life Technologies) 

  Estreptavidina conjugada com Alexa Fluor 594  (Molecular Probes, OR, 

EUA) 

  Meio  de  montagem  de  lâminas  para  imunofluorescência  Prolong  gold 

antifade reagent com DAPI (Molecular Probes) 

  Tissue tek (Sakura Finetek, Holanda) 

3.1.6 Radioisótopo 

  [35S]­sulfato de sódio livre de carregador adquirido do IPEN­CNEN (São 

Paulo, SP, Brasil). 
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3.1.7 Outros materiais 

  1,2­diaminoetano, 1,3­diaminopropano, dimetilsulfóxido (DMSO) (Aldrich 

Chemical Company, Inc., Milwaukee, WI, EUA). 

  Agarose  com  baixo  teor  de  sulfato  (Standard  Low­Mr)  (BioRad 

Laboratories, Inc. Hercules, CA, EUA). 

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

  Alamar Blue® (Life Technologies) 

  BAPTA­AM, quelante de íons divalentes (Ca+2) (Life Technologies) 

  Brometo  de  cetiltrimetilamônio  (CETAVLON)  (Merck,  Darmstadt, 

Alemanha). 

  Colunas  de  cromatografia  Phenosphere  SAX  (Phenomenex,  Torrance, 

CA, EUA)    

  Coluna de cromatografia OHpak SB­804HQ (Shodex®, Tóquio, Japão)  

  Coluna de cromatografia  OHpak SB­805 HQ (Shodex®, Tóquio, Japão); 

  Filmes de fósforo radiosensíveis Multipurpose (12,5 x 19,2, 12,5 x 25,2 e 

12,5 x 43,0) (Packard Instruments Company, Meriden, EUA); 

  Filtros  Corning  para  meio  de  cultura  para  500  mL  com  membrana  de 

acetato de celulose 0,22 μm (Corning, NY, EUA); 

  Fitas de diálise Spectrapor com poros de 6000 a 8000 Da e de 12000 a 

14000 Da (Spectrum Medical Industries, Houston, Texas, EUA); 

  Kit de dosagem de proteínas BCA (Thermo Scientific, MA, EUA); 

  Kit para dosagem de cálcio Fluo4 Direct™ (Molecular Probes, OR, EUA); 
  Líquido de cintilação Ultima Gold (PerkinElmer, Santa Clara, CA, EUA); 

  Matrigel preparado no próprio laboratório, extraído do tumor EHS; 

  Placas com 24 poços para cultura (Falcon, New Jersey, EUA); 

  Placas com 96 poços para cultura (Falcon, New Jersey, EUA); 

  Placas para cultura de 35 x 10 mm (p35) e 60 x 10 mm  (p60) (Falcon, 

New Jersey, EUA);  

  Solução  amplificadora  de  quimiluminescência  ECL  (Thermo  scientific, 

EUA) 
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  Sonda  para  detecção  de  óxido  nítrico  DAF­FM  diacetate(4­amino­5­
methylamino­20,70­difluorofluorescein  diacetate)  (Invitrogen,  Carlsbad, 
CA, EUA); 

  Solução  amplificadora  da  fluorescência  (Enhancement  solution  Perkin­

Elmer, Turku, Finlândia). 

3.1.8 Glicosaminoglicanos 

Condroitim  4­sulfato,  extraído  de  cartilagem  de  baleia  e  condroitim  6­

sulfato,  extraído  de  cartilagem  de  tubarão,  bem  como  dermatam  sulfato 

extraído de mucosa intestinal bovina, obtidos da Seikagaku Kogyo Co. (Tóquio, 

Japão).  Heparam sulfato foi purificado de pulmão bovino em nosso laboratório, 

como descrito por Dietrich e Nader (Dietrich e Nader, 1974). Ácido hialurônico 

de  Streptococcus  sp  (Calbiochem,  CA,  EUA).  Padrões  de  peso  molecular  de 

ácido  hialurônico  monodispersos  (2500kDa,  601kDa,  250kDa,  150kDa  e 

100kDa)  foram  adquiridos  da  empresa  Hyalose  (Hyalose,  Oklahoma,  EUA). 

Heparina biotinilada foi preparada em nosso laboratório (Boucas et al., 2008). 

3.1.9 Equipamentos 

Além dos aparelhos usuais de laboratório, foram utilizados: 

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

  Banhos de temperatura constante (FANEM Ltda, São Paulo, SP, Brasil); 

  Câmaras para eletroforese em gel de agarose, modelo desenvolvido por 

Jaques e col.  (Jaques et al., 1968) (Técnica Permatron Ltda, São Paulo, 

SP, Brasil); 

  Contadores  de  cintilações  em  meio  líquido  modelo  LS­6800,  (Beckman 

Instruments,  Inc.,  Palo  Alto,  CA,  EUA)  e  modelo  2100TR/2300TR 

(Packard Instruments Company); 

  Criostato modelo HM550 (Thermo Scientific) 

  Espectrofotômetro modelo Spectronic 2000, (Bausch & Lomb, Rochester, 

NY, EUA); 

  Fotodocumentador  modelo  MF­ChemiBIS  (DNR  Bio­  Imaging  Systems, 

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

  Fontes  de  corrente  contínuas  reguláveis  (Técnica  Permatron  Ltda,  São 

Paulo, SP, Brasil); 

  Incubadoras de temperatura controlada e atmosfera de CO2, acopladas a 

torpedos de CO2 por Gas Guards (Forma Scientific, Marietta, OH, EUA); 

  Leitor de ELISA Victor2 (1420 multilabel counter) (Wallac, Turku, Sweden); 

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

  Desruptor de célula Ultra­Sônico UNIQUE (São Paulo, SP, Brasil); 

  Microscópio  invertido de contraste de fase Nikon Eclipse – TE 300 e TE 

800 (Nikon, Japão); 

  Microscópio Confocal TCS SP8 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha); 

  Microscópio  Leica  AM  TIRF  MC  (Leica  Microsystems,  Wetzlar, 

Alemanha); 

  Microscópio TCS SP8 CARS (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha); 

  Sistema ÄKTA purifier (GE healthcare, Reino Unido);  

  Sistema  de  autoradiografia,  Cyclone,  composto  por  um  escâner  a  laser 

(Storge Phosphor System) acoplado a um computador com programa de 

análise de imagens (OptiQuantTM) (Packard Instruments Company); 

  Software image J (National Institute of Health­NIH, EUA); 

3.2 MÉTODOS 

3.2.1 Manutenção da cultura de células 

As células endoteliais derivadas de aorta de coelho (EC­clone ClPs) e as 

células de músculo 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  CO2.  O  subcultivo  da  linhagem  foi  feito  conforme  descrito  a  seguir. 

Inicialmente,  o  meio  foi  removido  da  placa  de  células  confluentes  (2,0  x  106 

células  por  placa,  60 x  10  mm) e  lavado em  solução EBSS.  Em  seguida,  foi 

acrescentada  a  solução  de  pancreatina  (2,5%)  diluída  na  proporção  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  necessário  para  que  as 

células  se  desprendam  da  placa).  A  solução  contendo  as  células  foi 

ressuspensa,  cuidadosamente,  várias  vezes  com  uma  pipeta  Pasteur,  sendo 

transferidas aproximadamente 3,0 x 105 células para uma nova placa contendo 

meio F12 enriquecido com 10% de SFB, já equilibrado a 37 °C e 2,5% de CO2. 

O meio foi substituído 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 poços na densidade de 1 x 

104  células por poço. A placa  foi então  incubada por 18 horas  a 37  °C e em 

atmosfera  úmida  contendo  2,5%  de  CO2.  Após  esse  período,  o  meio  foi 

removido e substituído com novo meio contendo apenas 10% de SFB, para os 

controles, ou contendo diferentes concentrações (1, 10, 50, 100 e 200 µg/mL) 

de RS nas células tratadas. As placas retornaram à incubadora por 24 horas e, 

ao fim desse período, o meio foi removido e substituído por meio F12 sem SFB, 

contendo 10% de uma solução estoque de Alamar Blue® (10X concentrada) e, 

em  seguida,  foram  incubadas  por  4  horas.  Ao  término  da  incubação,  a 

fluorescência foi analisada em um leitor de microplacas Flexstation 3 utilizando 

como comprimentos de onda 560 nm (excitação) e 590 nm (emissão).  

3.2.3 Ensaios citoquímicos  

Para detecções citoquímicas, as células endoteliais ou musculares foram 

cultivadas sobre  lamínula circular de 13 mm de diâmetro a uma concentração 

de  1  x  104  células/lamínula  e  mantidas  em  placa  multiwell  de  24  poços.  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 presença ou ausência de 100 µg/mL de RS a 37 °C e 2,5% de CO2 por 24 

horas. Após o período necessário,  o meio  foi  removido, as células  lavadas 5 

vezes em PBS (0,1M, pH 7,4) a 4 ºC e então realizado o ensaio de marcação 

com a lectina WGA e anticorpos primários de interesse como descrito abaixo. 
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3.2.3.1 Marcação do glicocálice 

As  células  e  anéis  de  aorta  foram  incubados  com  lectina  WGA 

conjugada com Alexa Fluor 594 por 1 hora a 4 oC. A seguir, foram realizadas 5 

lavagens vezes com PBS, e fixadas com paraformaldeído 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 Remoção da aorta de ratos e marcação histoquímica 

  Ratos  machos  Wistar  foram  eutanasiados  sob  anestesia  e  a  aorta 

torácica  foi  removida,  limpa de  tecidos adjacentes e cortada  (0,5 mm), sendo 

cultivadas  em  placas  de  24  poços  com  meio  F12  suplementado  com  SFB 

contendo ou não RS (100 µg/mL) e incubadas por 24 horas a 37 °C e 5% CO2. 

Após a  incubação, os anéis foram congelados em TissueTek® e cortados em 

criostato  (espessura de 7 µm). Os cortes histológicos  foram  lavados em PBS 

por 3 vezes e, em seguida, foi realizada a marcação desejada.  

3.2.3.3 Incubação com anticorpo secundário 

Após  fixação, as células  foram  lavadas e, em seguida,  incubadas  com 

anticorpo secundário específico para cada anticorpo primário diluídos 1:300 em 

PBS,  previamente  centrifugados  por  5  minutos  a  10.000  rpm  a  4  ºC.  A 

incubação  com  anticorpo  secundário  foi  realizada  por  45  min  no  escuro.  A 

seguir, as células foram lavadas cinco vezes em PBS. Os controles negativos 

para  os  experimentos  de  imunomarcação  foram  realizados  omitindo­se  o 

anticorpo primário. 

3.2.3.4 Coloração do núcleo, montagem e visualização das lâminas.  

  Após  as  marcações,  as  células  foram  permeabilizadas  utilizando  uma 

solução  de  PBS  0,01%  de  saponina  com  a  qual  as  células  foram  lavadas 

rapidamente. Em seguida as  lamínulas  foram  lavadas por 5 vezes em PBS e 

uma vez com água deionizada e montadas em lâminas histológicas utilizando 

meio de montagem Prolong® Gold antifade contendo DAPI para a coloração do 
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núcleo. As  imagens  foram obtidas em um microscópio confocal Leica SP8. A 

intensidade  dos  lasers  e  ganho  foram  ajustadas  e  mantidas  iguais  para 

controles e células tratadas. 

3.2.3.5 Marcação do ácido hialurônico presente nas células 

As células cultivadas como descrito anteriormente foram marcadas com 

a proteína de ligação específica para o ácido hialurônico conjugada com biotina 

na diluição de 1:300 em PBS por 1 hora a 4 °C. Em seguida, foram realizadas 5 

lavagens  utilizando  PBS.  A  proteína  de  ligação  foi  revelada  utilizando 

estreptavidina conjugada com Alexa Fluor 594, conforme método desenvolvido 

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

3.2.3.6 Deslocamento da heparina biotinilada ligada à matriz extracelular 

Foi  realizado um ensaio desenvolvido em nosso  laboratório  (Boucas et 

al., 2008). Esse ensaio tem por finalidade avaliar se RS é capaz de deslocar a 

heparina biotinilada ligada à sítios específicos presentes na matriz extracelular. 

Células plaqueadas em lamínulas como descrito anteriormente e cultivadas por 

três dias foram posteriormente incubadas com heparina biotinilada (10 µg/mL), 

e heparina não biotinilada ou RS em excesso molar (100x) por 1 hora a 4 °C. A 

ligação  da  heparina  biotinilada  à  MEC  foi  revelada  utilizando  estreptavidina 

conjugada com Alexafluor 594.  

3.2.3.7 Marcação da matriz extracelular com RS­FITC 

Utilizando o mesmo princípio 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 à matriz extracelular e se essa ligação ocorria nos 

mesmos  sítios  que  RS  não  conjugada.  Para  tal,  células  cultivadas  sobre 

lamínulas  foram  expostas  à  RS­FITC  (10  µg/mL)  por  1  hora  a  4  °C  e 

concomitantemente  com  RS  não  conjugada  em  excesso  molar  (100X),  como 

descrito  acima  para  a  heparina  biotinilada.  Após  as  lavagens  sequenciais  as 

lâminas  foram  montadas  e  procedeu­se  a  visualização  em  microscópio 

confocal como descrito. 
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3.2.3.8  Localização  simultânea  de  RS­FITC  e  fibronectina  na  matriz 
extracelular 

  Esse ensaio foi realizado para verificar se a ligação de RS­FITC à matriz 

extracelular  ocorria  nos  mesmos  sítios  de  ligação  da  heparina  envolvendo 

fibronectina. Para isso, as células foram cultivadas depois de lavadas em PBS 

por 5 vezes  foram marcadas com anticorpo anti­fibronectina e posteriormente 

reveladas com anticorpo secundário conjugado com Alexa Fluor 594. Após as 

lavagens  em  PBS  as  células  foram  fixadas  e  posteriormente  incubadas  por 

mais  1  hora  com  RS­FITC.  Após  lavagens  as  lâminas  foram  montadas  e 

procedeu­se a visualização 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  co­localizadas  por  imunofluorescência 

convencional.  Para  que  ocorra  o  fenômeno  de  FRET  é  necessário  que  as 

estruturas estudadas estejam a uma distância inferior a 10 nm (figura 9) . Para 

a  realização  do  ensaio  de  FRET,  as  células  foram  marcadas  com  anticorpo 

anti­fibronectina  e  posteriormente  reveladas  com  anticorpo  secundário 

conjugado com Alexa Fluor 546. Após as  lavagens em PBS as células  foram 

fixadas  e  posteriormente  incubadas  por  mais  1  hora  com  RS­FITC.  Após 

lavagens  as  laminas  foram  montadas  e  procedeu­se  a  visualização  no 

microscópio  confocal  Leica  TCS  SP8  CARS.  As  taxas  e  eficiência  de  FRET 

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

3.2.4 Dosagem do ácido hialurônico 

As  células  foram  cultivadas  em  triplicatas,  conforme  descrito 

anteriormente e, após  tratadas por 24 horas com RS (100 µg/mL), o meio de 

cultura foi coletado e mantido a 4 °C; as células foram raspadas com auxílio de 

scrapers após a adição de 3 mL de Tris­HCl 0,05 M + uréia 7 M seguida de 

uma  lavagem adicional com 3 mL de Tris­HCl 0,05 M. A concentração do ácido 

hialurônico foi determinada no material obtido (meio de cultura e extrato celular) 

após proteólise com 4 mg/mL de maxatase em tampão Tris­HCl 0,05 M, a 60 

ºC,  por  18    horas,  usando  método  recentemente  desenvolvido  no  nosso 

laboratório  (Martins  et  al.,  2003).  Resumidamente,  uma  proteína  de  ligação 

específica  para  o  AH  é  extraída  de  cartilagem  nasal  bovina  e  usada  tanto 

adsorvida em placa de ELISA e como “sonda” biotinilada. Soluções padrão (0­

1000 ng/mL) de ácido hialurônico e as amostras proteolisadas e inativadas pelo 

calor  foram  diluídas  em  tampão  de  ensaio  (Tris­HCl  0,05  M,  pH  7,75  + 

albumina bovina 1%), e colocadas, em triplicatas (100 μL/poço), em placas de 

ELISA previamente revestidas com a proteína de ligação (1 mg/mL em tampão 

carbonato 0,06 M, pH 9), e incubadas por 18 horas a 4 °C. Após 12 lavagens 

com tampão de  lavagem (Tris­HCl 0,05 M, pH 7,75) seguiu­se  incubação por 

duas  horas  com  a  proteína  de  ligação  biotinilada.  Terminada  essa  etapa,  a 
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placa  foi  novamente  lavada  12  vezes  seguida  por  incubação  de  30  minutos 

com estreptavidina marcada com európio diluída 1:5000 em tampão de ensaio. 

Após novo ciclo de 12  lavagens,  foi adicionada uma solução amplificadora da 

fluorescência  e  a  placa  agitada  por  dez  minutos  a  temperatura  ambiente. Ao 

final,  a  placa  foi  colocada  em  um  fluorímetro  para  a  determinação  da 

fluorescência  emitida.  Um  programa  de  cálculo  (Multicalc,  Wallac  Oy,  Turku, 

Finlândia)  interpreta  os  dados  (contas/s)  e  fornece  os  resultados  da 

concentração do AH em ng/mL. 

3.2.5 Análise do tamanho de ácido hialurônico 

Após  a  extração  do  AH  como  descrito  acima,  alíquotas de 100 μl das 

amostras  foram  submetidas  a  análise  de  tamanho  do  ácido  hialurônico  em 

aparelho  Akta  Purifier®  (GE)  utilizando  coluna  OHpak  SB­805HQ  (Shodex®) 

de 300 x 8,0 mm em série com coluna  OHpak SB­804HQ (Shodex®) também 

de 300 x 8,0 mm a temperatura ambiente. Para a eluição do AH foi utilizada a 

fase  móvel  de  0,2  M  de  NaCl  durante  30  min  com  fluxo  de  0,5  ml/min  e 

detecção ultravioleta (UV) a 205 nm. Frações de 0,2 mL foram coletadas para 

posterior  quantificação  do  ácido  hialurônico  como  descrito  anteriormente 

(Martins et al., 2003). Os ensaios  foram realizados em triplicata. Previamente 

aos experimentos, foi realizada a padronização do ensaio (figura 10) com o uso 

de  ácido  hialurônico  monodispersos  de  determinados  tamanhos  (2500kDa, 

601kDa, 250kDa, 150kDa e 100kDa). 
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Figura 10. Perfil de eluição dos padrões de ácido hialurônico. Padrões de diferentes pesos 
moleculares eluídos em diferentes volumes (eixo X) da coluna. 

3.2.6 Extração de proteínas totais e análise por western blotting 

Para extração de proteínas e western blotting células foram cultivadas e 

crescidas  em  placas  de  100  mm  de  diâmetro  a  37  °C  numa  atmosfera 

umidificada com 2,5% CO2. Após as células atingirem confluência, foi realizado 

o tratamento com 100 µg/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]  ­ 

HCl [ pH 7,4 ] , 1% de Tween ­ 20, 0,25% de desoxicolato de sódio, 150 mM de 

NaCl, 1 mM de ácido de etileno glicol tetraacético (EGTA), 1 mM de vanadato, 

1  mM  de  fluoreto  de  sódio  (NaF),  inibidores  de  protease  [1  mg/mL  de 

aprotinina, 10 mg/mL de  leupetina  , e 1 mM de 4­(2­aminoetil)­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  (três  pulsos  de  10  segundos  na 

potência  mínima)  a  4º  C.  Os  fragmentos  celulares  foram  descartados  após 

centrifugação  e  a  quantificação  da  concentração  de  proteínas  totais  foi 

determinada utilizando o kit Micro BCA. Um volume igual de dodecilsulfato de 

sódio  (SDS), 100 mM de Tris  ­ HCl  [  pH 6,8  ]  ,  200 mM de ditiotreitol  [DTT], 

0,1%  de  azul  de  bromofenol  e  glicerol  20%  foi  adicionado  às  amostras  e  as 
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mesmas  fervidas  durante  5  minutos.  Os  extratos  proteicos  (50  µg)  foram 

submetidos  à  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 pó diluído em 

tampão TBST (tampão Tris 200 mM / HCl, pH 8,0, contendo NaCl 150 mM e 

Tween 20 a 0,05%), em seguida,  incubadas a 4° C overnight com anticorpos 

primários  específicos  diluídos  em  1%  de  albumina  de  soro  bovino  (BSA)  em 

TBST. Depois disso, as membranas foram lavadas em TBST, incubadas com o 

anticorpo secundário conjugado com HRP apropriado (durante 1 hora em TBST 

/ BSA 1%) e  lavadas em TBST. Finalmente, as membranas  foram  incubadas 

com solução amplificadora de quimiluminescência  ECL e a detecção do sinal 

de quimiluminescência  foi  realizada utilizando o sistema de documentação de 

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

3.2.7 Marcação metabólica dos glicosaminoglicanos sulfatados com [35S]­ 
sulfato 

As  células  endoteliais  e  musculares  lisas  foram  cultivadas 

individualmente  até  atingirem  a  confluência  em  placas  de  35  mm.  Os 

glicosaminoglicanos  sintetizados  pelas  células  foram  marcados 

metabolicamente  utilizando­se  [35S]­sulfato  de  sódio  (Nader  et  al.,  1991).  No 

momento  da  marcação,  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 μCi/mL [35S]­sulfato e incubadas por 18 horas, para incorporação 

do  sulfato  radioativo,  a  37º  C,  2,5%  CO2.  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 μL de tampão Tris­HCl  50  mM,  pH  8,  contendo  ureia  7M 

seguida  de  uma    lavagem  adicional  com  3  mL  de  Tris­HCl  0,05  M.  Os 

glicosaminoglicanos  foram  extraídos  e  analisados  por  eletroforese  em  gel  de 

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

Após a marcação metabólica das células com [35S]­sulfato, tanto o meio 

de cultura quanto a fração 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  presença  de  Tris­HCl  0,05  M  e  NaCl  0,15  M,  pH  8  e  carregadores  não 

radioativos  1  mg/mL.  Após  a  incubação,  os  glicosaminoglicanos  extraídos 

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

3.2.9 Eletroforese em gel de agarose 

A identificação e quantificação 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  tampão 1,3 diamino propano acetado 0,05 

M, pH 9,0 (PDA) tendo como suporte lâminas de vidro. As amostras referentes 

ao meio de cultura ou fração celular foram submetidas à eletroforese em caixa 

refrigerada  a  4°  C,  utilizando­se  o  mesmo  tampão  de  preparo  do  gel.  Os 

glicosaminoglicanos  migram  em  direção  ao  pólo  positivo,  uma  vez  que 

possuem  carga  negativa,  devido  à  presença  de  grupamentos  sulfato  e 

carboxila.  O  tampão  PDA  discrimina  por  ordem  decrescente  de  mobilidade 

eletroforética  os  condroitim  4­  e  6­sulfatos  (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). Após  a  corrida,  os  glicosaminoglicanos 

foram  precipitados  no  gel  por  CETAVLON  (brometo  de  cetiltrimetilamônio) 

0,1%, durante 2 horas em temperatura ambiente. A seguir, o gel foi seco sob 

calor  e  ventilação,  e  corado  com  uma  solução  de  azul  de  toluidina  0,1%  em 

ácido  acético  1%  e  etanol  50%  por  15  minutos.  O  excesso  de  corante  foi 

removido por uma solução de ácido acético 1% em etanol 50%. Os géis foram 

então secos à temperatura ambiente.  
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3.2.10 Quantificação dos glicosaminoglicanos marcados metabolicamente 

Após a eletroforese em gel de agarose em tampão PDA, as lâminas de 

agarose  foram  expostas  a  um  filme  radiosensível  por  24h.  Os  compostos 

radioativos foram localizados após 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  cintilações  utilizando 

Ultima Gold como líquido de cintilação. A quantidade total de cpm (contas por 

minuto)  de  cada  amostra  foi  calculada  com  base  nos  valores  obtidos  para  a 

alíquota submetida à eletroforese (Pinhal et al., 1994). Os dados apresentados 

na seção Resultados são referentes à quantidade total de cpm/μg de proteína. 

A concentração de proteína de cada amostra foi determinada em uma alíquota 

da  fração  celular  utilizando­se  o  kit  ensaio  de  BCA  de  acordo  com  as 

recomendações do fabricante. 

3.2.11 Análise da estrutura do heparam sulfato marcado radioativamente 

  O  heparam  sulfato  purificado  de  células  endoteliais  e  de  músculo  liso 

vascular, expostas ou não a RS, após a marcação metabólica com [35S]­sulfato 

foi  incubado  com  uma  mistura  de  enzimas  (heparinase  I,  e  II  2,5  mUI  cada, 

sendo 1UI = 1 unidade que  irá  formar 1µmol de ácido urônico  insaturado por 

minuto)  e  os  dissacarídeos  produzidos  pela  digestão  enzimática  foram 

separados  em  uma  coluna  Phenosphere  SAX  150  x  4.6  mm  usando  um 

gradiente de NaCl de 0­1 M em 30 min com um fluxo de 1 mL/min e detecção a 

232nm. A coluna foi calibrada utilizando­se os padrões de dissacarídeos ΔUA­

GlcNS(6S), ΔUA(2S)­GlcNS e ΔUA(2S)­GlcNS(6S).  Frações  individuais  (0,5 

mL) foram coletadas e contadas usando um contador micro­beta (Vicente et al., 

2015).  Os  resultados  foram  expressos  como  percentual  relativo  de  cada 

dissacarídeo analisado. 

3.2.12 Dosagem do cálcio intracelular 

  As células foram plaqueadas em placas de 96 poços na concentração de 

1  x  104  células  por  poço.  Depois  de  cultivadas  por  três  dias,  foi  realizada  a 
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medição do cálcio 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  solução  de  Fluo4  Direct.  Uma 

solução de RS foi adicionada à placa na concentração final de 100 µg/mL no 

tempo de 20 segundos e a fluorescência foi acompanhada por no mínimo 300 

segundos.  O  experimento  foi  realizado  em  um  leitor  de  microplacas  na 

temperatura de 37° C. 

3.2.13 Medida da produção de óxido nítrico (NO)  

  As células foram cultivadas em lamínulas de vidro (25 mm) em placas de 

35 mm por três dias. Para a medição do NO, as células foram incubadas com 

10 µM de DAF­FM  diacetato  (4­amino­5­methylamino­  2′,7′­difluorofluorescein 

diacetate)  como  indicado  pelo  fabricante  e  as  imagens  foram  capturadas  em 

microscópio de fluorescência Leica (Medeiros et al., 2012b). No tempo 0 (zero) 

min  foi  realizada  uma  adição  de  RS  à  lamínula. A  quantificação  foi  realizada 

utilizando o software image J. 

  Como  a  produção  de  óxido  nítrico  pelas  células  é  um  processo 

dependente  de  cálcio  intracelular  foi  então  realizado  um  ensaio  com  um 

quelante  de  íons  divalentes  (Ca+2)  BAPTA  para  determinar  se  o  estímulo  da 

produção  de  NO  por  RS  ocorre  devido  ao  aumento  dos  níveis  de  cálcio 

intracelular. Para  isso, as células cultivadas sobre  lamínulas  foram  incubadas 

previamente com BAPTA 10 µM e com DAF­FM e em seguida foi realizado o 

ensaio como descrito acima.  

3.2.14 Ensaio de formação de estruturas tipo capilar em membrana basal 
reconstituída (matrigel) 

Placas de 96 poços foram previamente incubadas com 50 µL de lâmina 

basal reconstituída (10­15 mg/mL de proteína) a 37º C, 2,5% CO2 por 3 horas. 

Após este período, 5 x 104 células/poço foram plaqueadas em presença de 200 

µL de meio F12 contendo 10% de SFB e incubadas por 12 horas a 37º C, 2,5% 

CO2.  As  células  foram  observadas  e  analisadas  em  microscópio  óptico 
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invertido  de  contraste  de  fase.  Os  resultados  foram  expressos  com  base  na 

quantificação do número de vasos formados e no comprimento dos mesmos. O 

matrigel  utilizado  neste  experimento  foi  produzido  pelo  nosso  laboratório  e  a 

purificação  das  proteínas  de  matriz  do  tumor  EHS  (Engelbreth­Holm­Swarm) 

para  a  preparação  do  matrigel  foi  realizada  de  acordo  com  o  método  de 

Kleinman (Kleinman, 2001).  

3.2.15 Ensaio de angiogênese em anel de aorta 

  Para  o  ensaio  de  angiogênese  em  anel  de  aorta  foi  realizada  uma 

adaptação do método proposto por Baker e colaboradores (Baker et al., 2012) 

utilizando  anéis  de  aorta  extraídos  de  camundongos  C57BL/6.  Os  animais 

foram  eutanasiados  sob  anestesia  (quetamina  e  xilazina)  e  a  aorta  torácica 

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  poços  embebidos  em  colágeno  tipo  I  ou 

matrigel contendo meio F12 com SFB e também tratados com RS (100 µg/mL) 

e  incubados a 37° C e 5% de CO2. O meio  foi  trocado a cada  três dias e os 

anéis foram observados em microscópio invertido de contraste de fase todos os 

dias durante 12 dias. 

3.2.16 Análise estatística 

Todos  os  dados  dos  experimentos  realizados  foram  expressos  como 

média ± desvio padrão (n≥3). Foi utilizado o teste de análise paramétrica  de 

análise de variância (ANOVA) seguido do teste de Tukey (Nível de significância 

de p<0,05) no software . 

3.2.17 Comitê de Ética  

Todos os  experimentos  foram  realizados  de  acordo  com  a Lei  Federal 

Brasileira para a experimentação animal que  leva em consideração os 3Rs e 

foram aprovados pelo Comitê de Ética da Universidade (números: 0658 /05 e 

0660/05). 
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4. RESULTADOS 

4.1 RS não afeta a viabilidade de células endoteliais e musculares lisas 

  Células  endoteliais  e  de  músculo  liso  vascular  foram  expostas  a 

diferentes concentrações de RS por 24 h e a viabilidade avaliada pelo ensaio 

com  Alamar  Blue  (figura  10).  A  viabilidade  das  células  endoteliais  não  foi 

afetada pela incubação com RS nas concentrações testadas (1 a 200 µg/mL). 

Já exposição das células musculares à maior concentração (200 µg/mL) de RS 

levam a uma diminuição na viabilidade em cerca de 20%. 

 

Figura 11. Efeito de RS na viabilidade de células endoteliais e de músculo liso vascular.  
A­ Viabilidade das células endoteliais; B­ Viabilidade das células de músculo liso vascular. As 
células (1 x 104) foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas por 18h para aderirem 
à placa, em seguida o meio de cultura foi trocado e as células foram incubadas por 24 h com 
diferentes concentrações de RS. Após esse período 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 

concentração base de 100 µg/mL, uma vez que essa concentração não afetou 

a viabilidade de ambas as células. 

4.2  RS  induz  aumento  na  marcação  do  glicocálice  por  WGA  em  células 
endoteliais, células de músculo liso vascular e anéis de aorta 

  A  lectina  WGA  reconhece  e  se  liga  a  resíduos  específicos  de 

carboidratos,  N­acetil­D­glucosamina  e  ácido  siálico.  Devido  ao  fato  do 

glicocálice  apresentar  muitos  desses  carboidratos  em  sua  composição,  essa 

lectina  torna­se  uma  ferramenta  útil  para  visualização  da  superfície  celular. 

Ambas as linhagens celulares, após expostas à RS, apresentaram um aumento 

na marcação com WGA (figura11).  

 
Figura 12. Efeito de RS no glicocálice de células marcadas com lectina WGA. A­ Células 
endoteliais; B­ Células de músculo liso vascular.  
a/c­ Controle não  tratado;  b/d­  células  tratadas com RS.  As células  foram plaqueadas sobre 
lamínulas  (13 mm de diâmetro) e cultivadas por  três dias como descrito em métodos,  sendo 
posteriormente incubadas na presença ou ausência de RS (100 µg/mL) por 24 h. A marcação 
do glicocálice foi obtida utilizando a lectina WGA conjugada com Alexafluor® 594 e as imagens 
foram  capturadas  em  um  microscópio  confocal  Leica  SP8.  Núcleo  corado  com  DAPI  (azul), 
glicocálice (vermelho). Imagens representativas de 3 ensaios separados. 
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  O  efeito  da  RS  nos  glicoconjugados  foi  também  investigado 

empregando­se o modelo de anéis de aorta de rato para verificar se RS seria 

capaz de alterar o glicocálice das células em um tecido ex­vivo. Analisando as 

imagens foi possível observar que a incubação dos anéis de aorta com RS foi 

capaz  de  induzir  alterações  na  intensidade  da  marcação  para  o  glicocálice 

tanto  na  camada  de  células  endoteliais  quanto  na  túnica  média  contendo  as 

células musculares lisas (figura 12). 

 
Figura  13.  Efeito  de  RS  no  glicocálice  marcado  com  lectina  WGA  em  anel  de  aorta  de 
ratos.  
a­ Visão geral do anel de aorta controle; b­ Visão geral do anel de aorta  tratado com RS;  c­ 
Controle  não  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  poços  com  meio  F12 
suplementado  com  SFB  contendo  ou  não  RS  (100  µg/mL)  e  incubadas  por  24  h.  Após  a 
incubação os anéis foram congelados em TissueTek® e cortados em criostato (espessura de 7 
µm),  então  foi  realizada  a  marcação  do  glicocálice  utilizando  a  lectina  WGA  conjugada  com 
Alexafluor®  594  e  as  imagens  foram  capturadas  em  um  microscópio  confocal  Leica  SP8. 
Núcleo corado com DAPI (azul), glicocálice (vermelho). 
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4.3  RS  induz  aumento  na  expressão  de  ácido  hialurônico  em  células 
endoteliais e musculares lisas 

  Com a visualização do glicocálice utilizando WGA ficou constatado que 

há um aumento dessa camada na superfície celular, porém a marcação não é 

capaz de identificar os tipos de glicoconjugados. Buscando identificar quais os 

carboidratos  complexos  que  estavam  sendo  detectados  pela  ligação  com  a 

lectina e sabendo que ácido hialurônico é constituído de unidades alternadas 

de  N­acetilglucosamina  e  ácido  glucurônico,  a  expressão  desse 

glicosaminoglicano foi então investigada. Após tratamento das células com RS, 

o AH sintetizado pelas células endoteliais e de musculo  liso vascular  teve um 

notável  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. 

 
Figura  14.  RS  induz  o  aumento  de  ácido  hialurônico  presente  no  meio  de  cultura  em 
células. A­ células endoteliais; B­ células de músculo liso vascular.  
As  células  foram  expostas  ou  não  a  RS  (100  µg/mL)  por  24  h.  A  concentração  do  ácido 
hialurônico foi determinada no material obtido (meio de cultura e extrato celular) após proteólise 
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  proteína  de  ligação  ao 
ácido  hialurônico,  e  incubadas  por  18  horas  a  4°  C.  Após  lavagem  seguiu­se  incubação  por 
duas horas com a proteína de ligação biotinilada. Terminada essa etapa, a placa foi novamente 
lavada  e  seguida  por  incubação  de  30  minutos  com  estreptavidina  marcada  com  európio. 
Posteriormente  foi  adicionada  uma  solução  amplificadora  da  fluorescência.  Ao  final,  a 
fluorescência foi medida em fluorímetro para placas.  
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  Através  da  comparação  dos  perfis  de  eluição  do  ácido  hialurônico 

sintetizado pelas células  tratadas com RS e dos padrões de ácido hialurônico 

monodispersos de tamanhos determinados (figura 9) pode­se observar que: em 

ambas  as  linhagens  celulares  há  uma  maior  produção  de  AH  de  alto  peso 

molecular, tanto no extrato celular quanto no liberado para o meio de cultura e 

que  quando  tratadas  com  RS  não  houve  alterações  nesse  perfil  de  síntese. 

(figura14).    

 
Figura 15. Análise do tamanho do ácido hialurônico sintetizado por células tratadas com 
RS.  
A­ Células endoteliais; B­ Células de músculo liso vascular. a­Ácido hialurônico do extrato 
celular. b­ Ácido hialurônico do secretado para o meio de cultura. Após isolamento e extração 
dos  GAGs  por  método  já descrito, alíquotas de 100 μL  das  amostras  foram  submetidas  a 
análise de  tamanho do ácido hialurônico em aparelho Akta Purifier® utilizando coluna OHpak 
SB­805HQ de 300 x 8,0 mm em série com coluna OHpak SB­804HQ também de 300 x 8,0 mm 
a  temperatura  ambiente.  Para  a  eluição  do  AH  foi  utilizado  a  fase  móvel  de  0,2  M  de  NaCl 
durante 30 min com fluxo de 0,5 ml/min e detecção ultravioleta (UV) a 205 nm.  Frações de 0,2 
ml  foram  coletadas  para  posterior  quantificação  do  ácido  hialurônico  como  descrito  em 
métodos. Previamente aos experimentos, foi realizada a padronização do ensaio com o uso de 
ácido hialurônico monodispersos de determinados tamanhos. 
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  Também  foi  visualizado  o  AH  utilizando­se  da  microscopia  confocal 

(figura  15)  e  pode­se  observar  uma  sutil  diferença  na  marcação  do  AH  nas 

células tratadas com RS em relação aos controles o que é comprovado com a 

análise  da  síntese  desse  AH  que  mostra  aumento  na  produção  somente  na 

fração secretada para o meio de cultura (figura 14). 

 
Figura 16. Exposição de células endoteliais e musculares lisas a RS leva a aumento no 
conteúdo de ácido hialurônico. 
A­ Células endoteliais; B­ Células de músculo liso vascular. a/c­ Controle não tratado; b/d­ 
células tratadas com RS.As células foram plaqueadas sobre lamínulas (13 mm de diâmetro) e 
cultivadas por  três dias sendo posteriormente  incubadas na presença ou ausência de RS por 
24  h.  A  marcação  do  ácido  hialurônico  foi  realizada  utilizando  proteína  de  ligação  do  AH 
conjugada  com  biotina  e  revelada  com  estreptavidina  conjugada  com  alexafluor®  594.  As 
imagens foram capturadas em um microscópio confocal Leica SP8. Núcleo corado com DAPI 
(azul), ácido hialurônico (vermelho). 

  A expressão de enzimas de síntese e degradação do ácido hialurônico 

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 expressão de ácido 

hialurônico  sintase  1  (HAS1).  Por  outro  lado,  as  enzimas  responsáveis  pela 

degradação 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  não  houve  aumento  na 

expressão das hialuronidases. A análise da expressão das enzimas corrobora 

diretamente a dosagem do AH sintetizado pelas células e a análise do tamanho 

do  hialurônico  produzido,  já  que  HAS1  é  responsável  pela  síntese  do  ácido 

hialurônico de alto peso molecular.  

 
Figura 17. RS induz aumento na expressão de enzimas de síntese de ácido hialurônico 
em células endoteliais.  
A­Células endoteliais foram cultivadas em placas de cultura (100 mm), e o extrato protéico foi 
obtido pela lise do “pellet” de células com o tampão de lise. Os extratos protéicos (50 µg) foram 
submetidos à eletroforese por SDS­PAGE  (10 % ou  12 %),  transferidos para  membranas de 
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4° C com os anticorpos primários específicos anti­ 
HAS1; anti­Hyal1 e anti­Hyal2. Após a  incubação com o anticorpo secundário conjugado com 
HRP,  as  membranas  foram  incubadas  com  ECL.  A  β­actina  foi  utilizada  como  controle 
normalizador para análise das proteínas. B­ Análise da expressão das enzimas de síntese e 
degradação do ácido hialurônico normalizadas pela β­actina  em  células  endoteliais.  Foi 
realizada  a  densitometria  das  proteínas  expressas  no  programa  ImageJ  e  os  valores  foram 
expressos como uma relação entre cada proteína em questão e a β­actina  em  relação  ao 
controle não tratado. HAS, ácido hialurônico sintase; Hyal, hialuronidase. 
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Figura 18. RS induz aumento na expressão de enzimas de síntese em células de músculo 
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  tampão  de  lise.  Os  extratos  protéicos  (50  µg)  foram 
submetidos à eletroforese por SDS­PAGE  (10 % ou  12 %),  transferidos para  membranas de 
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4° C com os anticorpos primários específicos anti­
HAS1;  anti­HAS2;  anti­Hyal1  e  anti­Hyal3.  Após  a  incubação  com  o  anticorpo  secundário 
conjugado com HRP, as membranas foram incubadas com ECL. A β­actina foi utilizada como 
controle  normalizador  para  análise  das  proteínas.  B­  Análise  da  expressão  das  enzimas  de 
síntese e degradação do ácido hialurônico normalizadas pela β­actina em células de músculo 
liso vascular. Foi realizada a densitometria das proteínas expressas no programa ImageJ e os 
valores foram expressos como uma relação entre cada proteína em questão e a β­actina em 
relação ao controle não tratado. 

4.4  RS  induz  aumento  na  expressão  de  heparam  sulfato  em  células 
endoteliais, células musculares lisas e anéis de aorta 

Buscando  identificar  quais  outros  carboidratos  complexos  poderiam 

estar  sendo  detectados  pela  ligação  com  lectina  e  sabendo  que  heparina  é 

capaz  de  estimular  a  síntese  HS  em  células  endoteliais  foi  realizada  uma 

imunomarcação  para  heparam  sulfato  (figura  19),  buscando  entender  se  RS 

teria um modo de ação semelhante ao da heparina. Novamente foi observado 

um  aumento  na  intensidade  da  marcação,  assim  como  uma  mudança  no 

padrão dessa marcação nas células e anel de aorta tratadas com RS quando 

comparadas  ao  controle  não  tratado. A marcação para  o heparam  sulfato  na 

superfície  das  células  musculares  lisas  foi bem  mais  intensa  após  inbucação 

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

resultados obtidos para heparina, que é específico das células endoteliais. 

 
Figura  19.  Efeito  de  RS  no  heparam  sulfato  presente  na  superfície  celular.  A­  Células 
endoteliais; B­ Células de músculo liso vascular.  
a/c­ Controle não  tratado; b/d­ Células  tratadas com RS. As células  foram plaqueadas sobre 
lamínulas (13 mm de diâmetro) e cultivadas por três dias sendo posteriormente  incubadas na 
presença ou ausência de RS por 24 h. A marcação do heparam sulfato foi realizada utilizando 
anticorpo anti­heparam sulfato epítopo 10e4 (US Biological) e anticorpo secundário conjugado 
com Alexafluor® 488. As  imagens  foram capturadas em um microscópio confocal Leica SP8. 
Núcleo corado com DAPI (azul), heparam sulfato (verde). 

  No experimento ex vivo, utilizando anéis de aorta,  foi  também possível 

constatar  maior  intensidade  da  marcação  na  túnica  média  do  anel  de  aorta 

como mostrado na figura 19. 
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Figura 20. Efeito de RS na marcação 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 
poços com meio F12 suplementado com SFB contendo ou não RS (100 µg/mL) e mantidas em 
atmosfera de 2,5 % de CO2 a 37o C por 24 h. Após a incubação os anéis foram congelados em 
TissueTek® e cortados em criostato (espessura de 7 µm), e processados para imunomarcação 
e  visualização  em  microscopia.  Os  coretes  foram  incubados  com  anticorpo  anti­heparam 
sulfato epítopo 10e4 (US Biological) e anticorpo secundário conjugado com Alexafluor® 594, e 
os  núcleos  corados  com  DAPI.  As  imagens  foram  capturadas  em  um  microscópio  confocal 
Leica SP8. A­ Controle; B­ Anel de aorta  incubado com RS. Núcleo corado com DAPI (azul), 
heparam sulfato (vermelho). 

4.5 RS estimula a síntese de glicosaminoglicanos sulfatados  

  O efeito de RS na síntese de glicosaminoglicanos sulfatados foi testado 

para ambas as linhagens, pela marcação dos GAGs  com [35S]­sulfato.  Para as 

células endoteliais expostas a RS, observamos um aumento na a síntese tanto 

de heparam sulfato quanto de condroitim sulfato na fração celular. É relevante 

observar que para o HS na fração celular o aumento foi ao redor de duas vezes 

quando comparado ao controle e à heparina  (figura 20 A). Já, ao analisar os 

GAGs secretados para o meio de cultura (figura 20 B), pode­se observar que o 

tratamento com RS também induziu aumento na quantidade do HS três vezes 

maior quando comparado ao controle e superior também ao efeito da heparina. 

Demonstrando assim que RS possui um potente efeito no estímulo da síntese 

de glicosaminoglicanos sulfatados por células endoteliais 
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Figura  21.  Efeito  de  RS  no  estímulo  da  síntese  de  glicosaminoglicanos  sulfatados  por 
células  endoteliais.  A­  Glicosaminoglicanos  sulfatados  presentes  na  fração  celular;  B­ 
Glicosaminoglicanos sulfatados presentes na fração secretada para o meio de cultura. Células 
endoteliais  foram  cultivadas  em  placas  de  Petri  (35  x10  mm)  até  atingirem  a  confluência  e 
então,  foram  incubadas  em  meio  F12  livre  de  SFB,  contendo  [35S]­Sulfato  de  sódio  (150 
µCi/mL)  por  18  h  na  presença  ou  ausência  de  RS  e  heparina  (100  µg/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  análise  da  síntese  de  GAGs  pelas  células  de  músculo  liso  vascular 

também  foi  realizada.  Na  fração  celular  houve  também  um  aumento 

significativo  no  heparam  sulfato  bem  como  no  dermatam  sulfato  sintetizados 

pelas  células  tratadas  com  RS.  Já  para  a  fração  secretada  para  o  meio  de 

cultura  houve  somente  o  aumento  do  DS  quando  comparados  ao  controle 

(Figura 21). Sabe­se que apesar de estimular a síntese de GAGs nas células 

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

também estimular a síntese do heparam sulfato nas células musculares lisas. 

 

Figura  22.  Efeito  de  RS  no  estímulo  da  síntese  de  glicosaminoglicanos  sulfatados  por 
células de músculo liso vascular.  
A­  Glicosaminoglicanos  sulfatados  presentes  na  fração  celular;  B­  Glicosaminoglicanos 
sulfatados presentes na fração secretada para o meio de cultura. As células foram cultivadas 
em placas de Petri (35 x 10 mm) até atingirem a confluência e então, foram incubadas em meio 
F12  livre  de  SFB,  contendo  [35S]­Sulfato  de  sódio  (150  µCi/mL)  por  18  h  na  presença  ou 
ausência  de  RS  e  heparina  (100  µg/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  proporção  de  dissacarídeos  trissulfatados  na 
estrutura do heparam sulfato sintetizado pelas células 

  A  estrutura  do  HS  sintetizado  pelas  células  endoteliais  e  musculares 

lisas  após  exposição  a  RS  foi  também  investigada.  Nas  duas  linhagens 

celulares  foi  observado  uma  mudança  na  proporção  do  dissacarídeo 

trissulfatado  [ΔUA(2S)­GlcNS(6S)]. Para as células endoteliais essa mudança 

foi observada tanto para o HS da fração celular quanto para o secretado para o 
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meio  de  cultura.  Já  para  as  células  musculares,  o  aumento  de  dissacarídeo 

trissulfatado  ocorreu  apenas  para  o  HS  presente  na  fração  secretada  para  o 

meio de cultura. 

 
Figura 23. Análise de dissacarídeos 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 músculo liso vascular. O HS purificado de células endoteliais 
expostas ou não a RS foi  incubado com uma mistura de enzimas (heparinase  I e  II, 2,5 mUI 
cada) e os dissacarídeos produzidos pela digestão enzimática foram separadas em uma coluna 
Phenosphere SAX 150 x 4.6 mm usando um gradiente de NaCl de 0­1 M em 30 min com um 
fluxo  de  1  mL/min.  Frações  individuais  (0,5  mL)  foram  coletadas  e  contadas  usando  um 
contador micro­beta. Na figura é mostrado o percentual relativo dos dissacarídeos. 

4.7  RS  induz  a  síntese  de  HS  aumentando  a  expressão  das  enzimas  de 
síntese    

  A  alteração  no  padrão  de  sulfatação  do  heparam  sulfato  sintetizado 

pelas  células  em  presença  da  RS  nos  levou  a  investigar  a  expressão  de 

algumas sulfotransferases envolvidas na biossíntese desse glicosaminoglicano. 
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Para  as  células  endoteliais  foi  observado  aumento  em  todas  as 

sulfotransferases  investigadas:  NDST1  (heparam  sulfato  N­deacetilase/N­

sulfotransferase  1),  HS3ST3A1  (heparam  sulfato  D­glucosaminil  3­O­

sulfotransferase 3A1) e HS2ST1 (heparam sulfato 2­O sulfotransferase). Cabe 

destacar o aumento da NDST1 nas células tratadas com RS, onde a expressão 

é duas vezes maior que nas células controle (Figura 23).  

 
Figura 24. RS aumenta expressão de enzimas de síntese 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 tampão de lise. Os extratos protéicos (50 µg) foram 
submetidos à eletroforese por SDS­PAGE  (10 % ou  12 %),  transferidos para  membranas de 
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4°C com os anticorpos primários específicos anti­
NDST1; anti­HS3ST3A1; anti­HS2ST1 (região central); anti­HS2ST1 (região N­terminal). Após 
a incubação com o anticorpo secundário conjugado com HRP, as membranas foram incubadas 
com ECL. A β­actina  foi  utilizada como controle normalizador para análise  das proteínas.  B­ 
Análise da expressão das enzimas de síntese do heparam sulfato normalizadas pela β­actina 
em  células  endoteliais.  Foi  realizada  a  densitometria  das  proteínas  expressas  no  programa 
ImageJ e os valores foram expressos como uma relação entre cada proteína em questão e a β­
actina em relação ao controle não tratado. 

Já  para  as  células  musculares  lisas  houve  aumento  sútil  na  NDST1, 

enquanto  houve  aumento  pronunciado  nas  enzimas  HS3ST3A1  e  HS2ST1 

(Figura 24).  
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Figura 25. RS aumenta expressão de enzimas de síntese do heparam sulfato em células 
de músculo 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 tampão de lise. Os extratos 
protéicos (50 µg) foram submetidos à eletroforese por SDS­PAGE (10 % ou 12 %), transferidos 
para  membranas  de  nitrocelulose,  e  incubados  durante  a  noite  a  4°  C  com  os  anticorpos 
primários específicos anti­NDST1; anti­HS3ST3A1; anti­HS2ST1 (região central); anti­HS2ST1 
(região  N­terminal).  Após  a  incubação  com  o  anticorpo  secundário  conjugado  com  HRP,  as 
membranas  foram  incubadas  com  ECL.  A  β­actina  foi  utilizada  como  controle  normalizador 
para  análise  das  proteínas.  B­  Análise  da  expressão  das  enzimas  de  síntese  do  heparam 
sulfato normalizadas pela β­actina  em  células  de  músculo  liso  vascular.  Foi  realizada  a 
densitometria  das  proteínas  expressas  no  programa  ImageJ  e  os  valores  foram  expressos 
como uma relação entre cada proteína em questão e a β­actina  em  relação ao controle não 
tratado. 

4.8 RS induz aumento de sindecam­4 e perlecam em células endoteliais e 
musculares lisas 

  Os resultados anteriores comprovam que o tratamento com RS induz um 

aumento no glicocálice celular tanto nas células endoteliais quanto nas células 

de músculo liso vascular assim como em anel de aorta. Foi observado também 

que  esse  aumento  se  deve  ao  heparam  sulfato  e  ácido  hialurônico  que  está 

sendo expresso em maior quantidade na superfície 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 

incubação das células endoteliais com RS foi capaz de aumentar a marcação 

para  sindecam  4  utilizando  um  anticorpo  para  a  porção  citoplasmática  desse 

proteoglicanos..  Não  foi  observada  mudança  na  expressão  ou  padrão  de 
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marcação  da  fibronectina.  Entretanto  quando  realizada  a  mesma  marcação 

para  as  células  musculares  lisas  não  houve  diferença  entre  a  marcação  das 

células  tratadas  com  RS  e  não  tratadas,  o  mesmo  sendo  observado  para  a 

fibronectina. 

 
Figura 26. Efeito de RS na expressão de sindecam­4 em células endoteliais e musculares 
lisas.  
A­ Células endoteliais; B­ Células de músculo liso vascular. a/c­ Controle não tratado; b/d­ 
células tratadas com RS. As células foram plaqueadas sobre lamínulas (13 mm de diâmetro) e 
cultivadas por  três dias como descrito anteriormente,  sendo posteriormente  tratadas com RS 
(100  µg/mL)  por  24  h.  A  marcação  do  sindecam­4  foi  realizada  utilizando  anticorpo  contra  a 
porção N­terminal do sindecam­4 e anticorpo secundário conjugado com anticorpo secundário 
conjugado  com  Alexafluor®  594.  Enquanto  a  fibronectina  presente  na  matriz  extracelular  foi 
detectada utilizando anti­fibronectina e anticorpo secundário conjugado com Alexafluor® 488 e 
o núcleo corado com DAPI. As  imagens foram capturadas em um microscópio confocal Leica 
SP8. Núcleo corado com DAPI (azul), Sindecam­4 (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 marcação 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  está  relacionado  também 

com este proteoglicano. 

 
Figura  27.  RS  induz  aumento  no  perlecam  em  células  endoteliais  e  de  músculo  liso 
vascular.  
A­ Células endoteliais; B­ Células de músculo liso vascular. a/c/e/g­ Controle não tratado; 
b/d/f/h­ células tratadas com RS. c/d/g/h­ Visualização em 3 dimensões da marcação típica de 
matriz  extracelular  do  perlecam.    As  células  foram  plaqueadas  sobre  lamínulas  (13  mm  de 
diâmetro)  e  cultivadas  por  três  dias  como  descrido,  e  posteriormente  tratadas  com  RS  (100 
µg/mL)  por  24  h.  A  marcação  do  perlecam  foi  feita  utilizando  anti­perlecam  e  anticorpo 
secundário conjugado com Alexafluor® 488 e os núcleos corados com DAPI. As imagens foram 
capturadas em um microscópio confocal Leica SP8.  Núcleo corado com DAPI (azul), Perlecam 
(verde). 
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4.9 Potenciais sítios de ligação de RS à matriz extracelular 

  O  tratamento  com  RS  induziu  aumento  na síntese  de  heparam  sulfato 

tanto  nas  celulas  endoteliais  como  de  músculo  liso,  bem  como  em  anéis  de 

aorta.  Sabe­se  que  a  heparina  induz  esse  efeito  após  ligação  à  matriz 

extracelular,  desencadeando  uma  cascata  de  sinalização  que  culminará  no 

aumento  da  síntese  de  heparam  sulfato  pelas  células  endoteliais.  Com  base 

nisso  foi  investigado  se  RS  compete  com  a  heparina  pelo  mesmo  sítio  de 

ligação na MEC. Utilizando heparina biotinilada como controle e heparina não 

biotinilada como um controle positivo foi possível observar que RS assim como 

a  heparina  não  biotinilada  foram  capazes  de  deslocar  a  heparina  biotinilada 

ligada à matriz indicando que RS se liga aos mesmos sítios que a heparina. RS 

também  foi  capaz  de  deslocar  a  heparina  ligada  à  matriz  extracelular  em 

células de músculo liso vascular. 

 
Figura  28.  RS  desloca  heparina  biotinilada  ligada  à  matriz  extracelular.  A­  Células 
endoteliais;  B­  Células  de  músculo  liso  vascular.  a/d­  Células  marcadas  com  heparina 
biotinilada;  b/e­  Células  incubadas  com  heparina  biotinilada  e  heparina  não  biotinilada.  c/f­ 
Células  incubadas  com  heparina  biotinilada  e  RS.  As  células  foram  plaqueadas  sobre 
lamínulas (13 mm de diâmetro) e cultivadas por três dias sendo posteriormente incubadas com 
heparina biotinilada e heparina ou RS em excesso molar (100 X) por 1 h a 4° C. A ligação da 
heparina  biotinilada  à  MEC  foi  revelada  utilizando  estreptavidina  conjugada  com  Alexafluor® 
594 e os núcleos corados com DAPI. As  imagens foram obtidas em um microscópio confocal 
Leica SP8. A­ Núcleo corado com DAPI (azul), Heparina biotinilada (vermelho). 
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  Esses  resultados  nos  levaram  a  conjugar  um  fluróforo  (FITC)  em  RS 

para melhor compreender essa ligação à MEC. Inicialmente foi feito um ensaio 

de  competição,  utilizando  RS­FITC  e  RS  não  marcada,  com  o  intuito  de 

verificar  se a presença do FITC na molécula não havia modificado o sítio de 

ligação  de  RS  à  matriz  extracelular.  Com  ambas  as  linhagens  celulares 

observou­se que RS era capaz de deslocar RS­FITC ligada à MEC. 

 
Figura  29.  RS­FITC  se  liga  à  matriz  extracelular.  A­  Células  endoteliais;  B­  Células  de 
músculo liso vascular.  
a/b­ células  incubadas com RS­FITC. b/d­  células  incubadas com RS­FITC e RS. As células 
foram  plaqueadas  sobre  lamínulas  (13  mm  de  diâmetro)  e  cultivadas  por  três  dias  sendo 
posteriormente  incubadas com RS­FITC e RS em excesso molar  (100 X) por 1 h a 4° C. As 
imagens  foram  obtidas  em  um  microscópio  confocal  Leica  SP8.  .  Núcleo  corado  com  DAPI 
(azul), RS­FITC (verde). 
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4.10 Co­localização de RS e fibronectina na matriz extracelular 

  Sabendo  que  RS  se  liga  à  matriz  extracelular  potencialmente  nos 

mesmos  sítios  que  a  heparina.  Assim,  o  passo  seguinte  foi  avaliar  se  essa 

ligação ocorria na fibronectina presente na MEC. Como mostrado na figura 29 

RS­FITC apresentou co­localização com a marcação para fibronectina presente 

na matriz extracelular de ambas as células. 

 
Figura 30. RS­FITC liga­se a fibronectina na matriz extracelular.  
A­ Células endoteliais; B­ Células de músculo liso vascular. a/d­ Fibronectina marcada na 
matriz  extracelular;  b/e­  células  marcadas  com  RS­FITC;  c/f­  sobreposição  das  imagens.  As 
células foram plaqueadas sobre lamínulas (13 mm de diâmetro), cultivadas por três dias como 
descrito, sendo posteriormente incubadas com anticorpo anti­fibronectina e RS­FITC por 1 h a 
4° C. As  imagens  foram obtidas em um microscópio confocal Leica SP8. Núcleo corado com 
DAPI  (azul);  RS­FITC  (Verde);  Fibronectina  (Vermelho);  Sobreposição  das  marcações 
(amarelo). 

Os  dados  de  microscopia  confocal  sugerem  que  RS­FITC  está  co­

localizada  com  fibronectina  na  matriz  extracelular.  A  fim  de  confirmar  essa 

potencial  co­localização  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  fenômeno da  transferência de energia 
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entre  os  fluoróforos  (FRET),  comprovando  assim  que  RS  se  co­localiza  com  

fibronectina presente na matriz extracelular, ou seja, RS  liga­se à  fibronectina 

da MEC. 

 

Figura  31.  Análise  de  FRET  para  a  interação  entre  fibronectina  e  RS­FITC  em  células 
endoteliais.  
As  células  endoteliais  foram  incubadas  com  RS­FITC  e  a  fibronectina  foi  revelada  com 
anticorpo  secundário  conjugado  com  AlexaFluor®  546.  As  imagens  foram  obtidas  em  um 
microscópio  confocal  Leica  TCS  SP8  CARS  como  descrito  em  métodos.  A,  B,  e  C 
correspondem respectivamente a RS­FITC (verde); Fibronectina (vermelho) e a sobreposição 
de A e B com a co­localização mostrada em amarelo. D, E e F correspondem respectivamente 
a  RS­FITC  pós­bleaching  (verde);  Fibronectina  pós­bleaching  (vermelho)  e  sinal  de  FRET 
(amarelo). G­ Análise da relação de FRET. H­ Eficiência de FRET. Quadrado verde­ Região 
de interesse avaliada. * p<0,05. 
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Figura 32. Análise de FRET para a interação entre fibronectina e RS­FITC em células de 
músculo liso vascular.  
As  células  endoteliais  foram  incubadas  com  RS­FITC  e  fibronectina  revelada  com  anticorpo 
secundário  conjugado  com  AlexaFluor®  546.  As  imagens  foram  obtidas  em  um  microscópio 
confocal  Leica  TCS  SP8  CARS  como  descrito  em  métodos.  A,  B,  e  C  correspondem 
respectivamente à RS­FITC (verde); Fibronectina (vermelho) e a sobreposição de A e B com a 
co­localização mostrada em amarelo. D, E e F correspondem respectivamente à RS­FITC pós­
bleaching  (verde);  Fibronectina  pós­bleaching  (vermelho)  e  sinal  de  FRET  (amarelo).  G­ 
Análise  da  relação  de  FRET.  H­  Eficiência  de  FRET.  Quadrado  verde­  Região  de  interesse 
avaliada. * p<0,05. 

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

  A incubação das células endoteliais e de músculo liso vascular com RS 

mostrou que este composto induz o aumento da síntese de heparam sulfato em 

ambas  as  linhagens,  aumenta  o  glicocálice  e  esses  efeitos  ocorrem  após  a 

ligação de RS à fibronectina presente na matriz extracelular, nos mesmos sítios 

de  ligação  da  heparina.  O  passo  seguinte  foi  investigar  qual  a  via  de 

sinalização  envolvida  nesse  efeito.  A princípio  foram  analisadas proteínas  de 

uma via conhecida por ser ativada pela heparina para produção 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 fosforilação de FAK que por sua vez culmina na fosforilação de 

Src  seguindo  para  ativação  da  via  das  MAPK  fosforilando  Erk.  Tanto  nas 

células  endoteliais  quanto  nas  células  musculares  lisas  esse  aumento  da 

fosforilação foi observado quando as células foram expostas à RS. 

 
Figura 33. RS aumenta fosforilação de proteínas 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 tampão de lise. Os extratos proteicos (50 µg) foram 
submetidos a eletroforese por SDS­PAGE  (10 % ou  12 %),  transferidos para  membranas de 
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4° C com os anticorpos primários específicos anti­
phospho­FAK,  anti­phospho­Src  (Tyr­416).  Após  a  incubação  com  o  anticorpo  secundário 
conjugado com HRP, as membranas foram incubadas com ECL. A β­actina foi utilizada como 
controle  normalizador  para  análise  das  proteínas  fosforiladas.  B­  Análise  da  expressão  de 
proteínas fosforiladas normalizadas pela β­actina  em  células  endoteliais.  Foi  realizada  a 
densitometria  das  proteínas  expressas  no  programa  ImageJ  e  os  valores  foram  expressos 
como uma relação entre cada proteína em questão e a β­actina  em  relação ao controle não 
tratado. 
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Figura 34. RS aumenta fosforilação de proteínas da via da MAPK em células de músculo 
liso vascular.  
A­Células CMLV foram cultivadas em placas de cultura (100 mm), e o extrato protéico foi obtido 
pela lise do “pellet” de células com o  tampão  de  lise.  Os  extratos  protéicos  (50  µg)  foram 
submetidos à eletroforese por SDS­PAGE  (10 % ou  12 %),  transferidos para  membranas de 
nitrocelulose, e incubados durante a noite a 4° C com os anticorpos primários específicos anti­
phospho­FAK,  anti­phospho­Src  (Tyr­416).  Após  a  incubação  com  o  anticorpo  secundário 
conjugado com HRP, as membranas foram incubadas com ECL. A β­actina foi utilizada como 
controle  normalizador  para  análise  das  proteínas  fosforiladas.  B­  Análise  da  expressão  de 
proteínas fosforiladas normalizadas pela β­actina  em  células  de  músculo  liso  vascular.  Foi 
realizada  a  densitometria  das  proteínas  expressas  no  programa  ImageJ  e  os  valores  foram 
expressos como uma relação entre cada proteína em questão e a β­actina  em  relação  ao 
controle não tratado. 

 
4.12 RS induz aumento nos níveis de cálcio intracelular e de óxido nítrico  

  Como  a  via  de  sinalização  da  MAPK  ativada  resulta  no  aumento  do 

cálcio  intracelular  e  consequentemente  ativação  de  outras  proteínas  que  são 

responsáveis pela síntese de PGs e GAGs, foi investigado o efeito de RS nos 

níveis de cálcio intracelular. Na célula endotelial a elevação de Ca+2 ocorre tão 

logo  à  exposição  das  celulas  a  RS,  sendo  identificado  um  pico  inicial  e 

posterior diminuição. Nas células musculares  também há uma elevação, mas 

em menor proporção quando comparada à célula endotelial. 
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Figura 35. RS induz aumento nos níveis de Cálcio intracelular.  
A­ Células endoteliais; B­ Células de músculo liso vascular. Células plaqueadas em placa de 96 
poços foram incubadas com o indicador de cálcio Fluo 4 direct™ por 60 min a 37° C em 
seguida a leitura de fluorescência (comprimento de onda de excitação 494 nm e emissão 516 
nm) no aparelho FlexStation 3 foi realizada por um período de tempo de 400 s. No tempo de 20 
s foi feita a injeção automática de uma solução de RS (100 µg/mL). Controle (linha preta); RS 
(linha vermelha). 

  Como resultado de todos esses eventos de sinalização celular  também 

ocorre  um  aumento  na  síntese  de  óxido  nítrico  pelas  células.  Utilizando  a 

sonda DAF FM diacetate ® foi possível detectar o aumento na produção do NO 

em  ambas  as  linhagens  celulares.  Após  a  administração  de  RS  às  células  a 

fluorescência  foi  acompanhada  por  um  período  de  30  minutos  e  foi  possível 

observar que tanto nas células endoteliais quanto nas células de músculo  liso 

vascular  o  aumento  significativo  ocorreu  aproximadamente  após  10min  do 

início do tratamento (Figura 35). 
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Figura 36. Células expostas à RS aumentam a produção de NO.  
A­ Células endoteliais; B­ Células musculares lisas. As células  foram cultivadas em lamínulas 
de 25 mm de diâmetro por 3 dias. Em seguida as células foram incubadas por 30 min com a 
sonda DAF­FM a 37° C, após esse período as células foram lavadas com HBSS e incubadas 
por mais 30 min. Em seguida as  lamínulas  foram montadas no suporte e a  fluorescência  foi 
acompanhada durante 30 min em miscroscópio de fluorescência TIRF na presença ou não de 
RS (100 µg/mL). Controle não tratado (linha preta); células expostas à RS (linha vermelha) 

 As figuras 37 e 38 mostram o tempo inicial logo após a administração de 

RS e o final 30 minutos depois para as células endoteliais e musculares  lisas 

respectivamente.  Os  resultados  mostram  claramente  o  aumento  da 

fluorescência correspondente ao aumento no NO intracelular. 

 
Figura 37. Células endoteliais aumentam a produção de NO quando tratadas com RS.  
A­ Células expostas à RS Tempo 0 min; B­ células expostas à RS no tempo 30 min. Células 
endoteliais  foram inicialmente cultivadas em lamínulas de 25 mm de diâmetro por 3 dias. Em 
seguida  as  células  foram  incubadas  por  30  min  com  a  sonda  DAF­FM  a  37°  C,  após  esse 
período  as  células  foram  lavadas  com  HBSS  e  incubadas  por  mais  30  min.  Em  seguida  as 
lamínulas  foram montadas no suporte e a  fluorescência  foi acompanhada durante 30 min em 
miscroscópio de fluorescência TIRF na presença ou não de RS (100 µg/mL). Objetiva de 40x. 
Óxido Nítrico produzido indicado pelo aumento da fluorescência visualizada em verde. 
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Figura 38. Células de músculo liso vascular aumentam a produção NO quando tratadas 
com RS.  
A­ Células expostas à RS Tempo 0 min; B­ células expostas à RS no tempo 30 min. Células 
endoteliais  foram inicialmente cultivadas em lamínulas de 25 mm de diâmetro por 3 dias. Em 
seguida  as  células  foram  incubadas  por  30  min  com  a  sonda  DAF­FM  a  37°  C,  após  esse 
período  as  células  foram  lavadas  com  HBSS  e  incubadas  por  mais  30min.  Em  seguida  as 
lamínulas  foram montadas no suporte e a  fluorescência  foi acompanhada durante 30 min em 
miscroscópio de fluorescência TIRF na presença ou não de RS (100 µg/mL). Objetiva de 40x. 
Óxido Nítrico produzido indicado pelo aumento da fluorescência visualizada em verde. 

  Com a comprovação de que RS induz a sinalização e eleva os níveis de 

NO nas células estudadas o passo seguinte  foi  comprovar se a produção de 

NO era dependente da  liberação do cálcio  intracelular quando as células são 

expostas  à  RS.  Assim,  as  células  foram  então  incubadas  previamente  com 

BAPTA,  um  quelante  de  íons  divalentes  como  o  Ca+2  e  posteriormente  a 

produção  do  NO  foi  analisada.  Quando  incubadas  com  o  BAPTA  tanto  as 

células  do  controle  quanto  as  tratadas  com  RS  não  produziram  NO,  pelo 

contrário,  houve  uma  diminuição  da  intensidade  de  fluorescência  da  sonda 

indicando que o aumento nos níveis de cálcio intracelular é fator preponderante 

para a produção do NO. 
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Figura 39. Tratamento prévio com BAPTA impede síntese de NO em células tratadas com 
RS.  
A­ Células endoteliais; B­ Células de músculo  liso vascular. Células  foram cultivadas em 
lamínulas de 25 mm de diâmetro por 3 dias. Em seguida as células foram incubadas por 30 min 
com a sonda DAF­FM e BAPTA­AM a 37° C, após esse período as células foram lavadas com 
HBSS  e incubadas por mais 30min. Em seguida as lamínulas foram montadas no suporte e a 
fluorescência  foi  acompanhada  durante  30  min  em  miscroscópio  de  fluorescência  TIRF  na 
presença ou não de RS (100 µg/mL). Controle não tratado (linha preta); células expostas à RS 
(linha vermelha). BAPTA por ser um quelante de íons divalentes sequestra o cálcio intracelular 
e impede o efeito de RS. 

4.13 Angiogênese é inibida por baixas concentrações de RS 

  O  efeito  de  RS  na  formação  de  novos  vasos  também  foi  verificado 

utilizando  duas  metodologias  diferentes.  Ficou  comprovado  que  RS  inibe  a 

angiogênese.  No  ensaio  de  formação  de  tubos  utilizando  células  endoteliais 

plaqueadas  sobre  matrigel.  RS  inibe  a  formação  de  novos  tubos  a  partir  da 

concentração  de  0,1  µg/mL.  A  inibição  da  angiogênese  no  ensaio  de 

angiogênese  em  anel  de  aorta  foi  avaliada  utilizando  a  concentração  de  100 

µg/mL de RS em anéis de aorta embebidos em colágeno tipo I ou matrigel. 
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Figura 40. RS inibe a formação de tubos capilares.   
A­ Controle; B­ RS 0,01 µg/mL; C­ RS 0,1 µg/mL; D­ RS 1 µg/mL; E­ RS 50 µg/mL; F­ RS 100 
µg/mL;  G­  Análise  quantitativa  da  formação  de  tubos  capilares.  Células  endoteliais  foram 
cultivadas  sobre  matrigel  polimerizado  na  presença  de  meio  F12  contendo  10%  de  SFB  por 
24h  na  presença  de  diferentes  concentrações  de  RS  (B­F).  A  formação  dos  tubos  foi 
examinada em microscópio de luz invertida utilizando objetiva de 5X. * p<0,05. 

  No  ensaio  de  angiogênese  em  anel  de  aorta  pode­se  observar  que  a 

formação  de  estruturas  que  originarão  novos  vasos  ocorre  de  forma  mais 

condensada quando utilizada a matriz de colágeno tipo I enquanto que ocorre a 
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formação 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 

formação de novos vasos a partir dos anéis.  

 
Figura 41. RS inibe a formação de vasos no ensaio de angiogênese em anel de aorta.  
A  aorta  camundongos  C57BL/6  foi  retirada,  limpa  de  tecidos  externos  e  cortada  (0,5  mm), 
sendo embebidas em colágeno tipo I (A e B) ou matrigel (C e D) em placas de 96 poços com 
meio F­12 suplementado com SFB contendo ou não RS (100 µg/mL) e  incubadas por até 12 
dias. Fotografias  foram  tiradas a cada dois dias durante os 12 dias em microscópio  invertido 
com contraste de fase. As imagens representadas são 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  inibição  de  qualquer  tipo  de 
formação  de  vasos.  A­  Controle;  B­  RS  (colágeno  tipo  I);  C­  Controle;  D­  RS  (matrigel);  E­ 
Análise quantitativa da formação de vasos. Setas: Formação de novos vasos. * p<0,05. 
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5. DISCUSSÃO 

  A  disfunção  endotelial  que  resulta  na  aterosclerose  afeta  milhões  de 

pessoas no mundo. Sendo considerada uma doença com elevada morbidade e 

mortandade (Angheloiu et al., 2011; Li et al., 2015). Os tratamentos disponíveis 

atualmente baseiam­se na redução dos níveis lipêmicos e controle da pressão 

arterial,  e  não  são  capazes  de  reestabelecer  a  função  endotelial  (Lee  et  al., 

2015).  Em  virtude  disso  faz­se  necessária  a  prospecção  de  possíveis  novos 

tratamentos que sejam capazes não somente de  impedir o  início do processo 

aterosclerótico,  mas  também  que  possam  restabelecer  a  função  endotelial 

visando à reversão do quadro patológico. 

  Com a ampla biomassa disponível no meio ambiente e a  facilidade de 

cultivo  e  manuseio,  as  algas  marinhas  constituem  uma  excelente  fonte  de 

compostos que podem ser extraídos e testados como candidatos terapêuticos 

para  diversas  doenças  que  acometem  a  humanidade.  Fontes  de  compostos 

fenólicos e principalmente de polissacarídeos sulfatados as diferentes classes 

de  algas  apresentam uma  grande  variabilidade de  polissacarídeos  sulfatados 

que  por  sua  vez  são  capazes  de  desempenharem  inúmeras  atividades  de 

interesse biomédico. 

  Apesar  de  diversas  atividades  farmacológicas  já  terem  sido  descritas 

para a ramnana sulfatada (RS) da alga Monostroma nitidum e de já ter tido sua 

estrutura  elucidada  (Harada  e  Maeda,  1998a)  ainda  não  há  relatos  que 

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

 Foi observado que RS não afetou a viabilidade nas condições 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  possíveis  efeitos  nessas  linhagens 

celulares mimetizando os possíveis efeitos em um vaso sanguíneo. 

O glicocálice que reveste a superfície endotelial dos vasos sanguíneos é 

tido como a primeira barreira de interação entre o sangue e o endotélio. Dessa 
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forma, é responsável por evitar a adesão e a migração de monócitos presentes 

no  sangue  para  o  subendotélio.  Durante  a  aterosclerose  há  um  aumento  da 

migração dos monócitos o que propaga o processo inflamatório. Nossos dados 

mostram que RS aumenta a marcação do glicocálice pela  lectina WGA  tanto 

das células endoteliais quanto das células do músculo liso foi visto (figura 11). 

A  avaliação  dos  efeitos  diretos  de  RS  na  aorta  ex­vivo  provou  o  mesmo 

potencial  (figura  12)  mostrando  que  esse  composto  age  não  somente  nas 

células isoladas, mas também é capaz de agir no tecido em si. Com a alteração 

estrutural  do  glicocálice  há  um  maior  equilíbrio  entre  os  componentes  do 

sangue  e  a  monocamada  de  células  endoteliais  influenciando  tanto  na 

migração dos monócitos quanto da interação indesejada de lipoproteínas com 

o endotélio. Essa alteração pode ser benéfica,  pois evitaria a propagação do 

processo  aterosclerótico.  O  glicocálice  aumentado  é  capaz  de  evitar  o  início 

dessa doença (Yao et al., 2007; Potter e Damiano, 2008; Chappell et al., 2009; 

Lipowsky, 2012). 

A  composição  principal  do  glicocálice  é  baseada  em  glicoconjugados 

como  glicoproteínas,  glicolipídeos,  proteoglicanos  e  glicosaminoglicanos.  Ao 

investigar se o aumento na marcação do glicocálice nas células  tratadas com 

RS se dava por esse composto afetar a síntese de GAGs foi observado que há 

uma  forte  correlação  entre  o  aumento  do  glicocálice  e  o  aumento  nos 

glicosaminoglicanos sintetizados por essas células. 

 As  dosagens  de  ácido  hialurônico  revelaram  que  RS  foi  capaz  de 

estimular  a  síntese  desse  GAG  não  sulfatado  (figura  13).  Apesar  de  ter  sido 

observado utilizando microscopia confocal um aumento discreto na marcação 

do hialurônico 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 músculo liso vascular (Angheloiu et al., 2011; 

Sadowitz  et  al.,  2012;  Li,  J.  et  al.,  2015).  O  AH  participa  ativamente  na 

interação  entre  plaquetas  e  células  endoteliais,  entretanto  há  a  descrição  de 

funções  distintas  relacionadas  a  esse  glicosaminoglicano  de  acordo  com  o 

tamanho  desse  ácido  hialurônico.  Sabe­se  que  é  necessário  para  evitar  o 
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desenvolvimento da aterogênese, contudo também participa na propagação da 

inflamação  e  aumento  da  placa  de  ateroma  (Freudenberger  et  al.,  2011; 

Sadowitz  et  al.,  2012;  Lee  et  al.,  2015).  A  análise  do  peso  molecular  do  AH 

sintetizado  pelas  duas  linhagens  testadas  revela  que  há  maior  produção  nas 

populações de ácido hialurônico de elevado peso molecular (figura 14). O AH 

de  alto  peso  molecular  é  conhecido  por  seus  efeitos  benéficos  ao  endotélio 

como a proteção contra a interação com as plaquetas, inibição da proliferação 

de  células  de  músculo  liso  vascular,  inflamação  e  angiogênese.  Já  o  AH  de 

baixo peso molecular possui efeitos inversos: interage com plaquetas, estimula 

proliferação  das  SMCs,  propaga  a  inflamação  estimulando  as  células  a 

liberarem  IL­6  e  IL­8  além  de  induzirem  a  angiogênese  (Nagy  et  al.,  2010; 

Sadowitz  et  al.,  2012;  Kashima  et  al.,  2013).  Ao  avaliar  as  enzimas 

responsáveis  pela  síntese  (HAS1  e  HAS2) e  degradação  (Hyal1  e  Hyal2)  do 

hialurônico foi observado que há um aumento na expressão de HAS1, enzima 

responsável  pela  síntese  do  AH  de  alto  peso  molecular,  enquanto  houve 

diminuição  das  hialuronidases  com  exceção  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  degradação  do  AH  na  célula  endotelial,  uma  vez  que  há 

aumento na expressão da enzima de degradação. Apesar dessa degradação a 

maior  população  de  ácido  hialurônico  presente  na  célula  endotelial  é  ainda 

formada por AH de alto peso molecular. Sadowitz e colaboradores associaram 

o aumento de hialuronidases com o processo inflamatório e relacionando esse 

aumento diretamente a um aumento nos níveis de AH de baixo peso molecular. 

Também  foi  relatado  que  a  inibição  de  HAS2  está  relacionada  à  inibição  da 

proliferação  das  células  musculares  lisas  (Freudenberger  et  al.,  2011).  Os 

resultados  indicam,  dessa  forma,  que  RS  é  capaz  de  estimular  a  síntese  do 

ácido hialurônico pelas células vasculares e que por esse ser der um elevado 

peso molecular possui propriedades anti­inflamatórias e anti­ateroscleróticas.  

Outro glicosaminoglicano que teve sua expressão investigada quando as 

células  foram  tratadas  com  RS  foi  o  heparam  sulfato.  A  presença  do  HS  na 
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superfície  endotelial  é  tida  como  um  dos  fatores  preponderantes  para  o 

clearance  de  lipoproteínas  plasmáticas.  A  interação  entre  o  heparam  sulfato 

carregado  negativamente  na  superfície  celular  e  os  resíduos  de  aminoácidos 

básicos  presentes  nas  lipoproteínas  plasmáticas  facilitam  a  captação  e 

processamento intracelular dessas (Kolset e Salmivirta, 1999; Paka, Goldberg, 

et al., 1999; Mahley e Huang, 2007). A relação entre o teor de heparam sulfato 

e a captação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) já foi relatada (Tran et 

al., 2007; Tran­Lundmark et al., 2008; Ding et al., 2012). Assim como também 

há descrição de uma relação positiva entre os níveis de  lipoproteínas de alta 

densidade (HDL), chamada popularmente de bom colesterol, e o aumento no 

teor de heparam sulfato endotelial  (Paka, Kako, et al., 1999). RS foi capaz de 

aumentar  a  imunomarcação  para  o  heparam  sulfato  na  superfície  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 

expressão de GAGs nas células estudadas, o passo seguinte foi avaliar o efeito 

direto  de  RS  na  síntese  de  glicosaminoglicanos  sulfatados.  Trabalhos 

anteriores  do  nosso  grupo  mostraram  que  outros  polissacarídeos  sulfatados 

obtidos  de  algas  marinhas  eram  capazes  de  estimular  a  síntese  de 

glicosaminoglicanos em células endoteliais (Leite, 1998; Rocha, Bezerra, et al., 

2005),  na  grande  maioria  PS  extraídos  de  algas  marrons  denominados  de 

fucanas, contudo esse potencial efeito ainda não havia sido avaliado para RS 

obtida da alga verde Monostroma. nitidum. Foi visto que RS possui um potente 

efeito  no  estímulo  da  síntese  de  GAGs  em  especial  do  heparam  sulfato  em 

células endoteliais (figura 20). Efeito esse ainda maior que o apresentado pela 

heparina,  um  conhecido  fármaco  antitrombótico.  Porém,  ao  contrário  da 

heparina, RS foi capaz de estimular a síntese de GAGs também nas células de 

músculo  liso  vascular  (figura  21).  A  análise  estrutural  do  HS  sintetizado  por 

ambas as linhagens celulares comprovou que há uma mudança na composição 

desse  heparam  sulfato  (figura  22).  O  aumento  da  proporção  do  dissacarídeo 

trissulfatado,  estrutura  típica  de  heparinas,  indica  que  esse  heparam  sulfato 
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possui  alto  potencial  antitrombótico  (Nader  et  al.,  1987).  Esse  efeito 

antitrombótico pode ser benéfico em casos avançados de aterosclerose onde 

vasos podem ser obstruídos devido à formação de trombos. Essa oclusão está 

relacionada  a  eventos  como  infarto  agudo  do  miocárdio  e  acidente  vascular 

cerebral  (Angheloiu  et  al.,  2011),  condições  que  quando  não  levam  ao  óbito 

podem ocasionar sequelas permanentes o que tem grave impacto psicológico e 

econômico  para  os  pacientes.  O  HS  também  é  responsável  por  impedir  a 

proliferação  de  células  musculares,  o  que  acontece  durante  o  processo 

aterosclerótico  (Kolset e Salmivirta, 1999; Paka, Goldberg, et al., 1999; Paka, 

Kako, et al., 1999; Ding et al., 2012). O aumento da síntese de heparam sulfato 

por ambas as células assim como a mudança estrutural desse HS produzido se 

deve  ao  aumento  na  expressão  das  enzimas  responsáveis  pela  síntese  e 

modificação da cadeia de heparam sulfato  (figuras 23 e 24). A sulfatação em 

diferentes posições da glucosamina é corroborada pelo aumento na expressão 

das enzimas NDST1, HS3T3A1 e HS2ST1 quando as células são expostas a 

RS. 

  O aumento do heparam sulfato em células está diretamente relacionado 

ao aumento dos proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS). O que também foi 

comprovado  quando  as  células  foram  tratadas  com  RS.  Há  um  aumento  do 

sindecam 4  (figura 25), o principal PGHS de superfície em células endoteliais. 

Também  há  aumento  concomitante  de  perlecam  (figura  26),  um  PGHS  de 

matriz extracelular em ambas as linhagens. Como descrito anteriormente, tanto 

os PGHS de superfície celular como os da MEC parecem impedir a interação e 

associação  direta  de  lipoproteínas  plasmáticas  e  monócitos  com  algumas 

proteínas  de  matriz  como  é  o  caso  da  fibronectina.  Tal  interação  resulta  no 

aumento da deposição lipídica no subendotélio ocasionando na progressão do 

processo aterosclerótico (Paka, Kako, et al., 1999; Kunjathoor et al., 2002; Ding 

et al., 2012).  Sabe­se que durante o desenvolvimento da aterosclerose há uma 

diminuição dos níveis  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 função endotelial perdida 

nesse processo patológico. 

   Buscando compreender de que  forma RS age para desencadear seus 

efeitos foi investigado como esse polissacarídeo sulfatados estava interagindo 

com as células. Sabendo que a heparina, que  também estimula a síntese de 

HS nas células endoteliais (Nader e Dietrich, 1974; Nader et al., 1989; Pinhal et 

al., 1994; Nader et al., 2004a), exerce seu efeito após a ligação da heparina à 

fibronectina presente na matriz extracelular (Trindade et al., 2008; Medeiros et 

al., 2012a) nosso trabalho buscou entender o mecanismo de ação de RS. Foi 

visto então que RS se liga aos mesmos sítios de ligação à heparina na MEC o 

que  foi  comprovado  quando  RS  foi  capaz  de  deslocar  a  heparina  biotinilada 

ligada à matriz extracelular (figura 27). Utilizando RS conjugada com FITC foi 

possível  comprovar  também  que  a  ligação  ocorre  diretamente  com  a 

fibronectina  presente  na  matriz  (figuras  29,  30  e  31).  Sabe­se  que  além  da 

heparina a fucana obtida da alga marrom Spatoglossum schröederi também se 

liga  à  fibronectina  para  exercer  seus  efeitos  em  outro  tipo  celular  (Rocha, 

Franco, et al., 2005b). Em síntese, RS age de forma semelhante à heparina em 

células  endoteliais,  porém  com  um  efeito  mais  potente  e  também  age  em 

células de músculo  liso diferentemente da heparina que não estimula síntese 

de GAGs nessa linhagem celular. 

  Após  interagir  com  a  fibronectina  RS  desencadeia  uma  série  de 

respostas  celulares  culminando  nos  efeitos  relatados  acima.  A  via  das 

MAPKinases  está  envolvida  na  regulação  de  uma  infinidade  de  processos 

celulares. Polissacarídeos obtidos de algas afetam essa via tanto na regulação 

de  ciclo  celular  quanto  indução  de  apoptose  (Aisa  et  al.,  2005;  Nobre  et  al., 

2013b). A heparina  também estimula a  síntese de HS por células endoteliais 

através da ativação dessa via (Medeiros et al., 2012a). Dessa forma, a mesma 

foi investigada e foi constatado que RS também leva a um aumento na ativação 

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 níveis de cálcio  intracelular  imediatamente 
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após sua administração às células (figura 34). Ainda, esse aumento nos níveis 

de  cálcio  está  relacionado  diretamente  com  o  estímulo  concomitante  da 

produção de óxido nítrico por essas células (figuras 35, 36 e 37). Sabe­se que 

a  produção  do  NO  pela  enzima  óxido  nitríco  sintase  endotelial  (eNOS)  é 

dependente  de  calmodulina  que  eleva  a  concentração  de  cálcio  intracelular 

(Medeiros et al., 2012b; Qian e Fulton, 2013; Chen et al., 2014). Ao utilizar um 

quelante de íons divalentes como o BAPTA e ter anulado o efeito de RS (figura 

38)  foi  possível  demonstrar  que  o  estímulo  da  síntese  do  NO  nas  células 

provavelmente  está  associado  a  essa  via.  A  produção  de  NO  por  células 

vasculares  tem  um  efeito  conhecido  na  sinalização  e  vasodilatação  (Qian  e 

Fulton,  2013;  Moraes  et  al.,  2014).  O  aumento  da  pressão  arterial  é  um  dos 

fatores  de  risco  associados  à  aterosclerose  de  tal  forma  que  o  controle  da 

pressão arterial é a primeira medida a ser tomada no tratamento de pacientes 

com  aterosclerose.  Uma  vez  que  em  determinadas  situações  uma  placa 

ateromatosa instável pode se romper caso a pressão arterial esteja elevada. A 

produção de NO,  induzida pelo  tratamento com RS, por  células endoteliais e 

musculares lisas pode dessa forma induzir vasodilatação e assim, agir em mais 

uma etapa prevenindo a propagação dos efeitos da aterosclerose. 

  Por  fim  foi avaliado o potencial de RS na  inibição da angiogênese. Foi 

visto  que  mesmo  em  baixas  concentrações  já  havia  inibição  da  formação  de 

vasos  no  ensaio  de  formação  de  tubos  em  matrigel  (figura  39).  Assim  como 

também houve inibição 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 angiogênese em placas de ateroma é estimulada para 

nutrir  o ambiente  rico em células e  também para propagar a  inflamação uma 

vez  que  há  migração  de  células  inflamatórias  a  partir  dos  vasos  recém­

formados  (Libby  et  al.,  2011).  Tanto  heparina  quanto  outros  PS  de  algas 

também  apresentam  efeito  anti­angiogenico  in  vitro  (Dreyfuss  et  al.,  2010; 

Guerra Dore et al., 2013; Li, Z. N. et al., 2015). Porém RS  tanto possuí esse 

efeito direto quanto  indiretamente ao aumentar os níveis de AH  de alto peso 

molecular.  
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  Em  síntese  os  resultados  indicam  que  o  tratamento  das  células 

endoteliais  e  de  músculo  liso  vascular  com  RS  é  capaz  de  aumentar  o 

glicocálice de ambas as células pelo aumento da produção de ácido hialurônico 

de  elevado  peso  molecular,  que  pode  ser  capaz  de  diminuir  também  a 

propagação da inflamação assim como a proliferação descontrolada de células 

da musculatura  lisa vascular, além do aumento do heparam sulfato, presente 

tanto na superfície das células endoteliais na forma do proteoglicano sindecam 

4  quanto  na  matriz  extracelular  das  duas  linhagens  representados  no 

proteoglicanos  perlecam.  Tais  alterações  são  importantes  por  serem 

conhecidos  por  seus  efeitos  inibitórios  da  aterosclerose.  Ainda,  RS  induz 

aumento  do  dissacarídeo  trissulfatado  no  heparam  sintetizado  pelas  células 

que é essencial para o potencial antitrombótico do heparam sulfato. Tal efeito 

pode  ser  importante  para  casos  em  que  ocorre  o  rompimento  da  placa  do 

ateroma e  formação de  trombo. Além disso,  impedindo a  formação 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  progressão  da  deposição  de  lipoproteínas  no 

subendotélio  por  aumentar  o  glicocálice  nas  células  endoteliais  e  esse 

glicocálice  apresentar alta  concentração de heparam  sulfato  e  proteoglicanos 

de heparam sulfato, bem como de ácido hialurônico de alto peso molecular, o 

que  impede  a  interação  direta  de  oxLDL  e  leucócitos  com  as  células 

endoteliais.  Em  2  RS  pode  impedir  a  progressão  da  formação  da  placa  por 

estimular  a  síntese  de  heparam  sulfato  e  ácido  hialurônico  de  alto  peso 

molecular,  ambos  glicosaminoglicanos  conhecidos  por  inibir  a  proliferação de 

células musculares  lisas. Em 3 RS pode  impedir a  formação de novos vasos 

sanguíneos  responsáveis  por  nutrir  a  placa  do  ateroma  e  assim  também 

bloquear  a  progressão  da  aterosclerose.  Finalmente  em  4  RS  pode  agir  em 

casos mais extremos impedindo a formação de trombos uma vez que estimula 

a síntese de heparam sulfato antitrombótico pelas células endoteliais. 
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Figura 42. Potencial efeito de RS durante a aterosclerose.  
Adaptado de Libby, 2013.  
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6. CONCLUSÕES 

  Os resultados obtidos ao se  investigar os efeitos da ramnana sulfatada 

RS obtida da alga Monostroma nitidum em células endoteliais e de músculo liso 

vascular, derivadas de aorta de coelho, e em anéis de aorta de rato levaram às 

seguintes conclusões: 

  Há  aumento  dos  componentes  do  glicocálice  de  células  endoteliais  e 

musculares expostas a ramnana sulfatada; 

  RS  induz  aumento  na  síntese  de  ácido  hialurônico  de  alto  peso 

molecular e na expressão da enzima hialuronato sintase I (HAS1); 

  RS  induz  aumento  na  síntese  e  sulfatação  do  heparam  sulfato.  As 

sulfotransferases também tiveram sua expressão aumentada;  

  RS induz aumento na expressão do proteoglicano sindecam­4 somente 

para a célula endotelial, contrastando com o proteoglicano perlecam que 

está aumentado para ambas as células; 

  RS se liga à fibronectina na matriz extracelular e ativa a via das MAPKs;  

  RS estimula a mobilização do cálcio intracelular; 

   RS aumenta a produção de óxido nítrico;  

  RS inibe a angiogênese 
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