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Resumo

Ascidias sao invertebrados marinhos cobertos por manto ligado a tunica
que circunda o corpo. Esta contém a-L-galactana sulfatada enquanto que no
corpo de algumas espécies reporta-se a presenca de glicosaminoglicanos
(GAG), denominados dermatam sulfato (DS) e heparina. Os DS de ascidias
contém mesmo padrdo estrutural que de mamifero. Todavia, possuem alto teor
de acido idurbnico 2-sulfatado e diferem no padrdo de sulfatacdo da N-
acetilgalactosamina. Enquanto em mamiferos o padrdo é a-UA-1->3-
GalNAc(4S0O4), nas ascidias Styela plicata e Halocynthia piriformis é a-
UA(2S0,4)-1>3-GalNAc(4S0O,) e Phallusia nigra é a-UA(2S04)-1->3-
GalNAc(6S0O,). Estas diferengas estruturais produzem efeitos sobre as
atividades anticoagulante e antitrombdtica provocada por estes polimeros.
Sendo assim, a utilizacdo dessa classe de compostos, na condicdo de
moléculas-modelo se faz importante para a melhor compreensdo do
mecanismo molecular em que estdo envolvidos. O presente estudo visou a
identificacdo e localizacdo de GAGs presentes na ascidia Microcosmus
exasperatus. Inicialmente, o corpo foi separado da tunica, e os GAGs foram
extraidos por digestédo proteolitica e precipitados em concentracfes crescentes
de etanol para posterior analise em eletroforese em gel de agarose e
cromatografia. As precipitacdes iniciais demonstraram a presenca de DNA e
dois polissacarideos sulfatados que precipitam em concentracbes mais
elevadas de etanol migraram como DS e heparina. A fim de localizar estes
polissacarideos sulfatados tecidos da ascidia foram corados com alcian blue e
os resultados sugerem fortemente a presenca destes polimeros. A elucidacéo
desses compostos serda importante para identificar requisitos estruturais

essenciais para as atividades biolégicas.

Palavras-chave: ascidia, dermatam sulfato, heparina, anticoagulante,
glicosaminoglicanos
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1.0 Introducéo
1.1. Doencas Cardiovasculares — Trombose

A alimentacdo desequilibrada, a reducao da atividade fisica diaria, o uso
do tabaco, dentre outros fatores vém contribuindo para o aparecimento de
diversas patologias nos seres humanos, principalmente as doencas
cardiovasculares. Estas sdo caracterizadas por uma alteracdo que ocorre no
sistema sanguineo e inclui: trombose, doencas coronarianas, doencas
cerebrovasculares, hipertensdo, doenca arterial periférica e doenca reumatica
do coracao (CHAVES, 2010).

Outras doengas Injirias
cronicas 9% Doengas Cardiovasculares

30%

Doengas infecciosas, condigbes
maternais e perinatal e

deficiéncia nutricional
30% 2es

Cincer + doengas respiratérias
cronicas + diabetes

Figura 1. A distribuicdo de 6bitos no mundo de acordo com a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS). As doencas cardiovasculares representam 30% em
todo o mundo. Retirado de CHAVES, 2010.

A trombose é definida como a formagdo patolégica de um tampéao
hemostético no interior do vaso sanguineo na auséncia de sangramento. Esta
patologia comumente gera consequéncias graves, tais como, infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral e embolia pulmonar. Os farmacos que
sao utilizados tanto na prevencdo como tratamento da trombose venosa sao 0s
anticoagulantes orais e injetaveis. J4 aqueles que se destinam ao tratamento
da trombose arterial consistem nos antiplaquetarios (CHAVES, 2010)

O processo hemostatico quando ativado de forma inespecifica é capaz

de resultar na ocluséo de vasos sanguineos levando a doenga trombotica, aléem
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de poder causar problemas hemorragicos. As causas que predispdem a
trombose venosa profunda foram descritas em 1856 por Virchow. Esse
pesquisador criou a Triade de Virchow, que relaciona trés eventos
fisiopatoldégicos que seriam estase sanguinea, injuria vascular e a
hipercoagulabilidade. Os fatores de risco genéticos e também aqueles que
podem ser adquiridos pelo individuo, atuam no minimo em um dos trés
componentes dessa Triade e o reconhecimento deste fator € de grande
relevancia para a escolha do diagnostico e método de profilaxia da doenca
tromboembdlica (CHAVES, 2010).

Muitas condigfes clinicas podem estar associadas com o alto risco de
trombose arterial, trombose venosa e tromboembolia. A aterosclerose, o fumo,
a hipertensédo e a diabetes mellitus sdo alguns fatores relacionados com a
trombose arterial. J& a trombose venosa esta relacionada a cirurgia geral, a

cirurgia ortopédica, o trauma e o cancer (CHAVES, 2010).

Tanto para o tratamento quanto para a prevengcdo da trombose s&o
utilizados anticoagulantes orais e injetaveis, sendo o principal deles a heparina,

gue € um polissacarideo sulfatado.

Lesao
vascular

Estase
venosa

Hipercoagulabilidade

Figura 2: Triade de Virchow. Adaptado de < http://fendovasc.med.br/wp/wp-
content/uploads/2011/03/palestratev.pdf>, acesso em 10/07/2013.
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1.2. Polissacarideos sulfatados

Os polissacarideos sulfatados (PS) consistem em polimeros de acglcares
que apresentam carga negativa devido a presenca principalmente de
grupamentos sulfato. Possuem grande variedade estrutural e diversas funcdes
nos tecidos que se originam. Além disso, podem ser encontrados tanto no
espaco extracelular (matriz extracelular ou lamina basal), quanto na célula
(superficie celular ou em granulos intracitoplasmaticos como no caso da
heparina, por exemplo) (AQUINO et al, 2005).

Sdo amplamente encontrados em tecidos animais (vertebrados e
invertebrados) e em algas marinhas. A classe dos PS pode ser subdividida em
trés familias de carboidratos: as fucanas sulfatadas, galactanas sulfatadas e
GAGs. Os dois primeiros sdao compostos exclusivamente por fucose e
galactose, respectivamente. JA os GAGs sdo formados por unidades

dissacaridicas repetitivas, que serdo descritas detalhadamente a seguir.

1.3. Glicosaminoglicanos

Os polissacarideos sulfatados do tipo glicosaminoglicanos (GAG) sao
acucares com cadeias lineares ndo ramificadas compostos por unidades
dissacaridicas repetitivas que apresentam papéis importantes no crescimento
celular, diferenciacdo, morfogénese, migracdo celular e nas infec¢des tanto
bacterianas como virais. Sdo compostos por unidades alternadas de uma
acucar aminado,N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) ou N-acetil-D-galactosamina
(GalNAc) e um &cido hexurdnico (HexA), que pode ser &cido glucurénico (GIcA)
ou acido idurénico (IdoA) (Figura 4) (YAMADA, 2011) Estdo presentes
virtualmente em todos os tecidos do reino animal e ainda ndo foram descritos
no reino vegetal (Figura 5). Diversificam-se pelo peso molecular e também pelo
grau e posicdo de sulfatacdo na estrutura quimica. Podem participar de
diversos processos bioldgicos, tais como a proliferagao celular, diferenciacao
celular, metastase do cancer, infec¢des virais, a regeneragdo do nervo, dentre
outros. Por isso, possui grande importancia na investigacdo de mecanismos
moleculares de interagbes entre os GAGs e proteinas especificas em

condic¢des tanto fisioldgicas como patologicas (TAKADA et al, 2013).
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Os principais GAGs provenientes de vertebrados incluem heparina

(Hep), heparam sulfato (HS), condroitim sulfato (CS), queratam sulfato (QS),
dermatam sulfato (DS) e o &cido hialurénico (HA) (YAMADA, 2011).

Condroitim sulfato (CS)

Dermatam sulfato (DS)

COOH
o CHLOR CHEOH
OV—O foom
[
OH
NHAc 1
F=Hor3:H Ry E=Hor3o4H
Acido hialurénico (HA) Heparam sulfato (HS)
COOH ] CFEDFH
CH;_DH
e c. F X2 0H
1
B B ¥y, ¥o= H, O00OHor COOH, H B
By, B=Hor 30;H [Fp=Ac ar S05H
Heparina (Hep) Keratam sulfato (KS)
I CHOR i CHZOH ]
o o CH,080:H
X2 0H -
| 0 OR, 0.
[ 0——
NHF; n
¥y, o= H, COOHor COOH, H B N N
Ry, By Rg=HorS0sH Ry=Ae or 50:H RF=Haor SCH
Figura 3: Unidades dissacaridicas que constituem 0S

glicosaminoglicanos: condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS),

acido hialurénico (HA), heparam sulfato (HS), heparina (Hep) e queratam

sulfato (QS). Adaptado de < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>.
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Figura 4: Distribuicio dos GAGs no reino animal. Adaptado de
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3104567/pdf/cib0402_0150.pdf>
, acesso em 01/07/2013.

1.4. Proteoglicanos

Os proteoglicanos (PG) sdo compostos formados por um nucleo proteico
ligado covalentemente a uma ou varias cadeias de glicosaminoglicanos (GAG).
A sintese da regido de ligacdo do GAG se dé& através de sua ligacdo de forma
covalente ao grupo hidroxila ou amina da cadeia lateral de aminoacidos que
compdem o0 nucleo proteico. A esta ligacdo soma-se, antes do GAG
propriamente dito, um tetrassacarideo de ligagdo, que posteriormente serve
como iniciador da sintese da cadeia de um GAG especifico, podendo ser:
condroitim sulfato, dermatam sulfato, queratam sulfato, heparina e heparam
sulfato. A biossintese da cadeia de glicano estende-se desde o terminal de
reducdo durante a adicdo gradual de monossacarideos com a ajuda de

glicosiltransferases correspondentes (TAMURA, 2001).
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Tetrassacarideo de ligacdo GAG
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~

Figura 5: Estrutura de um proteoglicano. O tetrassacarideo de ligacéo
composto por xilose, galactose e acido glicurbnico une a cadeia peptidica a
cadeia de GAG. Adaptado de
<http://dc204.4shared.com/doc/LKBzRLmz/preview.html>, acesso em 16/07/13.

1.5. Heparina

Os farmacos com atividade anticoagulante que temos atualmente para o
uso clinico sédo classificados em dois grandes grupos, heparina e seus
derivados de baixo peso molecular com administracdo subcutdnea e
parenteral, e outro grupo compreendendo 0s anticoagulantes orais ou indiretos
derivados da cumarina (CHAVES, 2010).

A heparina € um GAG utilizado na clinica como anticoagulante ha 70
anos, é o segundo farmaco mais utilizado na pratica médica. Seu uso principal
€ para o tratamento de trombose ou como profilaxia para pacientes com
grandes chances de desenvolver eventos tromboembdlicos. Pode ser extraida
de mamiferos, onde a parte utilizada seria tanto pulmdo bovino como mucosa
intestinal de suinos, 0 que ja acontece atualmente, como também de
determinados organismos marinhos, que ainda ndo se aplica a utilizacao e/ou
comercializacdo. E um GAG composto por unidades repetidas de &cido

hexurénico ligado a D-glucosamina que possuem alto grau de heterogeneidade
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devido a variacdes que podem ocorrer na D-glucosamina em relacdo a

sulfatacéo e nas unidades de &cido urénico (PAVAO, 2002).

O fato da heparina possuir uma sequéncia pentassacaridica especifica
para ligacdo a antitrombina, faz com que seja detentora de uma potente
atividade anticoagulante. A presenca deste GAG aumenta a inibicdo da
formacdo de trombina pelo fator X e fator IX via antitrombina (ATIII) devido a
um aumento na afinidade que ocorre entre heparina e antitrombina. A
sequéncia pentassacaridica da heparina que interage com a antitrombina foi
identificada como sendo GICNAC(6S0O,)-GICA-GICNS(3-SO4)-1doA(2S0y)-
GIcNS(6-S0O,4). Existe um grupo O-sulfatado no carbono 3 do residuo de
glucosamina que é importante para que ocorra a interagdo entre a antitrombina
e a sequéncia especifica da heparina. A aceleracdo na inativacdo do fator Xa
parece estar relacionada a uma mudanca conformacional que ocorre na
estrutura da antitrombina. JA a velocidade de inibicdo da trombina pela
antitrombina se relaciona a interagdo da heparina tanto com a trombina quanto
desta com a antitrombina (PAVAO, 2002).

O uso da heparina é um pouco limitado pelo fato desta poder causar
efeitos colaterais como trombocitopenia, complicagbes hemorragicas,
alteracdes no metabolismo lipidico, osteoporose, dentre outros. Devido a
ocorréncia desses efeitos indesejados a heparina vem sendo substituida por
derivados de baixo peso molecular que podem ser obtidos por fragmentacéo
parcial ou pelo fracionamento da propria heparina nativa. Oligossacarideos,
com 16 a 20 unidades, mesmo que contenha a sequéncia pentassacaridica
especifica para ligacdo a antitrombina, ndo € suficientemente longa para
interagir com a trombina e inibe apenas o fator X ativado. Essa informacao
inicialmente levantou a possibilidade de se poder dissociar a propriedade
antitrombdtica da anticoagulante evitando com isso a inducdo do efeito
hemorragico citado anteriormente como um dos efeitos colaterais da heparina
nao-fracionada. Em experimentos recentes foi visto que a atividade anti-Xa
seria um pré-requisito para se ter um efeito de prevencédo da trombose. As
moléculas de heparina devem ser grandes o suficiente para manter algum
blogueio da agédo da trombina. Devido a isso, busca-se novas fontes de

moléculas que possuam atividade anticoagulante, mas que tenha menos
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efeitos indesejados, além também de poderem ser prototipos para o desenho
de novos farmacos, correlacionando a estrutura versus atividade

anticoagulante do composto (PAVAO, 2002).
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Figura 6: Sequéncia majoritaria da Heparina. Retirado de
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/>.

Variabilidade no sitio de ligagdo pentassacaridico da
antitrombina
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Figura 7: Estrutura de uma cadeia de heparina representativa de peso
molecular de aproximadamente 12.000KDa e a variabilidade observada no sitio
de ligacdo deste GAG. Adaptado de FU et al, 2013.

1.6. Dermatam sulfato- Estrutura e origem:

A estrutura do DS ja foi amplamente descrita. Ele € conhecido/definido
como condroitim sulfato B (CS-B) por possuir em sua estrutura a N-acetil
galactosamina, se diferindo dos outros dois tipos de condroitim sulfato
(condroitim sulfato A (CS-A) 4-O- sulfatado e condroitim sulfato C (CS-C) 6-O-
sulfatado) pela presenca de éacido idurénico (IdoA) e pela presenca deste
grupamento pode ser comparado a heparina e heparam sulfato que também
apresentam esta unidade (TROWBRIDGE, 2002).
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Figura 8: Dermatam sulfato € semelhante a condroitim 4-sulfato e heparina.
Adaptado de TROWBRIDGE, 2002.

O DS é composto por polissacarideos lineares agrupados na forma de
dissacarideos, a N-acetilgalactosamina (GalNAc) com ligagdes do tipo 1,4 e
acido glucurdnico (GlcA) com ligagbes do tipo B1,3. A estrutura deste GAG
pode ser alterada pela sulfatacdo na hexosamina, podendo existir no carbono 4
ou 6 (TROWBRIDGE, 2002).

A complexidade do DS ou do proteoglicano composto por DS pode ser
vista pela variabilidade do comprimento total da cadeia polissacaridica,
localizacéo do IdoA, variabilidade da sulfatacdo e das proteinas do ndcleo do
proteoglicano (TROWBRIDGE, 2002).

Fortes evidéncias indicam que o comprimento da cadeia do DS,
composicdo dissacaridica e sulfatagdo podem determinar tanto a afinidade de
ligacdo quanto o controle das interagbes funcionais com determinadas
proteinas (TROWBRIDGE, 2002).

Existe um controle tanto das reacOes de sulfatacdo quanto das de
epimerizacao responsaveis pela conversao de GICA em IdoA, e nédo trata-se de

um processo aleatdrio mas sim um sistema enzimatico controlado. A sequéncia
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informacional deste GAG é composta por alteracfes passiveis de ocorrer no
acido urénico (GIcA ou IdoA ou IdoA 2-O-sulfatado) ou na hexosamina (GalNAc
sem sulfatacdo ou 4-O-sulfatado ou 6-O-sulfatado ou 4,6-O-dissulfatado)
(TROWBRIDGE, 2002).

1.7. Ascidias

As ascidias séo invertebrados marinhos sésseis que podem ser
encontrados por todo o mundo. Podem ser do tipo colonial ou solitaria.
Normalmente sdo encontradas em aguas rasas, estando fixadas em cascos de
navio, rochas, conchas, sendo conhecidas como incrustadoras. Das quase
3.000 espécies que ja foram encontradas apenas 100 destas foram coletadas
acima de 200 metros de profundidade. Em relacdo a coloracdo das ascidias,
podem ser de varias cores, podendo ser opacas ou fortemente coloridas. As
ascidias do tipo solitarias podem ser laranja, cereja, ou péssego e as coloniais
podem ser vermelho-sangue, verdes, ou mistura de cores (Ruppert e
Barnes,1996).

1.8. Organizacdo em Ascidias Solitarias e Coloniais

As ascidias solitarias podem apresentar-se sob as formas de batata,
uva, péssego enquanto outras ndo possuem formato regular. Uma parte da
superficie da ascidia fica presa a substratos, que ja foram citados
anteriormente; sendo essa informacao vdlida apenas para aquelas que sdo
encontradas em aguas rasas. Enquanto que a outra parte é composta por duas
aberturas que formam duas estruturas denominadas de sifao inalante e sifao
exalante, que serdo importantes para realizagdo da filtracdo da agua a qual
estdo submersas. O sifdo inalante como o préprio nome diz, realiza a inalacao
da agua promovendo a sua entrada ao interior do animal enquanto que o
exalante promovera a saida da agua que foi filtrada anteriormente. As ascidias
gue sdo encontradas em aguas profundas ancoram-se em fundos pouco

consolidados, projetando-se na coluna de agua (Ruppert e Barnes,1996).
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As ascidias coloniais sdo formadas por um namero elevado de zodides
que fazem com que a colbnia atinja um tamanho consideravel, formando
tapetes que podem ser irregulares e grossos em cima de cascos de navio,
rochas, estacarias. As ascidias conhecidas como compostas possuem seus
zobides embebidos em uma Unica tunica comum. Podem ser pequenas ou
amplas, incrustantes e delgadas ou grossas e macicas (Ruppert e
Barnes,1996).

1.9. Anatomia e Filtracdo da 4gua pelas ascidias

As ascidias coloniais possuem uma tanica comum que envolve varias
ascidias ja as ascidias do tipo solitarias sdo capazes de sintetizar uma
tinica que envolve o corpo de um unico individuo (Corbo, 2001).

No estagio larval, nadam livremente e exibem tubo neural, notocorda e
cauda pdés-anal. A larva nada por algum tempo até se fixar a um substrato,
qgquando perde sua cauda e também sua mobilidade. Apds a fixacdo, a
tlnica é secretada e a notocorda e tubo neural sdo absorvidos. A faringe é
a Unica caracteristica dos cordados que permanece na ascidia adulta. O
corpo da ascidia adulta é simples, consistindo de uma estrutura com dois
sifdes por onde a 4gua do mar, contendo plancton em suspenséo, entra e
sai. Logo apds entrar pelo sifdo bucal, a agua é filtrada nos sacos
faringeanos e as particulas orgénicas sdo encaminhadas a um muco, na
base da faringe. Os movimentos ciliares faringeanos dirigem o muco
alimentar para o estbmago, onde a digestdo € iniciada. A agua filtrada, por
sua vez, passa da faringe para o atrio, de onde sai através do sifao atrial.
Um manto delimita a cavidade corporal e auxilia na respiracdo. As ascidias
sdo animais hermafroditas, possuindo os 6rgdos sexuais masculino e
feminino (Corbo, 2001).
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Figura 9: Anatomia das ascidias no estgio larval e adulto. Retirado de <
http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/filo-cordata/imagens/anatomia-de-

um-cordado.jpg>, acesso em 22/08/2013.

1.10. Ascidia Microcosmus exasperatus

A distribuicdo desta espécie é ampla em mares tropicais e subtropicais.
Seu corpo é globoso, com sifées os quais 0 comprimento pode variar. A tlnica
€ espessa, rugosa, coriacea, a coloragdo varia entre vermelha ou roxa e
geralmente estdo associadas a incrustacbes de areia, hidrozoarios, algas
dentre outros organismos marinhos. Seu interior consiste em manto
semitransparente que apresenta faixas musculares circulares nos sifdes e
obliguas que irradiam dos sifdes em direcdo a regido central do corpo. Possui

cerca de 10 tentaculos orais grandes e varios outros menores. A cesta
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branquial tem de 8 a 10 pregas de cada lado. O estdbmago € estreito com 2
grandes conjuntos de tubulos hepéticos. Existe uma gbnada de cada lado do
corpo, formadas por 3 a 5 conjuntos, constituidos por 1 ovario central que é
cercado por foliculos testiculares que se dispdem ao redor dos gonodutos. Ja a
gbnada esquerda apresenta um de seus conjuntos no interior da al¢a intestinal
primaria (RODRIGUES et al., 1998).
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Figura 10: Anatomia e imagem da Microcosmus exasperatus. Adaptado de
<http://www.ascidians.com/><http://www.biosearch.in/publicOrganismPage.php
?id=131228>.

1.11. Cascata de Coagulacao

A classica cascata da coagulacdo foi proposta no ano de 1964 pelos
pesquisadores Macfarlane, Davie e Ratnoff e até hoje é citada em artigos e
compéndios. Foi proposto para explicar a parte fisioldgica da coagulacdo
sanguinea, iniciada pela ativacdo proteolitica de pré-enzimas pelas proteases
do plasma de forma sequencial, que resultard na formacdo de trombina que
promove a quebra da molécula de fibrinogénio em monémeros de fibrina. Neste
modelo a coagulacdo € segregada em duas vias, a via extrinseca e a via
intrinseca. A via extrinseca envolve tanto elementos do sangue como aqueles
gque normalmente ndo sdo encontrados no espacgo intravascular. Ja a via
intrinseca € iniciada pelos componentes encontrados no espago intravascular,
se diferindo por isso da via anteriormente citada. Essas vias convergem-se
para uma via comum quando ocorre a ativacdo do fator X (FX). Na via

extrinseca, o fator VIl é ativado quando seu cofator, o fator tecidual (FT), se faz
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presente, e ocorre a formacdo de um complexo fator VIl ativado/FT (FVIla/FT)
que sera o responsavel pela ativacdo do FX. Na via intrinseca ocorre de forma
diferenciada, a ativacdo do fator Xll se da quando o sangue entra em contato
com uma determinada superficie que contém cargas negativas, além disso
para que este fendmeno ocorra € necessaria a presenca de outros
componentes do plasma, como: pré-calicreina, que é uma serinoprotease e do
cininogénio de alto peso molecular, que é um cofator ndo enzimético. Quando o
fator XII esta ativado promove a ativacdo do fator Xl que vai ativar o fator IX,
este ativado e na presenca de ions calcio (complexo tenase) vai ativar o fator
X, resultando na formagédo de trombina com consequente formacgao de fibrina
como ja citado anteriormente (FERREIRA, 2010).

Mais recentemente, observacfes experimentais e clinicas demonstraram
gue a hipotese da cascata da coagulacédo ndo seria capaz de refletir os eventos
da hemostasia in vivo, possuindo falhas em relacdo ao modelo fisiolégico da
coagulacdo e que as vias intrinseca e extrinseca podem nao funcionar de
forma independente como foi tratado durante muitos anos. Diante destes fatos,
surgiu a necessidade em aprimorar as informacoes referentes a esse modelo
classico. Como alternativa desenvolveu-se um modelo para hemostasia
baseado em superficies celulares, que procura enfatizar a interacdo que ocorre
entre fatores da coagulacdo e superficies celulares especificas (FERREIRA,
2010).

E um modelo que possui algumas limitaces pelo fato de n&o conseguir
explicar de forma satisfatoria como se dao todos os fenbmenos que estdo
ligados a hemostasia in vivo (FERREIRA, 2010).

1.12. Novo modelo da Cascata de Coagulacdo baseado nas superficies

celulares

Ao longo dos ultimos 15 anos grandes avancos no campo da hemostasia
foram obtidos. Percebeu-se que, a coagulacdo sanguinea € iniciada por células
gue expressam FT em sua superficie. A partir deste ponto, foi criado o novo
modelo da cascata de coagula¢do baseado em superficies celulares, que relata

a necessidade da presenca localizada de substancias procoagulantes ativadas
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no sitio da lesdo que resultara na formacao do tampéao plaquetario e fibrina no
local, obtendo- se assim a condicao fisiologica de hemostasia. O processo
coagulativo inicia-se pela exposicdo do FT na corrente sanguinea devido a
alguma lesdo endotelial e de células vizinhas ou mesmo pela ativacdo de
células endoteliais ou mondcitos (FERREIRA, 2010).

Atualmente o entendimento sobre o processo hemostéatico se da pela
interrelacdo entre processos fisicos, celulares e também bioquimicos que irdo
atuar em uma série de estagios ou fases, e ndo apenas em duas vias
(extrinseca e intrinseca) como era considerado no modelo classico. Quatro (4)
fases denominadas de iniciacdo, amplificacdo, propagacdo e finalizacao,
compreendem a atual teoria da coagulacdo baseada em superficies celulares
(FERREIRA, 2010).

1.12.1. Fase de Iniciacao

No processo da coagulagcao por este modelo atual, a fase de iniciagcdo se
da quando células que expressam o FT superficialmente sdo expostas aos
componentes do sangue no local da lesdo. Este quando ligado ao FVII que
esta presente no sangue é capaz de rapidamente ativa-lo formando o complexo
FVIla/FT que sera responsavel por ativar pequenas quantidades de FIX e FX.
O FXa quando associado a seu cofator, o FVa, forma o complexo
protrombinase na superficie da célula que expressa o FT. O FV pode ser
ativado tanto por FXa como por proteases ndo coagulantes, resultando em FVa
em quantidades suficientes para compor o complexo protrombinase. Esse
complexo promove a conversao de protrombina em trombina, que nao serao
suficientes para completar a etapa de formacdo do coagulo de fibrina porém

contribui para a fase de amplificacéo da coagulacédo (FERREIRA, 2010).

Jé& foi observado que as reacdes da fase de iniciagdo podem ocorrer fora
do espaco vascular em individuos saudaveis. Fatores da coagulacdo como
FVII, FX e protrombina sédo capazes de deixar o espaco vascular percorrendo
entre os tecidos. Foi proposto que esta fase permanece ativa continuamente
gerando pequenas quantidades de fatores ativados quando se encontra em

estado basal. A trombina, mesmo que em pequenas propor¢cdes, seria
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produzida fora do espaco vascular, independentemente da ocorréncia de lesao
vascular. Admite-se entdo que essa fase mesmo com baixa atividade esteja

ocorrendo a todo o tempo no espaco extravascular (FERREIRA, 2010).

O processo de coagulacdo passara para a proxima fase, de
amplificacdo, apenas se ocorrer algum dano vascular, onde sera permitido o
contato entre plaquetas e FVIII (ligado ao fator de von Willebrand) com o
tecido extravascular local este que as células que expressam FT costumam se
aderir (FERREIRA, 2010).

1.12.2. Fase de Amplificacéo

A fase posterior & fase de iniciacdo € a fase de amplificacdo. Nesta
etapa do processo da coagulacdo teremos a formacédo de um tampéao estavel.
As plaquetas e o FVIII ligado ao fator de von Willebrand (FVW) sé conseguem
passar para 0 espaco extravascular caso ocorra uma lesdo vascular, isso se
deve ao grande tamanho que possuem. Quando a lesdo ocorre no vaso, as
plaguetas migram para o sitio da lesdo se ligando ao colageno e alguns
componentes da matriz extracelular, sdo ativadas, tendo como resultado a
formacdo de um tampado hemostatico. Podemos denominar esse evento de
hemostasia priméaria. E neste momento que as pequenas quantidades de
trombina que foram produzidas durante a fase de iniciacdo vao interagir tanto
com as plaquetas que migraram para o local como com o complexo formado
entre FVIIl e FYW. Inicia-se o processo hemostéatico dando origem a formacéo
de fibrina estavel, culminando em tampao plaquetéario inicial. Este segundo

evento denomina-se hemostasia secundaria (FERREIRA, 2010).

A pequena quantidade de trombina que € produzida pelas células que
expressam o FT possui diversas fungdes, sendo a principal delas a ativacdo
maxima de plaguetas com o intuito destas exporem receptores e sitios de
ligacdo para os fatores da coagulacdo que estejam ativados. Com isso elas
alteram a permeabilidade de suas membranas promovendo a entrada de ions
calcio e a saida de substancias com propriedades quimiotaticas que irdo atrair
fatores da coagulacdo para sua superficie, podendo também liberarem FV
parcialmente ativados (FERREIRA, 2010).
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A trombina também pode ativar cofatores FV e FVIII na superficie das
plaguetas que foram ativadas. O complexo formado entre FVIII e FvW dissocia-
se e 0 FYW passa a mediar a adeséo e a agregacao plaquetarias no local
lesionado (FERREIRA, 2010).

Outra funcao da trombina ainda na fase de iniciacao seria ativar o FXI na
superficie da plaqueta, o que explica o porqué do FXII ndo ser necessario para
que se obtenha a hemostasia normal. Os fatores mencionados sédo atraidos
para a superficie das plaquetas através de mecanismos quimiotaticos, dando
inicio a fase de propagacédo (FERREIRA, 2010).

1.12.3. Fase de Propagacéo

A terceira fase desse novo modelo da cascata de coagulacdo baseado
nas superficies celulares é denominada propagacdo. Nesta ocorre
recrutamento de um elevado niumero de plaguetas para o sitio onde se deu a
lesdo. Outro ponto que caracteriza esta fase seria a formacdo dos complexos
tenase e protrombinase. O FIX que foi ativado ainda na fase de iniciacdo neste
momento pode ligar-se a FVllla originando o complexo tenase, este evento se
da na superficie das plaquetas. O FXa nao é capaz de se mover das células
que expressam o FT até a plaqueta ativada, com isso é necessario que o
complexo FIXa/FVllla produza uma mais propor¢cdo de FXa diretamente na
superficie da plaqueta. Ocorre a associacao entre FXa e FVa ligado a plaqueta
na fase de amplificacdo e tem-se a formacgédo do complexo protrombinase. Este
complexo promove a conversao de protrombina em trombina, e esta cliva o
fibrinogénio em monémeros de fibrina, que irdo se polimerizar para que seja

consolidado o tampao plaquetario inicial (FERREIRA, 2010).

1.12.4. Fase de Finalizagéo

A Ultima fase do processo de coagulacdo é a finalizacdo. O processo
deve limitar-se ao local onde ocorreu a lesdo para ndo permitir que ocorra a
oclusdo trombdtica do vaso. Existem anticoagulantes naturais com a

capacidade de controlar a disseminacéo da ativacdo da coagulacéo, estes séo
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a antitrombina (AT), a proteina C (PC), a proteina S (PS) e o inibidor da via do
fator tecidual (TFPI) (FERREIRA, 2010).

A AT é a responsavel por inibir a trombina além de outras
serinoproteases. Uma ampla variedade de glicosaminoglicanos funcionam
como sitios de ligacdo para a AT promovendo uma rapida inativacdo da

trombina, eles sédo produzidos por células endoteliais (FERREIRA, 2010).

O TFPI é uma proteina secretada pelo endotélio que consegue limitar a
coagulacéo através da formacéo de um complexo quaternéario entre FT, FVila,
FXa e TFPI que inativa os fatores da coagulacdo que anteriormente haviam
sido ativados (FERREIRA, 2010).

Os outros dois anticoagulantes anteriormente citados, a proteina C e a
proteina S, conseguem inativar os cofatores anticoagulantes FVa e FVllla. A
proteina C quando tem sua sintese ativada é capaz de causar a proteélise dos
cofatores Va e Vllla. E ativada pela trombina que esta ligada a proteina
transmembranica trombomodulina (TM) na parte superficial de células
endoteliais que estdo intactas. A atividade desta pode ser aumentada pela
presenca da proteina S (PS), que € um cofator inibidor. A PS circulante no
plasma humano esta sob a forma livre, e consiste na parte que funciona como
cofator da PC ativada (FERREIRA, 2010).
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Figura 11: Esquema representativo do modelo da coagulacdo baseado em
superficies celulares compreendendo as fases de iniciacdo, amplificacdo e
propagacao. Fator tecidual (FT), ativado (a). Retirado de FERREIRA, 2010.

1.13. Dermatam sulfato em ascidias

O DS de ascidias € bem semelhante ao DS de mamiferos, [Id0OA(2SO,)-
GalNac(4S0,)], diferindo-se no grau e posicdo dos grupamentos sulfato em
sua estrutura. Ja foi relatada sua presenca em tecidos de ascidias como Styela
plicata, Phallusia nigra e outras (PAVAO, 2002).

A Phallusia nigra apresenta a sequéncia [4-a-L-IdoA(2S0g4)-1->3-p-D-
GalNAc(6S04)-1], que néo é tao eficiente em potencializar a atividade do HCII
e tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT)-ensaio que avalia o tempo de

formacdo do coagulo de fibrina. JA a ascidia Styela plicata possui [4-a-L-
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IdoA(2S0,4)-1->3-B-D-GalNAc(4S0,4)-1],, que contribui na potencializacdo do
HCII, apresentando também aPTT maior que DS de mamifero como visto em
diversos artigos cientificos.Como a sulfatacdo na posi¢édo 2 do acido idurdnico
ambas espécies de ascidias apresentam, podemos supor que a sulfatacdo na
posicdo 4 da N-acetilgalactosamina seja importante para se ter a atividade
anticoagulante (PAVAO, 2002).
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. 0 >o.
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R1 J |

NHCOCH,

% de sulfatacéo

R1 R2 R3 R4

Mamifero | nativo <5 7 85 13
supersulfatado 20 25 100 100

Ascidia | S. plicata <5 658 94 <]
H. piriformis <5 7O 99 1
A.nigra <3 8O <5 100

Figura 12: Unidades dissacaridicas de DS de mamiferos e ascidias. Adaptado
de PAVAO, 1998.

2.0. Justificativa

As ascidias sdo organismos marinhos que possuem um elevado
potencial biotecnoldgico, pois produzem uma grande quantidade de metabdlitos
secundarios que podem ser utilizados no tratamento do cancer e também como
anticoagulantes, antiinflamatorios e antimetastaticos. Por estarem proximas
filogeneticamente dos humanos e por ja ter sido descrito na literatura que
apresentam moléculas com diversas atividades farmacolégicas tornam-se um

bom modelo de estudo para inimeras patologias.
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A descoberta de uma molécula que tenha atividade anticoagulante
semelhante a heparina pode fazer com que seja utilizada como prot6tipo para o
desenho de farmacos no modelo de estrutura versus atividade anticoagulante.
Outra importancia do presente projeto seria pelo fato da heparinoterapia causar
efeitos colaterais como hemorragias, trombocitopenia, osteoporose, alteracao
no metabolismo lipidico, dentre outros existindo por isso a necessidade em se
buscar substitutos que causem um menor nimero de consequéncias para o
paciente que os causados pela heparina. O uso da heparina também pode
levar a contaminacao por xenobibticos situacao esta que seria minimizada caso
a extragao do glicosaminoglicano fosse de organismos marinhos. Este fato
motiva diversos pesquisadores a resolucao destas problematicas e com isso
buscam em invertebrados marinhos a descoberta de moléculas que possam
substituir o uso da heparina O desenvolvimento de um medicamento com acao
anticoagulante que possa ser administrado por via oral seria também um
grande marco j& que atualmente a maioria é de administracdo subcutanea e

intravenosa.

3.0. Objetivos

3.1. Objetivo Geral: Estudar a estrutura e localizacdo dos GAGs presentes nas

visceras da ascidia da espécie M. exasperatus.

3.2. Objetivos Especificos: Extracdo, purificacdo, localizacdo e avaliacdo da
atividade anticoagulante dos GAGs presente nas visceras da ascidia M.

exasperatus.

4.0. Materiais e Métodos

Coleta: As ascidias da espécie Microcosmus exasperatus foram
coletadas na praia da Urca, na Baia de Guanabara, cidade do Rio de Janeiro.
No laboratério suas visceras foram separadas da tunica através de um corte
transversal feito no corpo de cada animal e submetidas ao processo de
extracdo (PAVAO, 1995).
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Extracdo e Purificacdo: Primeiramente, as visceras foram imersas
em acetona a 4°C, para a retirada dos lipideos presentes nos tecidos,
processo este denominado de delipidagcdo e, entdo, secadas em estufa a
60°C, obtendo-se dessa forma o po6 cetébnico (PAVAO, 1995). O pob
cetdnico foi solubilizado em tampédo de digestdo (0,1 M de acetato de
sodio (pH 5,5), contendo 5 mM de EDTA e 5 mM de cisteina) na
presenca de 10% de papaina (p/p; peso seco das visceras / peso da
papaina), por 24 horas a 60°C. O produto desta incubacédo foi
centrifugado e o precipitado contendo restos teciduais (debri celular), foi
submetido a uma nova digestao sob as mesmas condi¢cbes descritas
anteriormente. Esse processo de digestdo proteolitica foi repetido até
gue no sobrenadante ndo possuisse mais quantidade detectaveis de
polissacarideos sulfatados (VIEIRA, 1991). Visando uma pré-purificacédo
dos polissacarideos sulfatados, foram adicionados aos sobrenadantes
volumes crescentes de etanol (50%, 70%, 100% e 300%) e mantidos a
4°C overnight para precipitacdo dos polissacarideos. Os polissacarideos

precipitados foram reunidos e liofilizados.

Identificacdo e Caracterizacdo: Os polissacarideos obtidos em
cada uma das extracdes proteoliticas e precipitacbes em etanol foram
analisados por eletroforese em gel de agarose, método desenvolvido por
Dietrich e Dietrich (1976). Aliquotas dos GAGs sulfatados foram
aplicadas ao gel de agarose 0,5% p/v em tampdo 0,05M 1,3
diaminopropano:acetato (pH 9,0) e submetidos a uma corrida
eletroforética por 1 h a 120 V. Usou-se como padrbes a heparina bovina
e o condroitim 4-sulfato. Depois da corrida, os polissacarideos foram
fixados no gel com uma solucdo de 0,1% de N-cetil-N,N,N-trimetil am&nio
brometo (cetavion) por 12h e, em seguida, o gel foi secado e corado com
azul de toluidina 0,1% em acido acético/etanol/agua (0.1:5:5, v/v). Apés
corado, o gel foi lavado por cerca de 15 minutos em acido acético/etanol/agua
(0.1:5:5, viv). A fim de quantificar os GAGs presentes nas fracbes de
polissacarideos totais realizou-se uma curva-padrédo utilizando-se o corante

azul de dimetilmetileno (DMB) e como padrdao o condroitim sulfato 4-S. A
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mistura do corante em concentracdes crescentes de DMB foram quantificados
em espectrofotdbmetro (Aszs).Os polissacarideos totais foram aplicados a uma
coluna de troca idnica DEAE-celulose equilibrada com solucdo tampé&o (20mM
Tris-HClI e 10 mM EDTA (pH 7,4)). Os glicanos foram eluidos em degraus
(step-wise) de NaCl nas concentracdes de 0,3M; 0,5M; 0,7M; 1,0M; 1,5M; 2,0M
e 40M e a troca da salinidade do tamp&o era alterada somente quando
obtivemos absorcdo semelhante a linha de base. Terminada a purificacdo
realizou-se didlise exaustiva contra agua destilada (PAVAO, 1995).

Po
Cetbnico

Polissacarideos
Coleta — — — > Totais

l

Delipidacdo Digestao Precipitagdo )
(Acetona)  Proteolitica  Com diferentes = Cromatografia de
(Papaina) concentragbes Troca Ionica
de Etanol (DEAE-celulose)
6AG —
purificado
Liofilizacio Dialise contra

aguadestilada

Figura 13: Esquema da metodologia: Realizou-se a coleta da ascidia, a
delipidificacdo em acetona, secou-se o material, fez-se a digestdo proteolitica
com papaina, precipitou em concentragfes crescentes de etanol obtendo-se 0s
polissacarideos totais. A segunda etapa consistiu na purificacdo através da
cromatografia de troca-idbnica em DEAE-celulose, didlise contra agua destilada

e liofilizac&o das fracOes.

Histoquimica - processamento e coloracdo dos tecidos das ascidias:
Segundo GOMES et al (2010), os animais foram anestesiados com tricaina por
cerca de 30 minutos de acordo com as Normas do Comité de Etica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e, em seguida, foram

mergulhados e deixados overnight na solucao fixadora de formaldeido 4% em
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agua do mar. Posteriormente, os tecidos passaram pelo processamento
histoldgico. Inicialmente, os tecidos foram desidratados em concentracdes
crescentes de etanol até a concentracdo de 100%. Feito isso foram clarificados
em xilol (xileno) e emblocados em paraplast. Os tecidos em paraplast foram
fatiados, com espessura de 5um, no micrétomo. Com auxilio de uma pinga, 0s
cortes foram transferidos para o banho-maria e, em seguida, aderidos em
lamina histoldgica previamente lavada com agua e sabdo. ApGs secagem das
laminas a temperatura ambiente, as mesmas foram deixadas em estufa a 60°C
e, posteriormente, seguiram para a bateria de coloracdo. Nesta, as laminas
foram, inicial e sequencialmente, mergulhadas em xilol por 3 minutos, depois
em concentracBes decrescentes de etanol até atingir apenas agua por também
3 minutos em cada diluicdo. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em
corantes utilizados rotineiramente, Hematoxilina e Eosina. Primeiramente
mergulhou em Hematoxilina e, em seguida, no corante Eosina por 7 minutos
em cada um deles. Ao término desse periodo, as laminas foram desidratadas
em concentracdes crescentes de etanol por 1 minuto em cada concentracéo e
mergulhadas em xilol pelo mesmo tempo. Para finalizar o processo de
coloracdo, cada lamina recebeu uma gota do meio de montagem Entellan-
Merck e uma laminula que dispersou o liquido recobrindo todo o tecido. Para
coloracdo com azul de alciano (alcian blue) pH 1.0 contra corado com &cido
periodico shiff (PAS) seguiu-se o0 mesmo procedimento descrito acima,
deixando as laminas mergulhadas neste corante por 45 minutos. O azul de
alciano é capaz de corar moléculas sulfatadas e carboxiladas dependendo do
pH em que é utlizado. Em pH 1.0 cora sulfatadas, jA e pH 2.5 cora as
carboxiladas. Por 24 horas as laminas foram deixadas a temperatura ambiente
para completa secagem do meio de montagem. Posteriormente, as laminas
foram levadas ao microscopio 6ptico para que, com auxilio de uma camera,
realizassemos a aquisicdo de imagens de diferentes campos e aumentos dos
tecidos (GOMES et al, 2010).
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5.0. Resultados e Discusséao
5.1. Eletroforese em Gel de Agarose (Polissacarideos Totais)

Apols a extracdo e precipitacdo em concentracdes crescentes de etanol
dos GAGs presentes nas visceras de M. exasperatus as fracbes foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose. Nesta metodologia, foram
utilizados como padrdes a heparina e CS. Foram aplicadas as fracdes F50,
F70, F100 e F300, obtidas por precipitacdo seletiva com etanol, para avaliar
sua mobilidade eletroforética das bandas, que pode ser visualizada devido a
coloracdo com azul de toluidina. A F50 apresentou uma banda azulada, tipica
da presenca do DNA e uma banda metacromética mais fraca que co-migra com
o padrdo de heparina. Ja as fracbes F70 e F100 apresentaram uma Unica
banda densa e estreita com migracdo entre CS e heparina, que acredita-se se
tratar de um GAG puro, sugere-se fortemente se tratar de DS. J& a fracdo F300
possui duas subpopula¢cdes, uma delas co-migra com heparina e a segunda

como DS.

Figura 14: Eletroforese em gel de agarose das fracbes referentes as
precipitacbes em EtOH comparado aos padrdes de glicosaminoglicanos
(heparina e condroitim sulfato). As fracfes foram aplicadas ao gel de agarose
0,5% e correu por 1hora a 110 volts em 1,3-diaminopropano/benzina (pH 9.0).

Os GAGs foram fixados com solucdo brometo de cetil trimetil aménio 0.1%.
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Apos 12h, o gel foi lavado e corado utilizando-se azul de toluidina 0.1% e

posteriormente foi lavado com solucdo acido acético/etanol/H20 (0.1:5:5,v/v).

5.2. Rendimento das Fragdes

Logo apos a realizacédo da eletroforese em gel de agarose foi feita uma
curva-padrao com azul de dimetilmetileno (DMB), utilizando CS como padréo, e
a partir desta foi realizada a dosagem das fra¢des F50, F70, F100 e F300 (Fig.
13). Como pode-se observar a fracdo F50 apresentou a maior proporcdo de
polissacarideos sulfatados se compararmos as outras fracdes. Isso se deve a
presenca do contaminante DNA nesta fracdo, que claramente foi quantificado
junto aos possiveis GAGs presentes nesta, como foi visto na eletroforese em
gel de agarose (Fig. 14). As fracbes F70 e F100 apresentaram gquantidades
muito semelhantes e a F300 apresentou a menor quantidade de

polissacarideos sulfatados.

0,3 1 ~
[ ] Fracoes

0,25 A

0,2

0,1 A

0,05 -

Percentual das fragdes/ Peso seco inicial

F50 F70 F100 F300

Figura 15: Dosagem qualitativa dos polissacarideos sulfatados contidos nas
fragbes F50, F70, F100 e F300 extraidos da ascidia M. exasperatus. Os PS
foram quantificados utilizando-se como padrdo o condroitim sulfato 1ug/pl
através de curva-padrdo. Foi verificada a metacromasia em azul de

dimetilmetileno (DMB) em espectrofotdmetro (Aszsnm).
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5.3. Cromatografia de Troca I6nica (F50)

A fim de prosseguir com a purificacdo dos compostos, submetemos as
fracOes F50 e F300 a cromatografia de troca idnica. Estas duas fragfes foram
priorizadas devido a contaminacdo com DNA presente em F50 e a forte

sugestdo de que em ambas as fragdes havia mais de um composto (Fig. 14).

Inicialmente, as amostras foram dissolvidas no tampéo de equilibrio
(Tris-HCI) e submetidas a cromatografia de troca i6bnica em coluna de DEAE-
celulose equilibrada e eluida, também com mesmo tampao, na presenca de
concentracbes crescentes de NaCl até a completa remocdo dos
polissacarideos ndo retidos. Os GAGs retidos na coluna foram eluidos nas
concentracfes de NaCl 0; 0.3; 0.5; 0.7; 1.0; 1.5; 2.0 e 4.0 M. No cromatograma
as barras em preto representam a propriedade metacromética Aszs nm € a linha
tracejada (- - -) indica as concentracdes de NaCl que foram utilizadas para
eluicdo do material. Nas molaridades de 0,5 M, 0,7 M e 1,0 M pbde ser
observada a eluicdo de material. As fracdes obtidas foram monitoradas através
da reacdo metacromatica usando o DMB. Posteriormente foram dialisadas
exaustivamente contra agua destilada e concentradas por liofilizacdo para

utilizagdo em ensaios posteriores.
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Figura 16: Purificacdo dos GAGs da fracdo F50 de M. exasperatus por
cromatografia de troca-ibnica DEAE-celulose. Os polissacarideos totais
extraidos da ascidia foram aplicados a coluna da cromatografia. As fracdes
foram ensaiadas por metacromasia () e concentragbes de NaCl (---). As
fracOes indicadas por barras verticais foram dializadas contra agua destilada e
posteriormente liofilizadas e indicam a eluicdo dos GAGs em diferentes

concentracdes de NaCl.

5.4. Eletroforese em Gel de Agarose (Polissacarideos Purificados)

ApGs a purificacdo, realizamos uma eletroforese em gel de agarose com
o material eluido da cromatografia de troca-ibnica. O material eluido em 0,5 M
de NaCl apresentou uma banda de coloracdo azulada, tipica de DNA,
demonstrando que a realizacdo deste método de purificacdo foi eficiente para
separar este contaminante da molécula de interesse. Abaixo da banda do DNA
observamos uma banda que migrou um pouco abaixo do padrdo de heparina,
sugerindo a presenca de algum heparindide. O material eluido a 0,7 M e 1,0 M
de NaCl apresentou trés bandas, uma que co-migra com heparina e a outra
com CS. A terceira banda apresentou migracdo eletroforética entre os dois

padrdes utilizados, o que sugere fortemente a presenca de DS.

. Padroes . Amostras F50

origem___

HEP CS 0,5M 0,7M 1,0M
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Figura 17: Eletroforese em gel de agarose das fracoes da cromatografia de
troca-ibnica comparado aos padrbes de glicosaminoglicanos: As fragdes
purificadas na cromatografia foram aplicadas ao gel de agarose 0,5% e correu
durante 1 hora a 110 volts em 1,3-diaminopropano/benzina (pH 9.0). Os GAGs
foram fixados com solugdo brometo de cetil trimetil aménio 0.1%. Apos 12
horas, o gel foi lavado e corado utilizando-se azul de toluidina 0.1% e
posteriormente foi lavado com solugéo acido acético/etanol/H20 (0.1:5:5,v/v).

5.5. Cromatografia de Troca I6nica (F300)

O procedimento experimental executado para purificacdo da F300 foi
realizado conforme citado no item anterior “cromatografia de troca iénica (F50)”
e pode-se observar a eluicdo de polissacarideos sulfatados em duas
molaridades de NaCl 0,3 M e 0,5 M.
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Figura 18: Purificacdo dos GAGs da fracdo F300 de M. exasperatus por
cromatografia de troca-ibnica DEAE-celulose. Os polissacarideos totais
extraidos da ascidia foram aplicados a coluna. As frac6es foram ensaiadas por
metacromasia (=) e concentracbes de NaCl (---). As fracbes indicadas por
barras verticais foram dializadas contra agua destilada e posteriormente
liofiizadas e indicam a eluicdo dos GAGs em diferentes concentracbes de
NacCl.
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5.6. Histoquimica da M. exasperatus

Para observarmos a localizacdo dos GAGs, inicialmente realizou-se
técnica de processamento dos tecidos da ascidia. Para a coloracéo utilizou-se
hematoxilina e eosina e o azul de alciano. Pelas imagens abaixo podemos
observar que a coloracdo com azul de alciano ocorreu preferencialmente nas
células-teste da gbnada, no tecido conjuntivo do manto, nas células da

superficie apical do epitélio intestinal, na superficie basal do epitélio estomacal

s da branquia (Fig. 19).
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Figura 19: Tecidos da ascidia M. exasperatus foram corados com Hematoxilina
e Eosina e com Alcian Blue contra corado com Acido Periddico Shiff. A
presenca e a localizacdo dos PS foram confirmados pela presencga do alcian
blue no manto (a), estbmago (b), gbnada feminina (c), intestino (d) e branquia
(e). A coloracéo se deu preferencialmente nas células-teste da gonada, tecido
conjuntivo do manto, nas células da superficie apical do epitélio intestinal, na
superficie basal do epitélio estomacal e no muco e células da branquia dos

tecidos respectivamente.

6.0. Conclusao

A precipitacdo em etanol € uma abordagem metodolégica comum no
estudo de purificacdo de polissacarideos sulfatados, e na maioria das vezes, é
realizada em uma Unica e alta concentracdo (300%). A precipitacdo foi
realizada em vérias concentragfes e esse simples procedimento minimiza
processos futuros mais trabalhosos como é o caso da cromatografia de troca
ibnica ja que a precipitacao também atuaria promovendo uma “pré-purificagao”
das fracOes, haja visto o que ocorre com as fracbes F70 e F100 quando as

submetemos a eletroforese em gel de agarose (Fig. 12).

As etapas de cromatografia de troca idnica foram satisfatorias ja que foi
obtida a separacdo dos compostos, bem como do contaminante, como
observado no préprio cromatograma e na eletroforese em gel de agarose dos
polissacarideos purificados da F50. Embora ndo possamos confirmar a
presenca de GAG nas visceras da ascidia da espécie Microcosmus
exasperatus, sugerimos fortemente a presenca de DS, CS e heparindide,
devido a migracdo na eletroforese em gel de agarose, pela eluicdo na
cromatografia de troca idnica e pelo fato dos resultados obtidos nesse trabalho
conferirem com dados descritos na literatura em relacdo a presenca de GAGs
em ascidias. Todavia, sdo necessarios outros estudos para a confirmacéo
destas informacdes. A realizacdo de eletroforese em gel de agarose apoés a

incubacdo das fragbes com enzimas especificas como a condroitim sulfato
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liase AC (Chase AC), condroitim sulfato liase ABC (Chase ABC), além do
tratamento quimico com &cido nitroso seria crucial para a identificacdo e/ou
confirmagéo da presenca de GAG. Isto também poderia ser feito nos tecidos
gue coraram-se com alcian blue para a localizacédo especifica desses GAGs no

tecido.
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