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Resumo 

 

Polissacarídeos sulfatados de esponjas marinhas (Porífera): interação 

carboidrato-carboidrato como um mecanismo ancestral de adesão celular 

 

O reconhecimento e adesão célula-célula em esponjas marinhas (Porífera) são 

mediados por moléculas semelhantes a proteoglicanos denominadas fatores de 

agregação (AF´s). Os AF´s são compostos por um core protéico e dois tipos 

diferentes de unidades polissacarídicas: o primeiro tipo é de baixo peso 

molecular, não 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 polissacarídeos sulfatados das membranas de células 

adjacentes, promovendo a adesão celular. Esta ligação carboidrato-carboidrato é 

cálcio dependente e altamente espécie-específica. Na presente tese foram 

abordados alguns aspectos sobre as características e funções dos 

polissacarídeos sulfatados de esponjas marinhas. Primeiramente foram 

analisadas a localização celular e a síntese de polissacarídeos sulfatados em 

culturas de células da esponja Hymeniacidon heliophila. Todos os tipos celulares 

desta esponja possuem polissacarídeos sulfatados na superfície celular, e alguns 

tipos celulares acumulam estes polímeros intracelularmente em vacúolos. 

Durante a formação dos primorfos (estruturas formadas a partir de células 

dissociadas de esponjas) com células da esponja H. heliophila, a síntese de 

polissacarídeos sulfatados é decrescente, e cessa a partir do terceiro dia de 

cultura. Na segunda parte do trabalho foi determinada a atividade de 

polissacarídeos sulfatados exógenos na agregação celular da esponja H. 

heliophila, assim como, a afinidade entre estes polissacarídeos. O polissacarídeo 

sulfatado homólogo (espécie-específico) e a heparina são capazes de diminuir a 

agregação das células da esponja H. heliophila. Em contraste, os polissacarídeos 

sulfatados heterólogos (das esponjas Dysidea robusta e Aplysina fulva) não são 

capazes de diminuir a agregação celular. Os polissacarídeos sulfatados de 

esponjas apresentam interação espécie-específica, na presença de cálcio, 

enquanto a heparina apresenta interação inespecífica por esses polimeros, na 

presença de cálcio. Por fim, foi testada a utilidade dos polissacarídeos sulfatados 
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para determinar espécies crípticas (impossíveis de serem identificadas 

morfologicamente) de esponjas marinhas do gênero Chondrilla. Os 

polissacarídeos sulfatados apresentam uma boa resolução para distinguir as 

espécies co-genéricas Chondrilla nucula e Chondrilla australiensis, assim como, 

quatro espécies crípticas de Chondrilla do Oceano Atlântico. Além disso, o 

método foi capaz de utilizar amostras de esponjas fixadas em etanol 70%, 

formaldeído 4%, secas e congeladas. 
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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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Introdução Geral 

 

Polissacarídeos sulfatados 

 

Polissacarídeos sulfatados são macromoléculas compostas por polímeros 

lineares ou ramificados, formados por carboidratos iguais (homopolissacarídeos) ou 

diferentes (heteropolissacarídeos), que apresentam ésteres de sulfato ligados a sua 

estrutura. Os polissacarídeos sulfatados possuem uma grande variedade estrutural 

devido à possibilidade de várias combinações de monossacarídeos, de diferentes 

tipos de ligações glicosídicas e da presença de ramificações nos polímeros. Os 

polissacarídeos sulfatados também podem apresentar grandes diferenças 

polianiônicas devido às variações nas quantidades de ésteres de sulfato e de 

grupamentos carboxila presentes nos ácidos hexurônicos (NELSON & COX, 2004). 

Os polissacarídeos sulfatados são 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 & MOURÃO, 2000; AQUINO ET AL., 2005).  

Esses polímeros são encontrados geralmente associados a proteínas na 

matriz extracelular, em regiões pericelulares, na membrana mucosa dos tecidos de 

vertebrados e, em poucos casos, intracelularmente. A função desses polímeros 

nesses tecidos pode estar associada à comunicação célula-célula, à adesão celular, 

à reserva de fatores de crescimento, à proteção contra patógenos, entre outros. 
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Figura 1. Unidades dissacarídicas constituintes dos glicosaminoglicanos. Os glicosaminoglicanos são 

heteropolissacarídeos lineares compostos, na maioria das vezes, por unidades dissacarídicas 

repetitivas de um ácido hexurônico (ácido glucurônico ou ácido idurônico) e uma hexosamina 

(glucosamina ou galactosamina). 

 

Proteoglicanos 

 

 Os proteoglicanos (PG´s) são 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 são: heparam sulfato/heparina, dermatam sulfato/condroitim sulfato, 
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queratam sulfato e ácido hialurônico. Estes GAG´s são compostos por unidades 

dissacarídicas repetitivas e sulfatadas (com  exceção do ácido hialurônico; Fig. 1). O 

número de GAG´s  ligados ao core protéico (geralmente O-ligados a resíduos de 

serina)  pode variar de 1 a mais de 100 (FERNANDEZ-BUSQUETS & BURGER, 

2003). 

 A enorme diversidade, tanto entre as proteínas quanto entre os GAG´s 

componentes dos PG´s, levou a divisão desses compostos em 5 grupos: HSPGs, 

PG´s de membrana basal de heparan sulfato (ex. perlecan); Hialectanas, compostas 

por múltiplas unidades de ácido hialurônico 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 três grupos são PG´s de matriz extracelular; 

PG´s de superfície celular (sindecans e glipicans) e PG´s intracelulares (serglicinas) 

(e.g. HEINEGARD & SOMMARIN, 1987; RUOSLAHTI, 1988; IOZZO, 1998). 

Os PG´s desempenham várias funções biológicas, variando desde funções 

simples, como integridade estrutural, até funções complexas, como adesão, 

mobilidade, reconhecimento, diferenciação e desenvolvimento celular (e.g. KJÉLLEN 

& LINDHALL, 1991). Alguns exemplos das funções específicas dos PG´s são: 1) a 

angiogênese, que depende da interação entre FGF´s e HSPG´s da matriz 

extracelular (IOZZO & SAN ANTONIO, 2001); 2) a adesão de células nervosas, 

mediada pela interação entre a molécula de adesão celular neuronal (N-CAM) e 

HSPG´s (STORMS ET AL., 1996); 3) a neurogênese e o desenvolvimento sináptico, 

que depende de interações com PG´s da matriz extracelular (YAMAGUCHI, 2001; 

RAUCH ET AL., 2001).  

Alguns PG´s são ligados às membranas celulares. O sindecan é ancorado na 

membrana plasmática através de um domínio transmembrana (CAREY, 1997). Os 

glipicans se ligam à membrana plasmática através do fosfatidil-inositol (ISHIHARA 
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ET AL., 1987). Alguns tipos de PG´s se ligam à superfície celular através de 

receptores de membrana, que podem reconhecer especificamente os seus cores 

protéicos (HAUSSER & KRASSE, 1999). 

 

Fatores de agregação de esponjas (Porífera) 

 

 Esponjas são os organismos multicelulares mais primitivos. Elas não possuem 

órgãos ou tecidos típicos dos outros metazoários. Seus tecidos são formados por 

alguns tipos celulares altamente móveis, inseridos numa abundante matriz 

extracelular. Várias moléculas relacionadas à adesão celular já foram identificadas 

em esponjas, incluindo colágenos fibrilares e não fibrilares como, por exemplo, o 

colágeno tipo IV (EXPOSITO & GARRONE, 1990; EXPOSITO ET AL., 1991; AHO 

ET AL., 1993). Evidências imunológicas indicam a presença de proteínas 

semelhantes à fibronectina em esponjas (LABAT-ROBERT ET AL., 1981; AKIYAMA 

& JOHNSTON, 1983). Lectinas, com propriedades hemoaglutinantes, também já 

foram isoladas de esponjas. (BRETTING & KABAT, 1976; KAWAGISHI ET AL., 

1994). Além disso, outras moléculas envolvidas na adesão celular, como a 

tenascina, a laminina e as subunidades α e β da integrina também já foram 

identificadas em esponjas (HUMBERT-DAVID & GARONE, 1993; PANCER ET AL., 

1997; BROWER ET AL., 1997). 

 O primeiro modelo de adesão celular em animais foi realizado com esponjas 

(WILSON, 1907). Nesse modelo foi descrita a reagregação de células de esponja 

dissociadas mecanicamente. Após a desagregação, as células assentam lentamente 

e começam a se mover. Após o contato entre as células, ocorre a adesão e a 

formação de agregados. Todo o processo de reagregação é cálcio dependente. 

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



 5 

mesma espécie reagregam. Humphreys (1963) e Moscona (1963) inferiram à 

existência de uma molécula associada à membrana celular, responsável pela 

agregação das células de esponja, que denominaram como fator de agregação 

(AF´s). 

 Diversos AF´s já foram isolados de células de esponjas (e.g. MISEVIC & 

BURGER, 1986; POPESCU & MISEVIC, 1997; JARCHOW ET AL., 2000). Os AF´s 

são compostos por proteínas e carboidratos. O conteúdo protéico dessas moléculas 

vária de 40 e 74% e as massas moleculares são da ordem de milhões de daltons 

(HENKART ET AL., 1976; MULLER ET AL., 1979; MISEVIC & BURGER, 1986). 

Com base no conteúdo de carboidratos e de proteínas, e na aparência em imagens 

de microscopia eletrônica de transmissão e de microscopia de força atômica, os 

AF´s foram classificados como moléculas semelhantes a proteoglicanos (MULLER & 

ZHAN, 1973; HUMPHREYS ET AL., 1977; JARCHOW ET AL., 2000; Fig. 2). A 

porção protéica dos AF´s é composta por cores protéicos lineares ou circulares, 

dependendo da espécie estudada (JARCHOW ET AL., 2000). Ligado ao core 

protéico são encontrados dois tipos de unidades polissacarídicas: o primeiro tipo é 

de baixo peso molecular, não sulfatada e liga o core protéico a receptores putativos 

da membrana celular; o segundo tipo é composto por polissacarídeos sulfatados de 

alto peso molecular, que se ligam homofilicamente com polissacarídeos sulfatados 

das membranas de células adjacentes, promovendo a adesão celular (e.g. 

BLUMBACH ET AL., 1998; FERNÀNDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003; BUCIOR 

& BURGER, 2004). 



 6 

 
 
Figura 2. Adesão celular de esponjas mediada pelos fatores de agregação (AF´S). A - Imagem por 

microscopia de força atômica (AFM) do fator de agregação de Halicondria panicea. B - Imagem por 

microscopia de força atômica (AFM) do fator de agregação de Microciona prolifera. C - Modelo de 

agregação celular de esponjas mediado pelos AF´s: O core protéico (AF) se liga a duas unidades 

polissacarídicas (g-6 e g-200), a primeira (g-6) é de baixo peso molecular, não sulfatada e liga o core 

protéico a receptores putativos da membrana celular (r), a segunda (g-200) é composta por 

polissacarídeos sulfatados de alto peso molecular que se ligam homofilicamente com polissacarídeos 

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 participação na agregação 

celular (HUMPHREYS ET AL., 1977). Em outro experimento AF´s de três 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 interação entre AF´s (POPESCU & MISEVIC, 1997). A agregação 

celular mediada pelos AF´s de esponjas marinhas depende de uma concentração 

extracelular de cálcio de 10 mM, similar à concentração de cálcio da água do mar. 

AF´s também já foram identificados em esponjas de água doce (VAN DE VYVER, 

1971). Para essas esponjas, a concentração de cálcio necessária para a agregação 

celular é de 1 mM (RASMONT, 1961). 
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Polissacarídeos sulfatados de esponjas 

 

As unidades componentes dos AF´s, efetivamente responsáveis pelo 

reconhecimento e adesão celular em esponjas, são os polissacarídeos sulfatados 

(SPILLMANN & BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER, 2004). Experimentos 

utilizando microesferas, recobertos por polissacarídeos sulfatados purificados de 

esponjas, resultaram na agregação desses microesferas. Também ocorreu 

agregação entre células vivas de esponjas e microesferas recobertas com seus 

polissacarídeos sulfatados, confirmando que a agregação mediada pelos 

polissacarídeos sulfatados também ocorre fisiologicamente. A incubação do 

anticorpo anti-polissacarídeo sulfatado da esponja Microciona prolifera com células 

vivas ou com microesferas recobertas de polissacarídeos sulfatados dessa espécie, 

impediu a agregação, confirmando o papel central dos polissacarídeos sulfatados na 

agregação celular em esponjas (BUCIOR & BURGER, 2004). A força de ligação 

entre esses polissacarídeos sulfatados foi determinada através de microscopia de 

força atômica, variando entre 200 e 300 piconewtons, de acordo com a espécie 

estudada (FERNÀNDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003; BUCIOR & BURGER, 

2004). 

 Em semelhança aos resultados observados para os AF´s intactos, os 

polissacarídeos sulfatados, componentes dessas moléculas, também são altamente 

espécie-específicos. Tanto nos experimentos utilizando células vivas, quanto em 

experimentos utilizando microesferas recobertas com polissacarídeos sulfatados de 

esponjas, a agregação só ocorreu de forma homóloga, ou seja, entre 

polissacarídeos 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 polissacarídeos 
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sulfatados caracterizados, apresentaram polímeros com diferentes estruturas, 

composição de açúcares e conteúdos de sulfato (e.g. ZIERER & MOURÃO, 2000; 

GUERERDEL ET AL., 2004; BUCIOR & BURGER 2004; VILANOVA ET AL., 2007). 

Assim como ocorre com os AF´s intactos, a interação entre os polissacarídeos 

sulfatados, componentes dos AF´s, é dependente de cátions divalentes, 

principalmente de cálcio. Na ausência de cálcio ou em concentrações abaixo de 10 

mM (concentração fisiológica de cálcio na água do mar) a agregação não ocorre ou 

diminui drasticamente (e.g. SPILLMANN & BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER, 

2004). 
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Objetivos Gerais 

 

1. Determinar a localização celular e a síntese de polissacarídeos sulfatados por 

células de esponjas em cultura; 

 

2.  Avaliar a atividade de polissacarídeos sulfatados exógenos na agregação 

celular de esponjas; 

 

3.  Determinar a utilidade dos polissacarídeos sulfatados para determinação de 

espécies crípticas de esponjas. 
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Capítulo 1 

 

Síntese e localização celular de polissacarídeos sulfatado em 

células da esponja marinha Hymeniacidon heliophila 

 

Introdução 

 

 Esponjas, filo Porífera, são os organismos multicelulares mais primitivos 

existentes atualmente. Um grande número de produtos naturais já foi isolado de 

esponjas, e vários deles se encontram atualmente em fase de teste clínico ou pré-

clínico (HAEFNER, 2003). Entretanto, a biomassa de esponjas obtida diretamente do 

mar não é suficiente para suprir as demandas de pesquisas em larga escala de seus 

compostos bioativos (OSINGA ET AL., 1999). O problema de suprimento é, portanto, 

a principal barreira para o desenvolvimento de drogas derivadas de esponjas 

(BELARBI ET AL., 2003). O método mais adequado para a produção de compostos 

bioativos de esponjas são as culturas de células in vitro, visto que, estes sistemas 

são livres de contaminantes, como bactérias, fungos e protozoários, e permite a 

manipulação gênica das células (CARALT ET AL., 2007). 

 Atualmente, as culturas de células de esponjas são realizadas utilizando 

células em suspensão (PONPONI, 2006) ou agregados celulares obtidos a partir de 

células em suspensão, denominados primorfos (CUSTÓDIO ET AL., 1998; MULLER 

ET AL., 1999). Os primorfos são agregados celulares compostos por uma camada 

externa recoberta por uma pinacoderme contínua, e uma zona central, composta por 

células esferulosas e arqueócitos (CUSTÓDIO ET AL., 1998). Essas estruturas são 

formadas a partir de células dissociadas, que entram em um processo de 
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reagregação quando incubadas em água do mar. Parte das células dissociadas 

entra em apoptose ou são fagocitadas por arqueócitos. Outra parte reagrega e se 

diferencia em pinacócitos, células esferulosas ou arqueócitos (CUSTÓDIO ET AL., 

1998). Após a sua formação, os primorfos entram em um estado de latência e 

podem ser mantidos em cultura por vários meses (SIPEKMA ET AL., 2003).  

 A esponja marinha Hymeniacidon heliophila já foi utilizada como modelo em 

trabalhos sobre biologia celular e culturas de células (CUSTÓDIO ET AL., 2004; 

PONPONI, 2006). Essa espécie possui aproximadamente dezessete tipos celulares. 

Os principais tipos celulares observados após a dissociação são: coanócitos, células 

pequenas e irregulares com nucléolo marcado, poliblastos, pinacócitos, células 

esferulosas, colêncitos e arqueócitos (CUSTÓDIO ET AL., 2004). A formação dos 

primorfos, com células dissociadas dessa esponja, leva em torno de cinco dias, e os 

principais tipos celulares observados após sua formação são os pinacócitos, 

arqueócitos e células esferulosas (CUSTÓDIO ET AL. 2004). 

A adesão e o reconhecimento celular em esponjas são mediados por 

moléculas semelhantes a proteoglicanos denominadas fatores de agregação (AF´s), 

spongicans ou gliconectinas (e.g. MISEVIC ET AL., 2004; GUERARDEL ET AL., 

2004). Essas moléculas são compostas por um core protéico, ligado a varias 

unidades de polissacarídeos sulfatados (e.g. FERNÀNDEZ-BUSQUETS & BURGER, 

2003; JARCHOW ET AL., 2000). O polissacarídeo sulfatado componente do AF da 

esponja H. heliophila é composto por resíduos de galactose, fucose e ácido 

hexurônico, e difere dos glicosaminoglicanos de mamíferos (ZIERER & MOURÃO, 

2000). 

Os AF´s estão presentes na superfície celular de células de esponjas ligados 

a receptores putativos, através de unidades polissacarídicas de baixo peso 

molecular (BLUMBACH ET AL., 1998; FERNÀNDEZ-BUSQUETS & BURGER, 
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2003).  Em vertebrados, os proteoglicanos também se encontram associados a 

regiões pericelulares. As principais exceções são a presença da serglicina 

(proteoglicanos de heparina), encontrada em inclusões intracelulares em mastócitos 

de células de mamíferos (FORSBERG ET AL., 1999), e a presença de heparam 

sulfato em grânulos intracelulares de células teste de ovos da ascídia Styella plicata 

(CAVALCANTI ET AL., 1999). 

No presente trabalho foi analisada a síntese de polissacarídeos sulfatados, 

componentes dos AF´s, por células da esponja Hymeniacidon heliophila durante o 

período de formação dos primorfos. A quantificação da síntese dessas moléculas é 

importante para avaliar seu papel nas diferentes etapas da reagregação celular, que 

culminam com a formação dos primorfos. Além disto, também foi descrita, através de 

histoquímica e de experimentos de incorporação metabólica de 35S-sulfato, a 

localização celular (pericelular e intracelular) dos polissacarídeos sulfatados nos 

diferentes tipos celulares desta espécie de esponja. 
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Objetivos 

 

1. Analisar a síntese de polissacarídeos sulfatados por células em cultura da 

esponja H. heliophila, durante a formação dos primorfos; 

 

 

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

polissacarídeos sulfatados em células da esponja H. heliophila. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 14 

Materiais e Métodos 

 

Amostras de esponjas 

 

 As amostras da esponja H. heliophila foram coletadas na Praia Vermelha, Rio 

de Janeiro através de mergulho autônomo (SCUBA). As amostras coletadas, com a 

finalidade de extração de polissacarídeos sulfatados, foram automaticamente fixadas 

em etanol 70%. As amostras coletadas para cultura de células foram transportadas 

para o laboratório em água do mar e acondicionadas em aquário à 18º C, para 

posterior utilização. 

 

Extração dos polissacarídeos sulfatados 

 

As amostras de H. heliophila foram cortadas em pequenos pedaços (1 mm3), 

lavadas em etanol 70%, imersas três vezes em acetona e secas em estufa à 60º C. 

Os polissacarídeos sulfatados foram extraídos, a partir dos tecidos secos (500 mg), 

através de digestão proteolítica extensiva com papaína. Os extratos foram 

parcialmente purificados através de precipitações com cloreto de cetilpiridina e 

etanol. Foram obtidos aproximadamente 10 mg (peso seco) de extratos crus de 

polissacarídeos sulfatados. 

 

Purificação dos polissacarídeos sulfatados 

 

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

submetidos à cromatografia de troca iônica em uma coluna de DEAE celulose (10 

ml), equilibrada com 5 mM de acetato de sódio (pH 5,0) e 10 mM de EDTA (ácido 
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etilenodiaminotetracético), acoplada a um sistema de FPLC. Os polissacarídeos 

sulfatados foram eluídos da coluna através de um gradiente linear de 0-3 M de NaCl, 

a um fluxo de 0,5 ml/min. Frações 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 frações contendo polissacarídeos sulfatados 

foram agrupadas, dializadas contra água destilada e liofilizadas. 

 

Eletroforese em gel de agarose 

 

 O polissacarídeo sulfatado purificado de H. heliophila foi analisado através de 

eletroforese em gel de agarose. O polissacarídeo sulfatado (10 µg) e uma mistura 

padrão de glicosaminoglicanos (condroitim 4-sulfato, dermatam sulfato e heparam 

sulfato; 5 µg de cada) foram aplicados em um gel de agarose a 0,5% e submetidos a 

110 V por 1 h, em tampão acetato de 1,3-diaminopropano 0,05 M (pH 9,0). Os 

polissacarídeos sulfatados no gel foram fixados com brometo de N-cetil-N,N,N-

trimetilamonia 0,1%. Após 12 h, o gel foi seco e corado com azul de toluidina 0,1%, 

em solução 0,1:5:5 v/v ácido acético:etanol:água. 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

 A massa molecular do polissacarídeo sulfatado purificado de H. heliophila foi 

estimada através de eletroforese em gel de poliacrilamida. O polissacarídeo 

sulfatado (15 µg) foi aplicado em um gel de poliacrilamida a 6% com 1 mm de 

espessura em tampão sódio barbital 0,02 M (pH 8,6). Após a eletroforese (100 V por 

30 min), o gel foi corado com azul de toluidina 0,1% em solução de ácido acético 1% 

e depois lavado por 4 hs em solução de ácido 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). 

 

Dissociação celular 

 

 Os tecidos da esponja foram cortados em pedaços de 2-3 mm3, lavados em 

água do mar natural e incubados em água do mar artificial livre de cálcio e magnésio 

suplementada com EDTA (CMFSW+E): 460 mM NaCl, 7 mM Na2SO4, 10 mM KCl, 

10 mM HEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfônico), 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 solução de CMFSW+E por 45 min, em placa agitadora em 

baixa velocidade. Após a segunda incubação, o sobrenadante contendo as células 

foi coletado e filtrado em filtro de nylon de 40 µm. Após a filtragem, as células foram 

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

 

Preparações histoquímicas  

 

As lâminas contendo as células de H. heliophila foram obtidas através de 

citocentrifugação. As células dissociadas tiveram a sua concentração ajustada para 

5x105 células ml-1, através de contagem em câmara de Neubauer, e depois fixadas 

em solução de glutaraldeído 10%, por 24 hs, a 4º C. As lâminas foram preparadas 

usando 100 µl da solução de células dissociadas fixadas, centrifugadas por 5 min a 

80 g, em uma citocentrifuga FANEM citospin 280. As lâminas foram coradas com 
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azul de toluidina 4%, pH 4,4 por 5 min e fotografadas em microscópio óptico Zeiss 

axioscop 2 

 

Marcação metabólica com 35S e isolamento dos polissacarídeos sulfatados intra e 

pericelulares 

 

 Células de H. heliophila (8x1024 células) foram incubadas por 24 hs a 18º C, 

em água do mar artificial livre de sulfato suplementada com 35S (SFSW+35S): 460 

mM NaCl, 20 mM MgCl2, 10 mM CaCl2, 2 mM NaHCO3, 10 mM KCl, 10 mM HEPES 

e 100 µCi de H2
35SO4, pH 8,2. Após a marcação metabólica, as células foram 

lavadas 5 vezes em CMFSW+E para retirada do H2
35SO4 livre. Após a lavagem, as 

células foram submetidas a tripsinização branda por 12 hs, a 18º C, em uma solução 

de CMFSW+E suplementada com 0,05% de tripsina, para isolar os componentes 

pericelulares dos intracelulares. Para confirmar a eficiência da tripsinização, 

amostras das células foram coradas com azul de toluidina, para a observação da 

metacromasia nas superfícies celulares. Após a tripsinização branda, a suspensão 

de células foi centrifugada por 10 min a 250 g e o precipitado foi separado do 

sobrenadante. O sobrenadante, contendo os polissacarídeos sulfatados 

pericelulares, foi dializado contra água destilada, submetido à digestão proteolítica 

com papaína por 24 hs, a 60º C, e parcialmente purificados através de precipitação 

com etanol. O precipitado, contendo os polissacarídeos sulfatados intracelulares, foi 

imerso em acetona, seco, submetido à digestão proteolítica com papaína por 24 hs, 

a 60º C, e parcialmente purificado através de precipitação com etanol. Os 

polissacarídeos sulfatados intra e pericelulares foram analisados por cromatografia 

de troca iônica em uma coluna de DEAE celulose (3 ml), equilibrada com 5 mM de 

acetato de sódio (pH 5,0) e 10 mM de EDTA, acoplada a um sistema de FPLC. Os 
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polissacarídeos sulfatados foram eluídos através de um gradiente linear de 0-3 M de 

NaCl. As frações foram monitoradas através da radioatividade, em líquido de 

cintilação (1 l de tolueno e 0,2 g de POP), utilizando um cintilador Beckman modelo 

LS 6000SC e através da condutividade.  

 

Preparação dos primorfos 

 

Para a formação dos primorfos, as células em suspensão (109 células ml-1) 

foram centrifugadas (80 g, 10 min) e ressuspendidas em água do mar artificial 

filtrada (0,22 µm, FSW), suplementada com antibióticos (kanamicina 100 mg l-1 e 

tilosina 8 mg l-1) e vermelho de fenol (16 mg l-1) ou em SFSW+35S. As soluções de 

FSW ou SFSW+35S, com as células em suspensão, foram transferidas para placas 

de petri estéreis contendo 10 ml de FSW ou SFSW+35S. 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+35S novo. Este processo foi repetido 

durante cinco dias até a formação dos primorfos. 

 

Marcação metabólica com 35S e isolamento dos polissacarídeos sulfatados das 

células durante a formação dos primorfos 

 

 Para a quantificação da síntese de polissacarídeos sulfatados, durante a 

formação dos primorfos, foram feitas 15 culturas de células de H. heliophila (109 

células cada). Para a análise da síntese de polissacarídeos sulfatados nas primeiras 

24 hs, três culturas foram feitas diretamente em SFSW+35S. Para a análise da 

síntese de polissacarídeos sulfatados entre 24-48 hs de cultura, as células de três 

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+35S. Para a análise da 

síntese de polissacarídeos 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 síntese de polissacarídeos sulfatados, e no momento de 

quantificação incubar as células por 24 hs em SFSW+35S. Todas as culturas foram 

feitas em triplicata. Após o período de marcação com 35S as células (1 mg de cada 

cultura) foram imersas em acetona, secas, submetidas à digestão proteolítica com 

papaína por 24 hs, a 60º C, e parcialmente purificadas através de precipitação com 

etanol. Os polissacarídeos sulfatados, de cada cultura, foram submetidos à 

cromatografia de troca iônica em uma coluna de DEAE celulose (3 ml), equilibrada 

com 5 mM de acetato de sódio (pH 5,0) e 10 mM de EDTA, acoplada a um sistema 

de FPLC. A coluna foi lavada com 6 ml de tampão de equilíbrio, e os polissacarídeos 

sulfatados foram eluídos com  3 M de NaCl. As frações foram monitoradas através 

da radioatividade em líquido de cintilação (1 l de tolueno e 0,2 g de POP), utilizando 

um cintilador Beckman modelo LS 6000SC. As culturas foram fotografadas 

diariamente, utilizando câmera digital Canon D20. 
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Resultados 

 

A análise dos polissacarídeos sulfatados de H. heliophila, através de 

cromatografia de troca iônica em DEAE celulose, resultou em uma fração única 

eluída com aproximadamente 0,6 M de NaCl (Fig. 3). Esse resultado sugere a 

presença de uma única população de polissacarídeos sulfatados nos tecidos de H. 

heliophila. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Purificação do polissacarídeo sulfatado da esponja H. heliophila. O extrato cru do 

polissacarídeo sulfatado da esponja (~ 10 mg) foi purificado através de cromatografia de troca iônica 

(DEAE Celulose). As frações foram checadas através da propriedade metacromatica (525nm) e da 

condutividade. As frações indicadas pela barra horizontal foram agrupadas, dializadas contra água 

destilada e liofilizadas. 

 

 A eletroforese em gel de agarose do polissacarídeo sulfatado de H. heliophila, 

purificado no experimento da Fig. 3,  mostrou uma única banda (Fig. 4A). A migração 

eletroforética desse polissacarídeo sulfatado é diferente dos glicosaminoglicanos 

condroitim 4-sulfato, dermatam sulfato e heparam sulfato. Esse resultado confirma a 

pureza do polissacarídeo sulfatado encontrado nos tecidos de H. heliophila e a sua 

diferença em relação aos glicosaminoglicanos de mamíferos. O peso molecular do 

polissacarídeo 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 polissacarídeo sulfatado de H. heliophila. 

A – O polissacarídeo sulfatado purificado da esponja (~10 µg) e uma mistura pdrão de GAG´s 

contendo condroitim 4-sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS; 5 µg de cada) 

foram aplicados a um gel de agarose a  0,5% e submetidos a 110 V por 1 h em tampão acetato de 

1,3-diaminopropano 0,05 M (pH 9,0). Os polissacarídeos sulfatados no gel foram fixados, secos, e 

corado com azul de toluidina 0,1%. B – O polissacarídeo sulfatado purificado da esponja (~10 µg) foi  

aplicado em um gel de poliacrilamida a 6% com 1 mm de espessura em tampão sódio barbital 0,02 M 

(pH 8,6). Após a eletroforese (100 V por 30 min), o gel foi corado com azul de toluidina 0,1% e depois 

lavado por 4 hs em solução de ácido 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). 

 

Após a dissociação celular dos tecidos de H. heliophila, foi possível identificar 

12 tipos celulares morfologicamente distintos. Todos os tipos celulares identificados 

apresentaram uma forte metacromasia na superfície celular, indicando a presença 

de polissacarídeos sulfatados (Fig. 5). Alguns tipos celulares, como as células 

globulares (Fig. 5A), arqueócitos (Fig. 5C), esclerócitos (Fig. 5D), cistencitos (Fig. 

5G) e os tipos celulares não identificados E e H (Fig. 5E e Fig. 5H, respectivamente), 

apresentaram grânulos intracelulares metacromáticos, indicando a presença de 

polissacarídeos sulfatados nessas inclusões intracelulares. Nos demais tipos 

celulares, identificados como coanócitos (Fig. 5I), lofócitos (Fig. 5J), pinacócitos (Fig. 

5K), poliblastos (Fig. 5L) e os tipos celulares não identificados B e F (Fig. 5B e Fig. 
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5F, respectivamente), não foram visualizadas inclusões intracelulares 

metacromáticas. Esse resultado indica que metade dos tipos celulares encontrados 

em tecidos de H. heliophila apresenta inclusões intracelulares contendo 

polissacarídeos sulfatados. 

 

Figura 5. Células de H. Heliophila coradas com azul de toluidina. A dissociação celular foi feita com  

tecidos vivos (fragmentos de 2-3 mm3) incubados em água do mar artificial livre de cálcio e magnésio 

suplementada com EDTA (CMFSW+E). O sobrenadante contendo as células foi coletado e filtrado 

em filtro de nylon de 40µm. Após a filtragem as células foram centrifugadas (80 g, 10min). A 

concentração celular foi ajustada 5 x 105 células ml-1 e fixadas em glutaraldeído 10%. Os 

citocentrifugados foram feitos utilizando 100 µl do estoque inicial de células, a 80 g por 5 min. As 

lâminas foram coradas com azul de toluidina 4%, pH 4,4 por 5 min. Todos os tipos celulares 

apresentaram intensa metacromasia  na superfície celular. as células globulares - A, arqueócitos – C, 

esclerócitos - D, cistencitos - G e os tipos celulares não identificados E e H  apresentaram grânulos 

intracelulares metacromaticos. Barra de escala = 1µm. 

  

Para confirmar a presença de polissacarídeos sulfatados nestes grânulos 

intracelulares, as células dissociadas de H. heliophila foram submetidas à marcação 

metabólica com 35S-sulfato e subseqüentemente à tripsinização branda, para isolar 

os componentes pericelulares dos intracelulares. Após 8 hs de incubação com 

tripsina, as células não apresentaram metacromasia na superfície celular, indicando 

que os polissacarídeos sulfatados pericelulares foram removidos (dados não 

mostrados). Os polissacarídeos sulfatados pericelulares e intracelulares, marcados 
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com 35S-sulfato, foram submetidos à cromatografia de troca iônica, em DEAE 

celulose (Fig. 6). Os 35S-polissacarídeos dos dois compartimentos celulares foram 

eluídos com a mesma concentração de NaCl (~0,6 M). O polissacarídeo sulfatado 

nativo de H.heliophila também foi eluído com esta concentração de NaCl (~ 0,6M, 

Fig. 6). A integração dos picos indicou que a proporção entre os polissacarídeos 

sulfatados pericelulares e intracelulares foi de 66% e 34%, respectivamente. 

Portanto, aproximadamente um terço dos polissacarídeos sulfatados de células de 

H. heliophila encontram-se em compartimentos intracelulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Cromatografia de troca iônica dos 35S-polissacarídeos de células de H. Heliophila. Células 

dissociadas de H. Heliophila (8x1024 células ml-1) foram incubadas por 24 hs em água do mar artificial 

suplementada com 35S-sulfato (100 µCi, SFASW+35S). Após a incubação, as células foram lavadas e 

submetidas à tripsinização branda por 12 hs. As células tripsinizadas foram centrifugadas (10 min, 

250 G). O sobrenadante, contendo os 35S-polissacarídeos associados à superfície celular (linhas 

pretas, ●), e o precipitado, contendo os 35S-polissacarídeos intracelulares (linhas vermelhas, ▲), 

foram submetidos à digestão com papaína e aplicados a uma coluna de troca iônica (DEAE 

Celulose). As frações foram checadas através da presença de 35S-polissacarídeos (CPM).  

 

Para quantificar a síntese de polissacarídeos sulfatados durante a formação 

dos primorfos, as células foram submetidas à marcação metabólica, com 35S-sulfato, 

durante diferentes etapas da reagregação celular que culminam com a formação 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 heterogêneos (0,2-0,8 mm), sendo possível observar 

vários agregados interconectados (Fig. 7C). No terceiro dia, os agregados 

apresentavam tamanhos mais homogêneos 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 já apresentavam 

características morfológicas externas de primorfos, como a superfície regular e lisa, 

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

 

 

Figura 7. Dinâmica da formação de primorfos por células de H. heliophila. As células foram 

dissociadas utilizando CMFSW+E e filtradas em filtro de nylon (40µm). As células foram centrifugadas 

(80 g, 10 min) e ressuspendidas em água do mar filtrada (0,22 µm) suplementada com antibióticos 

(kanamicina 100 mg.l-1 e tilosina 8 mg.l-1; FSW). Os agregados foram ressuspendidos diariamente e 

transferidos para novo meio de cultura. A formação 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 = 1mm. 

 

A síntese do polissacarídeo sulfatado de H. heliophila foi decrescente durante 

a formação dos primorfos (Fig. 8). Ao fim das primeiras 24 hs de cultura as células 

apresentaram uma alta quantidade do 35S-polissacarídeo, indicando uma alta 

síntese do polissacarídeo sulfatado durante este período (Fig. 8). Nas 24 hs 
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seguintes (entre 24-48 hs de cultura), a quantidade de 35S-polissacarídeo caiu 

praticamente pela metade, indicando que a síntese caiu pela metade no segundo dia 

de cultura (Fig. 8). No terceiro dia (entre 48-72 hs de cultura), a quantidade de 35S-

polissacarídeo sulfatado diminuiu praticamente oito vezes em relação à quantidade 

encontrada no primeiro dia de cultura, indicando uma queda drástica na síntese do 

polissacarídeo sulfatado a partir de 48 hs de cultura (Fig. 8). No quarto dia (entre 72-

96 hs de cultura), a quantidade do 35S-polissacarídeo sulfatado caiu para um nível 

muito baixo (Fig. 8). No quinto e sexto dias (entre 96-144 hs de cultura), quando os 

primorfos já estão formados, a quantidade do 35S-polissacarídeo também foi muito 

reduzida (Fig. 8). Portanto, a partir de 72 hs de cultura, as células de H. heliophila 

param de sintetizar polissacarídeos sulfatados.  

 

 

 

 

 

 

  

Figura 8. Incorporação de 35S-sulfato durante a formação dos primorfos. Células de H. heliophila (107 

células/ml) foram incubadas por 24 hs em SFASW-S35 em diferentes períodos durante a formação dos 

primorfos (0-24 horas; 24-48 horas; 48-72 horas; 72-96 horas; 96-120 horas; 120-144 horas). Antes 

do período de incubação com SFASW+35S, as células foram mantidas em FSW. Após a incubação as 

células (1 mg de cada cultura) e foram lavadas com CMFSW+E, submetidas à digestão com papaína 

e  aplicadas a uma coluna de troca iônica (DEAE Celulose). As frações foram checadas através da 

presença de polissacarídeos 35sulfatados (CPM). As frações contendo polissacarídeos 35sulfatados 

foram integradas para comparação da síntese nos diferentes períodos. 
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Discussão 

 

 No primeiro capítulo dessa tese demonstramos, através de histoquímica e de 

marcação metabólica com 35S-sulfato, que alguns tipos celulares da esponja H. 

heliophila possuem inclusões intracelulares contendo polissacarídeos sulfatados. 

Também demonstramos que a síntese de polissacarídeos sulfatados durante as 

culturas de células de esponjas que culminam com a formação dos primorfos, é 

decrescente, cessando a partir de 72 hs de cultivo. 

 A purificação dos polissacarídeos sulfatados presentes nos tecidos de H. 

heliophila resultou na presença de uma única população desses polímeros. Mourão 

& Zierer (2000) também encontraram uma única população de polissacarídeos 

sulfatados em H. heliophila. Os dois trabalhos mostram um polissacarídeo sulfatado 

com peso molecular e mobilidade eletroforética semelhantes (MOURÃO & ZIERER, 

2000; presente tese). Portanto, a esponja H. heliophila possui apenas um tipo de 

polissacarídeo sulfatado em seus tecidos. 

Os doze tipos celulares morfologicamente identificados de H. heliophila 

apresentaram polissacarídeos sulfatados na superfície celular. O reconhecimento e 

a adesão celular em esponjas é mediada pelos fatores de agregação – AF´s (e.g. 

MISEVIC ET AL., 2004; GUERARDEL ET AL., 2004). Os AF´s são moléculas 

semelhantes a proteoglicanos, compostas por um core protéico ligado à varias 

unidades de polissacarídeos sulfatados (e.g. FERNÀNDEZ-BUSQUETS & BURGER, 

2003). As unidades efetivamente responsáveis pelo reconhecimento e adesão 

celulares são os polissacarídeos sulfatados, componentes dos AF´s (SPILLMANN & 

BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER, 2004). Portanto, a presença de 

polissacarídeos sulfatados na superfície de todos os tipos celulares de H. heliophila 

indica a presença dos AF´s na superfície de todas as células dessa esponja. 
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 Os tipos celulares identificados como células globulares, arqueócitos, 

esclerócitos, cistêncitos e os tipos celulares não identificados E e H  apresentaram 

grânulos intracelulares, contendo polissacarídeos sulfatados. Células teste de ovos 

da ascídia Styella plicata também possuem granulações intracelulares contendo 

heparam sulfato (CAVALCANTI ET AL., 1999). Em mamíferos, a heparina também é 

encontrada em compartimentos intracelulares de mastócitos (FORSBERG ET AL., 

1999). Tanto nas células teste de ascídias quanto nos mastócitos de mamíferos as 

funções fisiológicas desses polissacarídeos sulfatados intracelulares ainda não 

foram totalmente elucidadas. A única função dos polissacarídeos sulfatados de 

esponjas descrita na literatura é o reconhecimento e adesão celular (e.g. 

FERNÀNDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003). Os polissacarídeos sulfatados 

sintetizados por H. heliophila, localizados na superfície celular (aproximadamente 

dois terços), são presumidamente componentes dos AF´s e participam do 

reconhecimento e adesão celular. No entanto, a função fisiológica dos 

polissacarídeos sulfatados acumulados em grânulos intracelulares de células de H. 

heliophila, assim como em ascídias e mamíferos, não foi definida.  

 Células de esponjas possuem uma alta atividade da telomerase. No entanto, 

quando as células são dissociadas, a atividade da telomerase decresce 

drasticamente (KOZIOL ET AL., 1998). Quando as células em cultura reagregam, 

dando início à formação dos primorfos, a atividade da telomerase passa de negativa 

para positiva (CUSTÓDIO ET AL., 1998). O mesmo ocorre com a incorporação de 

BrdU, que praticamente não ocorre nas células isoladas e, após o início da 

agregação, aumenta continuamente (ZHANG ET AL., 2003; SUM ET AL., 2007). 

Esses dados sugerem que é necessário o contato célula-célula para que ocorra a 

proliferação e diferenciação celular, que levam a formação dos primorfos. A síntese 

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



 28 

reagregação celular foi alta, sugerindo que o contato célula-célula promove o 

aumento dessa síntese. No entanto, a síntese diminuiu continuamente nos dias 

seguintes, cessando completamente a partir do terceiro dia. Essa diminuição pode 

ser explicada através da dinâmica de formação dos primorfos. No primeiro dia as 

células estão completamente dissociadas, e necessitam de uma maior quantidade 

de polissacarídeos sulfatados de novo para realizarem o reagregação 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 polissacarídeos sulfatados de novo para realizar a adesão entre os agregados. 

No terceiro dia, apenas alguns agregados se conectam para formarem agregados 

maiores. Nessa etapa, a síntese de polissacarídeos sulfatados de novo já 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 reorganização celular que irá 

originar os primorfos. A partir desse momento, a síntese de polissacarídeos 

sulfatados cessa. Esse resultado indica que a síntese de polissacarídeos sulfatados 

só é necessária durante os momentos de maior deslocamento e adesão entre as 

células e agregados. Diferente da proliferação e diferenciação celular, que aumenta 

continuamente durante a formação dos primorfos (CUSTÓDIO ET AL., 1998; 

ZHANG ET AL., 2003; SUM ET A., 2007), a síntese de polissacarídeos sulfatados 

decresce continuamente durante a formação dos primorfos.  

 Os primorfos são as experiências de cultura de células de esponjas com 

maior sucesso até agora. No entanto, esse método de cultura de células primárias 

não permite a produção de tecidos em larga escala e muito menos o 

desenvolvimento de linhagens celulares proliferantes. No presente trabalho foi 

realizada pela primeira vez a marcação metabólica com isótopo radioativo de 

polissacarídeos sulfatados de esponjas. Essa técnica é promissora, pois permite 
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acompanhar a síntese dessas moléculas durante diferentes fases da cultura de 

células de esponjas. Como os polissacarídeos sulfatados são as moléculas 

efetivamente responsáveis pelo reconhecimento e adesão celular em esponjas, o 

estudo da síntese desses polímeros é de extrema importância para o 

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

 

 

Efeitos da adição de polissacarídeos sulfatados exógenos 

na agregação celular da esponja marinha  

Hymeniacidon heliophila 

 

 

Introdução 

 

 O primeiro modelo de reconhecimento e adesão celular em animais foi 

realizado com células de esponjas (Porifera) no início 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 reagregação celular é 

mediada por moléculas associadas à membrana celular, denominadas como fatores 

de agregação (Af´s) e que esta reagregação é dependente de cátions divalentes, 

como Ca2+ e Mg2+ (HUMPHREYS, 1963). Os primeiros trabalhos de isolamento e 

caracterização dos AF´s concluíram que essas moléculas são compostas por 

proteínas e carboidratos em diferentes proporções (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 os AF´s são moléculas semelhantes a 

proteoglicanos e são responsáveis pela adesão e reconhecimento celular em 
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esponjas (e.g. FERNÀNDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003). A porção protéica dos 

AF´s é composta por cores protéicos lineares ou circulares, dependendo da espécie 

estudada (JARCHOW ET AL., 2000). Ligado ao core protéico são encontradas dois 

tipos de unidades polissacarídicas: o primeiro tipo é de baixo peso molecular, não 

sulfatado e liga o core protéico a receptores putativos da membrana celular; o 

segundo tipo é composto por polissacarídeos sulfatados de alto peso molecular que 

se ligam homofilicamente com polissacarídeos sulfatados das membranas de células 

adjacentes, promovendo a adesão celular (e.g. BLUMBACH ET AL., 1998; 

FERNÀNDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003; BUCIOR & BURGER, 2004). 

 As unidades componentes dos AF´s efetivamente responsáveis pelo 

reconhecimento e adesão celular em esponjas são os polissacarídeos sulfatados 

(SPILLMANN & BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER, 2004). Experimentos 

utilizando microesferas, recobertas por polissacarídeos sulfatados purificados de 

esponjas, resultaram na agregação destas microesferas. Também ocorreu 

agregação entre células vivas de esponjas e microesferas recobertas com seus 

polissacarídeos sulfatados, confirmando que a agregação mediada pelos 

polissacarídeos sulfatados também ocorre fisiologicamente. A incubação com o 

anticorpo anti-polissacarídeo sulfatado da esponja Microciona prolifera com células 

vivas ou microesferas, recobertos de polissacarídeos sulfatados desta espécie, 

impediu a agregação de ambos, confirmando o papel central dos polissacarídeos 

sulfatados na agregação celular em esponjas (BUCIOR & BURGER, 2004). A força 

de ligação entre estes polissacarídeos sulfatados foi determinada através de 

microscopia de força atômica, variando entre 200 e 300, piconewtons de acordo com 

a espécie estudada (FERNÀNDEZ-BUSQUETS & BURGER, 2003; BUCIOR & 

BURGER, 2004). 
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Uma característica muito importante observada desde os primeiros 

experimentos de agregação celular em esponjas é a espécie-especificidade. Tanto 

em experimentos utilizando células vivas, quanto em experimentos utilizando 

microesferas recobertas com polissacarídeos sulfatados de esponjas, a agregação 

só ocorre de forma homóloga, ou seja, entre polissacarídeos 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 polissacarídeos sulfatados caracterizados apresentaram polímeros 

com diferentes estruturas, composição de açúcares e conteúdos de sulfato (e.g. 

ZIERER & MOURÃO, 2000; GUERERDEL ET AL., 2004; BUCIOR & BURGER, 

2004; VILANOVA ET AL., 2007). Outra característica importante da interação entre 

os polissacarídeos sulfatados de esponjas é a dependência de cátions divalentes, 

principalmente de cálcio. Na ausência de cálcio ou em concentrações abaixo de 10 

mM (concentração fisiológica de cálcio na água do mar) a agregação não ocorre ou 

diminui drasticamente (e.g. SPILLMANN & BURGER, 1996; BUCIOR & BURGER, 

2004). 

 Na presente tese nós purificamos e caracterizamos parcialmente os 

polissacarídeos sulfatados das espécies de esponja Hymeniacidon heliophila, 

Dysidea robusta e Aplysina fulva. Os polissacarídeos sulfatados dessas espécies e a 

heparina foram utilizados em experimentos de agregação com células da esponja H. 

heliophila. Também foram realizados ensaios de afinidade entre esses 

polissacarídeos sulfatados e o polissacarídeo sulfatado de H. heliophila e a 

heparina, na presença e ausência de cálcio.  
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Objetivos 

 

1. Isolar e caracterizar os polissacarídeos sulfatados de H. heliophila, D. robusta 

e A. fulva; 

 

2. Determinar os efeitos da adição de polissacarídeos sulfatados exógenos e 

endógenos na agregação celular da esponja H. heliophila; 

 

3. Determinar bioquimicamente a interação entre polissacarídeos sulfatados de 

esponjas, na presença e ausência de cálcio; 

 

4. Determinar bioquimicamente a interação entre polissacarídeos sulfatados de 

esponjas e heparina, na presença e ausência de cálcio. 
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Materiais e Métodos 

 

Amostras de esponjas 

 

 As esponjas D. robusta e A. fulva foram coletadas na Praia da Tartaruga, 

Búzios, 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 

autônomo (SCUBA). As amostras coletadas com finalidade de extração de 

polissacarídeos sulfatados foram automaticamente fixadas em etanol 70%. As 

amostras de H. heliophila coletadas para cultura de células foram transportadas para 

o laboratório em água do mar e acondicionadas em aquário, a 18º C, para posterior 

utilização. 

 

Extração dos polissacarídeos sulfatados 

 

As amostras de H. heliophila, D. robusta e A. fulva foram cortadas em 

pequenos pedaços (1 mm3), lavados em etanol 70%, imersos três vezes em acetona 

e secos em estufa à 60º C. Os polissacarídeos sulfatados foram extraídos a partir 

dos tecidos secos (5 g), através de digestão proteolítica extensiva com papaína. Os 

extratos foram parcialmente purificados através de precipitações com cloreto de 

cetilpiridina e etanol. Foram obtidos aproximadamente 100 mg (peso seco) de 

extratos crus de polissacarídeos sulfatados. 
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Purificação dos polissacarídeos sulfatados 

 

 Os extratos crus de polissacarídeos sulfatados de H. heliophila, D. robusta e 

A. fulva foram submetidos à cromatografia de troca iônica em uma coluna de DEAE 

celulose (10 ml), equilibrada com 5 mM de acetato de sódio e 10 mM de EDTA, pH 

5,0, acoplada a um sistema de FPLC. Os polissacarídeos sulfatados foram eluídos 

da coluna através de um gradiente linear de 0-3 M de NaCl, com um fluxo de 0,5 

ml/min. Frações 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 frações contendo polissacarídeos sulfatados foram 

agrupadas, dializadas contra água destilada e liofilizadas.  

 

Eletroforese em gel de agarose 

 

 Os polissacarídeos sulfatados de H.heliophila, D. robusta e A. fulva  foram 

analisados através de eletroforese em gel de agarose. Os polissacarídeos sulfatados 

(10 µg de cada espécie) foram aplicados em um gel de agarose a 0,5% em tampão 

acetato de 1,3-diaminopropano 0,05 M (pH 9,0) e submetidos a  110 V por 1 h. Os 

polissacarídeos sulfatados no gel foram fixados com brometo de N-cetil-N,N,N-

trimetilamonia 0,1%. Após 12h, o gel foi seco e corado com azul de toluidina 0,1% 

em solução 0,1:5:5 v/v ácido acético:etanol: água. 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

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

e A. fulva foi estimada através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Os 
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polissacarídeos sulfatados (15 µg de cada espécie) foram aplicados em um gel de 

poliacrilamida a 6%, com 1 mm de espessura, em tampão sódio barbital 0,02 M (pH 

8,6). Após a eletroforese (100 V por 30 min), o gel foi corado com azul de toluidina 

0,1% em solução de ácido acético 1% e depois lavado por 4h em solução de ácido 

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). 

 

Análises químicas 

 

 A composição química dos polissacarídeos sulfatados purificados de 

H.heliophila, D. robusta e A. fulva foi determinada através dos seguintes métodos: a 

hexose total foi estimada pela reação fenol-H2SO4 (DUBOIS ET AL., 1956); o 

conteúdo de ácido urônico foi estimado pela reação de Ehrlich, utilizando carbazol 

(DISCHE, 1947); a dosagem de sulfato foi feita após a hidrólise ácida dos 

polissacarídeos (6,0 M de ácido trifluoracético por 5 h a 100oC), através do método 

de gelatina de BaCl2 (SAITO ET AL., 1958); a presença de diferentes açúcares 

neutros foi estimada através de cromatografia em papel em 3:2:1 v/v n-

butanol:piridina:água (48 hs) dos polissacarídeos hidrolisados.  

 

Dissociação celular 

 

 Os tecidos de H.heliophila foram cortados em pedaços de 2-3 mm3, lavados 

em água do mar natural e incubados em água do mar artificial livre de cálcio e 

magnésio suplementada com EDTA (CMFSW+E): 460 mM NaCl, 7 mM Na2SO4, 10 

mM KCl, 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 solução de CMFSW+E, por 45 

min, em placa agitadora em baixa velocidade. Após a segunda incubação, o 

sobrenadante contendo as células foi coletado e filtrado em filtro de nylon de 40 µm. 

Após a filtragem, as células foram centrifugadas (80 g, 10 min) e mantidas em 

CMFSW+E até a sua utilização.  

  

Culturas de células em meios suplementados com polissacarídeos sulfatados 

exógenos  

  

 Para as culturas de células com meios suplementados com polissacarídeos 

sulfatados exógenos, as células em suspensão (1 x 105 células ml-1) foram 

centrifugadas (80 g, 10 min) e ressuspendidas em 100 µl de água do mar artificial 

filtrada (0,22 µm, FSW) suplementada com antibióticos (kanamicina 100 mg l-1 e 

tilosina 8 mg l-1) e vermelho de fenol (16 mg l-1), e diferentes concentrações de 

diferentes polissacarídeos 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 polissacarídeo 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 polissacarídeo sulfatado de  D. robusta (3,0 mg/ml) e o polissacarídeo 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 (máxima agregação) foi 

estabelecido usando o meio de cultura FSW. Todas as culturas, controles e culturas 

suplementadas com diferentes polissacarídeos sulfatados em diferentes 

concentrações, foram feitas em triplicata, em placas de cultura de 96 poços. As 

culturas foram mantidas durante 6 hs a 18º C e depois fotografadas utilizando 

microscópio Leika DC300. As áreas dos agregados foram calculadas utilizando 
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software de análise de imagens Leika QWin. As áreas dos agregados foram 

comparadas através de análise de variância (ANOVA). 

 

Cromatografias de afinidade ao polissacarídeo sulfatado de H. heliophila  

 

 A interação entre os polissacarídeos sulfatados das esponjas H. heliophila, D. 

robusta e A. fulva ou heparina pelo polissacarídeo sulfatado de H. heliophila foi 

determinada através de cromatografia de afinidade, utilizando resina Sepharose 4B. 

Quatrocentos ml de solução de HCl 1 mM foram adicionados a 2 g da resina 

Sepharose 4B ativada com CNBr. A mistura foi mantida sob agitação por 15 min. 

Após esse tempo, o material foi filtrado em funil de placa sinterizada e lavado 

sucessivamente com a mesma solução (~ 3 vezes o volume inicial). Depois dessa 

etapa, o gel foi mantido na placa e lavado com 10 ml de tampão de acoplamento 

(NaHCO3 0,1 M, pH 8,3 com NaCl 0,5 M). O gel obtido após a lavagem foi posto em 

contato com 20 mg de polissacarídeo sulfatado de H. heliophila, diluído em 5 ml de 

tampão de acoplamento. A mistura foi agitada por 12 hs, e em seguida filtrada. 

Depois de filtrado, o gel foi misturado com o tampão bloqueador (glicina 0,2 M, pH 

8,0) por 2 h, filtrado e lavado com tampão 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 tampões de equilíbrio 

diferentes: tampão acetato de sódio 5 mM, pH 5,0 com 0,25 M de NaCl, 

suplementado com 10 mM de EDTA, para determinar as interações na ausência de 

cálcio; e  tampão acetato de sódio 5 mM, pH 5,0, com 0,25 M de NaCl, 

suplementado com 10 mM de CaCl2, para determinar as interações na presença de 

cálcio. Os polissacarídeos sulfatados de H. heliophila, D. robusta e A. fulva e 

heparina (1 mg por cromatografia) foram aplicados à coluna, equilibrada com os 
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diferentes tampões, e eluídos através de um “step wise” de NaCl (0,25 M, 0,5 M, 1,0 

M, 1,5 M e 2,0 M). Frações 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 tampões de equilíbrio diferentes: tampão acetato de sódio 

5 mM, pH 5,0 com 0,25 M de NaCl, suplementado com 10 mM de EDTA, para 

determinar as interações na ausência de cálcio; e tampão acetato de sódio 5 mM, 

pH 5,0, com 0,25 M de NaCl, suplementado com 10 mM de CaCl2, para determinar 

as interações na presença de cálcio. Os polissacarídeos sulfatados de H. heliophila, 

D. robusta e A. fulva (1 mg por cromatografia) foram aplicados à coluna, equilibrada 

com os diferentes tampões, e eluídos através de um gradiente linear de NaCl (0-2 

M). Frações 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.  
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Resultados 

  

O fracionamento dos extratos crus dos polissacarídeos sulfatados das 

esponjas H. heliophila, D. robusta e A. fulva (Fig. 9) resultaram em frações únicas, 

eluídas com diferentes concentrações de NaCl (Fig. 10). O polissacarídeo sulfatado 

de H. heliophila foi eluído com uma concentração de aproximadamente 0,6 M de 

NaCl, o de D. robusta com uma concentração de aproximadamente 1,4 M de NaCl e 

o de A. fulva com uma concentração de aproximadamente 1,0 M de NaCl (Fig. 10). 

Esse resultado sugere que cada espécie apresenta uma população única de 

polissacarídeos sulfatados. 

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

-Dysidea robusta e C - Aplysina fulva. 
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Figura 10. Purificação dos polissacarídeos sulfatados 
das esponjas marinhas. Os extratos crus dos 
polissacarídeos sulfatados (~ 100 mg de cada) de  H. 
heliophila (A), D. Robusta (B) e A. Fulva (C) foram 
purificado através de cromatografia de troca iônica 
(DEAE Celulose). As frações foram checadas 
através da propriedade metacromatica (525nm) e da 
condutividade. As frações indicadas pela barra 
horizontal foram agrupadas, dializadas contra água 
destilada e liofilizadas. 
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A análise dos polissacarídeos sulfatados isolados de H. heliophila, D. robusta 

e A. fulva foram realizadas através de eletroforese em gel de agarose (Fig. 11A). Os 

polissacarídeos sulfatados purificados das três espécies apresentaram bandas 

únicas, com diferentes mobilidades eletroforéticas (Fig. 11A). Isto confirmou a 

presença de populações únicas e puras de polissacarídeos sulfatados em cada uma 

das espécies. Confirmada a pureza, o polissacarídeo sulfatado de H. heliophila será 

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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose e poliacrilamida dos polissacarídeos sulfatados de H. 

heliophila, D. robusta e A. fulva. A – Os polissacarídeos das esponjas (~10 µg) foram aplicados a um 

gel de agarose a  0,5% em tampão acetato de 1,3-diaminopropano. Os polissacarídeos no gel foram 

fixados, secos, e corado com azul de toluidina 0,1%. B – Os polissacarídeos das esponjas (~10 µg) 

foram aplicados em um gel de poliacrilamida a 6% em tampão sódio barbital. Após 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 análises químicas de  SPHh, SPDr e SPAf mostraram que a composição 

de açúcares, o conteúdo de ácido urônico e a sulfatação são diferentes entre os 

polissacarídeos sulfatados dessas três espécies (Tab. 1). SPHh é composto por 

galactose, fucose e ácido hexurônico, SPDr por arabinose, galactose, fucose e ácido 

hexurônico e SPAf por glicose e ácido hexurônico (Tab. 1). O conteúdo de ácido 

hexurônico e a sulfatação foram diferentes entre os polissacarídeos sulfatados das 

três espécies (Tab. 1). Portanto, a composição química dos polissacarídeos 

sulfatados dessas três espécies de esponjas é espécie-específica. 

 

Tabela 1. Composição química dos polissacarídeos sulfatados de H. heliophila, D. 

robusta e A. fulva. 

Espécie 
Composição de 

acúcaresa 
Àcido 

hexuronico b,c 
Sulfato/hexose 

total b,c 
    

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 A composição de açúcares foi determinada por cromatografia em papel dos polissacarídeos 
sulfatados hidrolizados. 
b Razão molar. 
c Hexose total, sulfato total e ácido hexuronico foram dosados pelos métodos fenol-ácido sulfúrico, 
BaCl2-gelatina e carbazole respectivamente. 

 

As células de H. heliophila, incubadas com o polissacarídeo sulfatado 

homólogo (SPHh, 3 mg/ml) ou com a heparina (10 mg/ml), apresentaram baixa 

agregação celular (Fig. 12B e 12C, respectivamente). Os agregados incubados com 

esses polissacarídeos sulfatados foram esparsos, compostos por poucas células e 

geralmente não apresentaram muitas camadas de células sobrepostas. O oposto 

ocorreu com as células incubadas com os polissacarídeos sulfatados heterólogos 

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 polissacarídeo sulfatado 

homólogo e a heparina, mas não os polissacarídeos sulfatados heterólogos, são 

capazes de impedir a agregação 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 µm 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 água do mar filtrada (0,22 µm) com 

(kanamicina 100 mg l-1 e tilosina 8 mg l-1) e vermelho de fenol (16 mg.l-1, 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 área dos agregados foi calculada para permitir a comparação quantitativa 

entre a agregação de células incubadas com diferentes polissacarídeos sulfatados 

exógenos. As áreas dos agregados incubados com 3 mg/ml de SPHh foi 

significativamente menor do que as áreas dos agregados incubados com a mesma 

concentração de SPDr e SPAf (Fig. 13). Na verdade, As áreas dos agregados 

incubados com SPDr e SPAf  não apresentaram diferenças significativas em relação 
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ao controle positivo (PC), onde ocorre a máxima agregação celular (Fig. 13). Este 

resultado confirma a ineficiência dos polissacarídeos sulfatados heterólogos em 

impedir a agregação celular, enquanto o polissacarídeo sulfatado homólogo é 

altamente eficiente.  

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Agregação das células de H. heliophila incubadas com polissacarídeos heterólogos de 

esponjas. Células dissociadas de H. heliophila (1 x 105 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 área significativamente menores (p < 0,05, *) do que 

o controle positivo (PC) e as culturas suplementadas com SPDr e SPAf. A área dos agregados nas 

culturas suplementadas com SPDr e SPAf não apresentaram diferenças significativas (p > 0,05) em 

relação ao controle positivo (PC). As áreas dos agregados foram comparadas através de ANOVA. 

 

A área dos agregados também variou de acordo com as concentrações de 

SPHh e heparina adicionados aos meios de cultura de células de H. heliophila (Fig. 

14). Em concentrações baixas (0,5 mg/ml), o SPHh já é capaz de diminuir a 

agregação das células de H. heliophila. Todas as concentrações de  SPHh 

adicionadas ao meio de cultura (0,5 a 3,0 mg/ml) produziram agregados com áreas 

significativamente menores do que o controle positivo (Fig. 14A). O mesmo não 

ocorreu com as culturas incubadas com meio suplementado com heparina. A área 

dos agregados foi decrescente de acordo com a concentração de heparina 

adicionada ao meio de cultura (Fig. 14B). Para a heparina foram necessárias 
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concentrações mais elevadas para se obter a inibição da agregação. Somente as 

culturas com a concentração mais alta de heparina utilizada (10 mg/ml) produziram 

agregados com áreas significativamente menores. Esse resultado indica que tanto o 

polissacarídeo homólogo quanto a heparina são capazes de diminuir a agregação 

celular, no entanto, o polissacarídeo sulfatado homólogo é mais eficaz. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Agregação das células de H. heliophila incubadas com diferentes concentrações de SPHh 

e heparina. A - Células dissociadas de H. heliophila (1 x 105 células ml-1) foram incubadas com FSW 

(controle positivo - PC), FSW suplementado com diferentes concentrações de SPHh e com 

CMFSW+E (controle negativo - NC). Os agregados incubados em todas as concentrações de SPHh 

apresentaram áreas significativamente menores (p < 0,05, *) do que o controle positivo (PC). B - 

Células dissociadas de H. heliophila (1 x 105 células ml-1) foram incubadas com FSW (controle 

positivo - PC), FSW suplementado com diferentes concentrações de heparina e com CMFSW+E 

(controle negativo - NC). Somente os agregados incubados com a maior concentração de heparina 

apresentaram áreas significativamente menores (p < 0,05, *). As áreas dos agregados foram 

comparadas através de ANOVA. 
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presença de cálcio (Fig. 15C e Fig. 15D). Nenhum desses polissacarídeos sulfatados 

foram capazes de interagir com SPHh na ausência de cálcio (Fig. 15). Esses 

resultados confirmam a espécie-especificidade e a cálcio dependência da afinidade 

entre os polissacarídeos sulfatados de esponjas, e também que a heparina possui 

afinidade por esse polissacarídeo sulfatado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 15. Afinidade de SPHh por diferentes polissacarídeos 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 polissacarídeos sulfatados foram aplicados na 

coluna equilibrada em tampão acetato de sódio 5 mM, pH 5,0 com 0,25 M de NaCl suplementado 

com 10 mM de EDTA (linhas vernelhas, ▲) e em tampão acetato de sódio 5 mM, pH 5,0, com 0,25 M 

de NaCl suplementado com 10 mM de CaCl2 (linhas pretas, ●). Os polissacarídeos sulfatados foram 

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

 

A interação da heparina por polissacarídeos sulfatados de esponjas também 

foi analisada através de cromatografia de afinidade (Hitrap Heparin). SPHh (Fig. 

16A), SPDr (Fig. 16B) e SPAf (Fig. 16C) apresentaram interação com heparina na 

presença de cálcio. Nenhum desses polissacarídeos sulfatados interagiu com 

heparina na ausência de cálcio. Esse resultado indica que a heparina apresenta uma 

A B

C D

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

A
b
s

(5
2
5

n
m

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

M
 (

N
a
C

l)

A
b
s

(5
2
5

n
m

)

M
 (

N
a
C

l)

A
b
s

(5
25

n
m

)

M
 (
N

aC
l)

A
b
s

(5
25

n
m

)

M
 (

N
aC

l)

A B

C D

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

A
b
s

(5
2
5

n
m

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

M
 (

N
a
C

l)

A
b
s

(5
2
5

n
m

)

M
 (

N
a
C

l)

A
b
s

(5
25

n
m

)

M
 (
N

aC
l)

A
b
s

(5
25

n
m

)

M
 (

N
aC

l)

A B

C D

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

A
b
s

(5
2
5

n
m

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

M
 (

N
a
C

l)

A
b
s

(5
2
5

n
m

)

M
 (

N
a
C

l)

A
b
s

(5
25

n
m

)

M
 (
N

aC
l)

A
b
s

(5
25

n
m

)

M
 (

N
aC

l)

A B

C D

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

A
b
s

(5
2
5

n
m

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46

Fractionnumber

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

M
 (

N
a
C

l)

A
b
s

(5
2
5

n
m

)

M
 (

N
a
C

l)

A
b
s

(5
25

n
m

)

M
 (
N

aC
l)

A
b
s

(5
25

n
m

)

M
 (

N
aC

l)



 47 

interação com os polissacarídeos sulfatados dessas espécies de esponjas, mas sem 

nenhuma evidência de espécie-especificidade, e essa interação é cálcio 

dependente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Afinidade de polissacarídeos 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 
polissacarídeos sulfatados foram aplicados na coluna 
equilibrada em tampão acetato de sódio 5 mM, pH 5,0 
com 0,25 M de NaCl suplementado com 10 mM de EDTA 
(linhas vernelhas, ▲) e em tampão acetato de sódio 5 
mM, pH 5,0, com 0,25 M de NaCl suplementado com 10 
mM de CaCl2 (linhas pretas, ●). Os polissacarídeos 
sulfatados foram eluídos em ambos os tampões através 
de um gradiente contínuo de 0-3 M de NaCl . 
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Discussão 

 

 No segundo capítulo dessa tese foram estudados os polissacarídeos 

sulfatados, componentes do fator de agregação (AF´s), das esponjas marinhas H. 

heliophila, D.robusta e A. fulva. Esses polissacarídeos sulfatados, juntamente com o 

glicosaminoglicano heparina, foram utilizados em ensaios de agregação celular com 

as células da esponja H. heliophila. Também foi analisada a interação, mediada por 

cálcio, entre esses polissacarídeos sulfatados. 

 As esponjas H. heliophila, D. robusta e A. fulva apresentam populações 

distintas de polissacarídeos sulfatados. Zierer & Mourão (2000) também isolaram os 

polissacarídeos sulfatados dessas espécies, e obtiveram resultados semelhantes. 

Todos os trabalhos de isolamento de polissacarídeos sulfatados realizados com 

esponjas resultaram em apenas uma população de polissacarídeos por espécie (e.g. 

PARRISH ET AL., 1991; ZIERER & MOURÃO, 2000; CIMINO ET AL., 2001; 

GUERERDEL ET AL., 2004; BUCIOR & BURGER, 2004; VILANOVA ET AL., 2007). 

A composição monossacarídica, a quantidade de ácido hexurônico e a sulfatação de 

SPHh, SPDr e SPAf foram similares às encontradas por Zierer & Mourão (2000) e 

diferem da composição química de todos os outros polissacarídeos sulfatados 

descritos para outras espécies de esponjas (VILANOVA ET AL., 2007). 

 Somente os polissacarídeos sulfatados homólogos de esponjas interagem 

entre si, ou seja, possuem a capacidade de se ligar homofilicamente (interação 

espécie-específica), 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 ligação entre os 

polissacarídeos sulfatados de esponjas deve-se às diferenças na polivalência, 

composição, arquitetura e arranjo tridimensional dos polímeros (BUCIOR & 
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BURGER, 2004). Células de H. heliophila incubadas com SPHh (polissacarídeo 

sulfatado homólogo), formam agregados celulares significativamente menores em 

comparação com o controle, mesmo em baixas concentrações, enquanto SPDr e o 

SPAf (polissacarídeos sulfatados heterólogos) não apresentam capacidade de 

impedir a agregação dessas células, mesmo em altas concentrações. O 

polissacarídeo sulfatado homólogo da esponjas Ophlitaspongia tenius também foi 

capaz de diminuir a agregação das células dessa espécie (PARRISH ET AL., 1987). 

A capacidade dos polissacarídeos sulfatados homólogos de esponjas, e a 

incapacidade dos polissacarídeos heterólogos de impedir a agregação celular é 

explicada pela espécie-especificidade da ligação homofílica entre esses polímeros. 

O polissacarídeo sulfatado homólogo, livre no meio de cultura, se liga ao 

polissacarídeo sulfatado componente dos AF´s na superfície celular, diminuindo o 

numero de sítios de ligação entre as células e dessa forma inibindo 

competitivamente a agregação celular. Em contraste, os polissacarídeos sulfatados 

heterólogos não se ligam ao polissacarídeo sulfatado componente dos AF´s na 

superfície celular, permitindo assim sítios livres para que ocorra a adesão célula-

célula. 

 A heparina também foi capaz de diminuir a agregação das células de H. 

heliophila. No entanto, a heparina só foi efetiva em altas concentrações. Já foi 

demonstrado que a heparina é capaz de se ligar a superfícies celulares, 

influenciando na adesão e agregação celular.  Por exemplo, a heparina é capaz de 

se ligar a receptores na superfície celular de adenocarcinomas LM3, aumentando a 

adesão celular in vitro (BERTOLESI ET AL., 2005).  Da mesma forma, a heparina é 

capaz de se ligar a receptores específicos na superfície de plaquetas e monócitos, 

aumentando a agregação entre essas células (HARDING ET AL., 2003). No entanto, 

no caso das células de esponjas, é provável que a heparina não se ligue a 
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receptores, e sim aos polissacarídeos sulfatados componentes dos AF´s, inibindo 

competitivamente a agregação celular da mesma forma que os polissacarídeos 

sulfatados homólogos.  

 O SPHh apresentou interação com ele mesmo e com a heparina, apenas na 

presença de cálcio. Já a heparina, apresentou interação com os polissacarídeos 

sulfatados das três espécies de esponjas na presença de cálcio. A interação de 

SPHh com ele mesmo se deve à afinidade homofílica entre os polissacarídeos 

sulfatados componentes dos AF´s de esponjas (e.g. POPESCU & MISEVIC, 1997; 

MISEVIC ET AL., 2004; BUCIOR & BURGER, 2004). A heparina é o polissacarídeo 

sulfatado com maior carga negativa da natureza (NELSON & COX, 2004). É 

provável que a interação inespecífica da heparina por polissacarídeos sulfatados de 

esponjas ocorra devido ao seu caráter altamente aniônico. No entanto, mesmo 

sendo capaz de interagir com os polissacarídeos sulfatados de esponjas, foi 

necessário uma concentração de heparina três vezes maior do que a de SPHh para 

diminuir significativamente a agregação celular em H. heliophila. Essa menor 

eficiência da heparina provavelmente se deve às diferenças estruturais, visto que, a 

semelhança estrutural é a peça-chave para que ocorra a ligação homofílica entre os 

polissacarídeos sulfatados de esponjas (BUCIOR & BURGER, 2004). 

 Os polissacarídeos sulfatados das esponjas e a heparina não apresentam 

interação entre si na ausência de cálcio. O cálcio desempenha uma função essencial 

na ligação entre os polissacarídeos sulfatados de esponjas. A ligação entre esses 

polissacarídeos é provavelmente mediada pelos sítios aniônicos conferidos pelos 

ésteres de sulfato e pelos grupamentos carboxilas presentes nos ácidos 

hexurônicos. Essa ligação entre sítios aniônicos é mediada por cátions divalentes, 

principalmente o cálcio (SPILLMANN & BURGER, 1996; FERNANDEZ-BUSQUETS 

& BURGER, 2003). A ausência de interação entre os polissacarídeos sulfatados das 
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esponjas e a heparina na ausência de cálcio é mais uma evidência que a ligação 

química entre essas moléculas é semelhante à ligação homofílica entre 

polissacarídeos sulfatados homólogos de esponjas.  

 As esponjas são provavelmente um dos primeiros organismos metazoários. 

Devido a essa ancestralidade, a interação carboidrato-carboidrato mediada por 

cálcio é um dos primeiros eventos que permitiram a emergência dos organismos 

pluricelulares. No presente trabalho concluímos que as esponjas possuem 

populações únicas e espécie-específicas de polissacarídeos sulfatados. 

Polissacarídeos sulfatados homólogos e a heparina são capazes de impedir a 

agregação celular de esponjas através da inibição competitiva. A espécie-

especificidade e a dependência de cálcio para a ligação homofílica entre 

polissacarídeos sulfatados de esponjas foi confirmada através de cromatografia de 

afinidade. A heparina possui interação inespecífica por polissacarídeos sulfatados de 

esponjas e essa interação também é cálcio dependente. Apesar desses resultados, 

outros estudos, especialmente visando esclarecer natureza química das ligações 

entre os polissacarídeos sulfatados de esponjas, devem ser realizados para 

aumentar a compreensão sobre esse mecanismo ancestral de ligação celular. 
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Capítulo 3 

 

 

Determinação de espécies crípticas de esponjas marinhas 

(Porífera) através de seus polissacarídeos sulfatados 

 

 

Introdução 

 

 A adesão e o reconhecimento celular em esponjas marinhas (Porífera) são 

mediados por moléculas semelhantes a proteoglicanos, denominadas fatores de 

agregação (AF´s), spongicans ou gliconectinas (e.g. FERNÀNDEZ-BUSQUETS & 

BURGER, 2003; MISEVIC ET AL., 2004; GUERARDEL ET AL., 2004). Essas 

moléculas são compostas por um core protéico ligado a várias unidades de 

polissacarídeos sulfatados (HUMPHREYS ET AL., 1977; JARCHOW ET AL., 2000). 

Os polissacarídeos sulfatados, componentes dos AF´s, são responsáveis pela 

adesão e reconhecimento célula-célula em esponjas (BUCIOR & BURGER, 2004). A 

interação entre os polissacarídeos sulfatados de células de esponjas adjacentes é 

cálcio dependente e altamente espécie-específica (SPILLMANN & BURGER, 1996; 

BUCIOR & BURGER, 2004; MISEVIC ET AL., 2004). 

 A interação espécie-específica dos polissacarídeos sulfatados, componentes 

dos fatores de agregação de esponjas, foi demonstrada pela agregação seletiva e 

homofílica de microesferas recobertas com polissacarídeos sulfatados de diferentes 

espécies de esponjas (POPESCU & MISEVIC, 1997; MISEVIC ET AL., 2004). Outra 

evidência da espécie-especificidade de polissacarídeos sulfatados entre as espécies 
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de esponjas é a diversidade química e estrutural dessas moléculas (ZIERER & 

MOURÃO, 2000; GUERARDEL ET AL., 2004). Os polissacarídeos sulfatados de 

esponjas são altamente complexos, todas as espécies que já foram estudadas 

apresentaram polímeros com diferentes estruturas, composição de açúcares e 

conteúdos de sulfato (Tab. 2). 

 

Tabela 2. Diferenças químicas entre os polissacarídeos sulfatados de esponjas 

marinhas. 

   
Espécie Polissacarídeos sulfatados  Referência 

   
Aplysina fulva HexUA, Glc, (sulfatado) ZIERER & MOURÃO, 2000 
Chondrilla nucula HexUA, Ara, Gal, Fuc, (sulfatado) ZIERER & MOURÃO, 2000 
Cliona celata Sulfatado HexNac, Ara, Fuc  GUERERDEL ET AL., 2004 
Dysidea robusta HexUA, Ara, Gal, Fuc 4-O-sulfatado ZIERER & MOURÃO, 2000 
Halicondria panicea Gal Py(4,6), Fuc, GlcNac N-sulfatado GUERERDEL ET AL., 2004 
Hymeniacidon heliophila HexUA, Gal, Fuc, (sulfatado) ZIERER & MOURÃO, 2000 
Microciona prolifera Gal, Fuc, Gal Py (4,6), GlcNac N-sulfatado GUERERDEL ET AL., 2004 
Myxilla rosacea Glc 4,6-disulfated, Fuc 2,4-dissulfatado CIMINO ET AL,. 2001 
Ophlithaspongia tenius HexUA, Glc, GlcNac N-sulfatado PARRISH ET AL., 1991 
Suberites fuscus HexUA, GlcNac, Fuc, Man, Gal (sulfatado) BUCIOR & BURGER, 2004 
   
   

   

A taxonomia de esponjas é problemática devido ao pequeno número de 

caracteres morfológicos úteis para discriminar espécies (SOLÉ-CAVA ET AL., 1991; 

SOLÉ-CAVA, 1994). Devido à ausência de caracteres morfológicos consistentes, 

muitas espécies de esponjas são consideradas cosmopolitas (SOLÉ-CAVA ET AL., 

1991). No entanto, estudos recentes utilizando marcadores moleculares, como 

seqüências de DNA e isoenzimas, demonstraram que muitas espécies consideradas 

cosmopolitas tratam-se, na verdade, de complexos de espécies crípticas (e.g. SOLÉ-

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 crípticas são aquelas impossíveis de se determinar apenas 
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utilizando caracteres morfológicos (SOLÉ-CAVA & THORPE, 1986). A análise de 

isoenzimas é um método que possui uma boa resolução para distinguir espécies 

crípticas de esponjas. No entanto, essa metodologia é prejudicada devido à 

necessidade de amostras frescas ou congeladas (WÖRHEIDE ET AL., 2004). Além 

disso, a comparação entre os resultados obtidos com isoenzimas e outros 

marcadores moleculares atualmente disponíveis (seqüências de DNA) vem 

apresentando resultados conflituosos (ZILBERBERG ET AL., 2006). Portanto, existe 

uma grande demanda pelo desenvolvimento de novos marcadores moleculares para 

a detecção de espécies crípticas de esponjas. 

O gênero Chondrilla (Demospongiae: Chondrillidae) é um bom modelo para a 

detecção de espécies crípticas de esponjas, visto que, esse gênero apresenta um 

grande número de espécies crípticas nos oceanos Atlântico e Pacífico (KLAUTAU 

ET AL., 1999; USHER ET AL., 2004; ZILBERBERG ET AL., 2006). Usher ET AL. 

(2004) encontrou, através da análise de seqüências de DNA, duas espécies crípticas 

de Chondrilla australiensis na costa oeste da Austrália. Ao longo do Oceano 

Atlântico existem de seis a oito espécies crípticas de Chondrilla nucula, detectadas 

através das análises por isoenzimas ou de seqüências de DNA (KLAUTAU ET AL., 

1999; ZILBERBERG ET AL., 2006). 

Baseado na espécie-especificidade dos polissacarídeos sulfatados de 

esponjas, propomos aqui um novo método bioquímico para distinguir espécies 

crípticas do gênero Chondrilla. Esta distinção foi feita através de eletroforese em gel 

de agarose dos polissacarídeos sulfatados dessas espécies. A composição química 

dos polissacarídeos sulfatados das espécies C. nucula e C. australiensis foi 

analisada para avaliar as diferenças entre polissacarídeos sulfatados de espécies 

co-genéricas. Também testamos a eficiência do método para distinguir espécies 

crípticas do gênero Chondrilla do Oceano Atlântico, detectadas através de 
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isoenzimas. Além disso, também testamos a eficiência do método em analisar 

espécimes fixados em diferentes meios, como, por exemplo, o formaldeído, um 

fixador que impossibilita as análises de DNA e isoenzimas.    
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Objetivos 

 

1. Determinar as diferenças bioquímicas entre os polissacarídeos sulfatados das 

espécies C. nucula e C. australiensis; 

 

2. Avaliar se a eletroforese em gel de agarose dos polissacarídeos sulfatados de 

quatro espécies crípticas do gênero Chondrilla apresenta resolução suficiente 

para distingui-las; 

 

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

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

 

Amostras de esponjas 

 

Para a análise dos polissacarídeos 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, 

França); Duas espécies crípticas, 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 

indivíduo de Ubatuba (São Paulo, Brasil) e outro de Búzios (Rio de Janeiro, Brasil). 

Todos esses espécimes foram fixados em etanol 70%. Para testar a eficiência do 

método, 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%, formaldeído 4%, seca em estufa, à 60º C, e congelada em freezer -

20º C. 

 

Extração dos polissacarídeos sulfatados 

 

Cada espécime analisado foi cortado em pequenos pedaços (1 mm3), lavado 

em etanol 70%, imerso três vezes em acetona e seco em estufa à 60º C. Os 

polissacarídeos sulfatados foram extraídos a partir dos tecidos secos (100 mg de C. 

australiensis e C. nucula e 30 mg dos demais espécimes) através de digestão 

proteolítica extensiva com papaína. Os extratos foram parcialmente purificados 

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

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

 

Purificação dos polissacarídeos sulfatados 

 

 Os extratos crus de polissacarídeos sulfatados de C. australiensis e C. nucula 

(3 mg de cada espécime) foram submetidos à cromatografia de troca iônica em uma 

coluna de DEAE celulose, equilibrada com 5 mM de acetato de sódio (pH 5,0) 

suplementado com 10 mM de EDTA, acoplada a um sistema de FPLC. Os 

polissacarídeos sulfatados foram eluídos da coluna através de um gradiente linear 

de 0-3 M de NaCl, à um fluxo de 0,5 ml/min. Frações 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 frações contendo 

polissacarídeos sulfatados foram agrupadas, dializadas contra água destilada e 

liofilizadas. 

 

Eletroforese em gel de agarose 

 

 Os extratos crus e os polissacarídeos sulfatados purificados foram analisados 

através de eletroforese em gel de agarose. Os polissacarídeos sulfatados (10 µg) 

foram aplicados a géis de agarose a 0,5% em tampão acetato de 1,3-

diaminopropano 0,05 M (pH 9,0) e submetidas a 110 V por 1 h. Os polissacarídeos 

sulfatados nos géis foram fixados com brometo de N-cetil-N,N,N-trimetilamonia 

0,1%. Após 12h, os géis foram secos e corados com azul de toluidina 0,1%, em 

solução 0,1:5:5 v/v ácido acético:etanol:água. 
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Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

 As massas moleculares dos polissacarídeos sulfatados foram estimadas 

através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Os polissacarídeos sulfatados dos 

espécimes de C. australiensis e C. nucula (15 µg) foram aplicados a um gel de 

poliacrilamida a 6%, com 1 mm de espessura, em tampão sódio barbital 0,02 M (pH 

8,6). Após a eletroforese (100 V por 30 min), o gel foi corado com azul de toluidina 

0,1% em solução de ácido acético 1% e depois lavado por 4h em solução de ácido 

acético 1%. Os marcadores de massa molecular utilizados foram o dextran sulfato 

de baixo peso molecular (8 kDa), condroitin 4-sulfato de cartilagem de tubarão (40 

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

 

Análises químicas 

 

 As análises químicas dos polissacarídeos sulfatados de C. nucula e C. 

australiensis foram realizadas através dos seguintes métodos: a hexose total foi 

estimada pela reação fenol-H2SO4 (DUBOIS ET AL., 1956); o conteúdo de ácido 

urônico foi estimado pela reação de Ehrlich utilizando carbazol (DISCHE, 1947); a 

dosagem de sulfato foi feita após a hidrólise ácida dos polissacarídeos (6,0 M de 

ácido trifluoracético por 5 h a 100o C), através do método de gelatina de BaCl2 

(SAITO ET AL., 1958); a presença de diferentes açúcares neutros foi estimada 

através de cromatografia em papel em 3:2:1 v/v n-butanol:piridina:água (48 hs) dos 

polissacarídeos hidrolisados.  
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Resultados 

 

 O fracionamento do polissacarídeo sulfatado de C. australiensis resultou em 

uma fração única, eluída com 0,5 M de NaCl (Fig. 17A). C. nucula também 

apresentou uma única fração, contendo o polissacarídeo sulfatado, no entanto, esta 

foi eluída com uma concentração de 1 M NaCl (Fig. 17B). Esses resultados sugerem 

a presença de populações únicas e homogêneas de polissacarídeos sulfatados em 

ambas as espécies. 

 

Figura 17. Purificação dos polissacarídeos sulfatados. Os extratos crus dos polissacarídeos 

sulfatados de C. australiensis (A) e C. nucula (B, ~3mg de cada) foram purificados através de 

cromatografia de troca iônica (DEAE Celulose). As frações foram checadas através da propriedade 

metacromatica (525 nm) e da condutividade. As frações indicadas pela barra horizontal foram 

agrupadas, dializadas contra água destilada e liofilizadas. 
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A presença de uma única população de polissacarídeos sulfatados e a pureza 

dessas frações foi confirmada através de eletroforese em gel de agarose. Os 

polissacarídeos sulfatados dos dois espécimes de C. australiensis apresentaram 

bandas estreitas, com a mesma mobilidade eletroforética. Os polissacarídeos 

sulfatados dos dois espécimes de C. nucula também apresentaram essas mesmas 

características na eletroforese em gel de agarose. No entanto, a mobilidade 

eletroforética entre os polissacarídeos sulfatados dessas duas espécies foi diferente 

(Fig. 18). Isto indica que tanto C. australiensis quanto C. nucula possuem 

populações únicas e homogêneas de polissacarídeos sulfatados, e que essas duas 

espécies possuem polissacarídeos sulfatados quimicamente distintos. A eletroforese 

em gel de poliacrilamida mostrou que os polissacarídeos sulfatados de C. 

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

kDa; Fig. 19). 

 

 

 

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 
dos polissacarídeos sulfatados de C. 
nucula e C. australiensis. O polissacarídeo 
sulfatado purificado das esponjas (~10 µg) 
foram aplicados a um gel de agarose a  
0,5% e correram por 1 h a 110 V em 
tampão acetato de 1,3-diaminopropano 
0,05 M (pH 9,0). Os polissacarídeos 
sulfatados no gel foram fixados com 
brometo de N-cetil-N,N,N-trimetilamonia 
0,1%. Após 12 h, o gel foi seco e corado 
com azul de toluidina 0,1%. 
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Figura 19. Eletroforese em gel de poliacrilamida dos polissacarídeos sulfatados de C. nucula e C. 

australiensis. Os polissacarídeos sulfatados purificados das esponjas (~10 µg) foram aplicado em um 

gel de poliacrilamida a 6% com 1 mm de espessura em tampão sódio barbital 0,02 M (pH 8,6). Após 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 diferenças entre os polissacarídeos sulfatados de C. australiensis e C. 

nucula foram avaliadas através das suas composições de açúcares, conteúdo de 

ácido hexurônico e conteúdo de sulfato. Os polissacarídeos sulfatados de C. 

australiensis e C. nucula apresentaram a mesma composição de açúcares e 

conteúdo de ácido hexurônico (Tab. 3). Entretanto, o conteúdo de sulfato do 

polissacarídeo sulfatado de C. nucula foi cerca de 50% maior do que o de C. 

australiensis (Tab. 3). Portanto, a principal diferença química entre os 

polissacarídeos sulfatados de C. australiensis e C. nucula foram os seus conteúdos 

de sulfato. 
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Tabela 3. Composição química dos polissacarídeos sulfatados de C. nucula e C. 

australiensis. 

      

Espécie 
Composição de 

acúcaresa 
Hexose 
total b,d 

Sulfato 
total b,d 

Àcido 
hexuronico 

c,d 

Sulfato/ 
hexose 
total c 

      

C. australiensis 
Ara, Gal, Fuc e 

HexUA 
2.19 2.16 0.12 0.99 

C. nucula 
Ara, Gal, Fuc e 

HexUA 
2.44 3.73 0.10 1.53 

      
a A composição de açúcares foi determinada por cromatografia em papel dos polissacarídeos 
sulfatados hidrolizados. 
b nMoles/ml.  
c Razão molar. 
d Hexose total, sulfato total e ácido hexuronico foram dosados pelos métodos fenol-ácido sulfúrico, 
BaCl2-gelatina e carbazole respectivamente. 
 
  

 Os extratos crus dos polissacarídeos sulfatados de dois espécimes de C. 

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

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

submetidos à eletroforese em gel de agarose. Os polissacarídeos sulfatados dos 

espécimes pertencentes à mesma espécie apresentaram o mesmo padrão de 

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

polissacarídeos sulfatados das diferentes espécies crípticas de Chondrilla foi distinta 

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

eletroforese em gel de agarose de extratos crus de polissacarídeos sulfatados 

possui uma boa resolução para distinguir espécies crípticas do gênero Chondrilla. 
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Figura 20. Eletroforese em gel de agarose dos extratos crus de polissacarídeos sulfatados (~15 µg de 

cada) de Chondrilla nucula, Chondrilla sp. B, e duas espécies simpátricas das Bahamas Chondrilla 

sp. E e Chondrilla sp. F. 

 

Para avaliar a efetividade do método, para amostras fixadas de diferentes 

formas, foram extraídos polissacarídeos sulfatados de espécimes de Chondrilla sp. B 

fixados em etanol 70%, formaldeído 4%, congelados a -20o C e secos a 60o C. A 

mobilidade eletroforética dos polissacarídeos sulfatados foi a mesma, independente 

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

 

Figura 21. Eletroforese em gel de agarose dos 
extratos crus de polissacarídeos sulfatados 
(~15 µg de cada). de  especimes de Chondrilla 
sp. B fixados em etanol 70%, formaldeído 4%, 
secas (60º C) e congeladas (- 20º C). 
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Discussão 

 

No terceiro capítulo dessa tese é apresentado um método novo, simples e 

eficiente para distinguir espécies crípticas do gênero Chondrilla. Também foi 

demonstrado que essa metodologia pode ser empregada com espécimes fixados em 

formaldeído, um fixador que impossibilita as análises através de isoenzimas e de 

seqüências de DNA. 

Os polissacarídeos sulfatados de C. australiensis e C. nucula apresentam alto 

peso molecular (~500 kDa), a mesma composição de açúcares (ácido hexurônico, 

Ara, Fuc e Gal) e um conteúdo similar de ácido hexurônico (12% e 10% 

respectivamente). A única diferença química entre os polissacarídeos sulfatados 

dessas espécies é a razão molar sulfato:açúcar total (1:1 e 1,5:1 respectivamete). 

Zierer & Mourão (2000) descreveram a caracterização química de C. nucula de 

Arraial do Cabo, Brasil. Essa é uma das espécies crípticas de C. nucula do Oceano 

Atlântico, e foi nomeada temporariamente como Chondrilla sp. B. (KLAUTAU ET AL., 

1999). O polissacarídeo sulfatado de Chondrilla sp. B contém ácido hexurônico, Ara, 

Fuc e Gal. O ácido hexurônico representa 25% do açúcar total e a razão molar 

sulfato:açúcar total é de 2,5:1 (ZIERER & MOURÃO, 2000). Portanto, as principais 

diferenças detectadas entre os polissacarídeos sulfatados de C. australiensis, C. 

nucula e Chondrilla sp. B estão relacionadas ao conteúdo de sulfato e de ácido 

hexurônico. Isso confirma a espécie-especificidade da composição de 

polissacarídeos sulfatados de esponjas, mesmo entre espécies do mesmo gênero. 

Diferenças entre polissacarídeos sulfatados de espécies co-genéricas já 

foram observadas em fucanas sulfatadas, isoladas de ovos de quatro espécies de 

ouriços-do-mar, pertencentes ao gênero Strongylocentrotus (ALVES ET AL., 1998). 
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As diferenças entre essas fucanas estão somente no padrão de sulfatação e na 

posição da ligação glicosídica (ALVES ET AL., 1998; VILLELA-SILVA ET AL., 1999; 

2001). Essas pequenas diferenças estruturais são suficientes para impedir a 

fertilização interespecífica entre essas espécies co-genéricas (BIERMANN ET AL., 

2004). Os polissacarídeos sulfatados das três espécies de Chondrilla também 

apresentam diferenças nos seus padrões de sulfatação. No entanto, é necessária 

uma caracterização estrutural mais detalhada desses polissacarídeos sulfatados, 

incluindo dados sobre a posição das ligações glicosídicas e sitios de sulfatação, para 

determinar as características desses polímeros nas deiferentes espécies de 

Chondrilla. 

A mobilidade eletroforética dos polissacarídeos sulfatados em gel de agarose 

é determinada principalmente pelas suas interações com o tampão 1,3-

diaminopropano. Esta interação depende da estrutura e do padrão de sulfatação do 

polissacarídeo sulfatado (DIETRICH & DIETRICH, 1972; DIETRICH & DIETRICH, 

1976). Esta metodologia possui resolução suficiente para separar polissacarídeos 

sulfatados com pequenas diferenças estruturais. Por exemplo, é possível separar os 

glicosaminoglicanos dermatam sulfato e condroitim 4-sulfato, que diferem 

exclusivamente no tipo de ácido hexurônico nas cadeias (ácido glicurônico no 

condroitim 4-sulfato e ácido idurônico no dermatam sulfato) (DIETRICH & 

DIETRICH, 1972; DIETRICH & DIETRICH, 1976). Portanto, a eletroforese em gel de 

agarose, em tampão 1,3-diaminopropano, pode ser utilizada para distinguir 

polissacarídeos sulfatados com pequenas diferenças estruturais. 

Chondrilla nucula já 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 crípticas 
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(KLAUTAU ET AL., 1999). Nessa tese, quatro espécies crípticas de Chondrilla, 

detectadas através de isoenzimas pela presença de ao menos um lócus diagnóstico 

(ZILBERBERG ET AL., 2006), foram analisadas através de seus polissacarídeos 

sulfatados. Essas quatro espécies foram separadas através de seus polissacarídeos 

sulfatados, incluindo duas espécies crípticas simpatricas (nomeadas Chondrilla sp. E 

e Chondrilla sp. F; ZILBERBERG ET AL., 2006). Esse resultado demonstra uma boa 

resolução da técnica para separar espécies crípticas de Chondrilla. Além disso, a 

análise dos polissacarídeos sulfatados através de eletroforese em gel de agarose 

apresenta algumas vantagens em relação à análise de isoenzimas e de seqüências 

de DNA. A eletroforese de isoenzimas requer material fresco ou congelado 

(WÖRHEIDE ET AL., 2004). Portanto, a análise de seqüências de DNA é vantajosa 

em relação às isoenzimas, devido à possibilidade de se trabalhar com amostras 

secas ou fixadas em etanol. No entanto, a análise de seqüências de DNA não é 

realizável com amostras fixadas em formaldeído. Muitos espécimes depositados em 

museus utilizam esse tipo de fixador. Outras vantagens da análise de 

polissacarídeos sulfatados sobre a análise de aloenzimas e de DNA é a velocidade 

(~5 dias), baixo custo (~2 US$ por amostra) e a pequena quantidade de amostra 

necessária (< 30 mg). E, o mais importante, a técnica pode ser realizada utilizando 

amostras fixadas em formadeído. 

A análise de polissacarídeos sulfatados por eletroforese em gel de agarose é 

uma técnica bioquímica promissora para a detecção de espécies crípticas de 

esponjas. No entanto, análises adicionais com um número maior de amostras e de 

espécies crípticas 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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Conclusões gerais 

 

 Nessa tese foram abordados diversos aspectos sobre os polissacarídeos 

sulfatados de esponjas marinhas. O primeiro capítulo focou a síntese de 

polissacarídeos sulfatados durante a formação de primorfos e a localização celular 

desses polissacarídeos. No segundo capítulo foram determinados os efeitos da 

adição de polissacarídeos exógenos na agregação celular de esponjas, assim como 

a interação entre estes polissacarídeos. No terceiro capítulo foi analisada a utilização 

de polissacarídeos sulfatados para distinguir espécies crípticas de esponjas. As 

principais conclusões relativas a estes aspectos foram: 

 

Capítulo 1: 

 

• A síntese de polissacarídeos sulfatados decresce continuamente durante a 

formação dos primorfos. Esse decréscimo pode estar relacionado à 

diminuição da migração e adesão celular durante a formação dos primorfos; 

 

• Alguns tipos celulares da esponja H. heliophila acumulam polissacarídeos 

sulfatados intracelularmente em vacúolos. 
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Capítulo 2: 

 

• H. heliophila, D. robusta e A. fulva apresentam populações únicas e distintas 

de polissacarídeos sulfatados; 

 

• O polissacarídeo sulfatado homólogo e a heparina foram capazes de diminuir 

a agregação das células da esponja H. heliophila; 

 

•  Polissacarídeos sulfatados heterólogos foram incapazes de impedir a 

agregação das células da esponja H. heliophila; 

 

•  Polissacarídeos sulfatados de esponjas apresentam interação espécie-

específica na presença de cálcio; 

 

•   A heparina apresenta interação inespecífica por polissacarídeos sulfatados 

de esponjas na presença de cálcio. 
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Capítulo 3: 

 

• Os polissacarídeos sulfatados espécie-específicos de esponjas apresentam 

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

 

•  Espécies crípticas do gênero Chondrilla, determinadas através de isoenzimas 

e DNA, foram também determinadas através da análise de seus 

polissacarídeos sulfatados; 

 

•  Amostras de esponjas fixadas em etanol 70%, formoldeído 4%, secas ou 

congeladas foram capazes de fornecer polissacarídeos sulfatados utilizáveis 

nas análises. 
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Janeiro, julho de 2001 a julho de 2003. 

• Doutorado em Química Biológica no Instituto de Bioquímica Médica – 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, março de 2004 a julho de 2008. 

 

� Orientação de Estudantes 

 

1. Michele Cristine Leitão Kochem – Iniciação Científica de julho de 2005 a julho de 
2007. 

 

� Comunicação em Congresso 

• 12 comunicações em congressos nacionais 

• 4 comunicações em congressos internacionais 

 

� Publicações 

 

Vilanova, E., Coutinho C., maia g., Mourão P.A.S. (2010) Sulfated polysaccharides 
from marine sponges: conspicuous distribution among different cell types and 
involvement on formation of in vitro cell aggregates. Cell Tissue Res. 340: 523-531  
 
Vilanova, E., Coutinho C., Mourão P.A.S. (2009) Sulfated polysaccharides from 
marine sponges (Porifera): An ancestor cell adhesion mechanism based on a 
carbohydrate-carbohydrate interaction. Glycobiology 19: 860-867 
 
Vilanova, E., Zilberberg, C., Kochem, M., Custódio, M.R., Mourão P.A.S. (2008) A 
novel biochemical method to distinguish cryptic species of genus Chondrilla 
(Demospongiae: Chondrosida) based on its sulfated polysaccharides. In: Custódio 
MR, Lôbo-Hajdu G, Hajdu E, Muricy G (eds). Porifera research: biodiversity, 



 82 

innovation and sustainability. Série Livros 28. Museu Nacional, Rio de Janeiro. pp. 
653-659  

 

Vilanova, E., Mayer, M., Curbelo, P., Silva S. (2004) The Impact of a nuclear power 
plant discharge on the sponge community of a tropical bay (SE Brazil). Bollettino dei 
Musei e degli Istituti Biologici dell´Universitá di Genova 68: 647-654 

 
Moraes, F., Vilanova, E., Muricy, G. (2003) Distribuição das esponjas marinhas 
(Porifera) na Reserva Biológica do Atol das Rocas, NE do Brasil. Arquivos do Museu 
Nacional 61: 13-22 
 
Vilanova, E., Muricy, G. (2001) Taxonomy and distribution of the sponge genus 
Dysidea Johnston, 1842 (Demospongiae, Dendroceratida) in the extractive reserve of 
Arraial do Cabo, SE Brazil (SW Atlantic). Boletim do Museu Nacional Serie Zoologia 
453: 1-16 
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