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TAMIRES GERHARDT SOARES 

PAPEL DE GALACTANAS SULFATADAS NA INFLAMAÇÃO E MIGRAÇÃO 

CELULAR MEDIADA POR LECTINAS 

Orientador: Mauro Sérgio Gonçalves Pavão 

Resumo da monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goés 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 

para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e 

Imunologia e aprovação do RCS trabalho de conclusão de curso. 

Desde a descoberta do câncer, muitos estudos vêm sendo desenvolvidos a fim de 

identificar as moléculas envolvidas na progressão da doença e aumentar a sobrevida dos 

pacientes. Entre as moléculas que participam do desenvolvimento tumoral se encontram 

as lectinas que são proteínas com capacidade de se ligar a carboidratos ou moléculas 

que contenham açúcar em sua estrutura. As galectinas são lectinas que se ligam a 

resíduos β-galactosídicos em carboidratos e possuem diversas funções no organismo. A 

galectina-3 (Gal-3) é uma lectina e apresenta capacidade regulatória em diversas vias 

metabólicas e de sinalização associadas à transformação maligna, crescimento tumoral, 

proliferação, invasão e angiogênese. As selectinas, outra família de lectinas, são 

encontradas na membrana de leucócitos, plaquetas e células endoteliais e são capazes de 

se ligar a glicoconjugados específicos presentes na superfície das células alvo e tem 

atividade, por exemplo, de promover a adesão dos leucócitos no endotélio ativado 

durante a inflamação levando a desaceleração e rolamento de leucócitos no endotélio 

vascular,  permitindo assim sua chegada ao sítio inflamatório.  Polissacarídeos 

sulfatados, como a heparina, têm sido utilizados como fármacos devido a sua 

capacidade de prevenir a metástase, trombose e inflamação associada ao câncer. Nosso 

objetivo nesse trabalho é avaliar se duas galactanas sulfatadas isoladas de invertebrados 

marinhos são capazes de inibir in vitro a migração celular promovida por Gal-3 

extracelular, em um sistema de transwell, utilizando a célula de câncer de mama MDA-

MB-231 e investigar, in vivo, os efeitos destes polissacarídeos na inflamação aguda em 

um modelo dependente de P-selectina. Para isso utilizamos galactanas extraídas de 

óvulos do ouriço-do-mar Echinometra lucunter e da túnica da ascídia Styela plicata. 

Estas amostras são extraídas por degradação proteica com posterior purificação em 

cromatografia de troca iônica e exclusão de tamanho. No ensaio de migração em 

transwell as células foram tratadas com Gal-3 e com os polissacarídeos, sendo realizada 

a análise da atividade inibitória das galactanas sulfatadas. In vivo, a peritonite aguda foi 

provocada por injeção intraperitoneal de tioglicolato em camundongos C57/BL6 após 

um tratamento intravenoso com a galactana sulfatada do E. lucunter, e realizamos uma 

contagem dos leucócitos polimorfonucleares que migraram para o local da inflamação. 

Com este projeto, esperamos contribuir na identificação de novos compostos que 

possam ajudar no tratamento de pacientes com câncer.   

Palavras chave: Câncer, migração, lectinas, polissacarídeos, inflamação  



viii 
 

 
 
 
 

ABSTRACT 

TAMIRES GERHARDT SOARES 

ROLE OF SULFATED GALACTANS IN INFLAMMATION AND CELL 

MIGRATION MEDIATED BY LECTINS 

 

Orientador: Mauro Sérgio Gonçalves Pavão 

Abstract da monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goés 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 

para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e 

Imunologia e aprovação do RCS trabalho de conclusão de curso. 

Since discovery of cancer, many studies on how they have developed na end to 

identify as molecules involved in the  

progressively disease and increase patient survival. Among the molecules involved in 

tumor development are lectins, proteins that bind to carbohydrates or molecules that 

contain sugar in their structure. Galectins are lectins that bind to β-galactoside residues 

in carbohydrates. Galectin-3 (Gal-3) has regulatory capacity in several metabolic and 

signaling pathways associated with malignant transformation, tumor growth, 

proliferation, invasion and angiogenesis. The selectins, another family of lectins, are 

found in the membrane of leukocytes, platelets and endothelial cells. They bind to 

specific glycoconjugates present on the surface of the target cells and have the activity, 

for example, of facilitating the adhesion of the leukocytes in the activated endothelium 

during inflammation.This leads to the deceleration and rolling of leukocytes in the 

vascular endothelium and alllows their arrival at the inflammatory site. Heparin is a 

glycosaminoglycan capable to prevent metastasis, thrombosis and inflammation 

associated with cancer. Other sulfated polysaccharides were also able to produce this 

effect in vivo studies. Our objective is to evaluate whether two sulfate galactans isoleted 

from marine invertebrates are capable of inhibiting, in vitro, the transwell migration of 

the recombinant gal-3 promoted MDA-MB-231 breast câncer cell and investigating in 

vivo its anti-inflammatory effects in a model of acute inflammation dependent on P-

selectin. For this we use galactans extracted from eggs of the sea urchin Echinometra 

lucunter and the Styela plicata ascidian tunic. These samples are purified by lipid 

protein degradation with subsequent isolation in ion-exchange chromatography. In the 

transwell migration assay the Gal-3 treatment and the analysis of the inhibitory activity 

of the sulfated galactans are done, in vivo, acute peritonitis was induced by 
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intraperitoneal injection of thioglycollate in C57/Bl6 mice following an intravenous 

treatment with the sulfated galactans, and we counted the leukocytes that migrated to 

the site of inflammation. The two galactans have already been isolated and purified 

Echinometra lucunter galactan has already been tested for anti-inflammatory activity 

and a pilot experiment was conducted on inhibition of Gal-3 mediated migration. With 

this project, we hope to contribute to the research of new compounds that may help in 

the treatment of cancer patients. 

Key words: Cancer, migration, Polysaccharides, lectin, inflammation  
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1 Câncer e progressão tumoral  

O estabelecimento do câncer é um processo que ocorre em várias etapas, que 

tem em comum o fato de levar uma célula normal a sofrer diversas mutações em seu 

material genético a ponto de torna-la altamente proliferativa e invasiva. (Balmain et al., 

1993). Estas etapas podem ser observadas ao analisar pacientes com diferentes níveis de 

desenvolvimento tumoral, revelando uma série de características pré-neoplásicas até 

características que apresentam um estado de alta malignidade, ou seja, com uma grande 

capacidade de se espalhar para outros locais do corpo (Foulds, 1954). Estas 

modificações tornam-se ainda mais evidentes quando olhamos diretamente para o 

genoma das células tumorais e constatamos mudanças pontuais ou mudanças 

epigenéticas que, em alguns, casos pode levar a transmissão hereditária (Kinzler e 

Vogelstein, 1996). 

A palavra neoplasia significa ‘novo crescimento’, e uma das principais 

diferenças entre uma célula normal e uma neoplásica (Tabela 1) é que muitas vezes o 

crescimento e proliferação desta última persiste mesmo na ausência de fatores de 

crescimento e de mitógenos. No entanto, para que as células adquiram esta capacidade, 

elas precisam se multiplicar excessivamente e ir contra as restrições de crescimento 

impostas pelas células vizinhas normais. O que realmente distingue um tumor benigno 

do maligno é a capacidade de invadir outros tecidos e formar novos tumores (Belizário 

E.J, 2002). 

 

Critérios Benignos  Malignos  

Encapsulação Presença frequente Geralmente ausente 

Crescimento Expansivo e bem delimitado Infiltrativo com delimitação 

imprecisa 

Morfologia Reproduz o aspecto do tecido 

de origem 

Caracteres diferentes do  tecido de 

origem 

Mitoses Raras e típicas Frequentes e atípicas 

Metástases Não ocorrem Frequentes 

 

Tabela 1. Principais diferenças entre tumores benignos e malignos 

Adaptado de (Cartilha de políticas públicas de saúde. Disponível em 

HTTP://bv’sms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/abc_do_cancer.pdf). 
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A metástase é um processo dinâmico. Para penetrar nos tecidos, a célula precisa 

expressar genes que aumentem a sua capacidade de aderência aos vasos sanguíneos, e 

que promovam a degradação da matriz extracelular. As novas células tumorais 

precisam, então, produzir fatores angiogênicos em maior quantidade, para estimular a 

formação de novos vasos sanguíneos, por onde chegarão nutrientes e oxigênio 

necessário para a sua sobrevivência (Belizário E.J, 2002) 

O potencial migratório e invasivo das células tumorais são características básicas 

do processo de desenvolvimento do câncer maligno e incluem etapas como: invasão 

local, entrada nos vasos sanguíneos, transporte na circulação, extravasamento, formação 

de micrometástases e colonização (Valastyan e Weinberg, 2011). 

O controle do crescimento celular é realizado por substâncias como fatores de 

crescimento que transmitem sinais de uma célula a outra, receptores específicos para 

fatores de crescimento, moléculas de transdução de sinal que ativam a cascata de 

sinalização dentro das células e fatores de transcrição nuclear (Corvelho, 2002).  

Muitas células e moléculas estão diretamente associadas ao processo de 

transformação maligna, o que torna muito difícil desvendar o mecanismo envolvido 

nessa patologia. Algumas moléculas são de extrema importância em um tipo de câncer, 

mas em outros não são tão essenciais. Um grupo de moléculas que se relaciona de forma 

bem íntima com o processo tumoral são as lectinas (Goldstein et al., 1978), que serão 

abordadas no decorrer do trabalho. 

 

1.2 Carboidratos 

 

Os carboidratos que também são conhecidos como glicídios ou açúcar são de grande 

importância na composição do organismo e fazem parte do grupo de moléculas mais 

abundante na natureza. Durante muito tempo acreditou-se que essas moléculas tinham 

apenas função energética no organismo mas com o avanço dos estudos desses 

compostos foi possível descobrir outros eventos biológicos relacionados a carboidratos, 

como o reconhecimento e a sinalização celular, tornando possível entender os 

mecanismos envolvidos em algumas doenças causadas por deficiência ou excesso 

dessas moléculas (Pomim, V.H e Mourão, Paulo A.S, 2006).   

O avanço da ciência permitiu conhecer, de forma mais detalhada, as 

propriedades físico-químicas dos carboidratos, o que resultou na utilização dessas 
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características em uma grande variedade de processos industriais, como nas áreas 

alimentar e farmacêutica (Pomim V.H, 2006). Um dos carboidratos que possui uma 

grande utilização médica é a heparina (Figura 1), que é um polissacarídeo 

polissulfatado, composto por unidades dissacarídicas contendo ácido idurônico 2-

sulfatado (IdoA), glicosamina 2,6- dissulfatada (GlcN) e ácido glicurônico não sulfatado 

(GlcA), podendo ser encontradas pequenas variações em heparinas obtidas de diferentes 

animais (Nader et al., 2001). Comercialmente ela é obtida de mucosa intestinal ou 

pulmonar de suínos ou bovinos, sendo caracterizada como uma mistura heterogênea de 

polissacarídeos e o peso molecular de sua cadeia pode variar de 5 kDa a 30 kDa (Hirsh 

et al., 1998). A heparina é utilizada como uma importante ferramenta terapêutica por 

possuir ação antitrombótica, sendo utilizada desde a década de 1930 (Ortel T., 1998; 

Walenga e Bick, 1998). Vários efeitos adversos são relacionados ao seu uso como: 

hemorragias, osteoporose, eosinofilia, reações cutâneas, trombocitopenia, entre outros 

(Ortel T., 1998; Walenga; Bick, 1998; Crowther, Ginsberg e Tollefsen, 2000). A 

necessidade de maior produção de medicamentos deste tipo vêm aumentando assim 

como o interesse pela busca por alternativas para esse composto. Recentemente, o uso 

de polissacarídeos de animais marinhos como ouriço-do-mar, algas e ascídias tem sido 

explorado devido às propriedades semelhantes às da heparina (Pomim V.H e Mourão, 

Paulo A.S, 2006). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura pentasacarídica da heparina: [-4)-α-D-GlcNAc(6SO
- 

3)-(1       4)-α-D-GlcA-(1  4)-α-

DGlcNSO
-
3 (3,6 diSO

-
3)-(1 4)-α-L-IdoA(2SO

-
3 )-(1 4)-α-DGlcNSO

-
3 (6SO

-
3)-(1 -]. Esta é a estrutura 

mínima que possui alta afinidade a antitrombina, quando está presente no plasma inibe enzimas da coagulação. 

Adaptado de: Mullory, 2005. 
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Os avanços no estudo dos carboidratos ajudaram a conhecer a ação 

farmacológica de alguns destes polissacarídeos e desenvolver novos tipos de compostos 

com finalidade terapêutica. (Pomim V.H e Mourão, Paulo A.S, 2006).   

Diante disso, muitos compostos estão sendo testados no mundo em busca de 

novos fármacos.  

 

1.3 Galactanas sulfatadas 

  

 Galactanas são polímeros geralmente compostos por unidades repetidas de 

galactopiranosil que possuem sulfatação nas ramificações na forma α-L, α-D ou β-D. 

Elas são moléculas de alto peso molecular (geralmente mais de 100 kDa) isoladas 

principalmente de organismos marinhos como algas e invertebrados (Pomin, 2012). 

Alguns destes compostos, especialmente os extraídos de alga vermelha, urocordados e 

equinodermas, mostram estruturas químicas bastante regulares, possuindo padrões de 

sulfatação bem definidos. Essa estrutura regular é especialmente rara entre quaisquer 

outros polissacarídeos de alto peso molecular encontrados na natureza (Pomin, 2012) 

 As galactanas possuem uma grande quantidade de efeitos biológicos para os 

quais já foram descritos (Cumashi et al., 2007). Nos últimos anos muitos grupos de 

pesquisa têm procurado possíveis utilizações terapêuticas neste grupo de moléculas, e já 

foram descritas algumas ações, como na inflamação, coagulação, trombose, 

angiogênese, câncer, estresse oxidativo, cicatrização, entre outros. (Pomin, 2012) 

 O pontencial anti-inflamatório desse composto está relacionado à ação em 

diversos pontos durante o recrutamento de leucócitos para o local da inflamação. Porém 

a ação mais relevante já descrita é a inibição das selectinas nas células endoteliais, 

reduzindo o rolamento de leucócitos  (Cumashi et al., 2007 );(Proudfoot, 2006). 

 Os potenciais anticoagulantes e antitrombóticos das galactanas são os mais 

estudados dentre todos os seus efeitos conhecidos. Isso ocorre devido à necessidade do 

desenvolvimento de novos fármacos em função do aumento da incidência de doenças 

cardiovasculares (Yu et al., 2000). Já em relação à angiogênese, esse polissacarídeo age 

contra a neovascularização principalmente pelo seu potencial inibitório contra os 

principais agentes pró-angiogênicos (Koyanagi et al., 2003). . 

Atualmente alguns grupos de pesquisa vem tentando descobrir se galactanas são 

também capazes de atuar em moléculas específicas como a Galectina-3 (Gal-3), que foi 
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descrita como sendo um importante marcador para várias etapas do processo de 

metástase. (Ochieng; Furtak; Lukyanov, 2004); (Liu; Rabinovich, 2005) 

 As galactanas usadas neste trabalho foram extraídas da matriz gelatinosa que 

recobre os óvulos do ouriço-do-mar Echinometra lucunter e da túnica da ascídia Styela 

plicata. Uma galactana é 2-O-Sulfatada 1 → 3 ligada (Echinometra lucunter) e a outra é 

3-O-Sulfatada 1 → 4 ligada e 2 → 1 ramificada (Styela plicata). (Figura 2) 

 

 

 

Figura 2. Estrutura química das galactanas sulfatadas. Em (A) Galactana do ouriço-do-mar 

Echinometra lucunter [→3-α-L-Galp-2(OSO3−)-  e em (B) a galactana da ascídia Styela plicata {→4)-α-

L-Galp-2[→1)-α-L-Galp]-3(OSO3−). Adaptado de Pomin H. Vitor, 2008 e 2012. 

 
 

 Os polissacarídeos extraídos da matriz gelatinosa do Echinometra lucunter estão 

relacionados à transdução de sinal que dá inicio a reação acrossomal nestes animais 

(Rothschild, 1949). Eles também são responsáveis por evitar a fecundação cruzada entre 

espécies, visto que cada polissacarídeo é espécie-específico (Alves et al., 1997); (Vilela-

Silva; Hirohashi; Mourão, 2008). A função e importância da galactana na sobrevivência 

da ascídia Styela plicata ainda não foi entendida completamente. 

  

 Nosso grupo já realizou pesquisas com a galactana do Equinometra lucunter e 

sua interação com plaquetas no contexto de metástase. Este trabalho visa ampliar um 

pouco mais a linha de atividade biológica da Echinometra lucunter e comparar sua ação 

com a galactana da Styela plicata na interação com a molécula de galectina-3. 

 

1.4 Lectinas 

  

As primeiras lectinas descritas foram encontradas em plantas e durante muito 

tempo foi objeto de estudo de vários pesquisadores. Estes estudos iniciais foram 

A B 
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essenciais para a análise de estrutura e função de glicoconjugados presentes em células 

animais (Drickamer; Taylor, 1993).  Em 2001, Lis e Sharon (Sharon; Lis, 2001) 

publicaram uma revisão sobre lectinas e descreveram a possível presença dessas 

proteínas em células animais, fazendo com esse estudo fosse rapidamente difundido.  

As lectinas são definidas como proteínas que reconhecem e se associam, de 

forma reversível, com elevada afinidade e especificidade, a carboidratos, porém não 

apresentam atividade enzimática (Van Damme et al., 1995) (Holíková et al., 2002); 

(Loris, 2002). Elas são moléculas ubíquas, sendo capazes de interagir com os açúcares 

através de uma região denominada de Domínio de Reconhecimento a Carboidratos 

(CRD), que é conservada em cada tipo de lectina (Ni; Tizard, 1996). O processo de 

interação com os carboidratos acontece através de pontes de hidrogênio e interações de 

Wan deer Walls, que são estabelecidas entre os carboidratos e os resíduos de 

aminoácidos presentes em um sítio específico da lectina (Weis; Drickamer, 1996). Em 

consequência dessa característica de ligação ao carboidrato, as lectinas conseguem 

participar de uma grande variedade de processos biológicos, como: reconhecimento 

célular, interação entre células, fertilização, adesão celular, interação entre célula-

matriz, aglutinação de células e bactérias (Ramos et al., 2001) .  

A ligação que as lectinas promovem com os receptores glicídicos da membrana 

celular é a base molecular para as várias respostas que essas proteínas são capazes de 

induzir nos mais diversos sistemas biológicos. Quando interagem com os 

glicoconjugados presentes na superfície celular, as lectinas podem levar a formação de 

ligação cruzada entre células adjacentes, causando aglutinação das mesmas (Hilgert et 

al., 1983); (Van Damme et al., 1995). 

As lectinas possuem especificidade em relação aos diferentes carboidratos, isso 

possibilita a sua utilização em pesquisas biológicas e médicas, tornando-se ferramentas 

importantes no processo de purificação e caracterização de polissacarídeos ou 

glicoconjugados, caracterização de grupos sanguíneos, identificação de células 

malignas, diferenciação de células patogênicas e caracterização dos estágios de 

desenvolvimento de microrganismos (Shibuya et al., 1986) 

Peumans e Van Damme em 1995 (Van Damme et al., 1995), agruparam as 

lectinas em diferentes classes: Merolectinas são proteínas de pequeno tamanho e que 

possuem apenas um domínio de ligação ao carboidrato, sendo assim incapazes de 

precipitar glicoconjugados ou aglutinar células; Halolectinas possuem, no mínimo, dois 
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domínios idênticos ou homólogos que se ligam ao mesmo carboidrato ou açúcares de 

estrutura similar. Estas proteínas são conhecidas como moléculas di ou multivalentes, 

capazes de promover a aglutinação de células e/ou precipitar glicoconjugados; 

Quimerolectinas possuem um ou mais domínios que podem se ligar a carboidratos, 

associado(s) a outro domínio distinto, que possui atividade enzimática ou outra 

atividade biológica que não depende do domínio de ligação ao carboidrato. Em 1998, 

Van Damme et al.,(Peumans; Van Damme, 1998) sugeriram a existência de um quarto 

grupo, o das superlectinas, que são proteínas quiméricas, constituídas de, no mínimo, 

dois domínios ligantes de carboidratos, que possuem diferenças estruturais e 

reconhecimento de carboidratos distintos.  

As lectinas formam um grupo de proteínas heterogêneas que variam de acordo 

com o tamanho, estrutura e organização molecular, porém possuem a característica de 

reconhecer e interagir com sítios contendo glicoconjugados (Sharon; Lis, 2001).  

Inicialmente as lectinas foram chamadas de aglutininas, termo que é derivado da 

capacidade de aglutinar células vermelhas do sangue. A primeira aglutinina a ser isolada 

foi em um vegetal, Ricinus communis, por Stillmark, em 1888. A primeira aglutinina 

animal foi isolada em 1960 do veneno da cascavel Crotalus durissus (Kilpatrick, 2002). 

As lectinas animais são classificadas de acordo com a homologia de suas 

estruturas primárias. Sendo assim, já foram descritas cerca de 10 famílias de lectinas: 

Tipo S, Tipo I, Tipo P, Tipo L, Anexinas, Calreticulinas/Calnexinas, Discoidinas, 

Eglectinas, Eel aglutininas, Tipo fibrinogênio, Pentraxinas, além das galectinas e 

lectinas do Tipo-C, que são as duas maiores famílias de lectinas do reino animal 

(Kilpatrick, 2002). 

Estas moléculas são abundantes na natureza e podem ser encontradas em quase 

todos os organismos, vegetais, vírus, bactérias, mamíferos e outros grupos de 

invertebrados (Kilpatrick, 2002) (Gerlach et al., 2005). Nos animais invertebrados dois 

tipos de lectinas são observados: as citoplasmáticas, que são extraídas com soluções 

aquosas e salinas e as lectinas de membrana que necessitam do uso de detergentes para 

a sua solubilização (Kilpatrick, 2002) 

Embora as lectinas presentes nos animais apresentem uma variedade de funções, 

a maioria é considerada como moléculas de reconhecimento, uma vez que agem no 

processo de defesa contra patógenos e participam do tráfego celular (Kilpatrick, 2002). 
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Hoje se sabe que elas também podem atuar promovendo a estimulação mitogênica de 

linfócitos e aglutinação de células cancerosas (Lis; Sharon, 1973). 

 

1.5  Lectinas em invertebrados marinhos  

  

Os invertebrados não possuem uma sistema imune adaptativo baseado na 

especificidade de antígenos e receptores como os vertebrados possuem (Marques e 

Barracco, 2000). Na ausência de mediadores da imunidade adquirida, lectinas presentes 

em tecidos dos invertebrados agem como anticorpos naturais, fornecendo o que seria a 

primeira linha de defesa, podendo, assim, desencadear um importante mecanismo efetor 

na eliminação de patógenos (Yang e Yoshino, 1990). 

 Devido a característica das lectinas de reconhecer carboidratos e promover 

aglutinação de diferentes células, podemos inferir que são moléculas que possuem papel 

considerável no reconhecimento do material exógeno (Marques e Barracco, 2000). 

Atualmente a família das galectinas e das selectinas, especialmente a P-selectina, 

tem sido estudadas devido sua participação no desenvolvimento do câncer e elas são o 

alvo do nosso presente estudo. 

 

1.6 Galectinas 

 

As galectinas fazem parte da família das lectinas animais que é definida por sua 

habilidade de reconhecer glicoconjugados que possuem β-galactosídeos, através de seu 

domínio de reconhecimento de carboidratos (CRD). Algumas galectinas estão presentes 

em diversos tecidos enquanto outras apresentam uma localização mais específica. Elas 

estão envolvidas em diversos processos fisiológicos e patológicos como proliferação, 

adesão, diferenciação celular, sinalização, apoptose, resposta imune, angiogênese e 

progressão tumoral (Liu; Rabinovich, 2005); (Fortuna-costa et al., 2014); (Punt et al., 

2015).  

 Até o momento já foram identificadas 15 galectinas (Figura 3) presentes em 

mamíferos, sendo 11 encontradas em humanos (Punt et al., 2015). Os membros desta 

família foram separados em três grupos de acordo com sua estrutura molecular sendo: 

Galectinas monovalentes, caracterizadas por possuírem uma única Região de 

Reconhecimento ao Carboidrato (CRD), podendo formar homodímeros, tornando-se 
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dessa forma bivalentes (fazem parte deste grupo as galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 

15); Galectinas bivalentes que possuem dois CRDs que são unidos por uma sequência 

de repetição em tandem (galectinas 4, 6, 8, 9, 12); E galectinas quiméricas, 

caracterizadas por possuírem um único CRD conectado a uma sequência repetida de 

aproximadamente 100 aminoácidos, semelhante ao colágeno (Galectina-3). Essa 

sequência é rica em prolina, tirosina e glicina e possui um pequeno domínio N-terminal 

que é composto por 12 aminoácidos e que possui sítio de fosforilação em serina (Liu; 

Rabinovich, 2005). 

 O Domínio de Reconhecimento de Carboidrato presente nas galectinas é 

conservado, possuindo aproximadamente 130 aminoácidos. Entretanto, apenas um 

número restrito dos resíduos de aminoácidos do CRD irão mediar a interação com os 

glicanos  (Liu; Rabinovich, 2005) (Liu; Rabinovich, 2005); (Rabinovich e Toscano, 

2009).  

 

 

 

 

 

A galectina-3 (Gal-3) é a única representante do tipo quimera, sendo composta 

por 250 resíduos de aminoácidos e com peso aproximado de 31kDa (Liu; Rabinovich, 

2005); (Newlaczyl; Yu, 2011). Estudos demonstraram que mecanismos epigenéticos 

podem controlar a expressão de Gal-3, podendo levar a transformação maligna e 

progressão tumoral (Jin et al., 2005). 

Um dos principais locais onde a Gal-3 pode ser encontrada é no citoplasma. 

Pode, também, atravessar membranas e ser encontrada em mitocôndrias (Yu et al., 

2000) e no núcleo (Moutsatsos et al., 1987); (Paron et al., 2003); Carvalho  et al., 

  TIPO                      ESTRUTURA               GALECTINA 

Figura 3. Estrutura de galectinas caracterizada de acordo com a sua região de reconhecimento a carboidrato 

(CRD). Galectina dimérica consiste em duas subunidades iguais que estão associadas uma a outra. Galectinas tandem 

possuem dois CRDs distintos ligados por uma ligação peptídica. A galectina quimera pode estar presente tanto na forma 

de monômero como multivalente.  Adaptado de Liu e Rabinovich, 2005 

Figura 2 
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2014).  Essa lectina não possui o peptídeo sinal que direciona as proteínas para a via 

secretória clássica mesmo assim ela pode ser encontrada no meio extracelular. Ainda 

não se conhece o mecanismo responsável por sua secreção, mas existem algumas 

sugestões de que isso ocorra através de vesículas extracelulares (Mehul e Hughes, 

1997); (Baptiste et al., 2007); (Fei et al, 2015) e que o domínio N-terminal possa ser 

responsável por localizar a Gal-3 nessas estruturas (Menon e Hughes, 1999). O fato de 

estar no meio extracelular possibilita que a Gal-3 interaja com inúmeros ligantes, tanto 

na matriz extracelular como na superfície celular (figura 4). Essa rota incomum de 

secreção evita a ligação prematura de galectinas a oligossacarídeos em glicoproteínas 

nascentes. Após a liberação da galectina no meio extracelular elas podem se ligar a β-

galactosídeos presentes em glicoconjugados que se encontram na superfície da célula, 

resultando na modulação da sinalização, adesão e sobrevivência da célula (Rabinovich 

et al., 2002).  

 

   

 

 

Transdução de sinal Oligossacarídeos 

contendo galactose 

Galectina-3 (Oligômero) 

Um CRD (Dímero) 

Dois CRD  

Interação célula-célula 

e célula-matriz 

Formação de lattice 

Figura 4. Interação célula-célula e célula-matriz na presença de galectina-3. Adaptado de Liu e Rabinovich, 2005. 
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Intracelularmente a Gal-3 é encontrada basicamente na sua forma monomérica 

mas, quando secretada e na presença de ligantes glicosilados para seu domínio de 

reconhecimento de carboidratos, ela pode se polimerizar através da interação entre seus 

ligantes N-terminal livres até formar pentâmeros (Figura 5). Essa capacidade de se 

oligomerizar a torna capaz de formar “pontes” entre seus ligantes presentes em 

glicoconjugados, formando um arranjo na superfície celular denominado lattice. Este 

complexo de interações multivalentes promove o cross-linking de glicoproteínas e 

glicolipídeos, promovendo a formação destes lattices organizados de galectinas e 

glicanos capaz de modular funções celulares (Di Lella et al, 2011; Fortuna-Costa et al., 

2014; Elola et al., 2015; Nabi, Shankar, Dennis 2015). 

 

 

 

 

 

 Inúmeras pesquisas vêm descrevendo a relação entre expressão de Gal-3 e a 

progressão tumoral (Newlaczyl; Yu, 2011). Quando se compara a expressão de 

galectina-3 em células normais e em câncer de tireoide, por exemplo, pode-se perceber 

a elevação dos níveis desta lectina. Por outro lado, em casos de tumores relacionados ao 

sistema reprodutivo é observada uma redução da expressão de Gal-3 durante a 

progressão da doença (Punt et al., 2015) . 

 

 

 

Figura 5. Representação esquemática da estrutura monomérica de galectina-3 e galectina-3 que possui dimerização 

na região C-terminal na ausência de ligantes e polimerização da região N-terminal na presença de carboidratos 

ligantes. Adaptado de Newlaczyl e Yu, 2011. 
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1.7 Galectina-3 e o câncer 

 

Ainda existem muitas dúvidas sobre a real função da galectina-3 no câncer 

(Tabela 2). Alguns estudos demonstram que a galectina-3 age como molécula anti-

apoptótica enquanto outros como apoptótica. Assim como em alguns tumores, a 

expressão desta lectina está reduzida sendo associada a aquisição de um fenótipo 

invasivo e metastático (Castronovo et al., 1996); (Idikio, 1998). Outros estudos não 

encontram significância na expressão de Gal-3 no prognóstico desta doença (O’driscoll 

et al., 2003); (Logullo et al., 2007)). Por outro lado, alguns estudos demonstram que o 

aumento da expressão de galectina-3 possa estar associado a subtipos específicos de 

câncer (Koo; Jung, 2011).   

 

          

 

 

 

 O microambiente do tumor é caracterizado pela presença de glicosilações 

aberrantes. Essas aberrações são capazes de promover mudanças no nível de expressão 

da glicosiltransferase no complexo de Golgi de células cancerígenas. Várias evidências 

apontam para um aumento no tamanho e ramificação de glicanos N-ligados como uma 

característica do câncer de cólon e mama. Essa mudança usualmente acontece devido a 

elevada expressão de β-1,6-N-acetiltransferase. (Kyselova et al., 2007) 

Tabela 2. Divergentes efeitos da galectina-3 em células cancerígenas em diferentes localizações. 

Adaptado de (Newlaczyl; Yu, 2011). 

 

Tabela 2. Divergentes efeitos da galectina-3 em células cancerígenas em diferentes localizações 
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 O estabelecimento de novos vasos capilares é um processo de grande 

importância para a continuidade do crescimento tumoral, configurando também uma 

rota de disseminação das células malignas. Nangia-Makker e colaboradores criaram a 

hipótese de que a Gal-3 secretada pelas células tumorais estaria envolvida na 

angiogênese. Os autores demonstraram que, in vitro, a galectina-3 extracelular afeta o 

comportamento das células endoteliais através da regulação da formação de tubos 

capilares de modo dependente do domínio de CRD. Além disso, foi visto que a Gal-3 

secretada pelas células tumorais induz a migração de células endoteliais e que, in vitro, 

os tumores apresentam maior densidade de vasos capilares do que os tumores gerados 

pelas células parentais sem a expressão de Gal-3 (Nangia-Makker et al., 2000). 

 Alguns autores conferem esse aumento da expressão de Gal-3 a glicosilação que 

ocorre de forma acentuada em pacientes com câncer. Essa glicosilação aberrante foi 

descrita pela primeira vez há 45 anos e desde então tem sido demonstrado a ocorrência 

de mudanças fundamentais no padrão de glicosilação de glicoproteínas secretadas e de 

superfície celular, que ocorrem durante a transformação maligna e a progressão do 

câncer (Munkley et al., 2016).  

 Sabe-se, também, que a expressão de Gal-3, assim como a aquisição do fenótipo 

maligno, é dependente do tipo de célula em questão (Prasad e Gopalan, 2015). Por isso 

o modelo para investigar as funções de Gal-3 no câncer devem ser interpretados e 

avaliados com cautela. 

 

1.8 P-selectina e a inflamação 

 
A inflamação é definida como um mecanismo fisiopatológico em resposta à 

invasão de um agente infeccioso, ou por uma lesão de origem variada (térmica, química, 

física ou mecânica), ou até mesmo por uma resposta autoimune, que resulta em reações 

locais e sistêmicas no organismo. Este processo é formado por vários fenômenos 

(vasculares, bioquímicos e celulares) que podem se associar e formar uma reação em 

cascata que envolve uma interação das células inflamatórias (neutrófilos, linfócitos, 

monócitos/macrófagos, plaquetas) e vasculares (endoteliais e células da musculatura 

lisa). Esse processo tem a finalidade de remover o estímulo indutor e dar início a 

recuperação tecidual total (Tedgui e Mallat, 2001). 
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A resposta inicial a um agressor é denominada de fase aguda da inflamação. 

Entre as características encontradas nessa fase estão a vasodilatação com aumento da 

permeabilidade vascular e exsudação de líquidos e proteínas plasmáticas, migração de 

leucócitos, com predominância de neutrófilos para o foco inflamatório e alteração 

sistêmicas como dor, febre e elevação nos níveis de determinadas proteínas, que são 

caracterizadas como proteínas da fase aguda, como o fibrinogênio (Bauhmann; Gauldie, 

1994). 

A migração de leucócitos para o local da inflamação ocorre em função da 

interação destes com as células endoteliais, através de proteínas adesivas em sua 

superfície, chamadas de moléculas de adesão. Esta fase é intermediada por diferentes 

mediadores inflamatórios e quimiotáticos, os quais levam a um aumento da interação 

entre neutrófilos e células do endotélio, o que facilita a migração dos neutrófilos a favor 

de um gradiente de substâncias quimiotáticas no sítio inflamatório (Mcever, 1992; 

Huttenlocher et al., 1995)( Figura 6). 

 

 

 

 

 

 As selectinas estão presentes em leucócitos, células endoteliais e plaquetas. Elas 

são capazes de se ligar a moléculas glicosiladas que estão presentes na superfície de 

outras células e, em geral, medeiam adesão de baixa afinidade entre os leucócitos e 

endotélio. Mesmo essas interações sendo fracas e reversíveis, elas são suficientes para 

Figura 6. Estágios do processo de inflamação aguda. As etapas consistem em: Rolamento dos 

leucócitos, ativação das integrinas, aderência estável com posterior migração através do endotélio. 

Adaptado de: Elsevier, Kumar et al. Disponível em: studentconsult.com 
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determinar a desaceleração e rolamento de leucócitos no endotélio vascular (Rankin, 

2004).  

 O primeiro contato entre o neutrófilo e o endotélio ativado é mediado pela 

interação das selectinas -P e -E no endotélio e a mucina presente na superfície. 

Concomitantemente, a L-selectina, que é expressa constitutivamente nos neutrófilos, 

liga-se ao conjunto de mucinas na superfície do endotélio. Essas ligações formadas são 

de rápida dissociação permitindo que os neutrófilos rolem na parede do vaso impelidos 

pelo fluxo do vaso sanguíneo sendo expostos a componentes quimiotáticos como: 

fibrina; fatores solúveis plaquetários; mediadores de mastócitos, entre outros (Carlos e 

Harlan, 1994) 

 A presença destas quimiocinas induz alterações de outras adesinas na superfície 

dos leucócitos, as integrinas. Esse reconhecimento é de maior avidez aos ligantes 

expressos no endotélio, o que leva a imobilização de neutrófilos e promove sua firme 

aderência à parede do vaso. Logo após a aderência ao endotélio, é iniciado o processo 

de transmigração através do vaso (Smith, 2008; Weber et al., 2007) envolvendo a 

participação de moléculas juncionais (Petri; Bixel, 2006). Os leucócitos emitem 

pseudópodes entre as células endoteliais, conseguindo atravessar a membrana basal 

migrando para o espaço intersticial, em direção ao foco da lesão. Este processo é 

dirigido por gradiente de quimiocinas e facilitado pela interação das integrinas aos 

componentes da matriz extracelular (Cronstein e Weissman, 1993).  

Diante disto, perguntamos se as galactanas purificadas nesse trabalho seriam 

capazes de interagir com a P-selectina expressa pelas células endoteliais impedindo 

assim a ligação das células inflamatórias e diminuindo a inflamação aguda. 
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

O número de pessoas com câncer tem aumentado de maneira considerável em 

todo o mundo, principalmente a partir do século passado, configurando-se, na 

atualidade, um dos mais importantes problemas de saúde pública mundial, sendo 

responsável por mais de seis milhões de óbitos a cada ano, representando cerca de 12% 

de todas as causas de morte no mundo (Maximiliano e Cláudia Vitória, 2005).   

Apesar de nos últimos anos ter havido melhora na detecção precoce e no 

tratamento do câncer, a doença metastática, que resulta do espalhamento das células 

tumorais para outras partes do corpo, é a principal causa de morte de pacientes com esta 

patologia (World Health Organization, 2008). Este processo ainda é pouco entendido e 

frequentemente não pode ser tratado devido a inexistência de terapias especificas para 

controlar ou bloquear a metástase (Hait, 2010). Portanto, se faz necessário uma melhor 

compreensão acerca dos mecanismos celulares e moleculares que estão envolvidos no 

processo metastático.  

Inúmeras evidências apontam para um relevante papel da galectina-3 

extracelular em etapas essenciais na progressão tumoral e da metástase. Devido a este 

fato, a Gal-3 tem sido explorada como um alvo terapêutico (Fortuna-costa et al., 2014) . 

Nosso laboratório já demonstrou o potencial anti-metastático de análogos de 

heparina que foram isolados de invertebrados marinhos (Gomes et al., 2015). Estes 

glicanos atuam impedindo a formação de complexos entre células tumorais e plaquetas 

na circulação. Isso ocorre devido à inibição da interação entre a P-selectina da plaqueta 

ativada com os oligossacarídeos das células tumorais e essa inibição também faz com 

que ela não seja capaz de iniciar o rolamento dos leucócitos, diminuindo assim o 

infiltrado inflamatório no sítio da inflamação aguda (Teixeira, 2013) 

Diante disto, investigamos se os análogos da heparina com os quais temos 

trabalhado no laboratório poderiam diminuir os efeitos causados pela Gal-3 extracelular 

na indução da migração de células cancerígenas e se possuem a capacidade de inibir a 

P-selectina atenuando assim o processo de inflamação aguda.  
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3. OBJETIVO DO ESTUDO 

Avaliar, in vitro, a atividade das galactanas sulfatadas isoladas do ouriço-do-mar 

Echinometra lucunter e da ascídia Styela plicata na inibição da migração de células 

MDA-MB-231 promovida pela galectina-3 extracelular e in vivo os efeitos anti-

inflamatórios da galactana do E.lucunter em um modelo de inflamação aguda 

dependente de P-selectina. 

3.1 Objetivos específicos  

Extrair e isolar os polissacarídeos do ouriço-do-mar Echinometra lucunter e da 

ascídia Styela plicata; 

Avaliar in vitro os efeitos das galactanas sulfatadas na migração celular em 

sistema transwell  da linhagem humana MDA-MB-231 induzida pela galectina-3 

extracelular;  

Testar in vivo o efeito da galactana do ouriço-do-mar Echinometra lucunter na 

inflamação aguda induzida por tioglicolato. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

  

4.1 Obtenção e coleta dos materiais 

4.1.2 Echinometra lucunter e Styela plicata 

   

O ouriço da espécie Echinometra lucunter e a ascídia Styela plicata foram 

coletados por mergulho livre na praia da Urca, Baía de Guanabara, cidade do Rio de 

Janeiro. 

 

4.2 Extração dos polissacarídeos do ouriço-do-mar  

 

           A extração dos polissacarídeos foi realizada através do isolamento dos gametas 

do ouriço-do-mar por injeção intracelômica de KCl 0,5 M (≈ 5mL/por indivíduo). O 

ouriço foi mantido com a porção dorsal do corpo para baixo, sobre uma placa de petri, 

com a finalidade de retirar os gametas. Os ovócitos foram identificados por 

apresentarem uma cor amarelada. 

Depois de retirados, os ovcitos foram lavados com água do mar artificial sem 

cálcio e com 10 mM de EDTA, em pH 8. Esse material foi mantido em banho de gelo, 

onde o pH foi ajustado para 5 com 0,1M HCl, permanecendo nesse pH por 5 minutos e 

depois ajustado novamente para 8, com adição de NaOH. Ao final desse processo o 

material foi centrifugado durante trinta minutos. O sobrenadante resultante da 

centrifugação foi dializado com água destilada durante 48h e posteriormente liofilizado 

com a finalidade de retirar toda água da amostra. 

           O processo de digestão foi iniciado com a pesagem do gel bruto seco derivado da 

extração.  O tecido foi hidratado em 300µl de tampão de digestão durante 24h a 4
o
C, 

composto por 100 mM de acetato de sódio anidro, 5 mM de EDTA bissódico e 5mM de 

cisteína, em pH 5. 

 

4.3 Extração dos polissacarídeos da ascídia 

O protocolo utilizado foi descrito por Albano e Mourão em 1986.  Primeiramente 

realizamos a separação da túnica e vísceras das ascídias. As túnicas foram limpas e 
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armazenadas em um béquer contendo álcool, tendo realizado três trocas em um 

intervalo de 24h, para a retirada de impurezas e lipídeos.  

O tampão de digestão foi preparado contendo água destilada contendo 0,5 M 

acetato de sódio anidro; 0,03M EDTA; 0,02M cisteína, pH para 5,0.  

 Os polissacarídeos totais foram extraídos da túnica por digestão proteolítica com 

papaína, em uma concentração correspondente a 10% do volume da amostra. Cada 

digestão foi feita em banho-maria a 60
o
C durante 24h., sendo o tampão trocado três 

vezes em intervalos de 24h. A papaína foi adicionada ao tampão a cada troca. 

 Após 72h do processo de digestão proteolítica, realizamos a centrifugação do 

material dos três dias, sendo o sobrenadante guardado e a solução remanescente 

descartada. Após este processo foi adicionado um volume de etanol absoluto 

correspondente a três vezes o volume do material centrifugado e este foi armazenado a  

-20
o
C durante 24h.  

 Após 24h centrifugamos o material, descartamos o sobrenadante e o pellet 

contendo o extrato bruto foi armazenado em estufa a 60 
o
C até que o álcool fosse 

totalmente evaporado.  

 

4.4 Purificação dos polissacarídeos 

4.4.1 Echinometra lucunter 

Os extratos brutos de polissacarídeos (≈ 100mg) das matrizes gelatinosas dos 

óvulos dos ouriços-do-mar foram aplicados em uma coluna de troca iônica DEAE 

celulose, equilibrada com tampão de 5 mM acetato de sódio, pH 5, segundo protocolo 

descrito por Cardoso, L.E.M em 1994. 

Para a eluição dos polissacarídeos da coluna foi realizado um gradiente crescente 

de 0 a 3M de NaCl em um tampão acetato de sódio, pH 5.  O fluxo da coluna foi de 

12mL/h durante o qual foram coletadas frações que foram testadas por metacromasia. 

Ao fim da cromatografia obtivemos um rendimento de 44,2mg da galactana.  

O monitoramento das frações foi realizada através do teste da dosagem de 

hexose (método de Dubois). As frações que foram identificadas através destes testes 

contendo α-Lgalactana sulfatada (E. lucunter) foram agrupadas, dialisadas em água 

destilada e posteriormente liofilizadas.  
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4.4.2 Styela plicata 

 

Os extratos dos polissacarídeos da túnica da ascídia foram aplicados em uma 

coluna de exclusão por tamanho, Superose 12, sendo equilibrada com acetato de sódio e 

eluída em um tampão com 3M de NaCl, 0,02M de Tris e 1M de EDTA em um pH 6. Ao 

fim deste processo obtivemos um rendimento de 1,03 mg.  

O tempo de eluição foi de 50 minutos e as frações coletadas testadas por 

metacromasia para verificar a presença de polissacarídeos. As frações que foram 

identificadas através deste teste como contendo α-galactana sulfatada (S.plicata) foram 

agrupadas, dialisadas e liofilizadas. 

 

            4.4.3 Eletroforese em gel de agarose 

 

Os polissacarídeos previamente purificados através da cromatografia foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose, como descrito por Dietrich e Dietrich, em 

1976. Para isso utilizamos volumes de cada amostra correspondente ao mínimo 

necessário para um resultado positivo no teste de metacromasia. Estas amostras foram 

aplicadas em um gel 0,5% de agarose, em tampão 50 mM de 1,3-diaminopropano/ácido 

acético, pH 9, sendo submedido a um campo elétrico com intensidade de 110V, por 

aproximadamente 1h. 

 Ao término da eletroforese, as amostras foram precipitadas no gel em uma 

solução de brometo de cetiltrimetilamônio, 0,1% (cetavlon), onde ocorreu a precipitação 

dos polissacarídeos na malha do gel, permanecendo nesta solução até o dia seguinte. 

Posteriormente o gel foi seco sob calor e corado em azul de toluidina 0,1% e descorado 

em uma solução de ácido acético:etanol:água (0,1:5:5, v/v).    

 

4.5 Cultura de células 

  

Para os experimentos in vitro foram utilizadas células da linhagem MDA-MB- 

231 crescidas em monocamadas em garrafas, utilizando-se meio de cultura DMEM alta 

glicose com 10% de soro fetal bovino, a 37 
o
C e 5% de CO

2
 .  

 A passagem das células foi realizada a cada três ou quatro dias seguindo o 

seguinte procedimento: o meio é desprezado e a monocamada de células lavada com 
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PBS. É adicionada tripsina , esperamos por 5 minutos para que as células não estejam 

mais aderidas ao fundo da garrafa, com isso elas são suspensas em meio de cultura e 

repassadas para novas garrafas. 

 

4.6 Os animais 

 

Os animais utilizados no experimento de inflamação foram camundongos da 

linhagem C57/BL6.  Os protocolos experimentais com animais de laboratório utilizados 

no presente trabalho foram aprovados pela Comissão de Ética com animais em 

Experimentação Científica do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro. 

 

4.7 Migração em sistema de transwell  

 

Esse ensaio foi realizado em insertos com poros de 8µm em uma placa de 24 

poços, utilizando uma concentração de 10
5
 células de câncer de mama humano MDA-

MB-231 por inserto. Na parte superior de cada inserto foram adicionadas as seis 

diferentes condições (controle negativo, controle positivo, controle de tratamento e as 

três diferentes concentrações da galactana sulfatada do E. lucunter ou da S. plicata) em 

meio DMEM alta glicose, na ausência de soro fetal bovino (SFB) e na parte inferior 

650µl de meio DMEM alta glicose com 10% SFB (Figura 7). No controle negativo e 

no controle positivo as células permaneceram na ausência ou presença de 4µg/mL de 

galectina-3, respectivamente. No controle de tratamento as células permaneceram na 

presença de 10µg/mL da respectiva galactana sulfatada. As três condições 

experimentais consistiam em uma concentração fixa de 4µg/mL de galectina-3, e as 

galactanas sulfatadas nas concentrações de 10µg/ml, 1µg/mL e 0,1µg/mL. 
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Após seis horas de migração as células que não migraram foram removidas da 

parte superior do inserto com um cotonete molhado com PBS e as células que 

permaneceram no inserto foram fixadas com metanol. As membranas foram coradas 

com solução de cristal violeta 1%  para que pudéssemos fotografar e quantificar o 

número de células que migraram através do software Image J. 

 

 

4.8 Modelo de peritonite aguda 

 

Camundongos machos C57/BL6 de 8 a 10 semanas receberam injeção pela veia 

da cauda de 100µg  da galactana sulfatada de E.lucunter, diluída em 100µL de PBS, ou 

100µL de PBS somente. Após 15 minutos, eles receberam injeção intraperitoneal de 

1mL de uma solução estéril de meio tioglicolato , 4% diluída em PBS. Após 3 horas os 

camundongos foram sacrificados e as células presentes na cavidade peritoneal do 

animal recolhidas por lavagem com 8mL de PBS. O material da lavagem foi 

centrifugado por cytospin (900 RPM por 5 minutos) e corado com Wright Stain. Após 

este processo, foi realizada a contagem diferencial de leucócitos polimorfonucleares 

(PMN).  

 

 

 

 

 

Figura 7. Imagem demonstrativa do ensaio em sistema transwell.  Na parte superior são 

adicionadas as amostras e as células em meio sem soro e na parte inferior meio com soro, 

levando a formação de um gradiente de quimioatração.  Disponível em: 
pharmacocell.co.jp/en/products/bbbtest_e.html 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 Isolamento da galactana sulfatada do ouriço-do-mar Echinometra lucunter 

 

Os polissacarídeos extraídos da membrana gelatinosa que recobre os óvulos dos 

ouriços foram purificados em uma coluna de troca iônica DEAE-celulose e submetidos 

ao teste de metacromasia onde conseguimos identificar a presença de diversos picos de 

absorbância. Verificamos também a condutividade de cada fração com a  finalidade de 

estimar a molaridade do tampão.  Porém, já é conhecido pela literatura que a galactana 

sulfatada dos óvulos do Echinometra locunter é o segundo composto a ser eluído na 

purificação por este método. Diante disto, descartamos as demais frações e coletamos 

apenas as referentes ao segundo pico. 

 

 

 

 

 

 

Essas frações foram dialisadas e liofilizadas. Ressuspendemos o material seco na 

concentração desejada e realizamos uma eletroforese em gel de agarose com a 

finalidade de observar se as frações escolhidas tinham sido de fato purificadas. No gel 

podemos observar que as quatro bandas referentes às frações estão na mesma altura que 

Figura 8. Extração da galactana sulfatada do E. lucunter. O cromatograma representa uma das 

passagens pela coluna DEAE-celulose e demonstra a absorbância a 525nm das frações coletadas em 

função da molaridade do tampão de eluição para cada fração por onde se passou o produto da extração. 

As frações coletadas estão em destaque na figura.  
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o controle, permitindo inferir que o material proveniente do ouriço-do-mar realmente foi 

purificado. 

 

 

 

 

 

5.2 Isolamento das galactanas sulfatadas da ascídia Styela plicata 

Os polissacarídeos extraídos da ascídia com papaína foram purificados através da 

cromatografia de exclusão de tamanho numa coluna Sepharose 12, onde foram obtidas 

diferentes frações. Já foi demonstrado que através da extração podemos obter três picos 

diferentes (Pavão MSG e Albano M, 1986), com três compostos de diferentes pesos 

moleculares onde a galactana é a primeira a ser eluída da coluna, já que ela possui um 

peso molecular de 100.000 Da enquanto os outros compostos 20.000 Da e 8.000 Da.  

As diferentes frações foram submetidas ao teste de metacromasia com DMB, 

onde pudemos confirmar a presença dos picos descritos na literatura e outros que não 

foram descritos. As frações referentes aos menores e últimos picos foram descartadas. 

 

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose do pico dois das diferentes passagens pela 

coluna DEAE celulose. Pft (padrão de galactana); P(ev) padrão antigo de galactana; 

C1,C2,C3,C4 e C5 são referentes ao pico dois de cada passagem na coluna de DEAE 

celulose. 
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Através desse gráfico escolhemos as frações 27 a 34 (pico 1); 36 a 44 (pico 2)  

48 a 55 (pico 3) e 57 a 61 (pico 4). Estas frações foram dialisadas e liofilizadas. 

Fizemos um gel de agarose para verificar se a purificação da amostra realmente havia 

acontecido. A concentração aplicada no gel foi referente ao teste de metacromasia, onde 

colocávamos 50µl de DMB em uma concentração crescente da galactana e 

observávamos em qual concentração ocorria a mudança de cor do DMB, esta 

concentração era aplicada no gel.  

 No gel podemos observar que as quatro bandas referentes às frações estão na 

mesma altura que o nosso controle, o que nos permite inferir que o material proveniente 

da ascídia foi purificado. 

 

 

 

Figura 10. Extração da galactana sulfatada da ascídia Styela plicata. O cromatograma representa 

a absorbância a 525nm medido por metacromasia das frações coletadas utilizando a coluna de 

superose 12, por onde se passou o produto da extração obtido da ascídia Styela plicata. As frações 

coletadas estão em destaque na figura. 

Figura 4 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose dos picos coletados na cromatografia 

de exclusão por tamanho. Onde Pd é padrão de polissacarídeos; F1, F2, F3, F4 são 

as frações obtidas na cromatografia . 

Figura 5 

Pd                   F1          F2            F3          F4 

Pico 1 

Pico 2 

Pico 3 

Pico 4 
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5.3 Galectina-3 extracelular promove a migração das células MDA-MB 231 

Para dar início aos ensaios in vitro com os polissacarídeos e a Gal-3, realizamos 

um experimento piloto com a finalidade de definir uma concentração eficaz para os 

experimentos a serem realizados com a galectina-3. 

Nesse experimento foram utilizadas três condições: controle negativo, 2µg/mL e 

4µg/mL. As duas concentrações de 2µg/mL e 4µg/mL foram escolhidas pois dados 

anteriores obtidos por nosso grupo demonstraram que essas concentrações levavam a 

um nível significativo de migração.  

O papel da Gal-3 extracelular na migração nestas condições foi investigado 

através do ensaio de migração em sistema transwell. As células migraram na presença 

ou ausência das diferentes concentrações de Gal-3, adicionadas ao compartimento 

superior do inserto de transwell. 
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2µg/mL 4 µg/mL 

Controle 

Figura 12. Testes de concentração de Galectina-3. Efeito da galectina-3 na migração de células de 

câncer de mama MDA-MB-231 por ensaio de transwell. A) Imagens representativas de cada 

condição. As células utilizadas como referência para a contagem estão em destaque na imagem. B) 

Quantificação de células que migraram para a superfície inferior da membrana do sistema de 

transwell sob tratamento com galectina-3 em três concentrações diferentes. Experimento realizado 

em duplicata. (n=1).  

A 

B 

 

Controle 2µg/ml 4µg/ml 
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5.4 Ensaio de migração em sistema transwell  

Tanto o efeito anticoagulante quanto o efeito anti-metastático de polissacarídeos 

sulfatados podem ser encontrados em diversos trabalhos na literatura. O potencial anti-

inflamatório destes compostos está relacionado à ação em diversos pontos durante o 

recrutamento de leucócitos para o local da inflamação. Porém entre os mais importantes 

estão a inibição da ligação das selectinas nas células endoteliais, reduzindo o rolamento 

de leucócitos (Cumashi et al., 2007; Proudfoot, 2006). 

Os potenciais anticoagulante e antitrombótico das galactanas são, com certeza, 

os mais bem estudados. Isso ocorre devido ao fato da necessidade do desenvolvimento 

de novos fármacos em função do aumento da incidência de doenças relacionadas ao 

sangue e ao coração.  

           Diante disto resolvemos estudar os efeitos da galactana do Echinometra lucunter 

frente à migração celular mediada por galectina-3 extracelular. Para isso utilizamos 

células da linhagem de câncer de mama MDA-MB-231 na concentração de 1x10
5
 

células e 4µg/mL de galectina-3 num experimento de migração por 6 horas 
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Controle negativo                             Controle positivo 

  Controle tratamento                                     10µg/mL 

         1µg/mL                                                   0,1µg/mL 

Figura 13. Experimento de migração em sistema transwell. A) Imagens representativas de cada condição. As 

células utilizadas como referência para a contagem estão em destaque na imagem.  B) Quantificação de células que 

migraram após 6 horas para a superfície inferior da membrana do sistema de transwell na presença ou ausência de 

galectina-3 e galactana do Echinometra lucunter em três concentrações diferentes como descrito nos materiais e 

métodos. Experimento realizado em duplicata. (n=3)  

 

A 

B 
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O gráfico mostra a porcentagem de células migrantes em relação ao controle 

negativo, onde cada símbolo faz referência a um dia de experimento, visto que o mesmo 

foi realizado três vezes. As condições foram as mesmas utilizadas no experimento do E. 

lucunter. 

    Observando o gráfico podemos verificar uma redução da migração celular após 

o tratamento com galactana na concentração de 10µg/mL e 0,1µg/mL e um aumento na 

concentração de 1µg/mL. Utilizamos o programa GraphPad  Prism para verificar se o 

resultado obtido possuía significância estatística e observamos a ausência de 

significância.  

Podemos observar também que o controle positivo obteve uma porcentagem de 

migração bem similar ao controle negativo, assim como o controle de tratamento.  

 

 

 

5.5 Ensaio de migração em sistema transwell da galactana da Styela plicata 

 

Trabalhos já foram realizados demonstrando a ação dos polissacarídeos da 

Styela plicata no câncer (Lee et al., 2007).  Diante disso realizamos ensaios de migração 

em sistema transwell para poder comparar o resultado das duas galactanas utilizadas no 

trabalho. 

O gráfico mostra a porcentagem de células migrantes em relação ao controle 

negativo, onde cada símbolo faz referência a um dia de experimento, visto que o mesmo 

foi realizado três vezes. Observando o gráfico podemos verificar uma redução da 

migração celular após o tratamento com galactana na concentração de 10µg/mL e um 

aumento na concentração de 1µg/mL e 0,1 µg/mL. Porém esse resultado não mostrou 

significância quando comparado ao controle. 

Podemos observar também que o controle positivo obteve uma porcentagem de 

migração bem similar ao controle negativo, assim como o controle de tratamento.  
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          1µg/mL                                                       0,1µg/mL 

      Controle de tratamento                                10µg/mL 

  Controle negativo                                 Controle positivo 

Figura 14. Experimento de migração. Efeito da galectina-3 na migração de células de câncer de mama 

MDA-MB-231 por ensaio de transwell. A) Imagens representativas de cada condição. B) Quantificação de 

células que migraram para a superfície inferior da membrana do sistema de transwell na presença ou 

ausência de galectina-3 e galactana da Styela plicata em três concentrações diferentes como descrito nos 

materiais e métodos. Experimento realizado em duplicata. (n=3) 

Figura 7 

 

B 
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5.6 Ensaio de peritonite aguda induzida por tioglicolato 

Além da ação antimetastática, grande parte dos polissacarídeos sulfatados 

apresenta outras funções como antitrombótica, anticoagulante e anti-inflamatória. Na 

inflamação aguda a P-selectina é expressa no endotélio ativado dos vasos sanguíneos 

que irrigam a região inflamada atuando no rolamento dos leucócitos no endotélio, 

fazendo com eles diminuam a sua velocidade e assim possam extravasar do vaso e 

chegar até o tecido.  

Quando a P-selectina está inibida ela não é capaz de iniciar o rolamento dos 

leucócitos, o que atenua o infiltrado inflamatório no sítio da inflamação aguda.  

O tioglicolato 4% foi injetado intraperitonealmente em camundongos C57/BL6, 

após a injeção de 100ug da galactana do E. lucunter ou PBS na veia da cauda. Os 

lavados peritoneais foram recolhidos após 3 horas e, observou-se que essa galactana é 

capaz de inibir significativamente a infiltração de leucócitos polimorfonucleares para o 

sítio da inflamação. 
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Controle negativo Controle positivo 

Galactana E.lucunter 

Figura 15. Peritonite aguda induzida por tioglicolato. Em (A) imagens do ensaio de peritonite aguda 

onde no controle negativo foi injetado apenas PB; controle positivo foi injetado PBS mais tioglicolato 

4% e no controle de tratamento foi injetado a galactana do ouriço-do-mar Echinometra lucunter mais 

tioglicolato 4%, como descrito nos materiais e métodos. Em (B) quantificação da contagem de 

leucócitos polimorfonucleares (n=3). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Sabemos que a metástase é um processo altamente controlado onde as células 

tumorais precisam ultrapassar diversas barreiras para conseguirem sobreviver e se 

espalhar pelo organismo. Apesar da metástase acometer pelo menos 90% dos pacientes 

que morrem com câncer, este não é um processo fácil de se estabelecer (Valastyan e 

Weinberg, 2011). 

 Diversos polissacarídeos já foram descritos como inibidores de selectinas, tendo 

assim tanto efeitos antimetastáticos como efeitos anti-inflamatórios (Borsig et al.,2007a; 

Kozlowski et al., 2011; Melo-Filho et al., 2010). Por possuírem essas aplicações eles 

são estudados com a perspectiva do desenvolvimento de novas drogas que possam ser 

utilizadas no mercado, principalmente em substituição à heparina. O problema da 

heparina está no fato dela ser extraída de uma fonte limitada (intestino de porco e 

pulmão de boi), e por ela ser extraída de mamíferos, há uma maior possibilidade da 

transmissão de algum patógeno ou de algum contaminante que também seja nocivo ao 

ser humano (Aquino  et al., 2010). 

 Devido a todas estas limitações da heparina, já se vem, há algum tempo, 

estudando outras fontes de polissacarídeos sulfatados. As principais fontes alternativas 

de obtenção desses polissacarídeos em nosso laboratório são os organismos marinhos, 

como algas e invertebrados. 

 Nós utilizamos nesse trabalho o ouriço-do-mar Echinometra lucunter e a ascídia 

Styela plicata. Extraímos destes dois invertebrados açúcares chamados de galactanas 

sulfatadas. Estes açúcares possuem diferenças entre si, principalmente nas ramificações. 

A galactana do ouriço-do-mar é isolada do egg jelly (a matriz gelatinosa que recobre os 

óvulos). Já na ascídia, ela é isolada da túnica.  

 Como a sulfatação é um fator importante nas ligações entre carboidratos e 

galectinas (Carlow et al.,2009), decidimos realizar um experimento onde pudéssemos 

comparar a ação dos polissacarídeos na migração celular promovida pela galectina-3, 

que é uma lectina reconhecida por atuar na progressão tumoral, tornando o câncer, 

algumas vezes, mais invasivo.  

 Escolhemos o ensaio de migração em sistema transwell pois no primeiro 

momento imaginamos ser o que mais se adequaria à nossa pergunta. Para isso 
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realizamos um experimento piloto para definir a concentração de galectina-3 mais 

adequada para usar nos experimentos, chegando à conclusão que a melhor seria 

4µg/mL.  

O ensaio foi realizado utilizando diluições seriadas das galactanas para que 

pudéssemos observar a concentração ótima de atuação da mesma. Ao quantificar o 

número de células migrantes com o tratamento com a galactana sulfatada do 

Echinometra lucunter, chegamos a conclusão que não houve uma diferença significativa 

na porcentagem de migração em relação ao controle, mas podemos observar também 

uma tendência de migração diferente da imaginada. Apesar das diferenças não serem 

significativas, na concentração de 1µg/mL houve um aumento na quantidade de células 

migrantes quando comparamos a concentração de 0,1µg/mL, o que s sugere que a 

galactana talvez tenha uma concentração ótima de atuação e que 10µg possa ser uma 

concentração muito elevada da galactana, possivelmente levando as células a morte 

(figura 11). Nós realizamos o ensaio de MTT com a finalidade de verificar a 

citotoxicidade das galactanas, porém o resultado foi inconclusivo e optamos por não 

incluir nessa monografia.  

Quando observamos a quantificação das células migrantes que foram tratadas 

com a galactana da Styela plicata, podemos perceber um comportamento similar nas 

concentrações de 1µg/mL, 0,1µg/mL e o controle positivo (tratamento com a Gal3), 

sugerindo assim que essas duas concentrações utilizadas não são as melhores faixas de 

atuação da galactana.  

Taiga e colaboradores publicaram este ano que interação entre Gal-3 e glicanos 

só ocorrem em condições apropriadas. Isso embasa ainda mais a possibilidade da 

existência de uma concentração ótima para o uso dos polissacarídeos sulfatados, como 

descrevemos a cima.  

Podemos levantar também a hipótese de que a galectina-3 não esteja funcional já 

que o controle positivo migrou de forma semelhante ao controle negativo. Para testar a 

sua atividade, o ensaio mais indicado é o de hemaglutinação ( Talaga et al.2016) para 

verificar se a galectina-3 realmente está se ligando aos nossos compostos. Este ensaio 

consiste em fazer uma solução utilizando a galectina e os nossos polissacarídeos por um 

tempo determinado e depois esta solução é tratada com lactose com a finalidade de 

observar se a ligação ocorrida é dependente de glicano. Assim, conseguiríamos verificar 

se os nossos compostos conseguem interagir e se ligar a Gal-3.  



36 
 

 
 
 
 

  Com a finalidade de verificar uma outra via de  inibição de lectinas realizamos 

o ensaio de peritonite aguda. Nesse experimento utilizamos, inicialmente, apenas a 

galactana do Echinometra lucunter e observamos que o tratamento levou a uma 

diminuição do infiltrado inflamatório (figura 13). 

O trabalho de Talaga já citado a cima também mostra a interação da galectina-3 

com GAGs sulfatados e proteoglicanos. Eles demonstraram que quando ocorre uma 

modificação nesses compostos a galectina deixa de se ligar. Utilizando o experimento 

de calorimetria eles conseguiram definir que a ligação entre o GAG e a Gal3 ocorre na 

região CRD da lectina.  

Diante destes resultados, algumas considerações podem ser realizadas. Primeiro, 

como uma perspectiva, precisamos realizar um teste de toxicidade das galactanas. 

Precisamos saber em quais doses esses compostos são tóxicos tanto in vivo como in 

vitro. Verificar se o ensaio de migração em transwell é a melhor forma de responder a 

nossa pergunta inicial e, em caso positivo, como podemos melhorar o mesmo. Um 

importante experimento a ser realizado seria testar a ação das galactanas sulfatadas no 

ensaio de invasão em transwell. Este ensaio é um pouco diferente do convencional visto 

que se faz necessário a utilização de matrigel no inserto, onde este iria mimetizar uma 

matriz extracelular em que as células precisariam degradar para poderem migrar. As 

condições a serem utilizadas seriam as mesmas de um transwell convencional.  Por 

último, precisamos realizar o experimento de peritonite aguda com a galactana da Styela 

plicata. 

 Como podemos observar, ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas e 

muitos experimentos a serem realizados. Por isso nosso laboratório vem desenvolvendo 

algumas técnicas para expressar a galectia-3 em bactérias, com a finalidade de não 

ficarmos tão dependentes da compra desta lectina. Esse trabalho já está bem avançado 

necessitando apenas da purificação em coluna de lactose. Depois que ela estiver 

purificada pretendemos realizar um ensaio de calorimetria onde iremos verificar sua 

interação com GAGs, obtendo assim uma visão mais real de como a galectina-3 age e 

quais são as condições ideais para seu uso.  

 Assim pretendemos entender e responder algumas perguntas sobre a galectina-3 

e encontrar funções biológicas dos polissacarídeos sulfatados que trabalhamos em nosso 

laboratório.  
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7. CONCLUSÃO 

 

Utilizamos duas galactanas sulfatadas que se diferem estruturalmente e testamos as 

duas quanto à interação com galectina-3 em um modelo de migração celular, porém os 

resultados mostrados neste trabalho sugerem que existe uma concentração ótima para a 

utilização destes compostos. 

O modelo de peritonite aguda mostrou resultados positivos no tratamento com a 

galactana sulfatada do Echinometra lucunter, demonstrando que mesmo que esse 

composto não tenha resultados na migração celular, ele pode ser utilizado como 

componente anti-inflamatório e potencialmente anti-metastático. 

Ainda existem muitos ajustes a serem realizados na linha experimental, mas os 

resultados obtidos foram satisfatórios mesmo não sendo o que esperávamos. Vamos 

desenhar novamente os experimentos e repeti-los para confirmar todos os resultados 

aqui demonstrados. 
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