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Resumo

Polissacarideos sulfatados de esponjas marinhas (Porifera): interagao

carboidrato-carboidrato como um mecanismo ancestral de adesao celular

O reconhecimento e adesdo célula-célula em esponjas marinhas (Porifera) sao
mediados por moléculas semelhantes a proteoglicanos denominadas fatores de
agregacao (AF’s). Os AF’s sdo compostos por um core protéico e dois tipos
diferentes de unidades polissacaridicas: o primeiro tipo € de baixo peso
molecular, ndo sulfatado e liga o core protéico a receptores putativos na
membrana celular; o segundo tipo é sulfatado, de alto peso molecular e se liga
homofilicamente com os polissacarideos sulfatados das membranas de células
adjacentes, promovendo a adeséao celular. Esta ligagao carboidrato-carboidrato é
calcio dependente e altamente espécie-especifica. Na presente tese foram
abordados alguns aspectos sobre as caracteristicas e fungdes dos
polissacarideos sulfatados de esponjas marinhas. Primeiramente foram
analisadas a localizagdo celular e a sintese de polissacarideos sulfatados em
culturas de células da esponja Hymeniacidon heliophila. Todos os tipos celulares
desta esponja possuem polissacarideos sulfatados na superficie celular, e alguns
tipos celulares acumulam estes polimeros intracelularmente em vacuolos.
Durante a formagado dos primorfos (estruturas formadas a partir de células
dissociadas de esponjas) com células da esponja H. heliophila, a sintese de
polissacarideos sulfatados € decrescente, e cessa a partir do terceiro dia de
cultura. Na segunda parte do trabalho foi determinada a atividade de
polissacarideos sulfatados exdgenos na agregacdo celular da esponja H.
heliophila, assim como, a afinidade entre estes polissacarideos. O polissacarideo
sulfatado homodlogo (espécie-especifico) e a heparina s&o capazes de diminuir a
agregacao das células da esponja H. heliophila. Em contraste, os polissacarideos
sulfatados heter6logos (das esponjas Dysidea robusta e Aplysina fulva) ndo sao
capazes de diminuir a agregacao celular. Os polissacarideos sulfatados de
esponjas apresentam interacdo espécie-especifica, na presenga de calcio,
enquanto a heparina apresenta interagao inespecifica por esses polimeros, na
presenca de calcio. Por fim, foi testada a utilidade dos polissacarideos sulfatados
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para determinar espécies cripticas (impossiveis de serem identificadas
morfologicamente) de esponjas marinhas do género Chondrilla. Os
polissacarideos sulfatados apresentam uma boa resolugdo para distinguir as
espécies co-genéricas Chondrilla nucula e Chondrilla australiensis, assim como,
quatro espécies cripticas de Chondrilla do Oceano Atlantico. Além disso, o
meétodo foi capaz de utilizar amostras de esponjas fixadas em etanol 70%,

formaldeido 4%, secas e congeladas.



Abstract

Sufated Polysaccharides from marine sponges (Porifera): carbohydrate-

carbohydrate interaction as an ancestor mechanism of cellular adhesion

The cell-cell recognition and adhesion in marine sponges (Porifera) are mediated
by proteoglycan like molecules called aggregation factors (AF’s). These AF’s are
composed by a protein core attached to two types of polysaccharidic units: The
first type has low molecular weight, is not sulfated and attaches the protein core to
putative receptors in the cell membrane; the second type is sulfated, has high
molecular weight, and binds homophilicaly to sulfated polysaccharides from the
adjacent cell membranes, promoting the cell-cell adhesion. This carbohydrate-
carbohydrate interaction is calcium dependent and a highly species-specific
event. In the present thesis were approached some aspects about the features
and functions of sulfated polysaccharides from marine sponges. In the first
chapter were analyzed the cellular location and the synthesis of sulfated
polysaccharides by cells of the marine sponge Hymeniacidon heliophila. All cell
types of this sponge have sulfated polysaccharides on the cell surface, and some
cell types accumulates these polymers in intracellular vacuoles. During the
primmorph (structures built by dissociated cells of sponges) formation with cells of
this sponge, the syntesis of sulfated polysaccharides is decreasing, and stops on
the third day of culture. In the second chapter was determined the activity of
exogenous sulfated polysaccharides in the cellular aggregation of the sponge H.
Heliophila, as well as, the affinity among these polysaccharides. The homologous
sulfated polysaccharide (species-specific) and heparin are able to diminish the
aggregation of H. heliophila cells. In contrast, the heterologous sulfated
polysaccharides (from the sponges Dysidea robusta e Aplysina fulva) are not able
to diminish the cellular aggregation. The sulfated polysaccharides from sponges
shows species-specific interaction, in the presence of calcium, while heparin
shows a unespecific interaction to these polymers, in the presence of calcium. In
the third chapter was testes the ability of sulfated polysaccharides to distinguish
cryptic species (not suitable to morphological identification) of the marine sponge

genus Chondrilla. The sulfated polysaccharides has a good resolution to
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distinguish the co-generic species Chondrilla nucula e Chondrilla australiensis, as
well as, four cryptic species of Chondrilla from the Atlantic Ocean. Furthermore,
the method was able to use sponge samples fixed in ethanol 70%, formadehyde

4%, dried or frozen.
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Introducao Geral

Polissacarideos sulfatados

Polissacarideos sulfatados sdao macromoléculas compostas por polimeros
lineares ou ramificados, formados por carboidratos iguais (homopolissacarideos) ou
diferentes (heteropolissacarideos), que apresentam ésteres de sulfato ligados a sua
estrutura. Os polissacarideos sulfatados possuem uma grande variedade estrutural
devido a possibilidade de varias combinagdes de monossacarideos, de diferentes
tipos de ligacbes glicosidicas e da presenga de ramificagdes nos polimeros. Os
polissacarideos sulfatados também podem apresentar grandes diferencas
polianidnicas devido as variagdes nas quantidades de ésteres de sulfato e de
grupamentos carboxila presentes nos acidos hexurénicos (NELSON & COX, 2004).
Os polissacarideos sulfatados sao abundantes em tecidos de vertebrados (onde
ocorrem sob a forma de glicosaminoglicanos; Fig. 1) e também em invertebrados,
algas e plantas superiores (e.g. MATHEWS, 1975; KLOAREG & QUATRONO, 1988;
CAVALCANTI ET AL., 1999; ZIERER & MOURAO, 2000; AQUINO ET AL., 2005).

Esses polimeros sdo encontrados geralmente associados a proteinas na
matriz extracelular, em regides pericelulares, na membrana mucosa dos tecidos de
vertebrados e, em poucos casos, intracelularmente. A fungdo desses polimeros
nesses tecidos pode estar associada a comunicagao célula-célula, a adesao celular,

a reserva de fatores de crescimento, a protegao contra patégenos, entre outros.
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Figura 1. Unidades dissacaridicas constituintes dos glicosaminoglicanos. Os glicosaminoglicanos séo
heteropolissacarideos lineares compostos, na maioria das vezes, por unidades dissacaridicas
repetitivas de um acido hexurénico (acido glucurbnico ou acido idurdnico) e uma hexosamina

(glucosamina ou galactosamina).

Proteoglicanos

Os proteoglicanos (PG’s) sdao um grupo diverso de macromoléculas
compostas por uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAG's), ligados
covalentemente a um core protéico (HASSEL ET AL., 1988). Os principais tipos de

GAG’'s sdo: heparam sulfato/heparina, dermatam sulfato/condroitim sulfato,



queratam sulfato e acido hialurénico. Estes GAG’s sao compostos por unidades
dissacaridicas repetitivas e sulfatadas (com exceg¢ao do acido hialurénico; Fig. 1). O
numero de GAG’s ligados ao core protéico (geralmente O-ligados a residuos de
serina) pode variar de 1 a mais de 100 (FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER,
2003).

A enorme diversidade, tanto entre as proteinas quanto entre os GAG's
componentes dos PG’s, levou a divisdo desses compostos em 5 grupos: HSPGs,
PG’s de membrana basal de heparan sulfato (ex. perlecan); Hialectanas, compostas
por multiplas unidades de acido hialurbnico ligadas ao core protéico (ex. agrecan,
versican, neurocan e brevican); PG’s pequenos, com uma ou duas cadeias de
GAG’'s (ex. biglican e decorina), esses trés grupos sao PG’s de matriz extracelular;
PG’s de superficie celular (sindecans e glipicans) e PG’s intracelulares (serglicinas)
(e.g. HEINEGARD & SOMMARIN, 1987; RUOSLAHTI, 1988; 10Z2Z0, 1998).

Os PG’s desempenham varias fung¢des bioldgicas, variando desde fungdes
simples, como integridade estrutural, até fungbes complexas, como adeséo,
mobilidade, reconhecimento, diferenciacdo e desenvolvimento celular (e.g. KJELLEN
& LINDHALL, 1991). Alguns exemplos das fungdes especificas dos PG’s sdo: 1) a
angiogénese, que depende da interagcdo entre FGF's e HSPG’'s da matriz
extracelular (10ZZO & SAN ANTONIO, 2001); 2) a adesédo de células nervosas,
mediada pela interagdo entre a molécula de ades&o celular neuronal (N-CAM) e
HSPG’s (STORMS ET AL., 1996); 3) a neurogénese e o desenvolvimento sinaptico,
que depende de interagbes com PG’s da matriz extracelular (YAMAGUCHI, 2001;
RAUCH ET AL., 2001).

Alguns PG’s séo ligados as membranas celulares. O sindecan é ancorado na
membrana plasmatica através de um dominio transmembrana (CAREY, 1997). Os

glipicans se ligam a membrana plasmatica através do fosfatidil-inositol (ISHIHARA



ET AL., 1987). Alguns tipos de PG’s se ligam a superficie celular através de
receptores de membrana, que podem reconhecer especificamente os seus cores

protéicos (HAUSSER & KRASSE, 1999).

Fatores de agregacéo de esponjas (Porifera)

Esponjas sao os organismos multicelulares mais primitivos. Elas n&do possuem
orgaos ou tecidos tipicos dos outros metazoarios. Seus tecidos sdo formados por
alguns tipos celulares altamente moveis, inseridos numa abundante matriz
extracelular. Varias moléculas relacionadas a adeséao celular ja foram identificadas
em esponjas, incluindo colagenos fibrilares e né&o fibrilares como, por exemplo, o
colageno tipo IV (EXPOSITO & GARRONE, 1990; EXPOSITO ET AL., 1991; AHO
ET AL., 1993). Evidéncias imunologicas indicam a presenga de proteinas
semelhantes a fibronectina em esponjas (LABAT-ROBERT ET AL., 1981; AKIYAMA
& JOHNSTON, 1983). Lectinas, com propriedades hemoaglutinantes, também ja
foram isoladas de esponjas. (BRETTING & KABAT, 1976; KAWAGISHI ET AL.,
1994). Além disso, outras moléculas envolvidas na adesdo celular, como a
tenascina, a laminina e as subunidades o e [ da integrina também ja foram
identificadas em esponjas (HUMBERT-DAVID & GARONE, 1993; PANCER ET AL.,
1997; BROWER ET AL., 1997).

O primeiro modelo de adeséao celular em animais foi realizado com esponjas
(WILSON, 1907). Nesse modelo foi descrita a reagregacao de células de esponja
dissociadas mecanicamente. Apds a desagregacao, as células assentam lentamente
e comegam a se mover. Apos o contato entre as células, ocorre a adesédo e a
formacdo de agregados. Todo o processo de reagregagao € calcio dependente.

Nesse experimento classico, Wilson (1907) observou que somente células da



mesma espécie reagregam. Humphreys (1963) e Moscona (1963) inferiram a
existéncia de uma molécula associada a membrana celular, responsavel pela
agregacao das células de esponja, que denominaram como fator de agregacéao
(AF’s).

Diversos AF’s ja foram isolados de células de esponjas (e.g. MISEVIC &
BURGER, 1986; POPESCU & MISEVIC, 1997; JARCHOW ET AL., 2000). Os AF’s
sao compostos por proteinas e carboidratos. O conteudo protéico dessas moléculas
varia de 40 e 74% e as massas moleculares sdo da ordem de milhdes de daltons
(HENKART ET AL., 1976; MULLER ET AL., 1979; MISEVIC & BURGER, 1986).
Com base no conteudo de carboidratos e de proteinas, e na aparéncia em imagens
de microscopia eletrbnica de transmissdo e de microscopia de forca atbmica, os
AF’s foram classificados como moléculas semelhantes a proteoglicanos (MULLER &
ZHAN, 1973; HUMPHREYS ET AL., 1977; JARCHOW ET AL., 2000; Fig. 2). A
porcdo protéica dos AF’s é composta por cores protéicos lineares ou circulares,
dependendo da espécie estudada (JARCHOW ET AL., 2000). Ligado ao core
protéico sdo encontrados dois tipos de unidades polissacaridicas: o primeiro tipo é
de baixo peso molecular, ndo sulfatada e liga o core protéico a receptores putativos
da membrana celular; o segundo tipo € composto por polissacarideos sulfatados de
alto peso molecular, que se ligam homofilicamente com polissacarideos sulfatados
das membranas de células adjacentes, promovendo a adesado celular (e.qg.
BLUMBACH ET AL., 1998; FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003; BUCIOR

& BURGER, 2004).



Figura 2. Adeséo celular de esponjas mediada pelos fatores de agregagédo (AF'S). A - Imagem por
microscopia de forga atdmica (AFM) do fator de agregacédo de Halicondria panicea. B - Imagem por
microscopia de forga atbmica (AFM) do fator de agregacado de Microciona prolifera. C - Modelo de
agregacao celular de esponjas mediado pelos AF’s: O core protéico (AF) se liga a duas unidades
polissacaridicas (g-6 e g-200), a primeira (g-6) € de baixo peso molecular, ndo sulfatada e liga o core
protéico a receptores putativos da membrana celular (r), a segunda (g-200) &€ composta por
polissacarideos sulfatados de alto peso molecular que se ligam homofilicamente com polissacarideos
sulfatados das membranas de células adjacentes. Modificado de JARCHOW ET AL. (2000).

Os AF’s isolados das esponjas Microciona prolifera e Haliclona occulata foram
utilizados em experimentos que demonstraram sua participagdo na agregagao
celular (HUMPHREYS ET AL., 1977). Em outro experimento AF’s de trés espécies
foram purificados e acoplados a microesferas de diferentes cores. Somente as
microesferas com AF’s da mesma espécie agregaram, comprovando a espécie-
especificidade da interagao entre AF’'s (POPESCU & MISEVIC, 1997). A agregacao
celular mediada pelos AF’s de esponjas marinhas depende de uma concentragéo
extracelular de calcio de 10 mM, similar a concentragdo de célcio da agua do mar.
AF’s também ja foram identificados em esponjas de agua doce (VAN DE VYVER,
1971). Para essas esponjas, a concentragao de calcio necessaria para a agregacgao

celular é de 1 mM (RASMONT, 1961).



Polissacarideos sulfatados de esponjas

As unidades componentes dos AF’s, efetivamente responsaveis pelo
reconhecimento e adesao celular em esponjas, sao os polissacarideos sulfatados
(SPILLMANN & BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER, 2004). Experimentos
utilizando microesferas, recobertos por polissacarideos sulfatados purificados de
esponjas, resultaram na agregagcao desses microesferas. Também ocorreu
agregacao entre células vivas de esponjas e microesferas recobertas com seus
polissacarideos sulfatados, confirmando que a agregacdo mediada pelos
polissacarideos sulfatados também ocorre fisiologicamente. A incubagdo do
anticorpo anti-polissacarideo sulfatado da esponja Microciona prolifera com células
vivas ou com microesferas recobertas de polissacarideos sulfatados dessa espécie,
impediu a agregacgao, confirmando o papel central dos polissacarideos sulfatados na
agregacéao celular em esponjas (BUCIOR & BURGER, 2004). A forca de ligagéo
entre esses polissacarideos sulfatados foi determinada através de microscopia de
forca atdbmica, variando entre 200 e 300 piconewtons, de acordo com a espécie
estudada (FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003; BUCIOR & BURGER,
2004).

Em semelhanca aos resultados observados para os AF’s intactos, os
polissacarideos sulfatados, componentes dessas moléculas, também sao altamente
especie-especificos. Tanto nos experimentos utilizando células vivas, quanto em
experimentos utilizando microesferas recobertas com polissacarideos sulfatados de
esponjas, a agregacdo so6 ocorreu de forma homodloga, ou seja, entre
polissacarideos sulfatados ou células de esponjas da mesma espécie (e.g.
POPESCU & MISEVIC, 1997; MISEVIC ET AL., 2004; BUCIOR & BURGER, 2004).

Além disso, todas as espécies de esponjas que tiveram seus polissacarideos



sulfatados caracterizados, apresentaram polimeros com diferentes estruturas,
composicdo de aguicares e conteudos de sulfato (e.g. ZIERER & MOURAO, 2000;
GUERERDEL ET AL., 2004; BUCIOR & BURGER 2004; VILANOVA ET AL., 2007).
Assim como ocorre com os AF’s intactos, a interacdo entre os polissacarideos
sulfatados, componentes dos AF’'s, é dependente de cations divalentes,
principalmente de calcio. Na auséncia de calcio ou em concentragdes abaixo de 10
mM (concentragéo fisiolégica de calcio na agua do mar) a agregagao nao ocorre ou
diminui drasticamente (e.g. SPILLMANN & BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER,

2004).



Objetivos Gerais

1. Determinar a localizagéo celular e a sintese de polissacarideos sulfatados por

células de esponjas em cultura;

2. Avaliar a atividade de polissacarideos sulfatados exégenos na agregagao

celular de esponjas;

3. Determinar a utilidade dos polissacarideos sulfatados para determinagao de

espécies cripticas de esponjas.



10

Capitulo 1

Sintese e localizagao celular de polissacarideos sulfatado em

células da esponja marinha Hymeniacidon heliophila

Introducgao

Esponjas, filo Porifera, sdo os organismos multicelulares mais primitivos
existentes atualmente. Um grande numero de produtos naturais ja foi isolado de
esponjas, e varios deles se encontram atualmente em fase de teste clinico ou pré-
clinico (HAEFNER, 2003). Entretanto, a biomassa de esponjas obtida diretamente do
mar nao € suficiente para suprir as demandas de pesquisas em larga escala de seus
compostos bioativos (OSINGA ET AL., 1999). O problema de suprimento €, portanto,
a principal barreira para o desenvolvimento de drogas derivadas de esponjas
(BELARBI ET AL., 2003). O método mais adequado para a produgao de compostos
bioativos de esponjas sdo as culturas de células in vitro, visto que, estes sistemas
sdo livres de contaminantes, como bactérias, fungos e protozoarios, e permite a
manipulagédo génica das células (CARALT ET AL., 2007).

Atualmente, as culturas de células de esponjas sdo realizadas utilizando
células em suspensdo (PONPONI, 2006) ou agregados celulares obtidos a partir de
células em suspensdo, denominados primorfos (CUSTODIO ET AL., 1998; MULLER
ET AL., 1999). Os primorfos sdo agregados celulares compostos por uma camada
externa recoberta por uma pinacoderme continua, € uma zona central, composta por
células esferulosas e arquedcitos (CUSTODIO ET AL., 1998). Essas estruturas sdo

formadas a partir de células dissociadas, que entram em um processo de
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reagregagao quando incubadas em agua do mar. Parte das células dissociadas
entra em apoptose ou séo fagocitadas por arquedcitos. Outra parte reagrega e se
diferencia em pinacdcitos, células esferulosas ou arquedcitos (CUSTODIO ET AL.,
1998). Apds a sua formacao, os primorfos entram em um estado de laténcia e
podem ser mantidos em cultura por varios meses (SIPEKMA ET AL., 2003).

A esponja marinha Hymeniacidon heliophila ja foi utilizada como modelo em
trabalhos sobre biologia celular e culturas de células (CUSTODIO ET AL., 2004;
PONPONI, 2006). Essa espécie possui aproximadamente dezessete tipos celulares.
Os principais tipos celulares observados apés a dissociagao sao: coandcitos, células
pequenas e irregulares com nucléolo marcado, poliblastos, pinacdcitos, células
esferulosas, coléncitos e arquedcitos (CUSTODIO ET AL., 2004). A formacéo dos
primorfos, com células dissociadas dessa esponja, leva em torno de cinco dias, e os
principais tipos celulares observados apds sua formacdo sdo os pinacdcitos,
arquedcitos e células esferulosas (CUSTODIO ET AL. 2004).

A adesdo e o reconhecimento celular em esponjas s&o mediados por
moléculas semelhantes a proteoglicanos denominadas fatores de agregacao (AF’s),
spongicans ou gliconectinas (e.g. MISEVIC ET AL., 2004; GUERARDEL ET AL.,
2004). Essas moléculas sdo compostas por um core protéico, ligado a varias
unidades de polissacarideos sulfatados (e.g. FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER,
2003; JARCHOW ET AL., 2000). O polissacarideo sulfatado componente do AF da
esponja H. heliophila € composto por residuos de galactose, fucose e &acido
hexurénico, e difere dos glicosaminoglicanos de mamiferos (ZIERER & MOURAO,
2000).

Os AF’s estao presentes na superficie celular de células de esponjas ligados
a receptores putativos, através de unidades polissacaridicas de baixo peso

molecular (BLUMBACH ET AL., 1998; FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER,
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2003). Em vertebrados, os proteoglicanos também se encontram associados a
regides pericelulares. As principais excegbes sao a presenga da serglicina
(proteoglicanos de heparina), encontrada em inclusdes intracelulares em mastdcitos
de células de mamiferos (FORSBERG ET AL., 1999), e a presenca de heparam
sulfato em granulos intracelulares de células teste de ovos da ascidia Styella plicata
(CAVALCANTI ET AL., 1999).

No presente trabalho foi analisada a sintese de polissacarideos sulfatados,
componentes dos AF’s, por células da esponja Hymeniacidon heliophila durante o
periodo de formagao dos primorfos. A quantificagcado da sintese dessas moléculas é
importante para avaliar seu papel nas diferentes etapas da reagregacgao celular, que
culminam com a formacao dos primorfos. Além disto, também foi descrita, através de
histoquimica e de experimentos de incorporacdo metabdlica de 3°S-sulfato, a
localizagdo celular (pericelular e intracelular) dos polissacarideos sulfatados nos

diferentes tipos celulares desta espécie de esponja.
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Objetivos

1. Analisar a sintese de polissacarideos sulfatados por células em cultura da

esponja H. heliophila, durante a formacao dos primorfos;

2. Determinar a localizagdo celular (intracelular ou pericelular) dos

polissacarideos sulfatados em células da esponja H. heliophila.
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Materiais e Métodos

Amostras de esponjas

As amostras da esponja H. heliophila foram coletadas na Praia Vermelha, Rio
de Janeiro através de mergulho auténomo (SCUBA). As amostras coletadas, com a
finalidade de extracao de polissacarideos sulfatados, foram automaticamente fixadas
em etanol 70%. As amostras coletadas para cultura de células foram transportadas
para o laboratério em agua do mar e acondicionadas em aquario a 18° C, para

posterior utilizacio.

Extragdo dos polissacarideos sulfatados

As amostras de H. heliophila foram cortadas em pequenos pedacos (1 mm3),
lavadas em etanol 70%, imersas trés vezes em acetona e secas em estufa a 60° C.
Os polissacarideos sulfatados foram extraidos, a partir dos tecidos secos (500 mg),
através de digestdo proteolitica extensiva com papaina. Os extratos foram
parcialmente purificados através de precipitagdes com cloreto de cetilpiridina e
etanol. Foram obtidos aproximadamente 10 mg (peso seco) de extratos crus de

polissacarideos sulfatados.

Purificagdo dos polissacarideos sulfatados

Os extratos de polissacarideos sulfatados de H. heliophila (10 mg) foram

submetidos a cromatografia de troca idbnica em uma coluna de DEAE celulose (10

ml), equilibrada com 5 mM de acetato de sédio (pH 5,0) e 10 mM de EDTA (acido
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etilenodiaminotetracético), acoplada a um sistema de FPLC. Os polissacarideos
sulfatados foram eluidos da coluna através de um gradiente linear de 0-3 M de NaCl,
a um fluxo de 0,5 ml/min. Fracdes de 0,5 ml foram coletadas e checadas através do
ensaio de metacromasia, utilizando azul de 1,9-dimetilmetileno (FARNDALE ET AL.,
1986), e através da condutividade. As fragdes contendo polissacarideos sulfatados

foram agrupadas, dializadas contra agua destilada e liofilizadas.

Eletroforese em gel de agarose

O polissacarideo sulfatado purificado de H. heliophila foi analisado através de
eletroforese em gel de agarose. O polissacarideo sulfatado (10 pg) e uma mistura
padrdo de glicosaminoglicanos (condroitim 4-sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato; 5 ug de cada) foram aplicados em um gel de agarose a 0,5% e submetidos a
110 V por 1 h, em tampao acetato de 1,3-diaminopropano 0,05 M (pH 9,0). Os
polissacarideos sulfatados no gel foram fixados com brometo de N-cetil-N,N,N-
trimetilamonia 0,1%. Apds 12 h, o gel foi seco e corado com azul de toluidina 0,1%,

em solugao 0,1:5:5 v/v acido acético:etanol:agua.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

A massa molecular do polissacarideo sulfatado purificado de H. heliophila foi
estimada através de eletroforese em gel de poliacrilamida. O polissacarideo
sulfatado (15 ng) foi aplicado em um gel de poliacrilamida a 6% com 1 mm de
espessura em tampao sodio barbital 0,02 M (pH 8,6). Apds a eletroforese (100 V por
30 min), o gel foi corado com azul de toluidina 0,1% em solugéo de acido acético 1%

e depois lavado por 4 hs em solugdo de acido acético 1%. Os marcadores de massa
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molecular utilizados foram o dextram sulfato de baixo peso molecular (8 kDa),
condroitim 4-sulfato (40 kDa), condroitim 6-sulfato (60 kDa) e dextram sulfato de alto

peso molecular (500 kDa).

Dissociagéo celular

Os tecidos da esponja foram cortados em pedagos de 2-3 mm?, lavados em
agua do mar natural e incubados em agua do mar artificial livre de calcio e magnésio
suplementada com EDTA (CMFSW+E): 460 mM NaCl, 7 mM Na,SO4, 10 mM KClI,
10 mM HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico), 2,5 mM EDTA,
pH 8,2. As amostras foram incubadas em CMFSW+E por 30 min, em placa agitadora
em baixa velocidade. O sobrenadante foi descartado e os fragmentos
ressuspendidos em nova solugdo de CMFSW+E por 45 min, em placa agitadora em
baixa velocidade. Apos a segunda incubagéo, o sobrenadante contendo as células
foi coletado e filtrado em filtro de nylon de 40 um. Apds a filtragem, as células foram

centrifugadas (80 g, 10 min) e mantidas em CMFSW+E até a sua utilizagao.

Preparagbes histoquimicas

As laminas contendo as células de H. heliophila foram obtidas através de
citocentrifugagéo. As células dissociadas tiveram a sua concentragédo ajustada para
5x10° células ml”, através de contagem em camara de Neubauer, e depois fixadas
em solugao de glutaraldeido 10%, por 24 hs, a 4° C. As laminas foram preparadas
usando 100 ul da solugao de células dissociadas fixadas, centrifugadas por 5 min a

80 g, em uma citocentrifuga FANEM citospin 280. As laminas foram coradas com
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azul de toluidina 4%, pH 4,4 por 5 min e fotografadas em microscépio 6ptico Zeiss

axioscop 2

Marcagdo metabdlica com 3°S e isolamento dos polissacarideos sulfatados intra e

pericelulares

Células de H. heliophila (8x10%* células) foram incubadas por 24 hs a 18° C,
em agua do mar artificial livre de sulfato suplementada com **S (SFSW+*S): 460
mM NaCl, 20 mM MgCl,, 10 mM CaCl,, 2 mM NaHCO3, 10 mM KCI, 10 mM HEPES
e 100 uCi de H,>°S0., pH 8,2. Apds a marcacdo metabolica, as células foram
lavadas 5 vezes em CMFSW+E para retirada do H,*°SO, livre. Apds a lavagem, as
células foram submetidas a tripsinizacédo branda por 12 hs, a 18° C, em uma solugao
de CMFSW+E suplementada com 0,05% de tripsina, para isolar os componentes
pericelulares dos intracelulares. Para confirmar a eficiéncia da tripsinizacao,
amostras das células foram coradas com azul de toluidina, para a observagao da
metacromasia nas superficies celulares. Apods a tripsinizacdo branda, a suspensao
de células foi centrifugada por 10 min a 250 g e o precipitado foi separado do
sobrenadante. O sobrenadante, contendo os polissacarideos sulfatados
pericelulares, foi dializado contra agua destilada, submetido a digestao proteolitica
com papaina por 24 hs, a 60° C, e parcialmente purificados através de precipitagao
com etanol. O precipitado, contendo os polissacarideos sulfatados intracelulares, foi
imerso em acetona, seco, submetido a digestdo proteolitica com papaina por 24 hs,
a 60° C, e parcialmente purificado através de precipitacdo com etanol. Os
polissacarideos sulfatados intra e pericelulares foram analisados por cromatografia
de troca ibnica em uma coluna de DEAE celulose (3 ml), equilibrada com 5 mM de

acetato de soédio (pH 5,0) e 10 mM de EDTA, acoplada a um sistema de FPLC. Os
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polissacarideos sulfatados foram eluidos através de um gradiente linear de 0-3 M de
NaCl. As fragbes foram monitoradas através da radioatividade, em liquido de
cintilacéo (1 | de tolueno e 0,2 g de POP), utilizando um cintilador Beckman modelo

LS 6000SC e através da condutividade.

Preparacgéo dos primorfos

Para a formagao dos primorfos, as células em suspensao (109 células mI'1)
foram centrifugadas (80 g, 10 min) e ressuspendidas em agua do mar artificial
filtrada (0,22 pm, FSW), suplementada com antibidticos (kanamicina 100 mg I e
tilosina 8 mg I'") e vermelho de fenol (16 mg I') ou em SFSW+%*S. As solugdes de
FSW ou SFSW+*S, com as células em suspensao, foram transferidas para placas
de petri estéreis contendo 10 ml de FSW ou SFSW+*S. A cada 24 hs as células
foram ressuspendidas com pipeta Pasteur, e transferidas para placas de petri
estéreis contendo 10 ml de FSW ou SFSW+*S novo. Este processo foi repetido

durante cinco dias até a formacao dos primorfos.

Marcagdo metabdlica com 3°S e isolamento dos polissacarideos sulfatados das

células durante a formagéo dos primorfos

Para a quantificacdo da sintese de polissacarideos sulfatados, durante a
formacédo dos primorfos, foram feitas 15 culturas de células de H. heliophila (109
células cada). Para a analise da sintese de polissacarideos sulfatados nas primeiras
24 hs, trés culturas foram feitas diretamente em SFSW+%S. Para a andlise da
sintese de polissacarideos sulfatados entre 24-48 hs de cultura, as células de trés

culturas, incubadas previamente por 24 hs em FSW, foram ressuspendidas e
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incubadas por 24 hs em uma nova placa contendo SFSW+>*S. Para a analise da
sintese de polissacarideos sulfatados nos demais dias (48-72 hs, 72-96 hs, 96-120
hs e 120-144 hs) foi utilizado o mesmo método: Incubar as células com FSW, até o
momento de quantificar a sintese de polissacarideos sulfatados, e no momento de
quantificacdo incubar as células por 24 hs em SFSW+>*S. Todas as culturas foram
feitas em triplicata. Apds o periodo de marcagdo com *°S as células (1 mg de cada
cultura) foram imersas em acetona, secas, submetidas a digestdo proteolitica com
papaina por 24 hs, a 60° C, e parcialmente purificadas através de precipitacdo com
etanol. Os polissacarideos sulfatados, de cada cultura, foram submetidos a
cromatografia de troca ibnica em uma coluna de DEAE celulose (3 ml), equilibrada
com 5 mM de acetato de sédio (pH 5,0) e 10 mM de EDTA, acoplada a um sistema
de FPLC. A coluna foi lavada com 6 ml de tamp&o de equilibrio, e os polissacarideos
sulfatados foram eluidos com 3 M de NaCl. As fragdes foram monitoradas através
da radioatividade em liquido de cintilagdo (1 | de tolueno e 0,2 g de POP), utilizando
um cintilador Beckman modelo LS 6000SC. As culturas foram fotografadas

diariamente, utilizando camera digital Canon D20.
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Resultados

A anadlise dos polissacarideos sulfatados de H. heliophila, através de
cromatografia de troca ibnica em DEAE celulose, resultou em uma fragdo uUnica
eluida com aproximadamente 0,6 M de NaCl (Fig. 3). Esse resultado sugere a

presenca de uma unica populacdo de polissacarideos sulfatados nos tecidos de H.

heliophila.
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Figura 3. Purificagdo do polissacarideo sulfatado da esponja H. heliophila. O extrato cru do

polissacarideo sulfatado da esponja (~ 10 mg) foi purificado através de cromatografia de troca idnica
(DEAE Celulose). As fragbes foram checadas através da propriedade metacromatica (525nm) e da
condutividade. As fragdes indicadas pela barra horizontal foram agrupadas, dializadas contra agua

destilada e liofilizadas.

A eletroforese em gel de agarose do polissacarideo sulfatado de H. heliophila,
purificado no experimento da Fig. 3, mostrou uma unica banda (Fig. 4A). A migragao
eletroforética desse polissacarideo sulfatado é diferente dos glicosaminoglicanos
condroitim 4-sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato. Esse resultado confirma a
pureza do polissacarideo sulfatado encontrado nos tecidos de H. heliophila e a sua
diferengca em relagdo aos glicosaminoglicanos de mamiferos. O peso molecular do
polissacarideo sulfatado de H. Heliophila foi estimado em aproximadamente 40 kDa

(Fig. 4B)
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose e poliacrilamida do polissacarideo sulfatado de H. heliophila.
A — O polissacarideo sulfatado purificado da esponja (~10 pg) e uma mistura pdrdo de GAG's
contendo condroitim 4-sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS; 5 ug de cada)
foram aplicados a um gel de agarose a 0,5% e submetidos a 110 V por 1 h em tampéao acetato de
1,3-diaminopropano 0,05 M (pH 9,0). Os polissacarideos sulfatados no gel foram fixados, secos, e
corado com azul de toluidina 0,1%. B — O polissacarideo sulfatado purificado da esponja (~10 png) foi
aplicado em um gel de poliacrilamida a 6% com 1 mm de espessura em tampao sodio barbital 0,02 M
(pH 8,6). Apds a eletroforese (100 V por 30 min), o gel foi corado com azul de toluidina 0,1% e depois
lavado por 4 hs em solugéo de acido acético 1%. Os marcadores de massa molecular utilizados foram
o dextram sulfato de baixo peso molecular (8 kDa), condroitim 4-sulfato (40 kDa), condroitim 6-sulfato
(60 kDa) e dextram sulfato de alto peso molecular (500 kDa).

Apoés a dissociagao celular dos tecidos de H. heliophila, foi possivel identificar
12 tipos celulares morfologicamente distintos. Todos os tipos celulares identificados
apresentaram uma forte metacromasia na superficie celular, indicando a presenca
de polissacarideos sulfatados (Fig. 5). Alguns tipos celulares, como as células
globulares (Fig. 5A), arquedcitos (Fig. 5C), esclerécitos (Fig. 5D), cistencitos (Fig.
5G) e os tipos celulares ndo identificados E e H (Fig. 5E e Fig. 5H, respectivamente),
apresentaram granulos intracelulares metacromaticos, indicando a presenca de
polissacarideos sulfatados nessas inclusdes intracelulares. Nos demais tipos

celulares, identificados como coandcitos (Fig. 51), lofocitos (Fig. 5J), pinacdcitos (Fig.

5K), poliblastos (Fig. 5L) e os tipos celulares nao identificados B e F (Fig. 5B e Fig.
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5F, respectivamente), ndo foram \visualizadas inclusbes intracelulares
metacromaticas. Esse resultado indica que metade dos tipos celulares encontrados
em tecidos de H. heliophila apresenta inclusdes intracelulares contendo

polissacarideos sulfatados.

A

Figura 5. Células de H. Heliophila coradas com azul de toluidina. A dissociagao celular foi feita com
tecidos vivos (fragmentos de 2-3 mm3) incubados em agua do mar artificial livre de célcio e magnésio
suplementada com EDTA (CMFSW+E). O sobrenadante contendo as células foi coletado e filtrado
em filtro de nylon de 40um. Apods a filtragem as células foram centrifugadas (80 g, 10min). A
concentragdo celular foi ajustada 5 x 10° células ml" e fixadas em glutaraldeido 10%. Os
citocentrifugados foram feitos utilizando 100 pl do estoque inicial de células, a 80 g por 5 min. As
laminas foram coradas com azul de toluidina 4%, pH 4,4 por 5 min. Todos os tipos celulares
apresentaram intensa metacromasia na superficie celular. as células globulares - A, arquedcitos — C,
esclerdcitos - D, cistencitos - G e os tipos celulares nao identificados E e H apresentaram granulos

intracelulares metacromaticos. Barra de escala = 1um.

Para confirmar a presengca de polissacarideos sulfatados nestes granulos
intracelulares, as células dissociadas de H. heliophila foram submetidas a marcacao
metabolica com *°S-sulfato e subseqiientemente a tripsinizagéo branda, para isolar
os componentes pericelulares dos intracelulares. Apés 8 hs de incubacdo com
tripsina, as células ndo apresentaram metacromasia na superficie celular, indicando
que os polissacarideos sulfatados pericelulares foram removidos (dados né&o

mostrados). Os polissacarideos sulfatados pericelulares e intracelulares, marcados
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com *S-sulfato, foram submetidos & cromatografia de troca iénica, em DEAE
celulose (Fig. 6). Os **S-polissacarideos dos dois compartimentos celulares foram
eluidos com a mesma concentragao de NaCl (~0,6 M). O polissacarideo sulfatado
nativo de H.heliophila também foi eluido com esta concentragdo de NaCl (~ 0,6M,
Fig. 6). A integracdo dos picos indicou que a proporgao entre os polissacarideos
sulfatados pericelulares e intracelulares foi de 66% e 34%, respectivamente.
Portanto, aproximadamente um terco dos polissacarideos sulfatados de células de
H. heliophila encontram-se em compartimentos intracelulares.
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Figura 6. Cromatografia de troca ibnica dos 35S-polissacarideos de células de H. Heliophila. Células
dissociadas de H. Heliophila (8x1024 células ml'1) foram incubadas por 24 hs em agua do mar artificial
suplementada com **S-sulfato (100 uCi, SFASW+*S). Ap6s a incubacgéo, as células foram lavadas e
submetidas a tripsinizagdo branda por 12 hs. As células tripsinizadas foram centrifugadas (10 min,
250 G). O sobrenadante, contendo os 35S-poIissacarideos associados a superficie celular (linhas
pretas, e), e o precipitado, contendo os 35S-polissacarideos intracelulares (linhas vermelhas, A),
foram submetidos a digestdo com papaina e aplicados a uma coluna de troca i6nica (DEAE

Celulose). As fragdes foram checadas através da presenca de 35S-polissacarideos (CPM).

Para quantificar a sintese de polissacarideos sulfatados durante a formacéao
dos primorfos, as células foram submetidas & marcacédo metabdlica, com **S-sulfato,
durante diferentes etapas da reagregacgéao celular que culminam com a formagéo do
primorfo. As células dissociadas de H. heliophila levaram cinco dias para formar os
primorfos (Fig. 7). No primeiro dia, as células totalmente dissociadas (Fig. 7A)

formaram agregados celulares pequenos (0,1-0,3 mm) interconectados, e pouco
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espessos (Fig. 7B). No segundo dia, os agregados apresentaram formas
arredondadas e tamanhos heterogéneos (0,2-0,8 mm), sendo possivel observar
varios agregados interconectados (Fig. 7C). No terceiro dia, os agregados
apresentavam tamanhos mais homogéneos e alguns agregados permaneciam
interconectados (Fig. 7D). No quarto dia, os agregados ganharam volume e se
isolaram uns dos outros (Fig. 7E). No quinto dia, os agregados ja apresentavam
caracteristicas morfoldgicas externas de primorfos, como a superficie regular e lisa,

a forma redonda e o tamanho em torno de 1mm (Fig. 7F).

Figura 7. Dindmica da formagdo de primorfos por células de H. heliophila. As células foram
dissociadas utilizando CMFSW+E e filtradas em filtro de nylon (40um). As células foram centrifugadas
(80 g, 10 min) e ressuspendidas em agua do mar filtrada (0,22 um) suplementada com antibidticos
(kanamicina 100 mg.I"" e tilosina 8 mg.I"; FSW). Os agregados foram ressuspendidos diariamente e
transferidos para novo meio de cultura. A formagao dos primorfos levou 5 dias, as culturas foram
fotografadas a cada 24 hs: A - 0 hora; B - 24 horas; C - 48 horas; D - 72 horas; E - 96 horas; F - 120

horas. Barra de escala = 1Tmm.

A sintese do polissacarideo sulfatado de H. heliophila foi decrescente durante
a formagéo dos primorfos (Fig. 8). Ao fim das primeiras 24 hs de cultura as células
apresentaram uma alta quantidade do *°S-polissacarideo, indicando uma alta

sintese do polissacarideo sulfatado durante este periodo (Fig. 8). Nas 24 hs
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seguintes (entre 24-48 hs de cultura), a quantidade de 3°S-polissacarideo caiu
praticamente pela metade, indicando que a sintese caiu pela metade no segundo dia
de cultura (Fig. 8). No terceiro dia (entre 48-72 hs de cultura), a quantidade de *°S-
polissacarideo sulfatado diminuiu praticamente oito vezes em relagdo a quantidade
encontrada no primeiro dia de cultura, indicando uma queda drastica na sintese do
polissacarideo sulfatado a partir de 48 hs de cultura (Fig. 8). No quarto dia (entre 72-
96 hs de cultura), a quantidade do %3-polissacarideo sulfatado caiu para um nivel
muito baixo (Fig. 8). No quinto e sexto dias (entre 96-144 hs de cultura), quando os
primorfos ja estdo formados, a quantidade do %3-polissacarideo também foi muito
reduzida (Fig. 8). Portanto, a partir de 72 hs de cultura, as células de H. heliophila

param de sintetizar polissacarideos sulfatados.
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Figura 8. Incorporagéo de %3-sulfato durante a formacdo dos primorfos. Células de H. heliophila (107

células/ml) foram incubadas por 24 hs em SFASW-S* em diferentes periodos durante a formagao dos
primorfos (0-24 horas; 24-48 horas; 48-72 horas; 72-96 horas; 96-120 horas; 120-144 horas). Antes
do periodo de incubagao com SFASW+°°S, as células foram mantidas em FSW. Apods a incubacgao as
células (1 mg de cada cultura) e foram lavadas com CMFSW+E, submetidas a digestdo com papaina
e aplicadas a uma coluna de troca i6nica (DEAE Celulose). As fragbes foram checadas através da
presenga de polissacarideos *sulfatados (CPM). As fragbes contendo polissacarideos *sulfatados

foram integradas para comparagao da sintese nos diferentes periodos.
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Discussao

No primeiro capitulo dessa tese demonstramos, através de histoquimica e de
marcacdo metabdlica com *°S-sulfato, que alguns tipos celulares da esponja H.
heliophila possuem inclusdes intracelulares contendo polissacarideos sulfatados.
Também demonstramos que a sintese de polissacarideos sulfatados durante as
culturas de células de esponjas que culminam com a formagédo dos primorfos, é
decrescente, cessando a partir de 72 hs de cultivo.

A purificagdo dos polissacarideos sulfatados presentes nos tecidos de H.
heliophila resultou na presenca de uma unica populacdo desses polimeros. Mourao
& Zierer (2000) também encontraram uma unica populacdo de polissacarideos
sulfatados em H. heliophila. Os dois trabalhos mostram um polissacarideo sulfatado
com peso molecular e mobilidade eletroforética semelhantes (MOURAO & ZIERER,
2000; presente tese). Portanto, a esponja H. heliophila possui apenas um tipo de
polissacarideo sulfatado em seus tecidos.

Os doze tipos celulares morfologicamente identificados de H. heliophila
apresentaram polissacarideos sulfatados na superficie celular. O reconhecimento e
a adesao celular em esponjas € mediada pelos fatores de agregacao — AF’s (e.qg.
MISEVIC ET AL., 2004; GUERARDEL ET AL., 2004). Os AF’s sdo moléculas
semelhantes a proteoglicanos, compostas por um core protéico ligado a varias
unidades de polissacarideos sulfatados (e.g. FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER,
2003). As unidades efetivamente responsaveis pelo reconhecimento e adeséo
celulares sao os polissacarideos sulfatados, componentes dos AF’s (SPILLMANN &
BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER, 2004). Portanto, a presenca de
polissacarideos sulfatados na superficie de todos os tipos celulares de H. heliophila

indica a presenca dos AF’s na superficie de todas as células dessa esponja.
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Os tipos celulares identificados como células globulares, arquedcitos,
esclerocitos, cisténcitos e os tipos celulares ndo identificados E e H apresentaram
granulos intracelulares, contendo polissacarideos sulfatados. Células teste de ovos
da ascidia Styella plicata também possuem granulag¢des intracelulares contendo
heparam sulfato (CAVALCANTI ET AL., 1999). Em mamiferos, a heparina também é
encontrada em compartimentos intracelulares de mastocitos (FORSBERG ET AL.,
1999). Tanto nas células teste de ascidias quanto nos mastdocitos de mamiferos as
fungdes fisioldgicas desses polissacarideos sulfatados intracelulares ainda nao
foram totalmente elucidadas. A uUnica funcdo dos polissacarideos sulfatados de
esponjas descrita na literatura € o reconhecimento e ades&o celular (e.g.
FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003). Os polissacarideos sulfatados
sintetizados por H. heliophila, localizados na superficie celular (aproximadamente
dois tergcos), sdo presumidamente componentes dos AF’'s e participam do
reconhecimento e adesdo celular. No entanto, a funcédo fisiolégica dos
polissacarideos sulfatados acumulados em granulos intracelulares de células de H.
heliophila, assim como em ascidias e mamiferos, nao foi definida.

Células de esponjas possuem uma alta atividade da telomerase. No entanto,
quando as células sido dissociadas, a atividade da telomerase decresce
drasticamente (KOZIOL ET AL., 1998). Quando as células em cultura reagregam,
dando inicio a formagao dos primorfos, a atividade da telomerase passa de negativa
para positiva (CUSTODIO ET AL., 1998). O mesmo ocorre com a incorporacéo de
BrdU, que praticamente n&o ocorre nas células isoladas e, apds o inicio da
agregacao, aumenta continuamente (ZHANG ET AL., 2003; SUM ET AL., 2007).
Esses dados sugerem que é necessario o contato célula-célula para que ocorra a
proliferacdo e diferenciacao celular, que levam a formacao dos primorfos. A sintese

de polissacarideos sulfatados pelas células de H. heliophila nas primeiras 24 hs da



28

reagregagao celular foi alta, sugerindo que o contato célula-célula promove o
aumento dessa sintese. No entanto, a sintese diminuiu continuamente nos dias
seguintes, cessando completamente a partir do terceiro dia. Essa diminuigdo pode
ser explicada através da dindmica de formacgao dos primorfos. No primeiro dia as
células estdo completamente dissociadas, e necessitam de uma maior quantidade
de polissacarideos sulfatados de novo para realizarem o reagregacgéao celular inicial.
No segundo dia, os agregados de diferentes tamanhos se conectam ativamente para
formarem agregados maiores. Portanto, essa etapa necessita de alguma quantidade
de polissacarideos sulfatados de novo para realizar a adesdo entre os agregados.
No terceiro dia, apenas alguns agregados se conectam para formarem agregados
maiores. Nessa etapa, a sintese de polissacarideos sulfatados de novo ja é oito
vezes menor do que no primeiro dia de cultura. A partir do terceiro dia os agregados
encontram-se praticamente finalizados e ocorre a reorganizagéo celular que ira
originar os primorfos. A partir desse momento, a sintese de polissacarideos
sulfatados cessa. Esse resultado indica que a sintese de polissacarideos sulfatados
s6 é necessaria durante os momentos de maior deslocamento e adeséo entre as
células e agregados. Diferente da proliferagao e diferenciagéo celular, que aumenta
continuamente durante a formacdo dos primorfos (CUSTODIO ET AL., 1998;
ZHANG ET AL., 2003; SUM ET A., 2007), a sintese de polissacarideos sulfatados
decresce continuamente durante a formagao dos primorfos.

Os primorfos s&o as experiéncias de cultura de células de esponjas com
maior sucesso até agora. No entanto, esse método de cultura de células primarias
nao permite a producdo de tecidos em larga escala e muito menos o
desenvolvimento de linhagens celulares proliferantes. No presente trabalho foi
realizada pela primeira vez a marcagao metabdlica com isétopo radioativo de

polissacarideos sulfatados de esponjas. Essa técnica € promissora, pois permite
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acompanhar a sintese dessas moléculas durante diferentes fases da cultura de
células de esponjas. Como os polissacarideos sulfatados sdo as moléculas
efetivamente responsaveis pelo reconhecimento e adesdo celular em esponjas, o
estudo da sintese desses polimeros é de extrema importdncia para o

desenvolvimento de novas técnicas de cultivo de células de esponjas.
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Capitulo 2

Efeitos da adicdo de polissacarideos sulfatados exdgenos
na agregacao celular da esponja marinha

Hymeniacidon heliophila

Introducgao

O primeiro modelo de reconhecimento e adesao celular em animais foi
realizado com células de esponjas (Porifera) no inicio do século XX (WILSON,
1907). Nesse modelo foi descrito que células de esponjas dissociadas
mecanicamente se reagregam espécie-especificamente, formando pequenos
agregados celulares. Posteriormente, observou-se que essa reagregacao celular é
mediada por moléculas associadas a membrana celular, denominadas como fatores
de agregacdo (Af's) e que esta reagregacédo é dependente de cations divalentes,
como Ca®" e Mg* (HUMPHREYS, 1963). Os primeiros trabalhos de isolamento e
caracterizagao dos AF’s concluiram que essas moléculas sdo compostas por
proteinas e carboidratos em diferentes propor¢des (26% a 60% de carboidratos), de
acordo com a espécie estudada (MARGOLIASH ET AL., 1965; MULLER ET AL.,
1973; MULLER ET AL., 1978; MISEVIC & BURGER, 1986).

Atualmente, sabe-se que o0s AF's sdo moléculas semelhantes a

proteoglicanos e sao responsaveis pela adesdo e reconhecimento celular em
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esponjas (e.g. FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003). A porgao protéica dos
AF’s é composta por cores protéicos lineares ou circulares, dependendo da espécie
estudada (JARCHOW ET AL., 2000). Ligado ao core protéico sdo encontradas dois
tipos de unidades polissacaridicas: o primeiro tipo € de baixo peso molecular, ndo
sulfatado e liga o core protéico a receptores putativos da membrana celular; o
segundo tipo € composto por polissacarideos sulfatados de alto peso molecular que
se ligam homofilicamente com polissacarideos sulfatados das membranas de células
adjacentes, promovendo a adesdo celular (e.g. BLUMBACH ET AL., 1998;
FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003; BUCIOR & BURGER, 2004).

As unidades componentes dos AF’s efetivamente responsaveis pelo
reconhecimento e adesao celular em esponjas sdo os polissacarideos sulfatados
(SPILLMANN & BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER, 2004). Experimentos
utilizando microesferas, recobertas por polissacarideos sulfatados purificados de
esponjas, resultaram na agregacdo destas microesferas. Também ocorreu
agregacao entre células vivas de esponjas e microesferas recobertas com seus
polissacarideos sulfatados, confirmando que a agregacdo mediada pelos
polissacarideos sulfatados também ocorre fisiologicamente. A incubagdo com o
anticorpo anti-polissacarideo sulfatado da esponja Microciona prolifera com células
vivas ou microesferas, recobertos de polissacarideos sulfatados desta espécie,
impediu a agregacdo de ambos, confirmando o papel central dos polissacarideos
sulfatados na agregacao celular em esponjas (BUCIOR & BURGER, 2004). A forga
de ligagdo entre estes polissacarideos sulfatados foi determinada através de
microscopia de forga atdbmica, variando entre 200 e 300, piconewtons de acordo com
a espécie estudada (FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003; BUCIOR &

BURGER, 2004).
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Uma caracteristica muito importante observada desde os primeiros
experimentos de agregacgao celular em esponjas € a espécie-especificidade. Tanto
em experimentos utilizando células vivas, quanto em experimentos utilizando
microesferas recobertas com polissacarideos sulfatados de esponjas, a agregagcao
s6 ocorre de forma homodloga, ou seja, entre polissacarideos sulfatados ou células
de esponjas da mesma espécie (e.g. POPESCU & MISEVIC, 1997; MISEVIC ET
AL., 2004; BUCIOR & BURGER, 2004). Alem disso, todas as espécies de esponjas
que tiveram seus polissacarideos sulfatados caracterizados apresentaram polimeros
com diferentes estruturas, composi¢gdo de agucares e conteudos de sulfato (e.g.
ZIERER & MOURAO, 2000; GUERERDEL ET AL., 2004; BUCIOR & BURGER,
2004; VILANOVA ET AL., 2007). Outra caracteristica importante da interagdo entre
os polissacarideos sulfatados de esponjas € a dependéncia de cations divalentes,
principalmente de calcio. Na auséncia de calcio ou em concentragdes abaixo de 10
mM (concentragéo fisioldgica de calcio na agua do mar) a agregagao nao ocorre ou
diminui drasticamente (e.g. SPILLMANN & BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER,
2004).

Na presente tese nos purificamos e caracterizamos parcialmente os
polissacarideos sulfatados das espécies de esponja Hymeniacidon heliophila,
Dysidea robusta e Aplysina fulva. Os polissacarideos sulfatados dessas espécies e a
heparina foram utilizados em experimentos de agregagcdo com células da esponja H.
heliophila. Também foram realizados ensaios de afinidade entre esses
polissacarideos sulfatados e o polissacarideo sulfatado de H. heliophila e a

heparina, na presenca e auséncia de calcio.
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Objetivos

1. lIsolar e caracterizar os polissacarideos sulfatados de H. heliophila, D. robusta

e A. fulva;

2. Determinar os efeitos da adigdo de polissacarideos sulfatados exdgenos e

enddgenos na agregacao celular da esponja H. heliophila;

3. Determinar bioquimicamente a interacdo entre polissacarideos sulfatados de

esponjas, na presencga e auséncia de calcio;

4. Determinar bioquimicamente a interacdo entre polissacarideos sulfatados de

esponjas e heparina, na presenga e auséncia de calcio.
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Materiais e Métodos

Amostras de esponjas

As esponjas D. robusta e A. fulva foram coletadas na Praia da Tartaruga,
Buzios, Rio de Janeiro, através de mergulho em apnéia. As amostras da esponja H.
heliophila foram coletadas na Praia Vermelha, Rio de Janeiro através de mergulho
autbnomo (SCUBA). As amostras coletadas com finalidade de extracdo de
polissacarideos sulfatados foram automaticamente fixadas em etanol 70%. As
amostras de H. heliophila coletadas para cultura de células foram transportadas para
o laboratério em agua do mar e acondicionadas em aquario, a 18° C, para posterior

utilizacao.

Extracdo dos polissacarideos sulfatados

As amostras de H. heliophila, D. robusta e A. fulva foram cortadas em
pequenos pedagos (1 mm3), lavados em etanol 70%, imersos trés vezes em acetona
e secos em estufa a 60° C. Os polissacarideos sulfatados foram extraidos a partir
dos tecidos secos (5 g), através de digestao proteolitica extensiva com papaina. Os
extratos foram parcialmente purificados através de precipitagdes com cloreto de
cetilpiridina e etanol. Foram obtidos aproximadamente 100 mg (peso seco) de

extratos crus de polissacarideos sulfatados.
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Purificagdo dos polissacarideos sulfatados

Os extratos crus de polissacarideos sulfatados de H. heliophila, D. robusta e
A. fulva foram submetidos a cromatografia de troca ibnica em uma coluna de DEAE
celulose (10 ml), equilibrada com 5 mM de acetato de soédio e 10 mM de EDTA, pH
5,0, acoplada a um sistema de FPLC. Os polissacarideos sulfatados foram eluidos
da coluna através de um gradiente linear de 0-3 M de NaCl, com um fluxo de 0,5
ml/min. Fracdes de 0,5 ml foram coletadas e analisadas através do ensaio de
metacromasia, utilizando azul de 1,9-dimetilmetileno (FARNDALE ET AL., 1986), e
através da condutividade. As fracbes contendo polissacarideos sulfatados foram

agrupadas, dializadas contra agua destilada e liofilizadas.

Eletroforese em gel de agarose

Os polissacarideos sulfatados de H.heliophila, D. robusta e A. fulva foram
analisados através de eletroforese em gel de agarose. Os polissacarideos sulfatados
(10 ug de cada espécie) foram aplicados em um gel de agarose a 0,5% em tampao
acetato de 1,3-diaminopropano 0,05 M (pH 9,0) e submetidos a 110 V por 1 h. Os
polissacarideos sulfatados no gel foram fixados com brometo de N-cetil-N,N,N-
trimetilamonia 0,1%. Apds 12h, o gel foi seco e corado com azul de toluidina 0,1%

em solugao 0,1:5:5 v/v acido acético:etanol: agua.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

A massa molecular dos polissacarideos sulfatados de H. heliophila, D. robusta

e A. fulva foi estimada através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Os
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polissacarideos sulfatados (15 ug de cada espécie) foram aplicados em um gel de
poliacrilamida a 6%, com 1 mm de espessura, em tampao sodio barbital 0,02 M (pH
8,6). Apos a eletroforese (100 V por 30 min), o gel foi corado com azul de toluidina
0,1% em solucéo de acido acético 1% e depois lavado por 4h em solugcédo de acido
acético 1%. Os marcadores de massa molecular utilizados foram o dextram sulfato
de baixo peso molecular (8 kDa), condroitim 4-sulfato (40 kDa), condroitim 6-sulfato

(60 kDa) e dextram sulfato de alto peso molecular (500 kDa).

Analises quimicas

A composicdo quimica dos polissacarideos sulfatados purificados de
H.heliophila, D. robusta e A. fulva foi determinada através dos seguintes métodos: a
hexose total foi estimada pela reagdo fenol-H,SO4 (DUBOIS ET AL., 1956); o
conteudo de acido urdnico foi estimado pela reagao de Ehrlich, utilizando carbazol
(DISCHE, 1947); a dosagem de sulfato foi feita apds a hidrélise acida dos
polissacarideos (6,0 M de acido trifluoracético por 5 h a 100°C), através do método
de gelatina de BaCl, (SAITO ET AL., 1958); a presenca de diferentes agucares
neutros foi estimada através de cromatografia em papel em 3:2:1 viv n-

butanol:piridina:agua (48 hs) dos polissacarideos hidrolisados.

Dissociagéo celular

Os tecidos de H.heliophila foram cortados em pedacos de 2-3 mm?®, lavados
em agua do mar natural e incubados em agua do mar artificial livre de calcio e
magnésio suplementada com EDTA (CMFSW+E): 460 mM NaCl, 7 mM Na,SOy4, 10

mM KCI, 10 mM HEPES, 2,5 mM EDTA, pH 8,2. As amostras foram incubadas em
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CMFSW+E por 30 min em placa agitadora em baixa velocidade. O sobrenadante foi
descartado e os fragmentos ressuspendidos em nova solugdo de CMFSW+E, por 45
min, em placa agitadora em baixa velocidade. Apds a segunda incubacgado, o
sobrenadante contendo as células foi coletado e filtrado em filtro de nylon de 40 um.
Apos a filtragem, as células foram centrifugadas (80 g, 10 min) e mantidas em

CMFSW+E até a sua utilizagao.

Culturas de células em meios suplementados com polissacarideos sulfatados

exogenos

Para as culturas de células com meios suplementados com polissacarideos
sulfatados exdgenos, as células em suspensdo (1 x 10° células ml™") foram
centrifugadas (80 g, 10 min) e ressuspendidas em 100 ul de agua do mar artificial
filtrada (0,22 um, FSW) suplementada com antibidticos (kanamicina 100 mg I e
tilosina 8 mg I"') e vermelho de fenol (16 mg I'"), e diferentes concentragdes de
diferentes polissacarideos sulfatados. O meio de cultura (FSW) foi suplementado
com heparina bovina (1,0 mg/ml, 5,0 mg/ml e 10,0 mg/ml), o polissacarideo sulfatado
de H. heliophila (0,5 mg/ml, 1,0 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2,0 mg/ml, 2,5 mg/ml e 3,0 mg/ml),
o polissacarideo sulfatado de D. robusta (3,0 mg/ml) e o polissacarideo sulfatado de
A. fulva (3,0 mg/ml). O controle negativo (células 100% desagregadas) foi feito com
o meio de cultura CMFSW+E e o controle positivo (maxima agregacgao) foi
estabelecido usando o meio de cultura FSW. Todas as culturas, controles e culturas
suplementadas com diferentes polissacarideos sulfatados em diferentes
concentracdes, foram feitas em ftriplicata, em placas de cultura de 96 pocos. As
culturas foram mantidas durante 6 hs a 18° C e depois fotografadas utilizando

microscopio Leika DC300. As areas dos agregados foram calculadas utilizando
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software de anadlise de imagens Leika QWin. As areas dos agregados foram

comparadas através de analise de variancia (ANOVA).

Cromatografias de afinidade ao polissacarideo sulfatado de H. heliophila

A interacdo entre os polissacarideos sulfatados das esponjas H. heliophila, D.
robusta e A. fulva ou heparina pelo polissacarideo sulfatado de H. heliophila foi
determinada através de cromatografia de afinidade, utilizando resina Sepharose 4B.
Quatrocentos ml de solugdo de HClI 1 mM foram adicionados a 2 g da resina
Sepharose 4B ativada com CNBr. A mistura foi mantida sob agitagdo por 15 min.
Apos esse tempo, o material foi filtrado em funil de placa sinterizada e lavado
sucessivamente com a mesma solugéo (~ 3 vezes o volume inicial). Depois dessa
etapa, o gel foi mantido na placa e lavado com 10 ml de tampao de acoplamento
(NaHCO3 0,1 M, pH 8,3 com NaCl 0,5 M). O gel obtido apds a lavagem foi posto em
contato com 20 mg de polissacarideo sulfatado de H. heliophila, diluido em 5 ml de
tampao de acoplamento. A mistura foi agitada por 12 hs, e em seguida filtrada.
Depois de filtrado, o gel foi misturado com o tamp&o bloqueador (glicina 0,2 M, pH
8,0) por 2 h, filtrado e lavado com tampao acetato 0,1 M, pH 4,0 com NaCl 0,5 M. O
gel resultante foi aplicado a uma coluna de cromatografia e acoplada a um sistema
de FPLC. As cromatografias foram realizadas utilizando dois tampdes de equilibrio
diferentes: tampao acetato de soédio 5 mM, pH 50 com 0,25 M de NaCl,
suplementado com 10 mM de EDTA, para determinar as interagdes na auséncia de
calcio; e tampao acetato de sédio 5 mM, pH 5,0, com 0,25 M de NaCl,
suplementado com 10 mM de CaCl,, para determinar as interagdes na presenga de
calcio. Os polissacarideos sulfatados de H. heliophila, D. robusta e A. fulva e

heparina (1 mg por cromatografia) foram aplicados a coluna, equilibrada com os
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diferentes tampdes, e eluidos através de um “step wise” de NaCl (0,25 M, 0,5 M, 1,0
M, 1,5 M e 2,0 M). Fragdes de 0,5 ml foram coletadas e analisadas através do
ensaio de metacromasia, utilizando azul de 1,9-dimetilmetileno (Farndale ET AL.,

1986), e através da condutividade.

Cromatografias de afinidade com a heparina

As cromatografias de afinidade com a heparina foram realizadas usando uma
coluna HITRAP-Heparin, acoplada a um sistema de FPLC. As cromatografias foram
realizadas utilizando dois tampdes de equilibrio diferentes: tampao acetato de sddio
5 mM, pH 5,0 com 0,25 M de NaCl, suplementado com 10 mM de EDTA, para
determinar as interagcbes na auséncia de calcio; e tampao acetato de sddio 5 mM,
pH 5,0, com 0,25 M de NaCl, suplementado com 10 mM de CaCl,, para determinar
as interagdes na presenca de calcio. Os polissacarideos sulfatados de H. heliophila,
D. robusta e A. fulva (1 mg por cromatografia) foram aplicados a coluna, equilibrada
com os diferentes tampdes, e eluidos através de um gradiente linear de NaCl (0-2
M). Fracées de 0,5 ml foram coletadas e analisadas através do ensaio de
metacromasia, utilizando azul de 1,9-dimetiimetileno (Farndale ET AL., 1986), e

através da condutividade.
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Resultados

O fracionamento dos extratos crus dos polissacarideos sulfatados das
esponjas H. heliophila, D. robusta e A. fulva (Fig. 9) resultaram em fragdes unicas,
eluidas com diferentes concentragdes de NaCl (Fig. 10). O polissacarideo sulfatado
de H. heliophila foi eluido com uma concentracdo de aproximadamente 0,6 M de
NaCl, o de D. robusta com uma concentragao de aproximadamente 1,4 M de NaCl e
o de A. fulva com uma concentragdo de aproximadamente 1,0 M de NaCl (Fig. 10).

Esse resultado sugere que cada espécie apresenta uma populagdo uUnica de

polissacarideos sulfatados.

Figura 9. Espécies de esponjas marinhas utilizadas nos experimentos. A - Hymeniacidon heliophila, B

-Dysidea robusta e C - Aplysina fulva.
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A analise dos polissacarideos sulfatados isolados de H. heliophila, D. robusta
e A. fulva foram realizadas através de eletroforese em gel de agarose (Fig. 11A). Os
polissacarideos sulfatados purificados das trés espécies apresentaram bandas
unicas, com diferentes mobilidades eletroforéticas (Fig. 11A). Isto confirmou a
presenca de populagdes Unicas e puras de polissacarideos sulfatados em cada uma
das espécies. Confirmada a pureza, o polissacarideo sulfatado de H. heliophila sera
denominado SPHh, o de D. robusta SPDr e o de A. fulva SPAf. As massas
moleculares de SPHh, SPDr e SPAf foram estimadas através de eletroforese em gel
de poliacrilamida (Fig. 11B). SPHh apresentou massa molecular de
aproximadamente 40 kDa, SPDr massa molecular de aproximadamente 50 kDa e

SPAf massa molecular de aproximadamente 25 kDa (Fig. 11B).
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose e poliacrilamida dos polissacarideos sulfatados de H.
heliophila, D. robusta e A. fulva. A — Os polissacarideos das esponjas (~10 ng) foram aplicados a um
gel de agarose a 0,5% em tampao acetato de 1,3-diaminopropano. Os polissacarideos no gel foram
fixados, secos, e corado com azul de toluidina 0,1%. B — Os polissacarideos das esponjas (~10 ug)
foram aplicados em um gel de poliacrilamida a 6% em tamp&o sddio barbital. Apds a eletroforese, o
gel foi corado com azul de toluidina 0,1%. Os marcadores de massa molecular utilizados foram o
dextran sulfato de baixo peso molecular (8 kDa), condroitin 4-sulfato (40 kDa), condroitin 6-sulfato (60

kDa) e dextran sulfato de alto peso molecular (500 kDa).
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As analises quimicas de SPHh, SPDr e SPAf mostraram que a composi¢cao
de acucares, o conteudo de acido urbnico e a sulfatagdo sao diferentes entre os
polissacarideos sulfatados dessas trés espécies (Tab. 1). SPHh & composto por
galactose, fucose e acido hexurénico, SPDr por arabinose, galactose, fucose e acido
hexurdnico e SPAf por glicose e acido hexurdnico (Tab. 1). O conteudo de acido
hexurénico e a sulfatacdo foram diferentes entre os polissacarideos sulfatados das
trés espécies (Tab. 1). Portanto, a composi¢do quimica dos polissacarideos

sulfatados dessas trés espécies de esponjas é espécie-especifica.

Tabela 1. Composi¢cao quimica dos polissacarideos sulfatados de H. heliophila, D.

robusta e A. fulva.

Espéci Composicao de Acido Sulfato/hexose

spécie . a . bec b.c
acucares hexuronico total

H. heliophila Gal, Fuc e HexUA 0,18 1,20

D. robusta Ara, Gal, Fuc e HexUA 0,25 2,04

A. fulva Glc e HexUA 0,10 0,70

@ A composicédo de agucares foi determinada por cromatografia em papel dos polissacarideos
sulfatados hidrolizados.

® Raz&o molar.

° Hexose total, sulfato total e 4cido hexuronico foram dosados pelos métodos fenol-acido sulfarico,
BaCl,-gelatina e carbazole respectivamente.

As células de H. heliophila, incubadas com o polissacarideo sulfatado
homologo (SPHh, 3 mg/ml) ou com a heparina (10 mg/ml), apresentaram baixa
agregacao celular (Fig. 12B e 12C, respectivamente). Os agregados incubados com
esses polissacarideos sulfatados foram esparsos, compostos por poucas células e
geralmente ndo apresentaram muitas camadas de células sobrepostas. O oposto
ocorreu com as células incubadas com os polissacarideos sulfatados heterélogos

SPDr (3 mg/ml) e SPAf (3 mg/ml). Nesse caso, os agregados foram compostos por
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muitas células, muito concentrados e geralmete tridimensionais (Fig. 12E e 12F,
respectivamente). Esses resultados indicam, que o polissacarideo sulfatado
homodlogo e a heparina, mas ndo os polissacarideos sulfatados heterdlogos, sao

capazes de impedir a agregacao celular.

Figura 12. Culturas de células de H. heliophila em diferentes meios. As células foram dissociadas em
CMFSW+E, filtradas em filtro de nylon de 40 um e centrifugadas (80 g, 10 min). As células foram
ressuspendidas e incubadas em diferentes meios de cultura por 6 hs: A — Células incubadas com
CMFSW + E (controle negativo - NC); B - Células incubadas com agua do mar filtrada (0,22 um) com
(kanamicina 100 mg I”" e tilosina 8 mg I'') e vermelho de fenol (16 mg.I", FSW) suplementada com 3
mg/ml de SPHh; C - Células incubadas com FSW suplementada com 10 mg/ml de heparina; D -
Células incubadas com FSW (controle positivo - PC); E - Células incubadas com FSW suplementada

com 3 mg/ml de PSDr; F - Células incubadas com FSW suplementada com 3 mg/ml de PSAf.

A area dos agregados foi calculada para permitir a comparagao quantitativa
entre a agregagao de células incubadas com diferentes polissacarideos sulfatados
exdgenos. As areas dos agregados incubados com 3 mg/ml de SPHh foi
significativamente menor do que as areas dos agregados incubados com a mesma
concentracdo de SPDr e SPAf (Fig. 13). Na verdade, As areas dos agregados

incubados com SPDr e SPAf nao apresentaram diferengas significativas em relagao
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ao controle positivo (PC), onde ocorre a maxima agregacgao celular (Fig. 13). Este
resultado confirma a ineficiéncia dos polissacarideos sulfatados heterdlogos em

impedir a agregagao celular, enquanto o polissacarideo sulfatado homdlogo é

altamente eficiente.
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Figura 13. Agregacao das células de H. heliophila incubadas com polissacarideos heterdlogos de
esponjas. Células dissociadas de H. heliophila (1 x 10° células ml'1) foram incubadas com FSW
(controle positivo - PC) e com FSW suplementado com 3 mg/ml de SPDr, SPAf e SPHh . A cultura
incubada com SPHh apresentou agregados com area significativamente menores (p < 0,05, *) do que
o controle positivo (PC) e as culturas suplementadas com SPDr e SPAf. A area dos agregados nas
culturas suplementadas com SPDr e SPAf ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) em

relagdo ao controle positivo (PC). As areas dos agregados foram comparadas através de ANOVA.

A area dos agregados também variou de acordo com as concentragbes de
SPHh e heparina adicionados aos meios de cultura de células de H. heliophila (Fig.
14). Em concentragdes baixas (0,5 mg/ml), o SPHh ja é capaz de diminuir a
agregacao das células de H. heliophila. Todas as concentragcbes de SPHh
adicionadas ao meio de cultura (0,5 a 3,0 mg/ml) produziram agregados com areas
significativamente menores do que o controle positivo (Fig. 14A). O mesmo né&o
ocorreu com as culturas incubadas com meio suplementado com heparina. A area
dos agregados foi decrescente de acordo com a concentragdo de heparina

adicionada ao meio de cultura (Fig. 14B). Para a heparina foram necessarias



Aggregates area (um2)

45

concentragdes mais elevadas para se obter a inibicdo da agregagdo. Somente as
culturas com a concentragdo mais alta de heparina utilizada (10 mg/ml) produziram
agregados com areas significativamente menores. Esse resultado indica que tanto o
polissacarideo homodlogo quanto a heparina sdo capazes de diminuir a agregagao

celular, no entanto, o polissacarideo sulfatado homaélogo é mais eficaz.
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Figura 14. Agregacao das células de H. heliophila incubadas com diferentes concentracées de SPHh
e heparina. A - Células dissociadas de H. heliophila (1 x 10° células ml'1) foram incubadas com FSW
(controle positivo - PC), FSW suplementado com diferentes concentracbes de SPHh e com
CMFSWH+E (controle negativo - NC). Os agregados incubados em todas as concentracées de SPHh
apresentaram areas significativamente menores (p < 0,05, *) do que o controle positivo (PC). B -
Células dissociadas de H. heliophila (1 x 10° células mI") foram incubadas com FSW (controle
positivo - PC), FSW suplementado com diferentes concentragbes de heparina e com CMFSW+E
(controle negativo - NC). Somente os agregados incubados com a maior concentracdo de heparina
apresentaram areas significativamente menores (p < 0,05, *). As areas dos agregados foram

comparadas através de ANOVA.

A interacdo entre o SPHh e os polissacarideos sulfatados das espécies de
esponjas e heparina foi analisada através de cromatografia de afinidade (Sepharose
CL4B acoplada com SPHh; Fig. 15). SPHh foi capaz de interagir com ele mesmo e
com a heparina, na presenga de calcio (Fig. 15A e Fig. 15B). O mesmo néo

aconteceu com SPDr e SPAf, que n&o foram capazes de interagir com SPHh na



0,37

Abs (525nm)
o

Abs (525nm)

o
N
.

46

presenca de calcio (Fig. 15C e Fig. 15D). Nenhum desses polissacarideos sulfatados
foram capazes de interagir com SPHh na auséncia de calcio (Fig. 15). Esses
resultados confirmam a espécie-especificidade e a calcio dependéncia da afinidade
entre os polissacarideos sulfatados de esponjas, e também que a heparina possui

afinidade por esse polissacarideo sulfatado.
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Figura 15. Afinidade de SPHh por diferentes polissacarideos sulfatados. SpHh (A), heparina (B), SPDr
(C) e SPAf (D), 1 mg de cada por cromatografia, foram aplicados a uma coluna de cromatografia de
afinidade sepharose CL4B acoplada com SPHh. Os polissacarideos sulfatados foram aplicados na
coluna equilibrada em tampao acetato de s6dio 5 mM, pH 5,0 com 0,25 M de NaCl suplementado
com 10 mM de EDTA (linhas vernelhas, A) e em tampao acetato de sddio 5 mM, pH 5,0, com 0,25 M
de NaCl suplementado com 10 mM de CaCl, (linhas pretas, o). Os polissacarideos sulfatados foram

eluidos em ambos os tampdes através de um “step wise” de NaCl (0 M, 0,5M, 1,0M, 1,5M e 2,0M).

A interagdo da heparina por polissacarideos sulfatados de esponjas também
foi analisada através de cromatografia de afinidade (Hitrap Heparin). SPHh (Fig.
16A), SPDr (Fig. 16B) e SPAf (Fig. 16C) apresentaram interagdo com heparina na

presenga de calcio. Nenhum desses polissacarideos sulfatados interagiu com

heparina na auséncia de calcio. Esse resultado indica que a heparina apresenta uma
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interagdo com os polissacarideos sulfatados dessas espécies de esponjas, mas sem

nenhuma evidéncia de espécie-especificidade, e essa interacdo € calcio

dependente.
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Figura 16. Afinidade de polissacarideos sulfatados de
esponjas por heparina. SpHh (A), SPDr (B) e SPAf (C),
1 mg de cada por cromatografia, foram aplicados a uma
coluna de cromatografia de afinidade Hitrap Heparin. Os
polissacarideos sulfatados foram aplicados na coluna
equilibrada em tampéao acetato de soédio 5 mM, pH 5,0
com 0,25 M de NaCl suplementado com 10 mM de EDTA
(linhas vernelhas, A) e em tampao acetato de soédio 5
mM, pH 5,0, com 0,25 M de NaCl suplementado com 10
mM de CaCl, (linhas pretas, o). Os polissacarideos
sulfatados foram eluidos em ambos os tampbes através
de um gradiente continuo de 0-3 M de NaCl .
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Discussao

No segundo capitulo dessa tese foram estudados os polissacarideos
sulfatados, componentes do fator de agregacao (AF’s), das esponjas marinhas H.
heliophila, D.robusta e A. fulva. Esses polissacarideos sulfatados, juntamente com o
glicosaminoglicano heparina, foram utilizados em ensaios de agregagao celular com
as células da esponja H. heliophila. Também foi analisada a interagdo, mediada por
calcio, entre esses polissacarideos sulfatados.

As esponjas H. heliophila, D. robusta e A. fulva apresentam populacdes
distintas de polissacarideos sulfatados. Zierer & Mourao (2000) também isolaram os
polissacarideos sulfatados dessas espécies, e obtiveram resultados semelhantes.
Todos os trabalhos de isolamento de polissacarideos sulfatados realizados com
esponjas resultaram em apenas uma populagéo de polissacarideos por espécie (e.qg.
PARRISH ET AL., 1991; ZIERER & MOURAO, 2000; CIMINO ET AL., 2001;
GUERERDEL ET AL., 2004; BUCIOR & BURGER, 2004; VILANOVA ET AL., 2007).
A composi¢cdo monossacaridica, a quantidade de acido hexurénico e a sulfatagcédo de
SPHh, SPDr e SPAf foram similares as encontradas por Zierer & Mourao (2000) e
diferem da composicdo quimica de todos os outros polissacarideos sulfatados
descritos para outras espécies de esponjas (VILANOVA ET AL., 2007).

Somente os polissacarideos sulfatados homologos de esponjas interagem
entre si, ou seja, possuem a capacidade de se ligar homofilicamente (interagcéo
espécie-especifica), tanto em sistemas in vivo quanto em sistemas biomiméticos
(e.g. PARRISH ET AL., 1987; POPESCU & MISEVIC, 1997; MISEVIC ET AL., 2004;
BUCIOR & BURGER, 2004). Essa espécie-especificidade da ligacdo entre os
polissacarideos sulfatados de esponjas deve-se as diferengas na polivaléncia,

composicdo, arquitetura e arranjo tridimensional dos polimeros (BUCIOR &
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BURGER, 2004). Células de H. heliophila incubadas com SPHh (polissacarideo
sulfatado homodlogo), formam agregados celulares significativamente menores em
comparagao com o controle, mesmo em baixas concentragdes, enquanto SPDr e o
SPAf (polissacarideos sulfatados heterdlogos) ndo apresentam capacidade de
impedir a agregacdo dessas células, mesmo em altas concentragdes. O
polissacarideo sulfatado homdlogo da esponjas Ophlitaspongia tenius também foi
capaz de diminuir a agregacgao das células dessa espécie (PARRISH ET AL., 1987).
A capacidade dos polissacarideos sulfatados homodlogos de esponjas, e a
incapacidade dos polissacarideos heterologos de impedir a agregacao celular é
explicada pela espécie-especificidade da ligagao homofilica entre esses polimeros.
O polissacarideo sulfatado homodlogo, livre no meio de cultura, se liga ao
polissacarideo sulfatado componente dos AF’s na superficie celular, diminuindo o
numero de sitios de ligagdo entre as células e dessa forma inibindo
competitivamente a agregacao celular. Em contraste, os polissacarideos sulfatados
heter6logos ndo se ligam ao polissacarideo sulfatado componente dos AF’s na
superficie celular, permitindo assim sitios livres para que ocorra a adesao célula-
célula.

A heparina também foi capaz de diminuir a agregacdo das células de H.
heliophila. No entanto, a heparina so foi efetiva em altas concentragdes. Ja foi
demonstrado que a heparina é capaz de se ligar a superficies celulares,
influenciando na adeséo e agregacao celular. Por exemplo, a heparina é capaz de
se ligar a receptores na superficie celular de adenocarcinomas LM3, aumentando a
adesao celular in vitro (BERTOLESI ET AL., 2005). Da mesma forma, a heparina é
capaz de se ligar a receptores especificos na superficie de plaquetas e mondcitos,
aumentando a agregacao entre essas células (HARDING ET AL., 2003). No entanto,

no caso das células de esponjas, é provavel que a heparina ndo se ligue a
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receptores, e sim aos polissacarideos sulfatados componentes dos AF’s, inibindo
competitivamente a agregacado celular da mesma forma que os polissacarideos
sulfatados homadlogos.

O SPHh apresentou interagdo com ele mesmo e com a heparina, apenas na
presenca de calcio. J&4 a heparina, apresentou interacdo com os polissacarideos
sulfatados das trés espécies de esponjas na presenca de calcio. A interagdo de
SPHh com ele mesmo se deve a afinidade homofilica entre os polissacarideos
sulfatados componentes dos AF’s de esponjas (e.g. POPESCU & MISEVIC, 1997;
MISEVIC ET AL., 2004; BUCIOR & BURGER, 2004). A heparina € o polissacarideo
sulfatado com maior carga negativa da natureza (NELSON & COX, 2004). E
provavel que a interagao inespecifica da heparina por polissacarideos sulfatados de
esponjas ocorra devido ao seu carater altamente anidénico. No entanto, mesmo
sendo capaz de interagir com os polissacarideos sulfatados de esponjas, foi
necessario uma concentracio de heparina trés vezes maior do que a de SPHh para
diminuir significativamente a agregacao celular em H. heliophila. Essa menor
eficiéncia da heparina provavelmente se deve as diferencas estruturais, visto que, a
semelhancga estrutural é a pega-chave para que ocorra a ligagdao homofilica entre os
polissacarideos sulfatados de esponjas (BUCIOR & BURGER, 2004).

Os polissacarideos sulfatados das esponjas e a heparina ndo apresentam
interacao entre si na auséncia de calcio. O calcio desempenha uma fung¢ao essencial
na ligagdo entre os polissacarideos sulfatados de esponjas. A ligagdo entre esses
polissacarideos é provavelmente mediada pelos sitios anidnicos conferidos pelos
ésteres de sulfato e pelos grupamentos carboxilas presentes nos acidos
hexurénicos. Essa ligacdo entre sitios anidnicos € mediada por cations divalentes,
principalmente o calcio (SPILLMANN & BURGER, 1996; FERNANDEZ-BUSQUETS

& BURGER, 2003). A auséncia de interagao entre os polissacarideos sulfatados das
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esponjas e a heparina na auséncia de calcio é mais uma evidéncia que a ligagao
quimica entre essas moléculas é semelhante a ligagdo homofilica entre
polissacarideos sulfatados homélogos de esponjas.

As esponjas sao provavelmente um dos primeiros organismos metazoarios.
Devido a essa ancestralidade, a interacdo carboidrato-carboidrato mediada por
calcio € um dos primeiros eventos que permitiram a emergéncia dos organismos
pluricelulares. No presente trabalho concluimos que as esponjas possuem
populagdes Unicas e espécie-especificas de polissacarideos sulfatados.
Polissacarideos sulfatados homologos e a heparina sdo capazes de impedir a
agregacado celular de esponjas através da inibicdo competitiva. A espécie-
especificidade e a dependéncia de calcio para a ligagdo homofilica entre
polissacarideos sulfatados de esponjas foi confirmada através de cromatografia de
afinidade. A heparina possui interacao inespecifica por polissacarideos sulfatados de
esponjas e essa interacdo também € calcio dependente. Apesar desses resultados,
outros estudos, especialmente visando esclarecer natureza quimica das ligacoes
entre os polissacarideos sulfatados de esponjas, devem ser realizados para

aumentar a compreensdo sobre esse mecanismo ancestral de ligagéo celular.
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Capitulo 3

Determinagao de espécies cripticas de esponjas marinhas

(Porifera) através de seus polissacarideos sulfatados

Introducgao

A adesdo e o reconhecimento celular em esponjas marinhas (Porifera) séo
mediados por moléculas semelhantes a proteoglicanos, denominadas fatores de
agregacdo (AF’s), spongicans ou gliconectinas (e.g. FERNANDEZ-BUSQUETS &
BURGER, 2003; MISEVIC ET AL., 2004; GUERARDEL ET AL., 2004). Essas
moléculas sdo compostas por um core protéico ligado a varias unidades de
polissacarideos sulfatados (HUMPHREYS ET AL., 1977; JARCHOW ET AL., 2000).
Os polissacarideos sulfatados, componentes dos AF’s, sdo responsaveis pela
adesao e reconhecimento célula-célula em esponjas (BUCIOR & BURGER, 2004). A
interacdo entre os polissacarideos sulfatados de células de esponjas adjacentes é
calcio dependente e altamente espécie-especifica (SPILLMANN & BURGER, 1996;
BUCIOR & BURGER, 2004; MISEVIC ET AL., 2004).

A interacao espécie-especifica dos polissacarideos sulfatados, componentes
dos fatores de agregacao de esponjas, foi demonstrada pela agregacao seletiva e
homofilica de microesferas recobertas com polissacarideos sulfatados de diferentes
espécies de esponjas (POPESCU & MISEVIC, 1997; MISEVIC ET AL., 2004). Outra

evidéncia da espécie-especificidade de polissacarideos sulfatados entre as espécies
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de esponjas é a diversidade quimica e estrutural dessas moléculas (ZIERER &
MOURAO, 2000; GUERARDEL ET AL., 2004). Os polissacarideos sulfatados de
esponjas sao altamente complexos, todas as espécies que ja foram estudadas
apresentaram polimeros com diferentes estruturas, composicdo de acucares e

conteudos de sulfato (Tab. 2).

Tabela 2. Diferengas quimicas entre os polissacarideos sulfatados de esponjas

marinhas.
Espécie Polissacarideos sulfatados Referéncia
Aplysina fulva HexUA, Glc, (sulfatado) ZIERER & MOURAO, 2000

Chondrilla nucula

Cliona celata

Dysidea robusta
Halicondria panicea
Hymeniacidon heliophila
Microciona prolifera
Myxilla rosacea
Ophlithaspongia tenius
Suberites fuscus

HexUA, Ara, Gal, Fuc, (sulfatado)
Sulfatado HexNac, Ara, Fuc

HexUA, Ara, Gal, Fuc 4-O-sulfatado

Gal Py(4,6), Fuc, GlcNac N-sulfatado
HexUA, Gal, Fuc, (sulfatado)

Gal, Fuc, Gal Py (4,6), GIcNac N-sulfatado
Glc 4,6-disulfated, Fuc 2,4-dissulfatado
HexUA, Glc, GlcNac N-sulfatado

ZIERER & MOURAO, 2000
GUERERDEL ET AL., 2004
ZIERER & MOURAO, 2000
GUERERDEL ET AL., 2004
ZIERER & MOURAO, 2000
GUERERDEL ET AL., 2004
CIMINO ET AL,. 2001
PARRISH ET AL., 1991

HexUA, GlcNac, Fuc, Man, Gal (sulfatado) BUCIOR & BURGER, 2004

A taxonomia de esponjas é problematica devido ao pequeno numero de
caracteres morfoldgicos Uteis para discriminar espécies (SOLE-CAVA ET AL., 1991;
SOLE-CAVA, 1994). Devido & auséncia de caracteres morfoldgicos consistentes,
muitas espécies de esponjas sdo consideradas cosmopolitas (SOLE-CAVA ET AL.,
1991). No entanto, estudos recentes utilizando marcadores moleculares, como
sequéncias de DNA e isoenzimas, demonstraram que muitas espécies consideradas
cosmopolitas tratam-se, na verdade, de complexos de espécies cripticas (e.g. SOLE-
CAVA & THORPE 1986; BOURY-ESNAULT ET AL., 1992; KLAUTAU ET AL., 1999;
MURICY ET AL., 1996; LAZOSKI ET AL., 2001; LOUKACI ET AL., 2004; USHER ET

AL., 2004). Espécies cripticas sdo aquelas impossiveis de se determinar apenas
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utilizando caracteres morfolégicos (SOLE-CAVA & THORPE, 1986). A anélise de
isoenzimas € um método que possui uma boa resolugdo para distinguir espécies
cripticas de esponjas. No entanto, essa metodologia €& prejudicada devido a
necessidade de amostras frescas ou congeladas (WORHEIDE ET AL., 2004). Além
disso, a comparacdo entre os resultados obtidos com isoenzimas e outros
marcadores moleculares atualmente disponiveis (sequéncias de DNA) vem
apresentando resultados conflituosos (ZILBERBERG ET AL., 2006). Portanto, existe
uma grande demanda pelo desenvolvimento de novos marcadores moleculares para
a deteccédo de espécies cripticas de esponjas.

O género Chondrilla (Demospongiae: Chondrillidae) € um bom modelo para a
deteccao de espécies cripticas de esponjas, visto que, esse género apresenta um
grande numero de espécies cripticas nos oceanos Atlantico e Pacifico (KLAUTAU
ET AL., 1999; USHER ET AL., 2004; ZILBERBERG ET AL., 2006). Usher ET AL.
(2004) encontrou, através da analise de sequéncias de DNA, duas espécies cripticas
de Chondrilla australiensis na costa oeste da Australia. Ao longo do Oceano
Atlantico existem de seis a oito espécies cripticas de Chondrilla nucula, detectadas
através das analises por isoenzimas ou de sequéncias de DNA (KLAUTAU ET AL.,
1999; ZILBERBERG ET AL., 2006).

Baseado na espécie-especificidade dos polissacarideos sulfatados de
esponjas, propomos aqui um novo metodo bioquimico para distinguir espécies
cripticas do género Chondrilla. Esta distingao foi feita através de eletroforese em gel
de agarose dos polissacarideos sulfatados dessas espécies. A composi¢cdo quimica
dos polissacarideos sulfatados das espécies C. nucula e C. australiensis foi
analisada para avaliar as diferengas entre polissacarideos sulfatados de espécies
co-genéricas. Também testamos a eficiéncia do método para distinguir espécies

cripticas do género Chondrilla do Oceano Atlantico, detectadas através de
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isoenzimas. Além disso, também testamos a eficiéncia do método em analisar
espécimes fixados em diferentes meios, como, por exemplo, o formaldeido, um

fixador que impossibilita as analises de DNA e isoenzimas.
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Objetivos

1. Determinar as diferengas bioquimicas entre os polissacarideos sulfatados das

especies C. nucula e C. australiensis;

2. Avaliar se a eletroforese em gel de agarose dos polissacarideos sulfatados de
quatro espécies cripticas do género Chondrilla apresenta resolugao suficiente

para distingui-las;

3. Testar a técnica utilizando espécimes de Chondrilla sp. fixados em

formaldeido 4%, etanol 70%, secos e congelados.
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Materiais e Métodos

Amostras de esponjas

Para a analise dos polissacarideos sulfatados das espécies de Chondrilla
foram usados dois espécimes de cada uma das cinco espécies testadas. Estas
espécies foram: C. australiensis (Melbourne, Australia); C. nucula (Marseille,
Franga); Duas espécies cripticas, encontradas em simpatria nas Bahamas (Lee
Stocking Island), designadas como Chondrilla sp. E e Chondrilla sp. F
(ZILBERBERG ET AL., 2006); e Chondrilla sp. B (KLAUTAU ET AL., 1999), um
individuo de Ubatuba (Sao Paulo, Brasil) e outro de Buzios (Rio de Janeiro, Brasil).
Todos esses espécimes foram fixados em etanol 70%. Para testar a eficiéncia do
meétodo, utilizando espécimes fixados de diferentes formas, quatro espécimes de
Chondrilla sp. B de Arraial do Cabo (Rio de Janeiro, Brasil) foram coletados e fixados
em etanol 70%, formaldeido 4%, seca em estufa, a 60° C, e congelada em freezer -

20° C.

Extracdo dos polissacarideos sulfatados

Cada espécime analisado foi cortado em pequenos pedagos (1 mm3), lavado
em etanol 70%, imerso trés vezes em acetona e seco em estufa a 60° C. Os
polissacarideos sulfatados foram extraidos a partir dos tecidos secos (100 mg de C.
australiensis e C. nucula e 30 mg dos demais espécimes) através de digestao
proteolitica extensiva com papaina. Os extratos foram parcialmente purificados

através de precipitacbes com cloreto de cetilpiridina e etanol. Aproximadamente 3
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mg (peso seco) de extratos crus de polissacarideos sulfatados foram obtidos de C.

australiensis e C.nucula e 1 mg dos demais espécimes.

Purificagdo dos polissacarideos sulfatados

Os extratos crus de polissacarideos sulfatados de C. australiensis e C. nucula
(83 mg de cada espécime) foram submetidos a cromatografia de troca idbnica em uma
coluna de DEAE celulose, equilibrada com 5 mM de acetato de sdédio (pH 5,0)
suplementado com 10 mM de EDTA, acoplada a um sistema de FPLC. Os
polissacarideos sulfatados foram eluidos da coluna através de um gradiente linear
de 0-3 M de NaCl, a um fluxo de 0,5 ml/min. Fracdes de 0,5 ml foram coletadas e
checadas através do ensaio de metacromasia utilizando azul de 1,9-dimetilmetileno
(FARNDALE ET AL., 1986), e através da condutividade. As fragdes contendo
polissacarideos sulfatados foram agrupadas, dializadas contra agua destilada e

liofilizadas.

Eletroforese em gel de agarose

Os extratos crus e os polissacarideos sulfatados purificados foram analisados
através de eletroforese em gel de agarose. Os polissacarideos sulfatados (10 pg)
foram aplicados a géis de agarose a 0,5% em tampdo acetato de 1,3-
diaminopropano 0,05 M (pH 9,0) e submetidas a 110 V por 1 h. Os polissacarideos
sulfatados nos géis foram fixados com brometo de N-cetil-N,N,N-trimetilamonia
0,1%. Ap6s 12h, os géis foram secos e corados com azul de toluidina 0,1%, em

solugao 0,1:5:5 v/v acido acético:etanol:agua.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida

As massas moleculares dos polissacarideos sulfatados foram estimadas
através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Os polissacarideos sulfatados dos
espécimes de C. australiensis e C. nucula (15 ng) foram aplicados a um gel de
poliacrilamida a 6%, com 1 mm de espessura, em tampao sodio barbital 0,02 M (pH
8,6). Apos a eletroforese (100 V por 30 min), o gel foi corado com azul de toluidina
0,1% em solucéo de acido acético 1% e depois lavado por 4h em solugcédo de acido
acético 1%. Os marcadores de massa molecular utilizados foram o dextran sulfato
de baixo peso molecular (8 kDa), condroitin 4-sulfato de cartilagem de tubaréo (40

kDa) e dextran sulfato de alto peso molecular (500 kDa).

Analises quimicas

As analises quimicas dos polissacarideos sulfatados de C. nucula e C.
australiensis foram realizadas através dos seguintes métodos: a hexose total foi
estimada pela reagédo fenol-H,SO4 (DUBOIS ET AL., 1956); o conteudo de acido
urénico foi estimado pela reagao de Ehrlich utilizando carbazol (DISCHE, 1947); a
dosagem de sulfato foi feita apds a hidrélise acida dos polissacarideos (6,0 M de
acido trifluoracético por 5 h a 100° C), através do método de gelatina de BaCl,
(SAITO ET AL., 1958); a presenca de diferentes agucares neutros foi estimada
através de cromatografia em papel em 3:2:1 v/v n-butanol:piridina:agua (48 hs) dos

polissacarideos hidrolisados.
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Resultados

O fracionamento do polissacarideo sulfatado de C. australiensis resultou em
uma fragdo unica, eluida com 0,5 M de NaCl (Fig. 17A). C. nucula também
apresentou uma unica fragdo, contendo o polissacarideo sulfatado, no entanto, esta
foi eluida com uma concentragao de 1 M NaCl (Fig. 17B). Esses resultados sugerem
a presencga de populagdes unicas e homogéneas de polissacarideos sulfatados em

ambas as espécies.
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Figura 17. Purificagdo dos polissacarideos sulfatados. Os extratos crus dos polissacarideos
sulfatados de C. australiensis (A) e C. nucula (B, ~3mg de cada) foram purificados através de
cromatografia de troca ibnica (DEAE Celulose). As fragbes foram checadas através da propriedade
metacromatica (525 nm) e da condutividade. As fragbes indicadas pela barra horizontal foram

agrupadas, dializadas contra agua destilada e liofilizadas.
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A presencga de uma unica populacao de polissacarideos sulfatados e a pureza
dessas fragbes foi confirmada através de eletroforese em gel de agarose. Os
polissacarideos sulfatados dos dois espécimes de C. australiensis apresentaram
bandas estreitas, com a mesma mobilidade eletroforética. Os polissacarideos
sulfatados dos dois espécimes de C. nucula também apresentaram essas mesmas
caracteristicas na eletroforese em gel de agarose. No entanto, a mobilidade
eletroforética entre os polissacarideos sulfatados dessas duas espécies foi diferente
(Fig. 18). Isto indica que tanto C. australiensis quanto C. nucula possuem
populagdes uUnicas e homogéneas de polissacarideos sulfatados, e que essas duas
espécies possuem polissacarideos sulfatados quimicamente distintos. A eletroforese
em gel de poliacrilamida mostrou que os polissacarideos sulfatados de C.

australiensis e C. nucula apresentam alto peso molecular (aproximadamente 500

kDa; Fig. 19).

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose
dos polissacarideos sulfatados de C.
nucula e C. australiensis. O polissacarideo
sulfatado purificado das esponjas (~10 pg)
foram aplicados a um gel de agarose a
0,5% e correram por 1 h a 110 V em

L3 tampao acetato de 1,3-diaminopropano
- ' - 0,056 M (pH 9,0). Os polissacarideos
sulfatados no gel foram fixados com
brometo de N-cetil-N,N,N-trimetilamonia
0,1%. Apds 12 h, o gel foi seco e corado
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Figura 19. Eletroforese em gel de poliacrilamida dos polissacarideos sulfatados de C. nucula e C.
australiensis. Os polissacarideos sulfatados purificados das esponjas (~10 pg) foram aplicado em um
gel de poliacrilamida a 6% com 1 mm de espessura em tamp&o sddio barbital 0,02 M (pH 8,6). Apos a
eletroforese (100 V por 30 min), o gel foi corado com azul de toluidina 0,1%. Os marcadores de
massa molecular utilizados foram o dextran sulfato de baixo peso molecular (8 kDa), condroitin 4-

sulfato (40 kDa) e dextran sulfato de alto peso molecular (500 kDa).

As diferencas entre os polissacarideos sulfatados de C. australiensis e C.
nucula foram avaliadas através das suas composicoes de acucares, conteudo de
acido hexurbénico e conteudo de sulfato. Os polissacarideos sulfatados de C.
australiensis e C. nucula apresentaram a mesma composi¢cdo de acucares e
conteudo de acido hexurbénico (Tab. 3). Entretanto, o conteudo de sulfato do
polissacarideo sulfatado de C. nucula foi cerca de 50% maior do que o de C.
australiensis (Tab. 3). Portanto, a principal diferenga quimica entre os
polissacarideos sulfatados de C. australiensis e C. nucula foram os seus conteudos

de sulfato.



Tabela 3. Composi¢ao quimica dos polissacarideos sulfatados de C. nucula e C.

australiensis.
L Composicao de Hexose Sulfato ACIdO. Sulfato/
Espécie . a b,d b,d hexuronico hexose
acucares total total c,d c
total
C. australiensis Ara, Gal, Fuc e 2.19 216 0.12 0.99
HexUA
C. nucula Ara, Gal, Fuc e 244 3.73 0.10 153
HexUA

@ A composicéo de agucares foi determinada por cromatografia em papel dos polissacarideos
sulfatados hidrolizados.

® hMoles/ml.

°Razao molar.

4 Hexose total, sulfato total e acido hexuronico foram dosados pelos métodos fenol-acido sulfurico,
BaCl,-gelatina e carbazole respectivamente.

Os extratos crus dos polissacarideos sulfatados de dois espécimes de

nucula da Franca, dois espécimes de Chondrilla sp. B da costa brasileira e dois

63

C.

especimes de Chondrilla sp. E e dois de Chondrilla sp. F das Bahamas foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose. Os polissacarideos sulfatados dos

espécimes pertencentes a mesma espécie apresentaram o mesmo padrido de

migragcao eletroforética (Fig. 20). No entanto, a mobilidade eletroforética dos

polissacarideos sulfatados das diferentes espécies cripticas de Chondrilla foi distinta

(Fig. 20). Essas diferencas na mobilidade eletroforética demonstraram que a

eletroforese em gel de agarose de extratos crus de polissacarideos sulfatados

possui uma boa resolugao para distinguir espécies cripticas do género Chondrilla.
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Figura 20. Eletroforese em gel de agarose dos extratos crus de polissacarideos sulfatados (~15 pg de
cada) de Chondrilla nucula, Chondrilla sp. B, e duas espécies simpatricas das Bahamas Chondrilla

sp. E e Chondrilla sp. F.

Para avaliar a efetividade do método, para amostras fixadas de diferentes
formas, foram extraidos polissacarideos sulfatados de espécimes de Chondrilla sp. B
fixados em etanol 70%, formaldeido 4%, congelados a -20° C e secos a 60° C. A
mobilidade eletroforética dos polissacarideos sulfatados foi a mesma, independente

do método utilizado para fixar a esponja (Fig. 21)
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Discussao

No terceiro capitulo dessa tese é apresentado um método novo, simples e
eficiente para distinguir espécies cripticas do género Chondrilla. Também foi
demonstrado que essa metodologia pode ser empregada com espécimes fixados em
formaldeido, um fixador que impossibilita as analises através de isoenzimas e de

sequéncias de DNA.

Os polissacarideos sulfatados de C. australiensis e C. nucula apresentam alto
peso molecular (~500 kDa), a mesma composi¢do de agucares (acido hexurdnico,
Ara, Fuc e Gal) e um conteudo similar de acido hexurénico (12% e 10%
respectivamente). A Unica diferenga quimica entre os polissacarideos sulfatados
dessas espécies € a razao molar sulfato:agucar total (1:1 e 1,5:1 respectivamete).
Zierer & Mourédo (2000) descreveram a caracterizagdo quimica de C. nucula de
Arraial do Cabo, Brasil. Essa € uma das espécies cripticas de C. nucula do Oceano
Atlantico, e foi nomeada temporariamente como Chondrilla sp. B. (KLAUTAU ET AL.,
1999). O polissacarideo sulfatado de Chonadrilla sp. B contém acido hexurdnico, Ara,
Fuc e Gal. O acido hexurbnico representa 25% do acgucar total e a razdo molar
sulfato:agucar total é de 2,5:1 (ZIERER & MOURAO, 2000). Portanto, as principais
diferencas detectadas entre os polissacarideos sulfatados de C. australiensis, C.
nucula e Chondrilla sp. B estdo relacionadas ao conteudo de sulfato e de acido
hexurénico. Isso confirma a espécie-especificidade da composicdo de

polissacarideos sulfatados de esponjas, mesmo entre espécies do mesmo género.

Diferengas entre polissacarideos sulfatados de espécies co-genéricas ja
foram observadas em fucanas sulfatadas, isoladas de ovos de quatro espécies de

ourigos-do-mar, pertencentes ao género Strongylocentrotus (ALVES ET AL., 1998).
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As diferencas entre essas fucanas estdo somente no padrao de sulfatagdo e na
posicdo da ligacao glicosidica (ALVES ET AL., 1998; VILLELA-SILVA ET AL., 1999;
2001). Essas pequenas diferencas estruturais séo suficientes para impedir a
fertilizacdo interespecifica entre essas espécies co-genéricas (BIERMANN ET AL.,
2004). Os polissacarideos sulfatados das trés espécies de Chondrilla também
apresentam diferencas nos seus padroes de sulfatacdo. No entanto, € necessaria
uma caracterizagdo estrutural mais detalhada desses polissacarideos sulfatados,
incluindo dados sobre a posigao das ligagdes glicosidicas e sitios de sulfatagao, para
determinar as caracteristicas desses polimeros nas deiferentes espécies de

Chondrilla.

A mobilidade eletroforética dos polissacarideos sulfatados em gel de agarose
€ determinada principalmente pelas suas interagbes com o tampdo 1,3-
diaminopropano. Esta interacdo depende da estrutura e do padrao de sulfatagdo do
polissacarideo sulfatado (DIETRICH & DIETRICH, 1972; DIETRICH & DIETRICH,
1976). Esta metodologia possui resolugédo suficiente para separar polissacarideos
sulfatados com pequenas diferencas estruturais. Por exemplo, é possivel separar os
glicosaminoglicanos dermatam sulfato e condroitim 4-sulfato, que diferem
exclusivamente no tipo de acido hexurdnico nas cadeias (acido glicurénico no
condroitim 4-sulfato e &acido idurbnico no dermatam sulfato) (DIETRICH &
DIETRICH, 1972; DIETRICH & DIETRICH, 1976). Portanto, a eletroforese em gel de
agarose, em tampdo 1,3-diaminopropano, pode ser utilizada para distinguir

polissacarideos sulfatados com pequenas diferengas estruturais.

Chondrilla nucula ja foi considerada uma espécie cosmopolita (BOURY-
ESNAULT, 2002). Entretanto, estudos utilizando eletroforese de isoenzimas

demonstraram que C. nucula é na verdade, um complexo de espécies cripticas
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(KLAUTAU ET AL., 1999). Nessa tese, quatro espécies cripticas de Chondrilla,
detectadas através de isoenzimas pela presenga de ao menos um locus diagnostico
(ZILBERBERG ET AL., 2006), foram analisadas através de seus polissacarideos
sulfatados. Essas quatro espécies foram separadas através de seus polissacarideos
sulfatados, incluindo duas espécies cripticas simpatricas (nomeadas Chondrilla sp. E
e Chondrilla sp. F; ZILBERBERG ET AL., 2006). Esse resultado demonstra uma boa
resolucdo da técnica para separar espécies cripticas de Chondrilla. Além disso, a
analise dos polissacarideos sulfatados através de eletroforese em gel de agarose
apresenta algumas vantagens em relagdo a analise de isoenzimas e de sequéncias
de DNA. A eletroforese de isoenzimas requer material fresco ou congelado
(WORHEIDE ET AL., 2004). Portanto, a analise de seqiiéncias de DNA é vantajosa
em relagcdo as isoenzimas, devido a possibilidade de se trabalhar com amostras
secas ou fixadas em etanol. No entanto, a analise de sequéncias de DNA nao é
realizavel com amostras fixadas em formaldeido. Muitos espécimes depositados em
museus utilizam esse tipo de fixador. Outras vantagens da analise de
polissacarideos sulfatados sobre a analise de aloenzimas e de DNA ¢é a velocidade
(~5 dias), baixo custo (~2 US$ por amostra) e a pequena quantidade de amostra
necessaria (< 30 mg). E, o mais importante, a técnica pode ser realizada utilizando

amostras fixadas em formadeido.

A andlise de polissacarideos sulfatados por eletroforese em gel de agarose é
uma técnica bioquimica promissora para a deteccdo de espécies cripticas de
esponjas. No entanto, analises adicionais com um numero maior de amostras e de
espécies cripticas de Chondrilla (assim como de outros taxa de esponjas) devem ser

realizados para estabelecer a robustez e efetividade geral da técnica.
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Conclusodes gerais

Nessa tese foram abordados diversos aspectos sobre os polissacarideos
sulfatados de esponjas marinhas. O primeiro capitulo focou a sintese de
polissacarideos sulfatados durante a formacao de primorfos e a localizagao celular
desses polissacarideos. No segundo capitulo foram determinados os efeitos da
adicao de polissacarideos exdgenos na agregacgao celular de esponjas, assim como
a interagao entre estes polissacarideos. No terceiro capitulo foi analisada a utilizagao
de polissacarideos sulfatados para distinguir espécies cripticas de esponjas. As

principais conclusodes relativas a estes aspectos foram:

Capitulo 1:

» A sintese de polissacarideos sulfatados decresce continuamente durante a
formacdo dos primorfos. Esse decréscimo pode estar relacionado a

diminuicao da migracao e adesao celular durante a formagao dos primorfos;

« Alguns tipos celulares da esponja H. heliophila acumulam polissacarideos

sulfatados intracelularmente em vacuolos.
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Capitulo 2:

H. heliophila, D. robusta e A. fulva apresentam populag¢des unicas e distintas

de polissacarideos sulfatados;

O polissacarideo sulfatado homologo e a heparina foram capazes de diminuir

a agregacao das células da esponja H. heliophila;

Polissacarideos sulfatados heterdlogos foram incapazes de impedir a

agregacao das células da esponja H. heliophila;

Polissacarideos sulfatados de esponjas apresentam interagdo espécie-

especifica na presenca de calcio;

A heparina apresenta interacido inespecifica por polissacarideos sulfatados

de esponjas na presencga de calcio.
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Capitulo 3:

+ Os polissacarideos sulfatados espécie-especificos de esponjas apresentam

uma boa resolugao para distinguir espécies co-genéricas de esponjas;

+ Espécies cripticas do género Chondrilla, determinadas através de isoenzimas
e DNA, foram também determinadas através da andlise de seus

polissacarideos sulfatados;

* Amostras de esponjas fixadas em etanol 70%, formoldeido 4%, secas ou
congeladas foram capazes de fornecer polissacarideos sulfatados utilizaveis

nas analises.
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Abstract: Sulfated polysaccharides from marine sponges are highly complex molecules with species spacific compositon. We
now propose a novel biochamecal methoed, buald on the analysis of the sulfzted polysacchandes content, to distingnish cryptic
spacies of the geaus Chongrilla. The major difference between the sulfated polyszcchanides from Chondrilla australiensis
and Chondrilla nucwla is themr smlfate cowrent, which was enongh 1o give different elecmophoretic motlities on agarose
zal Additdonally, the sulfated polysaccharides from the crypric species O nucuia, Chondrilla sp. B, Chondrlla sp. E and
Chaoneriila sp. F also showed distinet electropboretic motlines oo agarose gel. This methed allowed the distincdon of o
sympatic crvpiic species of Chondrilla (sp. E and sp. F) found throngh allozymes by the presence of 3 dizgwostc lecus.
Amalysis of the sulfzred polysaccharides has advantages over allozymes or DA since it can be applied o specimens fixed

erfher in ethanol, formaldehyde, frozen or dried.

Eeywords: Porifera, marine sponges, malecular systematics, glyconectins

Intreduction

The celinlar adhesion and recognition of marine sponges
(Porferz) 1z mediated by proteczlycan-like molecules, also
called agzrezation factors (AF s), spongicans or glyconectns
{¢.z. Fernandez-Busquets and Burger 2003, Misevic ef
al. 2004, Guerardel ef ai. 2004). Thesa proteoglvoan-like
malecules are composed of & protein core amached to sevearal
sulfared polysacchadde unpits (Humphreys o all 1977,
Jarchow @ al. 2000} The sulfated polyszcchande units of
glyconectns are responstble for the call-cell recognitdon
znd adbesion in sponges (Buclor and Burger 2004). The
interaction betwesn the sulfated polyszscchandes of adjacent
sponge calls is calenan dependent and a highly species specific
event (Spillmann and Burger 1996, Bucior and Burger 2004,
Misevic gr . 2004).

The species spacific interactom of the  sulfated
polysacchandes from glyconectins was demonsrared by the
zalactive and bowophilic ageregation of beads coated with
sulfated polvsaccharides from different sponges (Popescu
and Misevic 1997 Misevic of al. 2004). Ancther evidence
for the species spectficity of sulfated polvszccharides from
Porifera species is their chemical and stucharal diversioy
(Zierer and Blourdo 2000, Guerardel er ai. 20043, These

sulfated polysacchandes are hizhly complsx and zll the
spacies previously smdied showed polvners with different
strnciares andor sugar and sulfate content (Tabla 1)

The tzxonomy of sponges is an unsolved problem due
1o the low mumbers of nsable morphological characters to
discriminate species (Sele-Cava er . 1991, Sole-Cava
152247, Due 1o the lack of consistent morpholesical traits,
many species of sponges are considered cosmopolitan (Sole-
Cawa or @l 19913 However, recent studiss using maolecular
markers, such as allozvines and DNA sequences, showed
that many species considered cosmopolitan were actually
complexes of cryptic species (2.5, Solé-Cavz and Thorpe
1286, Bowry-Esnault et al. 1902, Elautau ¢f . 1999, Murcy
gt al. 1996, Lazoski ef al. 2001, Loukaci e ai. 2004, Usher
gt al. 2004, Although anzlysis of allozynes seems to have
enongh resolution o distingnish crypic species, the use
of this methodalogy 15 mpoundad due to the need of fresh
or frogen samples (Workeide o al. 2004). In addition,
cornparisons among allozymes and other cwrently available
malecular markers in detecting cryptc species of sponges
have viald conflicting results (Zilberberg and Solé-Cava in
prep). Thersfore, there 13 a great pead to find novel markers
for the detection of covptic specias of sponges.
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Table 1: Chemecal differences among the sulfated polysaccharides from marine sponges.

Species Sulfated polyiaccharide

Eeference

Apiyring fulva
Chomdrilia mucwla
Clioma calata

Dysiden robusia
Halicondria panicen
Himenincidon hellophils
Microciona profifera
Myxille rosacen
Orphlitharporgia femis
Suberirer flrcus

HexUA. Glu, (sulfated)

Sulfated HexMNac, Ara, Fuc

HexUA. Am, Gal, Fuc, (sulfated)

HexTUA. Am, Gal, Fuc 4-0-salfated

(Gal Py(4,6), Fae, Glclac N-sulfated
HexUA Gal, Fuc, (sulfated)

(al, Fuc, Gal Py (4,4), Glcac ¥-sulfated
e £ S-disulfated, Fuc 2 4-disulfatad
HexTA, Gle, Glcac Msulfaed

HexUA, GlcMac, Fuc, Man, Gal (zalfated)

Fierer and Mourdo 2000
Zierer and Mourdo 2000
Guererdal ar ol 2004
Zierer and Mourdo 2000
Guererdal ar ol 2004
Fierer and Mourdo 2000
Guererdel ar al. 2004
Cimino af ai. 2001
Parmish et al. 1981
Bucior and Barger 20

Tha sponge genus Chondrily  (Demospongias:
Chondrillidae) is a good model for the detection of cryptic
species dus to the large oumber of crvpic species that have
been found along the Atflawtic and Pacific Oceans (Elautan a7
ai. 19880, Usher ot al. 2004, Zilberberg e al. 2004, Zilberberg
and Sola-Cava in prep). Usher er ai. (2004) found, through
DA sequence analvses, two covpric species of Chondreilla
australiiensis along the westem coast of Australia. Similarly,
along the Atlanrc Choean there are abourt six w eight cryprc
species of Chondriilla nucwla, whick have been found through
allozymes or DUA sequence analyses (Flautan ef al. 1999,
Zilberbarz or al. 2008, Zilberberg and Solé-Cava in prep).

Bazed oo the species specificiny of the sulfated
polysaccharides from sponges, we propose, here, 3 novel
bipchemical method to distinguish cryptic species within
the germs Chondrilla throngh agarose gel electrophoresis of
its sulfated polysaccharides. The chemical composinon of
the snlfared polysaccharides from the species O nuenlo and
O aqustraiiensis were analyzed o evaluzte the diffarences
between sulfated polvsaccharides from congensric species.
Wa zlso tested the efficiency of this methodology in detecting
cryptic species of Chondrmlls found through allozymes
(Elautan ef @ 1999, Zilberberg ef al. 2006). Addinonally,
we tested the shility to analvze specimens fixed in differant
madia, including formaldebyde, 2 praservative that makes the
study of allozymies and DA saquences nnfeasible.

Material and methods

Sponge samples

To analvze the sulfated polysacchandes from cryptic
species of Chondriila, rve specimens from each of five spacias
were nsed. These specites were: Chondriila australiensiz
(MMelboume, Australia); C. swcwia (Marseille, France), two
cryptic species found o sympaoy v the Bzhamas (Les
Stocking Island), named Chomdriila sp. E and sp. F (Zilberbers
ral 2008); and Chondrmila sp. B (Klautan & @f. 1999, one
individual from Ubaniba (530 Paule, Brazil) and another from
Buzios (Fio de Japeiro, Brazil). All these specimens wara
fized in 70% ethanal Addinonally, to compare the effictency
of this methodelogy nsing different fixatives, four specimeans
of Chondrifla sp. B from Amraial do Cabo (Fio de Janairo,

Brazil) wers collected and owe was fixed in 70% ethanol, ons
in 4% formaldalivde, one drisd and one was fozen.

Extraction af the zulfared polysaccharides

Each specimen was cut inmo small pieces (1 mm™), washed
with T0%s ethanol, immersad mee tdmes in scetons and dried
at & G60°C oven. Sulfated polysaccharides were exmacted
from the dried ossuwes (100 mg from O gustraliensis and C
nwcula, and 30 mgz from all the other specimens) by extensive
papain digestion, aud the extracts ware partially purified by
cethylpyridmivan and ethanol precipitations using the same
methodology described for other invertsbrate tissues (Vieira
@t al. 1901 Approximately 3 mgz (dry weight) of cmde
exiract was obiained from O qustraliensis and . nucla and
1 mig from the other speciss.

Purification gf the sulfaved polysaccharide:

The crude exoacts of sulfared polysaccharides (3 mg of
each specimen) were applied 1o a DEAE callulese column,
aqmiltbrated with 5 mb] sodnun acetate (pH 5.0) with 10 mbd
EDTA (ethylensdiaminetaraacetic acid). The polysaccharidas
were eluted from the colmmn usmg a linear gradient of 0-3
M WaCl, at a flow rate of 0.5 ml/min. Fractions of 0.5 ml
were collectad apd checked by metachromatic assay using
1, 9-dmethvimethylens blue (Famdale er al. 1986), and by
meazurmg conductivity. The fractions containing sulfated
polyzaccharides were pooled, dialyzed azamst disolled water
and lyophilized.

Agarose gel electvophoresiz

The crude extracts and purfied sulfated polysaccharides
were avalvzed by agarose gel electrophoresis. The sulfated
polyzaccharides (15 wugz) were applied to 2 0.5% agarose gal
and pon for 1 hoat 110 W in a 0,03 M 1 3-disminopropane-
acerate buffer (pH 200, The sulfated polysaccharides o the
zal were fized with 0.1% N-cetyl-N N Nmimethylarom oniom
bromide soluton, After 12 b, the gel was dried and stained
with 0.1% foluidine blue m 0.1:5: 5 acetic acidiethanol
Water.



FPolvacrylamide gel electrophoresiz

The molecnlar masses of the sulfzted polysaccharides
were esfimated by polvacrylamide zal slecmophoresis
Sulfared polvsaccharides (15 wg) were applied o a 6% 1
mm thick polvacrylamide gel slab in 0.02 M sodiun barbital
(pH 8.6). After elecrophoresis (100 W for 30 min), the zal
was stamed with 0.1% toluidine blue in 1% acenc acid and
then washed for about 4 b m 1% acetic acid. The molecular
mass markers ware the low-molecnlar-mass dexman sulfate
(8 kDa). chondrottn 4-sulfate from shark cartilage (20 kDa)
and kigh-molecnlar-mass dexiran sulfate (500 kD).

Chemical analysis

Total hewose apd wromic acid were estimared by the
phenol-H 50, reaction (Dwubodis er ai. 1956) and carbazole
reaction (Dische 1947), respectively. Afrer acid hydrolvsis
of the polysacchardes (6.0 M wifinoroacerc acid for 5 b oat
100, salfate was measurad by the BaCl —gelatn method
(Saito er al. 1958), The presence of different newtral sugars
was estimared by paper chromatezraphy in 3:2:1 w-nmanol-
pyndime—water for 48 b (Fircher 1934).

Fezults

Fractionation of the sulfated polyvsaccharides from O
austraiiensis resnlied in 2 singls and sharp peak, eluted with
0.5 M WaCl (Fig. 1A). C secuda showed 2 single sulfated
polysacchande fraction too, bt eluted with a higher MaCl
concenration of 1M (Fig. 18). These results indicate the
presance of 3 single and homogensons populanon of sulfated
polysacchandes in the two spacies.

The prezence of 2 single populatton of sulfared
pelysacchandes and the puriny of the fractions were confinmed
by agarose zel elecmopboresiz. The sulfated polysaccharides
from two specimens of either O qustraiiensis or €. nucnia
showed narrow bands with somilar elecmophoretical motiliny
(Fiz. 2. However, the electrophoretical motlity of the sulfated
pelysacchandes from O australiensis and C mucwla differs
significapily (Fig. 2}, which indicates thar O ausiraiiensis
aod O puewla have disoper sulfared polysaccharides.
Polvacrylamide gel elecmophoresis showed that sulfated
pelysacchandes from O agustraliensis and O sucwla have
hizgh molecular weights (approximately 500 kDa; Fig 3.

The differences between the sulfzred polysaccharides
from O ausiraliensiz and O nucwla were evaluated by their
sugar compasitons, 35 well as, bexuronic acid and sulfate
contents. The sulfated polyzacchandes from O qusiraiiensiz
and & mwewia showed the same sugar composifion and
simuilar hexuronic acid content (Table 2. However, the sulfate
content of the sulfated polysacchanides from O mucula was
spprocrimately 30% higher than that from O qusiraiiensiz
(Table 2} Therefore, the major difference between the
sulfated polysaccharides fom O aqusiraliensiz and C. nucnila
is their sulfate content.

The cmde exiract of sulfated polyszcchandes from nwo
spacimens of C mucwle from France, two ipecimens of
Chongriila sp. B from Brazilian coast and owo specimens of
Chongriila sp. E and two of Chonarilla sp. F from Bahamas
were applied to an agarose zel elecmophoresis (Fiz 4)
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Fiz. 1: Purification of the sulfated polvsacchandes. The cmde
exmracts of sulfated polysaccharides fom O awstraiiensis (A)
and C swcnln (B) (~3mg each) were purified by ion exchange
chromatography (DEAEcelhdose-FPLZ). The samples were ehuied
oy a kmear zradient of 0—3 M Nall The fracdens were checked
Iy itz metachromatic property ) and WNaCl concentration (—).
The fractons indicated by the herizontal bar comesponding to the
purified sponze sulfated polysacchanidaes.

The sulfated polysaccharides from these cryptic spectes of
Chonarilla showed distnct  electrophoratczl motlities.
These differences in the elecrophoratical worliny show thar
the agarose gel elecrophoresiz of coade axmact of sulfated
pelysacchandes has a good resolution to distingnish cryptic
spacies of the gamms Chondrilla.

In order to evaluate the effectiveness of the method for
samples of sponges fized n different media, we extracted
snlfated polysaccharides from specimens of Chondriila sp.
E fined either in 70% ethanol, 4% fonmaldebyde, frozen ar
-20°C or dried at $0°C. The alecoropherefic motility of the
anlfated polyszccharide was the same, independent of the
method wsad to fx the sponge (Fig. 5).

Dizcuszzion

In the present smudy we show 2 new. snnple and efficient
method to distinot coyptic spacies within the gevus Chonarilla.
We also demonstrate that this methodalogy can be performed
with specimens fived in formaldebyde, 2 preservative thar
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Fig. 1: Aparose gel elecrophoresis of the punfied salfated

polvsacchandes from C. gustraliensis apd O mwcwla {(~15pg of
cach).
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Fig 3: Polyacrylanide gl elecmephoresis of the purified sulfated
polviacchandes from © austrailensis apd C mucula (~<15pg of
cach). The melecular mass markers were high-molecular-mass
dexman sulfate (Dex300, 300 kDa). chondreitn 4-sulfate from
whale cartilage (C-4-5, 40 kD), and low-malecular-mass dexiran
sulfare (Dexk. 8 kDa).

Table - Chemical compositen of the sulfated polysaccharides from £ mucwiz and € austraiiensis.

, o . S— Sulfate’
Species Sugar composition Total hepose™ Total salfate™ Hezoronic acid total hezose*
C. austraiiensis 119 116 {12 0.eg
C. nucula Am. Gal. Foc and HeslUA 144 373 0. 1.53

* Tha suger composttion was detemeingd by papsr chromatography of kvdrolyzed sulfated polysaccEardes. ®

eMoles/md. “Modar ratio, ? Total hemase, total

walf2ss and bexuromic lcld.mmnua-db'. phezc]-ralfunc acid, 3-|.G] n]r.1u:|. and carbamels mettods, respectraly.

impounds the use of allozyvines or even DNA sequencing
anzalyses.

The sulfated polysaccharides from O australiensis
and C mucula showed hizh melecular weight (300 EDa),
the sams sugar composifion (hexnrome acid Ara, Foco and
7al) and similar hemuronic acid content (12% and 10%%,
respactvaly). The ooly chemical differepce between the
sulfated polvsaccharides from these species was the sulfate:
total sugar molar ratio (-1 and 1.5:1, respactively). Zisrer and
Movrde (2000} repored the chemical characrerization of C
nuecula from Arrzial do Cabo, Brazil This species is actually
A crypic species of O nucwla temporanly naomed Chandriila
sp. B (Elantau ef al. 19920 The sulfared polvsaccharids
from Chondrilla sp. B contains hexmronic acid, Ara, Fuc and
Fal, the hexuronic zcid acconass for 23% of the fotal sugar
and the sulfxte:tofal sugar molar ratio 15 2.5:1 (Zierer and

Mourdo 20000 Therefore, the differences detected smong
the sulfared polysaccharides fom O auzmraliensiz, O nucnla
and Chondrilia sp. B weare mostly related o their sulfare and
bexuronic acid content. This confinms the species spectficiny
compositton of the sulfated polysacchandes from sponges,
aven among species of the same gerus.

Differences amonz  sulfared polvsaccharddes  from
congeneric species have also been observed in the o-L-fucans
isolated from the jelly coat of egzs of four sea wrchon speciss
within the zeans Srongviocentrois (Alves oral 1998, The
differences among thess fucans are only in the sulfate pattem
and the position of the slveosidic bonds (Alves &f al. 1998,
Sillela-Silva er i, 1999 2001). These smucmral differences of
sulfared polysacchardes are sufficient to avold Interspecific
fertilization among these congeneric spectes (Blenmann of al.
2004). The sulfared polysaccharides from the three species of
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Fiz_4: Azarose zel electropharesis
of the cmde extracts of sulfated
polyvzacchandes from Chondrilla
nicula, Chandrilla sp. B, and the
wo sympatic species Chondrilla
sp. E and Chomdrille sp. F {15pg
ofeach).

Chaonariila also showed differences mn their sulfation pattern.
Hewever, we stll need a strucmiral characterization of these
sulfared polysacchandes, such as the posinon of ghyoosidic
bonds and sulfation sites 1o determine all their differsnces.

The electrophorenc medlity of sulfated polysaccharides
in agarose gel is mostly determuined by their interaction with
1 3-dizmivopropane, which depends on the stmcnoe and
sulfanion pattern of the sulfated polvsacchande (Dietrich and
Diemick 1972, Districh and Diewich 1978). This methodology
had epough resolution to separate sulfated polysaccharides
with small strucnural differences. For instance, It can ssparate
the zlycosaminoglicans dermatan sulfate and condroimm-=-
sulfate, which differs exclusively on the type of hexuronic
acid in the chains (glyouronic acid m chondroinp-2-sulfate
znd idvrenic acid in dermaran sulface) (Dietrich and Diemich
1872, Duemich and Diemmich 1978). Therefore, agarose zeal
electrophoresis m 1 3-diaminopropane buffer can be nsed
1o distinguish sulfated polysaccharides with small smucnral
differences.
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Chondrlla nucwla was once considered a cosmopolitan
species (Boury-Esnault 2002} However, a2 study using
allozymes elecmophoresis showed that O nucwlo was o facta
complex of crypiic species (Elantaeral 1999 In the present
smdy, fonr cryptic species of Chondrilla detected through
allozymes by the pressnce of ar least one dizgnostc locus
(Zilberberz o al. 2006, Zilberberg apd Scla-Cava in prep)
were analyzed through their sulfated polysacchandes The
four species weara separated by their sulfated polysaccharides,
including the two svmpsiic Babamisn crypric species
{pamed sp. E and sp. F; Zilberberg or al. 20063 This
resnlt demonstrates the zood rescluton of the technique o
saparate crypic species of Chandrilla. Additionally sulfated
polysacchanides apalyses by agarose gel elsctrophoresis
showed some advantages in relaton fo allozymes or DINA
znalysas. Allozvme elactropboresis echnigues reguire fresh
or frozen szmples (Worheide ef al. 2004). Therefore, DIA

Y
%

Fiz_ &: Agzaroze el eleciropharesis of the crude extracts of sulfated
podysacchandes from specimens of Chonarilla sp. B fived in ethanal
705, formaldshyde 4%, drsd and frozen (~[ 5pE of sach)

sequencing analvses were advantageous over allomymes by
the ability to work with dried or ethanol praserved specimeans.
Hewever, DMNA sequencing anzlyses are wnfeaszible with
fissues preserved in formaldehyds, and mest of the earher
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preserved mmsewm specimens used this fixatve. Thos,
sulfated polvsaccharides analvses kave some advantages over
allozymes and DMA, since it is a guick {~ 5 days) and very
low cost technique (~ 755 200/ sample), it requires & very
small sampls (30mgz of sponge dssue), and most importantly,
itcan be performed in formaldsbede preserved specimens,

We can conclude thar the analysis of the sulfared
polyzaccharides by agarose gel elecrophoresis is a promissory
biochemical technigue to distmgush cryptic species withon
Porifera. However, further analvses with a larger sampls
zize, a higher mumber of crvpic species of Chondrilla and
other spongs taxa mnst be performed to establish the general
effectivensss and robustness of this technigne.
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Marine sponges (Porifera) are ancient and simple eumeta-
zoans. They constitote key organisms in the evolution from
unicellular to multicellular animals. We now demonstrated
that pare sulfated polysaccharides from marine sponges are
responsible for the species-specific cell-cell interaction in
these invertebrates. This conclusion was based on the fol-
lowing observations: (1) each species of marine sponge has
a single population of sulfated polysaccharide, which differ
among the species in their sagar compoesition and sulfate
content; (2) salfated polysaccharides from sponge interact
with each other in a species-specific way, as indicated by an
affinity chromatography assay, and this interaction requires
calcium: (3 homologous, but not heterclegous, sulfated
polysaccharide inhibits aggregation of dissociated sponge
cells: (4) we also ohserved a parallel between synthesis of the
sulfated polysaccharide and formation of large aggregates
of sponge cells, known as primmorphs. Once aggregation
reached a platean, the demand for the de nove synthesis
of sulfated polysaccharides ceased. Heparin can mimic the
homoelogens sulfated pelysaccharide on the in vitre interac-
tiem and alseas an inhibiter of aggregation of the disseciated
sponge cells. However, this ebservation is not relevant for the
biolegy of the sponge since heparin is not found in the inver-
tebrate. In conclusion, marine sponges display an ancestor
event of cell-cell adhesion, based on the calcium- dependent
carbohydrate—carbohydrate interaction.

Keywords: aggregation factor/cell aggregari on/heparing
primmaorphs /protecglycans

Intreduction

Sponges (phylum Porifera) are very ancient and probably the
simplest animals among eumetazoans. These invertebrates have
been extensively studied in recent vears in order toestablish the
cellular and molecular aspecis of evalution from the unicellular
to multicellular animals (Custédio ef al. 1998). The first mosdel

T whom correspondence should be addressed: TelFax: +55 (21 25322060,
e-mail: pronourac@huck ufrj.br

of cellular recognition and adhesion in animals was achieved
with cells from marine sponge in the beginning of the last cen-
tury (Wilson 1907, This model was based on the observation
that dissociated cells from marine sponge go through an agge-
gaticn process, in a species-specific way, foming small cellular
aggregates. Later, it was observed that this cellular aggregation
is mediated by membrane-associated molecules, named “ag-
gregation factors.” This aggregation is dependent on divalent
cations (Humphreys 1963). The first chemical characterization
of the aggregation factors showed that these molecules contain
different proportions of protein and carbohydrate. The propor-
tions of carbahydrate vary from 26% to 60% , depending on the
species (Margoliash et al. 1965; Muller and Zahn 1973; Moller
et al. 1978; Misevic and Burger 1986).

Mowadays, it is clear that aggregation factors are
protecglycan-like molecules, regponsible for the cellular adhe-
sion and ecognition in sponges (e.2., Fernindezz-Busquets and
Burger 30033, These maolecules are composed of circular or lin-
ear protein cores, attached o two types of polysaccharide units.
Ome of thern has a low molecular weight and binds to putative
recepiors in the cellular membrane. Ancther carbochydrate is
composed of sulfated polysaccharides, with high molecular
weight, and binds homophilically to the sulfated polysaccha-
rides from the aggregarion factor of adjacent cells, promot-
ing cell adhesion (e.z., Blumbach et al. 1998; Jarchow et al.
2000, Femindez-Busquets and Burger 1997; Bucior and Burger
2004,

The component of the aggregation factor responsible for the
cellular interaction is the sulfated poly=accharide (Spillmann
and Burger 1996; Bucior and Burger 2004, Assays using cel-
lulose beads coated with purified sulfated polysaccharides from
marine sponges resulied in the aggregation of these beads. In
the same way, beads coated with these sulfated polysaccharides
aggregate with living cells of marine sponges, indicating that the
aggregation mediatad by sulfated polysaccharides also cocurs
physiclogically. The incubation of living cells of the marine
sponge Microciong prolifera with its sulfated polysaccharide
antibody prevents cell aggregation, confirming the central Tole
of the sulfated polysaccharides in the cell aggregation in sponges
{ Popescu and Misevic 1997; Bucior and Burger 2004 ). The bind-
ing srengths between the sulfated polysaccharides from the ag-
gregation factor were determined by atomic force microscopy,
varying berween 200 and 300 piconewtons, depending on the
species studied (Femindez-Busquets and Burger 2003 ; Bucior
and Burger 2004, Thess interactions between sulfated poly=ac-
charides from marine sponges are always calcium dependent
{e.g., Spillmann and Burger 1996; Bucior and Burger2004),

Certainly, the marked feature of cellular aggregation in ma-
rine sponges is ils species specificity, which has been cbserved
since the first experiments. The aggregation of sponge cells oo-
curs only in a homologous way, as observed in experiments

) The Authior 3005, Published by Dxfiord University Press. All rights reserved. For permissons, plaase samail: joumals permissicos@exfordjournak.org 850
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Fig. 1. Purification of sulfated palysaccharides from manne sponges. Total polyssccharides exiracied from B beliopisda (A), [ ehasts (B, and A, folva (C) were
purifiad by ion-emchange dwomaiography on DEAE cellulose. Fractions were checked for the presence of the mlfaied polysaccharide by meinchromasy (@) and
fior the MeCl concentration by conductivity {—). Fractions indicated by horizonral bars were pooled. dialveed against distilled water, mad lyophilized. 1 Porified
sulfated polysaccharides (15 pg of each) were applied to an agarcse gel and submiited to 110V for 1 hin 1 3-disminopropans acetate (pH 9.0 The sulfaied
polysaccharides were fixed in the gel with Nceiyd - NN M rimethylammonium bromide solution for 12 b, The gel was dried and sinined with 0.1% toluidine blue.

using either living cells or beads coated with sulfated polysac-
chardes (e.g., Popescu and Misevic 1997; Bucior and Burger
2004; Misevic et al. 2004, The sulfated polysaccharides from
marine sponges are highly complex, with a varety of sugars and
high sulfate content (Vilanova et al. 2007,

In the present smdy, we purfied sulfated polysaccharides
from three different species of marine sponges. Each species
synthesizes a particular polysaccharide. All show a calcium-
dependent and species-specific interaction in the binding as=ay.
Only the homologous palvsaccharide and heparin prevent ag-
gregation of disscciated sponge cells. The synthesis of sulfaked
polysaccharides decreases as the sponge cells form large ag-
gregates, known as primmorphs. Overall, our results indicate,
in a further detail, that pure sulfated polysacchandes mediate
cell—ell interactions which are essential for the aggregation
of sponge cells. Possibly, the protein part of the aggregation
factar is a glycan carrier, but it is not functionally imalved in
aggregation.

Results

Each species of marine sponge has a particilar sulfated
polmaccharide

W studied three species of manine sponge: Hvmeniacidon he-
liophila, Drsidea robusta, and Aplyvsing fudva. Each species has
a particular population of the sulfated polysaccharide, which
was eluted from an anion-exchange chromatography with dif-
ferent MaCl concentrations (Figure 1 A—C). On agarose gel elec-
trophoresis, these sulfated polysaccharides have distinct mo-
bility ( Figure 1Dv). Finally, their monceacchande composition

Takle L. Chemical composition of the sulfated polysasccharides from three
species of marine spanges

Cornposition {molar ratics *

Sulfara/ratal
Species Gl Gal Fx Arn HexUA =
H. keliophilc nd 05 023 nod 018 1.20
I rbsiraz nd 022 034 aly 035 g
A. falva 020 nd nd od 010 0.70

*Total hemame and hexuronic acid were quantified by the phenol -sulfuric acid
and carbegole reactions, respective by, Sugars were idertified, afier acid
bvdmolysis, by gas—liquid chromatography of derived aldiicl acetates,

b Sulfate was measured by the BaCly-gelatio method.

e, not delecied.

and sulfate content also vary significantly among the species
{Table Ij. Cleary, these results indicate that each species of
marine sponge has a paticular sulfated polysaccharide.

W attempted bo determine the chemical structure of these
sulfated polysaccharides based on MME analysis. The 'H NME
spectra at 600 MHz recorded at 60°C showed broader and
poorly resolved signals (not shown), indicating a clearly het-
erogeneols chemical structure. It was not possible to assign the
peaks even with the two-dimensional eechniques. Thus, these
sponge polysaccharides have a very complex nature and hetero-
geneous chemnical structures, as several other sulfated poly=ac-
chardes from other species of marine sponges (e.g., Zierer and
Mourdo 2000; Guerardel et al. 20041, Mo evidence for the pres-
ence of protein was obeerved in these specira, as indicated by the
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Fig. 2. Rinding of homelogous and heterolegous sulfated pohsnccharides to Sepharces 4B coupled with the slfated polysaccharide from H. heliophia. The
sulfated polyssccharide from D, mbasic (A, A filea (B), B heliophils 003, or heparin (13 {1 mg of each) was applied to the affinily column (3 ml) and sluied
stepwise with MeCl solutions prepared in 5 mM scdium acetate 4+ 10 mb CaCla (#) or 5 mM sodium acebaie + 10 eabd EDTA { &), both at pH 5.0, Frections of
0.5 mL were collected and checked for metachromesy and NalCl concentrations {—).

absence of down-field signals (6.5-7.0 ppm) or low-field =ig-
nals, as=igned to aromatic or aliphatic protons, mspectively.

Species-gpecific interaction berween sulfated polvsaccharides
from marine sponges

W investigabed the interaction between sulfated poly=accha-
rides from marine sponges using affinity chromatography. For
these experiments, the purified sulfated polysaccharide from
H. heliophila was coupled to Sepharcse 4B. The interactions
between homologous and heterologous polysaccharides were
evaluatad using affinity chromatography, elutad with increas-
ing MaCl concentrations, in solutions containing either 10 mbd
CalCly (closed circles in Figure 2) or 10 mbd EDTA (open
triangles). The homologous poly=sacchande (Figure 200, bat
not the heterologous ones (Figure 24 and B), was retained
on the column. The interaction is clearly calcium dependent
since it is abalished in the presence of EDTA (open riangles in
Figure 2.

Curiously, heparin is mtained on the affinity column in the
presence of calcinm (Figure 21, similar to the homaologous
sulfated polysaccharide. Possibly, the high anionic nature of
heparin appears to hinder nonspecific interactions with the
sponge-sulfated polysaccharides. We further investigated this
aspect using Hitrap-heparin column (Figure 3). The sulfated
poly=accharides, purified from the three species of marine
sponges, were refained in the heparin affinity column, although

aa2

they were aluted with different concenirationz of MaCl. Again,
the interaction between the sponge sulfated polysaccharides and
heparin is calcium dependent.

Exogencus sulfated polysacchanide from homologous species
prevenis aggregaiion of sporge cells

W further investigated the effect of sulfated polysaccharides on
aggregation of sponge cells using an x vive assay (Figure 4).
When dissociated cells from the marine sponge . Reliophila
were incubated for & hoat 18°C, in the absence of calciom, we
cbearve no cell aggregation, dencted by only small, sparse ag-
gregates, composed of few cells (negative control; Figure 44,
Inconirast, when the cells were incubated in the presence of cal-
cium, they form large aggregates, composad of several cells and
usually three dimensicnal (positive conirol; Figure 4F). Clearly,
this iz an appropriate assay to follow aggregation of dissociated
cells from marine sponges.

Subsaquently, we added exogenous sulfated polysace harides
from homologous and heterologous species to the dissociated
sponge cells, always in the presence of calcium. In the pres-
ence of heterclogous polysaccharides (from A, fuhea and I
robusig in Figure 4D and E, respectively), we observe ag-
gregation of the sponge cells, as seen in the positive control
{Figure 4F). In contrast, no aggregation is observed when cells
were incubated with the homologous sulfated polysaccharide
{Figure 4B). Again, heparin reproduces the same effect obtained
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Fig. 3. Binding of sponge sulfated polysacchandes to a Hitrap-heparin
colunn. The sulfated polysaccharide from o, kelisphaa (A} D, mbasts (B) or
A, fulva (C) 11 mg of each wes applied o a Hitrap-he parin column ¢ 1 mal. ) and
ehated with a linear grodient of 0-2 M NaCl, prepared in 5 mb sodiom acetate
+ 10 mM Callz | 8 or 5 mM sodiven scsimie + 10 mM EDTA (£, both ai
pH 50, Fractions of 0.5 mL were collected and dyecked for meiachromasy and
NaCl concenirations (—).

with the homologous sulfated poly=acchanide (Figume 4C), as al-
ready observed in the in vitro assays.

The efficiency of the exogenous sulfated polysaccharides to
inhikit the aggregation of cells from H heliophils was quan-
tified based on the areas of the aggregates (Figure 5). At a
fixed concentration of the excgenous sulfated polysaccharide
(3 mg/mL}, only the homologous compound inhibits aggeza-
tion of the sponge cells (Figure 5A4). This effect is dose de-
pendent (Figure 5B, Heparin has a similar action but requires
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significantly higher concentrations bo achieve the same effect as
the homaologous sulfated polysaccharide { Figure 5B).

Clearly, the purified sulfated poly=saccharnde inhibits aggre-
pation of marine sponge cells in a species-specific way. Heparin
can mimic this action bat it is less efficient than the homologous
sulfated polysaccharide.

Swthesis of the sulfared polvsaccharide ceases as the
aggregation aof sponge cells is concluded

Subsequently, we looked for more direct evidence for corre-
lation between aggregation of sponge cells and expression of
sulfated polysaccharides. We follow in parallel the formation of
large aggregates of sponge cells (denominated as primmorphs)
and the synthesis of sulfated polysaccharides by the cells in cul-
fure. We estimated the synthesis of the sulfated polysaccharide
by the cells based on the incorporation of **S-sulfate. On the
first day, dissociated cells incorporated high amounts of 8-
sulfate into the polyvsaccharide, but the synthesis decreased con-
tinuously throughout the second and third davs, ceasing from
the fourth day ormward (Figure 645 We followed the forma-
tion of primmorphs in the cultures by visual examination. Cn
the first day, only small aggregates are observed (Figure 6B,
but after the second and especially the third day, large aggre-
pates that will become primmorphs preponderate in the culiures
{Figure &iC and D).

Car interpretation for the results of Figure & is that the dis-
sociated cells aggregate actively in the first days, demanding
the de nowo synthesis of sulfabed polysacchande to undergo
cellcell adhesion. After the third and especially the fourth day,
the formation of the cell aggregates reaches a platean. At this
stage, the de novo synthesis of the sulfated polysaccharide is
not necessary to promote further adhesion of the sponge cells.

[¥iscussion

Sponges are one of the first metazoan organisms. The model
of cellular recognition and adhesion in these animals has been
sudiad since the beginning of the last century { Wilson 1907). Tt
iz clearnow that a membrane-associated molecule, named as the
aggregation factor, mediates cell aggregation in sponges (e.g.,
Femindez-Busquetz and Burger 2003 The component of the
ageregation factor responsible for the cellular interaction is the
sulfated polysaccharide (Spillmann and Burger 1994; Bucior
and Burger 2004, We now demonstrated that purified sulfated
poly=accharides, extracbed from the sponges by extensive pro-
tease digestion, mediate recognition and aggregation of sponge
cells. Poasibly, the protein part of the aggregation factor is a gly-
can carrier bat it i= not functicnally imvolved incell aggregation.
Or conclusion is supported by several evidences.

First, each one of the marine sponges M. heliophila, I
robusia, and A fuba has a single population of the sulfated
poly=accharide, which differ among the species in sugar com-
position and sulfate content. Similar results were observed in
previous smdies (e.g., Zierer and Mourfo 2000; Cimino et al.
20601 ; Bucior and Burger 2004; Guerardel et al. 2004; Vilanova
at al. 2007).

Second, only the homologous sulfated polysaccharide inter-
acts with itself in the presence of calcium, as indicated by in
vitro assays using affinity chromatography. Mo interaction is ob-
servied bebween heterologous sulfated poly=sacchandes. Heparin
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Fig. 4. Aggregation of disscciated cells from the sponge K beliophils induced by excgencus sulfated polysccharides, Dissocinted spange cells {~ 107 calls) were
incubated for & b ot 18°C with 100 pL of ibe following medium: CMESW 14 ), Altered seawater, supplemenied with aniibiotics, in the sbs=nce (Fj or in the
presence of 3 mgiml of sulfated polysecchande from B, keliophils (B, A, fulva (D6, DL sbasts (E), o heparin (O The cell culbres were phorcgraphed wsing a
Leika DC30 microscope. Typical aggregates of spongs cells are indicatsd by the amows in panels D, E, and F.
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Fig. 5. Efficacy of emagenaue sulfaed paly saccharides to inhibit aggregation
of cells from H. helicphils. Dissociated cells from X, helioplils were
incubated for & b, & 185C withi filvzred seawater or & fized concemniration

13 mgfmL.) of sulfsbed polysaccharides from the three species of marine
sponges {panel &) or in the pressnce of increasing concentrations of the
aulfated polysaccharide from A belinplilz (panel B, #) or heparin (panc] B,
L) The assays were performed as described in the legend of Figure 4 and the
areas of cell aggregares (mean £ 50, @ = 3) were calculated vsing imagery
analysis sofiware Leika ('Win. " = sgnificantly different than positive control
(P =z 0.05)

can mimic the interaction promoted by the homologous sul-
fated polyvsaccharide. Possibly its high anionic natre appears
to hinder the nonspecific interaction with the sponge sulfated
polysaccharides. However, this observation is not relevant for
the biclogy of the sponge since heparin is not found in these
ireertebrates.

Third, the species-specific interaction of sulfated polysaccha-
rides from marine sponge was also observed with in vivo assays.
We followed aggregation of sponge cells after the addition of
exogenous sulfated polysaccharides to dissociated cells. The ho-
mologous, but not the heterologous, polysaccharides inhibit cell
aggregation. Cur interpretation for this result is that the homol-
ogous sulfated polysaccharide, soluble in the culture medium,
binds to sulfated polysaccharides, component of the aggregation
factor, expressed on the cell surface. As a consequence, it de-
creases the number of sites available for the cell—cell interaction,
diminishing the binding mediated by sulfated polysaccharides.
Aprevious study using the marine sponge Ophlisgspongia tenits
al=o suggested that the homologous sulfated polysaccharide can
inhibit cell recognition (Parrizsh et al. 19917, Again, heparin can
mimic the effect of the homologous sulfated polysaccharide but
requires significantly higher concentrations to achieve the same
effect.

Finally, we cbeerved a parallel between the synthesis of the
sulfated polysaccharide and the dynamic of primmorph fonma-
tion, as observed in primary cultures of cells from the sponge
H heliophila. As the formation of cell aggregates that will be-
come primmorphs reaches a plateaw, the synthesis of sulfated
polysaccharides ceases, Our interpretation for these results is
that dissociated cells demand the de novo synthesis of the sul-
fated polysaccharide in order to achieve cell—cell adhesion. Az
aggregation stops, indicated by the preponderance of large ag-
gregates in the cultures, the synthesis of the sulfated polysac-
charide stops,
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Fig. 6. Parallel between synthesis of the sulfated polvescdharide and formation of primmorphs by cells from B beliophis. (A ) Dissacinied cells from H. heliophkils

were maintained in culiure for up o Sx days in filtered seawarer, Each 24 h pericd -1
with milfate-free arificial seaoater, aypplemenied with g ailfnie L1080 Ty, inarder b0 o

cells were ganserred from the mediven with Aliered seawater 1o 4 medivm
th synthesis of sulfatsd pelysaccharides. The 5 sulfoed

polysaccharides were purified by anion-exchange chromatography on DEAE cellulose. Fractions were checked by the ampount of radioactivity ina POF/toluene
solution using a scintilation counter. The resulis are mean £ S0, n = 3, at each 24 b pericd of c2ll culnre. {B-1¥ Aggregation of sponge cells was followed by
visual examination of the culiures at the first (1), second (C ), and third (1) deys. Amows in the panel show typical cell aggregates. White bar = 1 mm.

The mechanisms imaolved in the cell-cell interaction in
highly evolved animals have been extensively studied. A va-
ety of complex molecules, including specific carbohydrate
and protein stucures, participate in this event. In contrast,
marine sponges present more simple mechanisms of cell adhe-
sion, based on a caleium-mediated carbohydrabe—carbohydrate
interaction {e.g., Spillmann and Burger 199%; Popescu and
Mizevic 1997; Bucior and Burger 2004), The ancestry of ma-
rine sponge suggests that this is cne of the first evolutionary
events that allowed the emerging of multicellular crganisms
i(Misevic et al. 20049,

Further understanding of this ancestor mechanism of the
cell—ell interaction requires determination of the molecular
baziz of the calcium-mediated carbohydrate—carbohydrate in-
teraction. A limitation for this study is the complex structure
and high molecular size of the sulfated polysaccharides from
marine sponges (e.g., Guerardel ef al. 2004). A possible alter-
native is o prepare low-molecular-size derivatives from these
polysaccharides. Bui, again, this is a difficult task due to the ab-
zence of enzymes or specific chemical methods to cleave these
polysaccharides.

Carbohydrate—carbohydrate interactions have been studied
by several authors. Self-aggregarion of various plant polysac-
charides based on the carbohydrate—carbohydrate interaction
was studied over 40 years ago (Arnott et al. 19743, The inter-
action of chondroitin sulfate and hvaluronic acid was claimed

subsaquently (Turley and Roth 19800, In thesz early studies of
the polysaccharide interaction, the biological significance was
unclear. More recently, carbohydrate—carbohydrate interactions
hawe been implicated in mammalian cell adhesion. Several com-
hinaticns of glycosphingolipids at the surface of interfacing cells
are implicated in adhesion and recognition ( Hakomori 20044,
2004b). However, these interactions oo cur between oligosaccha-
rides with chemical structures totally distinct from the poly=ac-
charides found in marine sponges.

In conclusion, our results indicate that in addition to their
knowwn function incoagulation, cell proliferation, inf ammation,
angiogenesis, viral infection and invertebraie fertilization, sul-
fated polysaccharides al=o mediabe an ancestor cell—cell inber-
action event in marine sponges.

Material and methods

Sponge sample

The marine sponges I robusta and A fdvae were ool-
lected at Tartaruga beach, Buzios, Rio de Janeiro, Brazil. The
spacies i Reliophila was collected at Yermelha beach, Rio de
Janeiro, Brazil. The sponge samples collected for the exirac-
tion of sulfated poly=saccharides were immediately fixed in T0%
ethanol. The samples of H. heliophila collected for cell cul-
ures were transported to the labomatory immersed in seawater
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and maintained in an agquarium, at 18°%C, until further
utilizaticn.

Exiraction af the sulfaied polvsacchanides

Samples of the marine sponges were cut into small pieces
(1 mm?), washed with 70% ethanol, immersad three times in
acetone, and dried at 60°C. Sulfated polysaccharides were ex-
racted from the dried tissues (5 g) by extensive papain digestion,
and the extracts were partially purified by cetylpyridinium and
ethancl precipitations, as described for other invertebrate tissues
(Wieiraet al. 1991). Approximately, 50mg (dry weight) of crode
extract was obtainad from each species.

Purificaiion of the sulfated polysaccharides

Crude extracts of sulfated polysaccharides from the marine
sponges (50 mg from each species) were applied to a DEAE-
cellulose column, equilibrated with 5 mM sodium acetate
(pH 5.0) 4+ 10 mM EDTA (ethylenadiaminetetraacetic acid),
linkad to a FFLC system. The poly=saccharides were eluted from
the column vsing a linear gradient of 0-3 b MaCl, at a Aow rate
of 0.5 mL/min. Fractions of 0.3 mL were collected and checked
by a metachromatic assay using 1 9-dimethylmethylens blue
{Famdale et al. 1986) and by measuring conductivity to esti-
mate the MaCl concentration. The fractions containing sulfated
poly=accharides were pooled, dialyzed against distillad water,
and byophilized.

Agarose gel elecirophoresis

Furified sulfated polysaccharides were analyzed by agaross gel
electrophomsis. These polysaccharides (15 g of each) were
applied to a 0.5% agarose gel and the electrophoresis mn for
Il hat 110 % in 0,05 M 1 3-diaminopropane acetate (pH 9.0).
The sulfated polysaccharides in the gel were fixed with the 0.1 %
MNecetyl-N N N-tmmethylammonium  bromide solution.  Afier
12 h, the gel was dred and stained with 0.1% toluidine blue
in 0.1:5: 3 (v acetic acid: ethanol -water.

Chemical analysis

Total hexose and hexuronic acid were estimated by the
phenol-H; 50y reaction (Dubois ef al. 1956) and carbazole
meaction (Dische 1947, respectively. After acid hydralvsis of
the polysaccharides (6.0 M wrifluoroacetic acid for 5 h at
100, sulfate was measured by the BaCla-gelatin method
(Saito et al. 1968). The percentages of different monc=accha-
rides were estimated by paper chromatography in 3:2:1 (v m-
butanol—pyridine—water for 48 h and by gas—liquid chromatog-
raphy (GLIC) of derivative aldibol acetates (Kircher 1960).

Sulfaied polysaccharide qfinity chromatography

Interactions between homologous or heterclogous sulfated
poly=acchandes from the marine sponges or heparin were ana-
lyzed by affinity chromatographies. For these experiments, the
purified sulfated polysaccharide from the sponge M. heliophila
wias coupled to Sepharces-4B, using a standard coupling proce-
dure. Briefly, 20 mg of the poly=saccharide in 5 mL of coupling
solution (30 mb MaCl, 100 mb MaHCO,, pH §.2) was mixed
with 3 mL cyanogen bromide-activated Sepharces 4B, and cou-
pling was carried out as described by the manufacturer (Sigma,
5t. Louis, M. The affinity chromatographies were performed
using two different solutions: 5 mb sodium acetate 4+ 10 mbd
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CalCly, pH 5.0, or 5 mb sodium acetate + 10 mM EDTA, pH
5.0. The homologous or heterologous sponge polvsaccharide or
heparini 1l mg of each) was applied to the affinity column {3 mLj,
linked to a FPLC systemn, and elated by a step-wise gradient of
Mall (0,25 M, 0.5 M, 1L.OM, 1.5 M, and 2.0 M). In different
experiments, the interaction between the sponge polysaccha-
ride and heparin was determined using a Hirap-heparin column
{Sigma), as described above for Sephamse-4B | coupled with the
sponge polysaccharde, except that a linear gradient of -3 M
MalCl, instead of the step-wise gradient, was used to remove the
sulfated polvsaccharides from the affinity column. Fractions of
0.5 mL were collected from the affinity column and checked
for metachromasy using 1,9-dimethylmethylene blue (Farndale
et al. 1986), and by measuring conductivity to estimate NaCl
concentrations,

Iissociation of the sponge cells

Tissuesfrom H. heliophila were cutinto small pieces (23 mm®),
washaed in natural seawater, and incubated with calcium- and
magnesium-free artificial ssawater, supplemented with EDTA
(460 mbd NaZl, 7 mM Mag 50y, 10 mM ECI, 10 mM HEPES
{4-(2-hydroethy li-piperazine - | -ethanesulfonic  acid), 2.5 mM
EDTA, pH 8.2) (CMFSW), as previously described (Custadio
et al. 1998). After incubation the cells were filtered through
40 pm mesh nylon net and harvested by centrifugation (80 = g,
10 mini. The dissociated cells were maintainad in the calcium-
and magnesium-free artificial seawater until further utilization.

Effect of exogenous sulfaied polysaccharides on aggregafion
of sponge cells

Disscciated calls from &, heliophila (107 cells) were incubated
for 6 h at 18°C in 100 pL of filtered seawater (positive con-
trol, maximum aggregation) or CMEFSW (negative control, no
aggregation) or filiered seawater supplemented with different
concentrations of the exogencus sulfated polysaccharide. The
cells were then examined for the presence of aggrepates and
photographed using a Leika DiC300 microscope. The areas of
cellular aggregaies were calculabed using imagery analysis soft-
ware Leika ('Win. All the cell cultures were made in triplicates
and the areas of aggregates compared by analy=is of variance
[ AMONA),

Cultwrez of sponge cellz and formation of primmorphs
Cultures of cells from H. keliophila ( 107 cells each) were main-
tained for up to six days in 5 mL of fltered (0.22 pm mesh)
seawater, supplermentad with 16 mgfL phenol red, 0,01 mg/mL
kanamicin, and 0.01 mg/mL tylosin (Custddio et al. 1998). We
followed the formation of primmorphs by wisual examination
and the cell cultures were photographed daily vsing a digital
camera Canon D20,

3551::&@.'?:13 of the sulfated polysaccharides from primary
ciuliures of sponge cells

In arder to determine the synthesis of the sulfated polysaccha-
ride, the cell culiure madia were changed from filtered seawater
to sulfate-free artificial seawater, supplementad with #5 5-sulfate
(460 mbd MaCl, 20mM MgClz, 10 mb CaClz, 2 mb NaHCOs,
10 mM KCL 10 mM HEPES, and 100 wCi of Ha504,
pH 8.2). After incubation for 24 h at 18°C, the media were
removed and the cells exhaustively washed with CMFSW to



remove free Y S-sulfate. The cells wem harvested by cen-
trifugation (80 = g, 10 min). *3-Sulfated polyvsaccharides
were extracted from the cell culiures using papain, as de-
scribed above for the extraction of sulfated polysaccharides from
sponge. The ¥ S-zulfated polysaccharides were purified by jon-
exchange chromatography, as described above. The fractions
wenre checked by the amount of radicactiviy wsing 5 mL of
0.5% POP/Aoluene solufion in a Beckman model LS G008 C
scintilation counter (Silva et al. 1989,
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Abstract Marine sponpes{ Porifera) display an ancesiral fype
of oell-cell adhesion, based on carbohydrate-carbohydrate
interacfion. The aim of the present work was to investigate
furfher details of this adhesion by wsing, a3 3 model, the in
vitroe agoregation of dissociabed sponge cells. Our nesulis
showed the participafion of sulfaed polysaccharides in this
cellcell interaction, as based on the following observations:
{1} a variety of sponge cells contained similar sulfated
polysaccharides a3 swrface-associated moleculss and as
intraceNlular inclusions; (23 **S-sulfate metabdic laheing of
dissociated sponge oells revealed that the majornity {two
thirds) of the total sulfated polysaccharide occumed az a
cell-surface-azsociated molecule; (3) the aggregation
process of disseciated sponge cells demanded the active
de pove synthesis of sulfated polysacchanides, which
ceased a5 cell agoregation meached a plateaw; (4) the
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typical well-organized agorepates of sponge cells, known
as primmorphs, contained three oell types showing
sulfated polysaccharides on their cell surface; (5) collagen
fibrils wene aleo produced by the primmoarphs in order to fill
the extracellular spaces of feir inner portion and the external
layer sumoumding their entire surface, Our dafa have fhos
clarified fthe melevance of sulfaed polysaccharides in this
aysem of in vitre sponge cell ageregation. The molecular
hasis of this sysem has practical relevance, sinoe the culture
of sponge cells iz necessary for the production of moleoules
with bistechnolegical applications,

Keywords Primmornphs- Cell colbure -
Aggregation facior- Proteoglycans - Collagen-
Sponge, Hymenieidon kellophila (Porifera)

Introd wetomn

Sponges {(phylum Porifera) are an ancient group and
probably fee simplest animals among the metazoans, These
imventehrates have been extensively studied in rocent yeans in
order to estblish the cellular and molecular sspect of
evolution from wnicelldar to multicellular animals (Costédio
et al. [998) The fird model of cellular recognition and
adhesion in animals was achieved with cells from marine
aponges in the beginning of the last century (Wikon 1907).
Thiz medel was based on the olservation that dissociated
cells from marine sponges go through an ageregation
prcoss, in a apocics-apecific way, forming smell cellular
ET

Cell-cell adhesion and moognition in sponges are
mediated by protecglycanlike molecules, named agore-
gation factors (Guerarde] et al. 2004 ; Mizevic et al. 2004,
These molecules are composed of & protein come attached
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to several units of sulfated polysaccharides (Jarchow et al.
200y, Femdndez-Busquets and Burger 2003 ). Bot cell
adhesion and recognition are effectively accomplished by
the sulfated polysaccharide units of the agoregation factors
{Jarchow et al. 2000; Vilanova et al. 20080, The homo-
phylic interaction among these sulfated polysaccharides is
calcium-dependent and highly spocics-spocific { Zierer and
Mourde 2000; Bucior and Burger 20604, Vilanowa et al.
2007, 206¥3).

Druring the last few years, studies on sponges have had a
distinet fecus, A large number of natural products have
been isplated from this inverchrate phylum, several of
these products being presently in clinical or pre-clinical
trials (Hasfner 2005). However, the sponge biomass
obtained directly from the ccean is not enough to supply
the large =cale demands of phamaceutical ressarches
{Osinga et al. 1999). Therefore, the “supply problem™ iz
the major bamier for the development of drogs fiom
hicactive sponge compounds (Belarki et al. 2003 A
promizing methed for producing bicactive compounds
fromn sponges is cell culture, since this system iz free of
contaminants such a5 bacternia, yeass, and protoeoans and
allows gene manipulations to optimize the production of
hicactive metabolites (de Caralt et al 2007, Sun et al
20T,

Mowadays, sponge cell culures are perfomed with cells
in suspension { Pompond 20060 or multicellular aggregates,
mamed primmonphs (Custédio et al, 1998, Milller ot al.
1999, These structures are formed by dissociated sponge
cells that natrally agorepate when incubated in sea-watker
{Custéadio et al 1998y Primmorphs are spherical cell
agoregates conposed of an exkemal layer covered by a
confinuwous pinacoderm. They contain 2 central zone filled
with sphemlous cells and archoocytes (Custddio et al
1998]), A smooth thin layer, probably composad by oollagen
filers, surrounds the extemal pinscoderm (Siplema et al
2003 ], Primmorphs can be maintained in culure for several
maonths (Sipkema et al. 20083).

Diizapciated sponge cells lose their telomerase activity
and, as a consequence, their ahility to proliferate (Custddio
et al. 1998; Koziol et al 1998) However, when these cells
ame aszembled in primmonphs, they restore their telomerase
activity and synthesize DM A, regaining their ability to grow
and proliferate (Custédio et al. 1998). This shift from the
non-proliferative to the proliferative state is relaked to the
requirement of cellcell contact for the sponge cells to
esone their physiclogical environment (Custddic et al.
193], Therefore, primmorphs represent an impontant step
for the development of fhe cultivation of seonge cells
{Zhang et al. 2003). In addition, the cultivation of
primmaorphs iz feazsible with several spocies of sponges,
indicating the robusiness of the technique (Siplema et al.
2003; Zhang et al. 23]
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In the present study, we show that a variety of oell
types from the sponge H haliophila contain sulfated
polysacchandes as surface-associated molecules and as
intracellolar inclusions, Most of our resuhs are based on
5 sulfate metabolic incorporation and on hisiochemical
examination, We also describe the dynamics of sulfated
pobysacchanide and collagen synthesiz during the forma-
tipn of primmaonphs from dsseciated cells of B keliphila.
Theae resuls are important for detemmining the role of sul fated
polysaccharides on cell-cell adhesion and recognition during
the diverse seps of in vitee cell agorepation of marine
aponges, Cur data may help to establish appropriate ways for
the cultivation of sponge cell for future bistochnolegical
applications

Materiab and methods
Sponge samples

The marine sponge B kaliophda was collected at Vermelha
Beach, Rio de Janeire, Brazil Samples for extraction of
sulfated polyzaccharides were immediaely fixed in T0%
cthanol, wheneas samples for cell culture were transported
in ssa water to the labomiry and maintsined in an
aguarium at 1#°C until further wse,

Extraction of sulfated polysaccharides

Samples of H kalisph e were cut into small pieces (1 mm?),
washed with T ethanol, immersed three fimes in aceione,
and dried at &0°C, Sulfaed polysaccharides wene extracted
from the dried tisswes (5 2) by extensive papain digestion,
and the extracts were partially purified by cethylpyridinium
and ethan precipimtions, a3 describad for ofer invenehrate
tismues (Vieia et al 1991, Approximaily 50 mg (dry
weight) of crude extract was obtained,

Purification of sulfated polysacchanides

The crude extract of sulfated polysaccharides from
H. haitophia (50 mz) was applied o a DEAE-cellulose
column, equilibrated with 5 mM sodivm acetate (pH 500
plus 10 mM EDTA {ethylenediamine tetra-acetic acid),
linked to a fast performance liguid chromatopraphy system.
The polysaccharides were ehuted from the column by using a
lincar gradient of 0-3 M Nall, af a flow rate of 0.5 mlimin,
Fractions of 0.5 ml were collected and checked by
metachromatic assay with 1, %-dimethylmethylene  bloe
{Famdale et al 1986) and by messuring conductivity to
estimate MNal(l concentrabion, The fracfions containing
sulfated polyssccharides were pooled, dialyzed agains
diztilled water, and lyophilized.
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Agarese el eloctrophoresis

Purified sulfated polysaccharides from A heliophila
were analyzed by agarcse gel electrophoresis. The poly-
saccharides from the sponge (15 ped and a mixtue of
standard glycosaminoglycans (dermatan sulfate, heparan
sulfate, and chondroifin solfate, 5 pe of each) were
applied ®© a 0.5% agarese gel, and the electophonsis
was mn for 1 hoat 118V in 005 M 1, 3-diaminoprogane-
acetate (pH 200, The sulfated polysaccharides in the gel
were fixed with (L1% W-cetyl- W, N, N-trime thylammonivm
hromide solution. After 12 h, the gel was dried and stained
with 0.1% toluidine blue in 0.1:5; 5 {(wWw) acetic acid:
ethanoel water.

Dissociation of sponge celk and formation of primmorphs

Tissues from H Fhallophifa wemne cut into small pieces
{2-3 mm?), washed in natural sea water, and incubated
with calcium-free and magnezsivm-free artificial =ea
water, supplemented with EDTA [CMFSW+E: 460 mh
MNall, TmM NaxS0y, 10 mM KCL, 10 mM HEPES (4-2-
hydroethylFpiperazine-1 cthanesulfonic acid), 25 mh
EDTA, pH 8.2], as previously described {Custédio et al.
1 %98, After incubation, the cells were filtered through
4f-pm mesh nylon net and harvested by centrifugation
(B0, 10 min), The disseciaed cells were maintained in
CMFSW until further wtilization. For the formation of
primmerpis approsimately 10% cells from H heliophda
were maintained for up fo 6 days in 5 m fikered (0,22 pm
mesh) scawater supplemented with 16 mg phenol ned,
.01 mg/ml kanamicin, and 0.001 mgfml tylosin, as previ-
ously described (Custédio et al. 1998) We followed the
formation o f primmarphs by viswal examination, and the cell
culures were photographed daily with a digital camera
{Canon D200,

Hy aochemical examination of disspciated sponge cells
and primmonphs

Diissociated cells from the sponge l[Sa-'tlﬂl"i cellsh and from
the primmonphs 6= 10 cells) were fixed with 10%
glutaraldehyde for 24 h at 470, The slides were preparaed
by using a eyviecentrifuge (100 pl, 80g, 5 min) The cells
wene aained with 4% tohidine blue, pH 4.4, for 5 min and
photographed via a microscope {Zeiss Axicacop 21 The
cell aggregates were also analyzed by histochemical
tochnigues, They were foced with 109 glutaraldchyde for
24 hat 1850, embedded in paraffin,d and cot on 3 microtomes
(10 pm)., In order to detect the presnoe of sulfated
polyeaccharides, the cell agoregates wene stained with 4%
toluidine blue, pH 4.4, for 5 min and photographed with a
microaeepe (Deiss Axicsoop 2, the metaclromasy ohserved
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with the toluidine blue saining being spocific for sulfated
polysaccharide (Famdale et al. 1986; Aguino et al. 2005). To
detect collagen, the cell aggregates were stained with
picroayTius red, for 9 min (Dolber and Spach 1993) and
photographed with a flusrescence microscope (Leiss
Acioplan),

g sulfate lbeling and isplation of intracellular
and membrane-ssociated-sul fated polysaccharides

Diszociaied cells from H heliophda (B« 107 cells) were
incuhbated for 24 hoat 180 in sulfae-froe artificial scawater,
supplemented with **S-sulfate (SFSW+"*5: 460 mM NaCl,
20 md Mg, 10 mM Cally, 2 mid WNaHCO,, 10 mM
KL, 10 mM HEPES, and 100 pCi H. 80, pH & 20, Afer
incubation, the medivm was removed, and the cells were
washed several times in CMFSWHE to remove free
5 sulfate. In order to isolate membrane-associated and
intracellular sulfated polysaccharides, sponge cells were
submittad toa mild trypeination for 12h, &t 1850, in a sslution
of CMFSW+E supplemented with 005% trypsin.
Following this treastment, cells weme harvested by
cenfrifigation {250g, 10 min). The supematant, contain-
ing membrane-asseciaed sulfated polysaccharides, was
collected, dialyred against disillabed water, and lyophi-
lized. The cell pellet, containing intracellular sulfated
polysacchandes, was washed in CMFSWE, immearsad in
acetons, and dried at 60°C. Both the supernstant and the
cell pellet were submitted to extensive papain digestion,
and the extracts were partially purified by ethanol
procipitation, The membranc-associated and intracellular
g _sulfated polysacchandes were purified by using
anion-exchange chromatography, as described ahowve.
The fractions were checked for **S-radicactivity by using
5 ml 5% POPtoluens solution in a Beckman model LS
GOSC scintillation counter (Silva et al. 1989,

¥g_sulfate lbeling of sulfated polysaccharides
during fermation of primmaonhs

In order to deemmine the synthesis of sulfated poly-
saccharides during the formation of primmerphs, the
media of three cell cultures were changed from filterad
seawater to SFSW+"'S on each one of the 5 days of
culture. A fter incubation for 24 h at 1 8°C, the media were
remaoved, and the cell aggregates exhaunstively washed
with CMFSW+E to remove free "*S-sulfae. The cell
aggmegates were harvested by centrifugation (Blg, 10 min)
and immersed in acetone. © S-sulfawd polysaccharides
ware extracted from the cell by using papain, as describod
above. The **S-sulfated polysaccharides were purified by
amion-exchange chromatography, and the fractions were
checked for the amount of **S-radisactvity,

'ﬂ&pﬂ'jng:r
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Results amnd discussion

Marine sponge B helophila has a zsingle population
of sulfated polysaccharides

Sulfated polysaccharide from H. hellophilas was eluted with
approximately 0.6 M Mall by anion-exchange chromatog-
raphy (Fig. la) Agamae gel eloctrophonsiz confimmed the
purity of this sulfated polysaccharide, since a single band
was observed, with a mohbility distinet from standand
verehrate  glyecsaminoglycans (Fig., 1k The purified
sulfated polysaccharide from H. heliophila contained
galactose, fucose, hexuronic acid, and a low sulfake content
(mot shown, soe also Zierr and Moordo 2000; Vilanova et
al. 2. Tierer and Mourdo (2000) observed two bands
fallowing agarcse gel clectrophorssis of purified polysac-
charides from A haliophily, This discrepancy might be a
consoquence of the partial degradation of the porified
polysaccharide. Sulfaed fucose esidues, & found in
aponge polysaccharide, form glyosidic linkages that are
highly susceptible to hydrolysis (Vieira et al. 1991), and
thus spocial care & reguired during the storage of the
sulfaed polysaccharide solution.

Cells from B haliophils have membranc-associated
and intracellular sulfaed polyssccharides

Wi found 12 morphologically distinet cell types among the
dissociated cells from fizswes of the sponge H. allophila,
Eight cell types were identified a5 globoferous cells,
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Fig. 1 Parificasion of e slfited pohmacchosnides fom i helopiufa
a Total polysaccharide extracted foom M hdigphils dssoes was
purified by dom emchange chromatography on DEAE-celhlase.
Fractions were chediad for the pesence of sulfated pohsacchanide
by metchmmasy (ld cirdea) and for Mall concentrasion By
conductvity (sobd bae). Fractions indicated by a banzonsed har wem
pookd, dishmed agaimst disslled water, and lyophilized. b Parified
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ancheoeytes, alemeyies, collencybes, choanoseyies, lopho-
cyies, pinacocytes, and polyblasts, based on a comparison
with the literatwre (Custhdio ot al, 2004), Typical smining of
these cells with toeluidine bloe i shown in Fig. 2a, ¢, d, g, i1,
respectively, Four other cell types were not identified, and
their staining with tolwidine blue is shown in Fig. 2h, ¢, £, h
A definitive identification of these cell types meguines morne
refined morphological analysia However, in spite of the
variable morphological aspoct of the sponpe cells, they
abways dvowed intense metachromasy at fhe cell awrface,
denoting the presepce of sulfated polysaccharides. In
addition, seme cell types contained intracellular inclusions,
with imense metchromasy, indicating the accomulation of
sulfated polysacchandes as intracellular granules, This was
clearly ohserved in cells similar to globoforous cells (Fig. 2a)
and archoocytes (Fig. 2¢) and in the unlmown cell fype
shown in Fig. 2e (oo amows).

In order to confirm the presence of sulfated polysac-
charides as intracellular inclusions, we suhmitted the
diszociated cells to membolic laheling with **S-sulfae,
followed by mild trypsinization. This procedure separates
membrane-associated and intracellular *S-sulfated poly-
saccharides. The experiment was camied oot with a mixtre
of cell types, a8 shown in Fig. 2, since their s paration was
mot foasible, Afier mild trypsinization, the cells lost their
metacromasy at the cell suwisce (dats not shown) The
membrane-associated and intracellular **S-sulfated poly-
saccharides were elluied from the DEAE-cellulose oolumn
with the same Wall concentration (Fig, 3), similar i that
observed for the elution of the sulfated polysasccharide
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sulfased pohmacchanide from § Belopbils (15 pghand a mixvsore of
the g yvoosami noghy carne ((FACFs), heparan salfate (115), demmate salfxe
(S, and chondroitin sulfae (O5) wemw applied (5 pg of cach) toan
agamze g and sibmited t0 110V for 1 b i 1 3 dimninopropane.
acsae (pH 90} The salfated pol ysacc hanides oem fived in the gel with
Negenyl NN Mrimedwhmmoniom bromide sobrtion for 12 h The gel
was dried and stvined with 0.1% tohiidine blae
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— —
Fig. I Typical staming of mvehe cell ¢ fom B haesgplila with
tobaidine blue. Dissociased cells (—5= 100 calls ) from dhe sponge wes

fived with 100G ghunldebvde for 28 b & 430 The slides wem

pepared by wing a cytocenirifage (100 wl, 80g, 5 min). The cells
were stined with 4% soluidine Bhee, pH £4, for 5 min. Fight cdl
types were tenfatvey idendfied as ghoboferoas cdb (), archencyies

extracted from whole sponge (Fig. 1) These msults
sugpested a similanty betwoen membranc-associated and
intracellular sulfsted polysaccharides. The imegration of the
chromaingraphy peaks showed that the membrane -associabed

Cpm / eufturax 107
e

0 T T T a
o B 10 15 20 26 a0

Fractions

Fig. 3 Anion-exchange cromasngrapby of “S-mulfated polysacchar
ide fmm calls o f P Rafaanhala. Dhissociated s pomige cdkl:-w‘.ﬁ:-]ﬂ“ cells)
were imcubmed for 24 b ot 18°C in solfiee-fee aztifidal seawater
supplemeried with “S.salfase (FFAWSE, 100 wli) After incobation,
the cells were wrhed and shmitted do a mild tpypeinaton @ 05%
typsin) for 12 h, & 18° The supematant, comdaining membrane
associvied salfated pohysaccharides §iled cocler), and e cell pelles,
comtmining intracelhalr sulfated polysacchands (open squarer) wem
s sed to exvensive papain digedon and pamifiad by aniom-exchange
chromasa (DEAEcelllme) The Factiors were examined for the
amonmt of  S-mdioactvity (g in dhe FOPSokene soludion by msing
1 scimdlaion coamter
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k I

(¢}, sclemaytes (d), collmncytes (g}, choanocyes (i), lophacytes G,
pimacocytes (k) and pobdlss (I The four cd] opes shoom in b, &,
T, h comld not he idendfied hased on comparisons with data in e
lieraare. A more definitive identificaton of dese cells requies a
maore detriled momphalogical anabysi eemmis inos, o ¢ infracd bl
inchmioms samed with the same dye) Bars 5 pm

and intracellular **8-sulfated polysacharides were 60% and
34% of the ©tal incomporated **S-radicactivity, respectively.
Thercfore, approcdimaty one thind of the sufaed polysac-
charides of B haliophila was possibly found a5 intrace lular
inclusions and another two thirds as swrisce-associated
molacwles.

Membrane- sssociated sulfated polysaccharides in sponge
cells ane prohably linked to the aggregation factor (Tarchow et
al, 2y, Femandez-Busquets and Burger 2005), However,
the fimction of intracelular sulfated polysaccharides is not
clear (Cavalcant et al 1999 Eolaet and Tweit 2008, A
possible explanation for the presence of intracellular sulfated
polysaccharides in archeocytes and globoferous celks is that
these cells actively phagocytose other apoptotic cells
from the sponge (Kreger and Herz 1994, Custddio et al.
1998). In this case, the ntracellular inclusions contain
sulfated poly sacchanides accumulated in phagosomes from
phagocytozed cells of the sponge itself.

Synthesis of **S-sulfated polysaccharides decreases
during primmorph formation

W investigated the synthesiz of sulfaed polysaccharides
during the in vifre agoregation of sponge cells (Fig, 43 On
the first day, disociated sponge oells aggrepated actively,
forming small imegular agoregates (Vilanova et al, 2009,
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Cays

Fig 4 Pamalle] betoeen synihesis of salfieed pohsacchanides and
formation of primmorpies by cdl from i Bebopiifs Dhimsocized
cells were maintained in cabare for ap fo 6 days i flerad s water
Within sach 24-h perind, a 52t of cell mbams were samsfersd fom
the medium with filized sza waser 0 a mediom with sal e free
arsificial sea water smplemented with “Somalfite (100 1Ci), i oxder
o messure fe syndhesis of sulfased polsacchrides. The ™5 sulfased
pohmxchanides were porified by don exchange chromatography on
DEAE-cellulose. Fractoms were emammed for dhe amomnt of
radicacdvity in a POPoluene sokbation by using a scingllagon counter
Resalts are meaneb 510, o3 at each 24 heperiod of cell culsare

Thiz step of active oell aggregation demands de mowe
synthesiz of sulfated polysaccharides, s indicaed by the
high incorporation of *S-sulfate into these molecules
{Fig, 43 Onthe socond and tird days, small cell ageregates
connected with each other to form larger aggrepates
{(Wilanova et al. 2009, During this step, cells still
synthesized de mowve sulfaed polysaccharides, but at a
decreased rate (Fig. 41, On the fourth and fifth days, the cell
aggregates stopped inerconnecting and incressing in size
and exhibited the round shape and smooth surface
characterizing typical primmorphs. At this final step of

Fig. & Staining of cell A
aggmgates from M Brboplila
with wwhiidine blue. Cell
aggmgates at 0 (o), Mk
(hLd8h (), T2 hid), 36k
{ehand 120 & (1) were fooed
with 10% ghramldehvde,
embedded in panfiin, and cm
on a microdome (10 pm) The
shides were stiimed with 4%
tohiidine blae, g 44, for 5 min
{@rwow in T pinacoderm. Bars
1060 gk 50 g (b0}
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primmaenph formation, the synthesiz of sulfated polysac-
charides decreased dramatically to <100 cpmionlure
{Fig. 4). Despite the decrease in de move synthesis of
sulfaed polysaccharides, the ageregates at all stages of
primmorph formation had inknse melachromasy (Fig. 57,
denoting the constant presence of sulfated polysaccharides,

Our interpretation of these results is that ageregation
of the dissociated czlls demands active de nove synthesiz
of sulfated polysaccharides, a5 occurs in the fist two
days of primmorph fomaton, After the third day, the
formation of cell agoregats reaches a platean. At this
stage, the de novo synthesis of sulfated polysaccharides is
not necessary to promote further adhesion of the sponge
cells, These results ane in agroement with the key role of
sulfated polysaccharides in cell-cell adhesion and rocog-
nmition in marine sponges (Jarchow et al. 20088 Bucior and
Burger 20604; Vilanova ot al, 200%), These molecules have
an cssential role in the process of ageregation in primary
cell cultures of these organizma,

Primmorphs of H fafiophils have three distinet cell types

We cxamined te primmerphs after ¢ days of in vito
ageregation by using detailed histological examination afier
staining with wluidine bloe and picrosinus red (Fig. &a, b,
respectively). During this initial analysis, we cleary
observed the presence of lophocytes on the primmonphs
{amows in Fig. fa-c). For a more refined identification of
the types of cells found in the primmorphs, the cells were
dissocigted, and their momphologies were determined
histologically (Fig. &c), Three distinct cell types were
preliminarily identified: acheooytes, lophocyies, and pina-
cogytes. The ancheocy s wene conspicuous cells found on
the primmonphs (Fig. 6d) and were widely distributed in
their inner portion. We identified archeo cytes based on their
characteristic morphology: large cells containing several
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Fig. & Types of cells found in
the primmarphs formed from

M hdigphila. The primmaom hs
were fixed with 1025 glwazal
dehiyde, embedded in paraffin,
ot on a mikrodome, and stmmed
with either inhaidine blae (@)or
picmsirias red (h). Mo e
presence of kophocyles (aremes
ina, b} Cdl i~6=10%) fom e
prmmorpis were dissociated in
CMESW + E commdad imoa
Mentimer chamber, fived with
ghramaldetyde, oytocendrifiaged,
and staimed widh &% tokaidine
Bk i) Maote the lophocyies
{arrows) md Echeocyis
{arrowheads . The cell compo
sigon of dhe primmaorphe
(mennt 310 is shoom inod Bar
20 pm (&, b, 10 pm {€)

inclusions and a well-defined border {arrowheads in
Fig. &), = meponted previously (Custhdio et a. 204,
Fhang ot al. 2003; Sun et al. 20071, Theze archoncyies are
possibly totipotent cells, a8 suggested in previous studies
(Custédio et al. 199E; Sipkema ot al 20603; Zhang et al.
N3, Sun et al. 2007 A more definitive identification of
these cells reguines furter monphological analyses.

The socomnd most sbundant cells found in the prim-
maorphs were the lophocytes (Fig, 6d). These cells wene alao
present in fhe inner portion of the primmorphs, They were
small and spherical and had a regular shape {(armows in
Fig. i}, & reported previously (Custhdio ot al. 2004) The

Fig. 7 Staiming of cell
aggmgaes from M MeBophifa
with piaosirras med. Cell
aggmpaies forming after 24 b
(m), &8 b (h), T2 h ()96 h
(e}, and 120 b {e, ) were fixed
with 10% ghianldehyde,
embedded in pamfiin, et ona
microtome (10 wm), and staimed
with pyoesinis md for 90 min
(arrmie i b, ¢ collygen fitwils,
arraws i e, T oolligen extermal
layer). Bars 50 pm

{m=e, 100 pm {f)
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main function of these cells seems to be to socrete collagen
{Gamone |978; Sun et al. 27T Positive saining with
pycmairius red (Fig, 6b) indicated that, indeed, these cells
were mzociated with collagen seeretion.

Pinacocytes account for only approccimately 7% of the cells
of primmonphs. The identification of these cells was difficalt
bz cause fthe y hecame imegular during centri fugation. Howewver,
hisivlegical examimafion of the non-disscciatd primmonph
clearly showed the presence of these cellk (Fig. 5f), as in
previous stodies {Custhdio ot al, 1998, Sipkema ot al. 20403,
Zhang etal. 2003; Sun et al. 207T). These three types of cell
exhibited intense metachromasy on ther cell swfaces,
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indicating the presence of sulfated polysaccharides (Fig, &),
Therefore, we can conclede that newly fommed (& days)
primmaorphs of the sponge B helophila have ftuee distinet
cell types, indicating they are complex structunes.

Collagen de novo synthesis in primmoenghs

Primmoerphs stained with pycrosinius red at various stages
of their formation showed de move synthesiz of collagen
{Fig. 71 In the first 24 h, the collagen fibers were not
organized within the cell aggregates and only a diffuse
staining was ohserved (Fig. Ta) Starting at 48 h, the sponge
cell aggregates showed collagen fikrils distributed along
their inner portion (amoews in Fig. Th, ¢ Finally, afer 96
hours, we could visualize an extemnal collagen layer {armows
in Fig. Td-f). Newly formed primmorphs therefore had
collagen fibrils filling the extracellular spaces of their inner
portions and a collagen external layer swrounding their
entire surface.

Collagen performs several biclogical functions in
aponges, @g., it is a component of the skeleton, assoeciated
with the pinacedenn and structires in the extracellular
matrix (Exposite et al. 1991; Aouvacheria et al. 2004,
Collagens from sponges are shor-chain proteins, nelated
to collagen IV (Aouacheria et al. 2008), The presence of
collagen in primmorphs has previcusly been described
{Krasko et &l 20y Schetder et al. 200 Sipkema et al.
2003; Thang et al 2003) Siplema et al. (2003} have
apeculated that the thin layer swrmunding the external
pimacoderm of primmorphs is compesed of collagen, We
confirm here the collagenous nature of this layer The
function of thiz ecemal collagen layer is probably related
to mechanical protection of the pinaccderm of the
primmoerph. The type or family of collaigen synthesized
by primmoerphe iz unlnown and requires further investigation,

The presence of collagen fibrils in the inner portion of
the primmorph of the sponge Hymenwoidon perfove has
only boen detected after 10 days of cultivation (Zhang et al.
203, Here, we have deteced the ecarly synthesiz of
collagen fibrils in the initial steps of primmonph fommation.,
Theze collagen fibrils fill the extracellular spaces of the
primmeaphs and are probably asseciabed with the smectural
integrity of the primmonghs.

Major conclusions

Several types of sponge cells contain sulfated polysacch ar-
ides &5 surface-ssociaed molecules and & intracellular
inclusions, When these cells are dissociated and cultivated in
vitre, they actively agorepate forming primmarphs These
typical wellaganized agoregates contain three cell typex
archoseyies lophooytes, and pinscocytes. Agoregation of the
disseciated celk demands active de nowe synthesis of
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sulfated polysacchanides, which coases when cell agome gation
reaches a pliean. Collagen fibeiks are also formed by the
primmarphs o fill the ectracellolar spaces of their inner
peortion and the exiemal layer surmounding theirentire surface.

We have investigated in detail the participation of
sulfated polysaccharides in an ancestral type of cell-cell
interaction, as observed in a marine sponge, by uzing the in
vitre aggregation of disseciated cells to foom primmonphs
as a model, Our data might help to esmblish appropriate
ways for the coltivation of sponge cells, with foture
hictechnological applications.,
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