UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

LUCAS ALIGHIERI NEVES COSTA BATISTA

CARACTERIZACAO DE FRACOES RICAS EM POLISSACARIDEOS
SULFATADOS DA ALGA MARROM Dictyopteris delicatula E AVALIACAO DO
SEU POTENCIAL ANTIUROLITICO, A PARTIR DA DETERMINACAO DE SUAS

ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E MODULADORA DA CRISTALIZACAO DE
OXALATO DE CALCIO

NATAL/RN
2019



LUCAS ALIGHIERI NEVES COSTA BATISTA

CARACTERIZACAO DE FRACOES RICAS EM POLISSACARIDEOS
SULFATADOS DA ALGA MARROM Dictyopteris delicatula E AVALIACAO DO
SEU POTENCIAL ANTIUROLITICO, A PARTIR DA DETERMINACAO DE SUAS

ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E MODULADORA DA CRISTALIZACAO DE
OXALATO DE CALCIO

Dissertacdo apresentada ao Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Mestre em Bioquimica.
Orientador: Hugo Alexandre de Oliveira Rocha

NATAL/RN
2020



Universidade Federal do Ric Grande do Norte - UFRN
Sistema de Bibliotecas - SISBI
Catalogagio de Publicagio na Fonte. UFRN - Biblioteca Setorial Prof. Leopoldo Melson - -Centro de Biociéncias - CB

Batista, Lucas Alighieri NHeves Coota.

Caracterizagio de frapfes ricas =m polissacarfdeos sulfatados
da alga marrom Dictyopteris delicatula = avaliagBo do sea
potencial antiurclitico, a partir da determinagioc de suas
atividades antioxidante = moduladora da cristalizaclo de coalato
de célecio / Lucas Alighieri Neves Costa Batista. - Hatal, 2020.

125 £._: il.

Dispertacic (M=strado) - Tniversidade Faderal do Rioc Grande
do Horte. Centro de Biocifncias. Programa de PSs-graduagio em
Bioguimica.

Orientador: Prof. Dr. Hugo Alexandre de Oliveira Rocha.

1. Heterofucanas - Dissertaclo. 2. Algas marinhas -
Dissertagio. 3. Trolitiase - Dissertacloc. 4. Célculos renais -
Dissertagdo. 5. Acida alginico - Dissertagioc. I. Rocha, Hugo
Alexandre de Oliveira. II. Universidade Federal do Rio Grandes do
Horte. III. Titulo.

RN/UF/BECE DO 5B2.272

Elaborado por KATIA REJANE DR EILVA - CRB-1E/3E1



LUCAS ALIGUIER]I NEVES COSTA BATISTA

Caracterizagdo de Fragfes Ricas em Polissacarideos
Sulfatados da Alga Marrom Dictyopteris delicatula e Avaliagdo
do seu Potencial Antiurofitico, a partir da Determinacio de
suas Atividades Antioxidante e Moduladora da Cristalizagéo de
Oxalato de Calcio

Dissertacdo apreseniada a0 Programa ds
Pos-graduagdo em  DBioguimica, da
Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, come requisito parcial para
obtencdo do fitulo de Mesire em
Bioguimica.

Aprovada em: 27/03/2020.

BANCA EXAMINADORA

/

Prof. Dr.#ugo Alexandre Oliveira Rocha
Crientader/Presidente - UFRN

| /daéo/ml Q/@u&a ;

Prcf2. D2, Katia Castanhe Scortecct
Examinadora intema ao Programa - UFRN

} 7
%wf /ém Ao Do,

Prel. Dr. Raniefe Fagundes de Melo Silveira
Examinadora Externa 3 Instituicio - UNINASSAU



AGRADECIMENTOS

Agradecgo os meus fundamentos
A Dona Tereza, minha méae. Acredito, assim como Machado de Assis, que 0 menino € pai do
homem. Portanto, agradeco a ti pelo menino que educaste e que resultou no homem que me
tornei.
A Linda Marta, minha tia querida. Agradeco a ti pelo carinho, cuidado e dedicacéo
constante tanto para mim como para meus irmaos.
Ao meu pai, agradeco o exemplo de homem e pessoa integra que vocé me deu.

A Pedro, meu irmao artista e jovem, felizmente o segundo o tempo tratara de curar.
Agradeco o seu coracao belo que nunca demonstrou maldade, conviver com vocé foi e € uma
licAo para a vida.

A Ana Jualia (Jujubinha), minha irmazinha querida que herdou toda desenvoltura da familia.
Vocé é um “Anju” com quem sou muito feliz de poder conviver e acompanhar o
desenvolvimento desde o bergo.

Agradeco ao meu primo irméo Brenno, meu parceiro dialético (estou lendo Platdo) nas
primeiras discussoes cientificas e quica filoséficas. Sem duvidas essas conversas foram
cruciais para que escolhesse esse caminho cientifico. Infelizmente vocé virou programador.

To brincando.

A0S meus mestres
Agradeco a todos os meus professores, desde os niveis fundamentais até o superior. O
conhecimento é uma construcéo e um de vocés desempenharam sua funcao na minha
formacgéao académica e pessoal.

Contudo, acho justo fazer um agradecimento especial ao meu professor de xadrez, José
Damido. O xadrez me ensinou sobre a vida, escolhas, derrotas, vitorias, o valor da calma e
uma lico fundamental: bons lances e boas posi¢Ges ndo surgem ao acaso, mas Sao
construidos num processo lento e trabalhoso.

Ao meu orientador Hugo agradeco sua dedicagdo constante em todas as etapas de
realizacdo desse trabalho. Socrates, talvez um dos primeiros professores dentro do conceito
moderno que temos hoje, se considerava um parteiro, pois dizia que retirava de seus alunos
0 conhecimento num processo arduo e dolorido, porém sucedido de alegria e satisfacao,

assim como um parto. Bem, a realizagdo deste trabalho foi um parto.



Aos meus amigos e colegas do BIOPOL
Agradeco a Cynthia, Raynara, Rony Lucas, Weslley, Jayanne, Lucas Lisboa, Maylla,
Izabella, Marilia, Karoline, Dayanne, Moacir. Me reservo o direito a um agradecimento
especial ao Major Rony Lucas, meu amigo e futuro sécio num negdcio de criacao e engorda
de gado e a minha querida amiga Cynthia, com a qual em cinco anos de amizades nunca

discuti ou briguei.

As bancas examinadoras
Agradeco aos professores Ranieri, Diego e Leonardo e as professoras Kéatia e Marilia pela
dedicacéo e disposicao, todas as observagoes e sugestdes foram de grande valia para a

aprimoracao deste trabalho.

Por fim, agradeco a este trabalho, e por que ndo? Este desafio que ndo s6 aprimorou meus
conhecimento e habilidades como demonstrou a mim a minha prépria capacidade, ele

também merece meu agradecimento.



Resumo

Fucanas e fucoidans séo polissacarideos que contém alfa-L-fucose sulfatada em sua
constituicdo e sdo encontrados quase que exclusivamente em algas marrons, atribui-se a
essas moléculas diversas atividades farmacoldgicas como: anticoagulante, antitrombotica,
antiproliferativa, antinociceptiva osteogénica. A ampla presenca de grupamentos sulfato, e as
vezes carboxila, nas fucanas e fucoidans confere a essas moléculas uma elevada carga
negativa, 0 que € uma caracteristica comum nos inibidores da formacao de célculos renais
de oxalato de calcio (CaOx), por isso, considera-se que as fucanas e fucoidans tém elevado
potencial como agentes antiuroliticos. Outro ponto positivo para as fucanas e fucoidans com
relacdo sua atividade antiurolitica é as suas propriedades antioxidantes, pois como o estresse
oxidativo participa do processo de formacdo de calculos renais, a acdo antioxidante é
considerada como preventora da urolitiase. Contudo, poucas fucanas e fucoidans, menos de
dez, foram avaliados nesse sentido. Tendo isso em mente, assim como, a questdo da carga
negativa e a atividade antioxidante como fatores chave para atividade antiurolitica, no
presente estudo teve-se como objetivo avaliar o potencial antiurolitico de polissacarideos
extraidos da macroalga Dictyopteris delicatula, uma macroalga amplamente encontrada em
todo o litoral nordeste do Brasil, por meio da andlise da influéncia desses polissacarideos na
cristalizacdo do CaOx in vitro e da capacidade deles em prevenir o estresse oxidativo em
células proveniente do epitélio renal (MDCK). Polissacarideos de D. delicatula foram
extraidos por protedlise a quente e fracionados por meio de precipitagdo com volumes
crescente de acetona em cinco diferentes fracées: F0,5v, F0,7v, F1,0v, F1,5v e F2,0v. Analise
da composicao dessas fracdes mostrou que se tratavam de fracBes ricas em polissacarideos
sulfatados (FRPS) contendo fucose. Na presenca das FRPS os cristais CaOx foram menores,
mais numerosos e com carga superficial altamente negativa. Destacou-se a atividade
modulatéria da FO,5v (0,1 mg/mL), cuja presenca na cristalizagdo aumentou 1721 vezes o
numero de cristais formados; reduziu em mais de 90% o tamanho dos cristais; aumentou a
carga negativa da superficie de -7 mV para -35 mV e impediu completamente a formacgéo de
cristais CaOx monoidratados. Muitos destes efeitos ainda foram visualizados quando FO,5v
foi avaliada em concentrac6es menores (0,02 — 0,01 mg/mL). Quando avaliada em condi¢bes
de cultivo celular, FO,5v (0,5 mg/mL) inibiu por completo o efeito do perdxido de hidrogénio
em diminuir a viabilidade de células MDCK. Portanto, esta foi escolhida para ser melhor
caracterizada. Assim, a F0,5v foi submetida a cromatografia de troca ibnica e foram obtidas
cinco subfracdes: 0.2 M, 0.4 M, 0.5 M, 0.6 M e 1.0 M. A caracterizagdo quimica da F0,5v e
das suas subfracdes revelaram que essas sdo constituidas principalmente por fucose,
glucose, acido urdnico e sulfato. As atividades antioxidante e moduladora da cristalizacdo de
CaOx de nenhuma das subfra¢des foi superior as atividades da F0,5v, indicando que a F0,5v
€ mais potente quando ndo esta fracionada. Em suma, FO,5v foi capaz de sequestrar 79%
dos radicais hidroxila, 10% dos radicais superoxido, 22% do 6xido nitrico e teve atividade
antioxidante equivalente a 31 mg de acido ascoérbico. E com relacdo a modulacao dos
cristalizacdo, na presenca das subfracdes foi observado reducdo no nimero e aumento no
tamanho dos cristais CaOx, exceto quando utilizou-se 0.2 M e 0.6 M. Considerando a
atividade antioxidante e modulatoria da cristalizagdo do CaOx promovida pela F0,5v, conclui-
se gue essa fragdo tem potencial em prevenir a formacao de calculos renais de CaOx mais
promissor que as suas subfracoes.

Palavras-chave: heterofucanas, algas marinhas, urolitiase, calculos renais e acido alginico



Abstract

Fucans and fucoidans are polysaccharides that contain sulfated L-fucose in their constitution
and are found in brown algae, several pharmacological activities are attributed to these
molecules such as: anticoagulant, antithrombotic, antiproliferative, anti-nociceptive,
osteogenic and others. Wide presence of carboxyl and sulfate groups in fucans and fucoidans
gives these molecules a high negative charge, which is a common characteristic of inhibitors
of calcium oxalate (CaOx) kidney stones formation, so fucans and fucoidans are probably
antiurolithic agents, which has already been demonstrated in some studies. Antiurolithic
activity is also related to reduction of oxidative stress in renal tubules therefore fucans and
fucoidans are also considered antiurolytic due to their antioxidant action. Considering the
negative charge and antioxidant activity as a key factor for antiurolithic activity, the present
study aims to evaluate the antiurolithic potential of polysaccharides extracted from the
macroalgae Dictyopteris delicatula - a macroalgae widely found throughout the northeastern
coast - through analysis of these polysaccharides effect in CaOx crystallization and their
potential to prevent oxidative stress in MDCK cells. D. delicatula total polysaccharides were
extracted by proteolysis and fractionated by precipitation with increasing volumes of acetone
in five different fractions: F0.5v, F0.7v, F1.0v, F1.5v and F2.0v. Fractions compositions was
determined by physical-chemical analysis, which proved they were sulfated polysaccharides
rich fractions (SPRF). CaOx crystallization was induced in vitro by adding sodium oxalate to a
solution of calcium chloride, which contained or not one of the FRPS solution. When formed
in the presence of FRPS, CaOx crystals are smaller, more numerous and with a highly
negative surface charge, with emphasis on the FO.5v modulatory activity, whose presence in
crystallization increased 1721 times the number of crystals formed, reduced by more than 90
% crystals size, increased the negative charge on the surface from -7 mV to -35 mV and
completely prevented the formation of monohydrated CaOx crystals, based on these results
the FO.5v was chosen to be better evaluated. FO.5v was fractionated by ion exchange
chromatography and five subfractions were obtained: 0.2 M, 0.4 M, 0.5 M, 0.6 M and 1.0 M.
The chemical characterization of FO.5v and its subfractions revealed that FO.5v is consisting
of alginate, heterofucans and laminarin. The antioxidant and CaOx crystallization modulating
activities of none of the subfractions were superior to the activities of unfractionated FO0.5v,
indicating that FO.5v is more efficient when in the native form. Regarding the antioxidant
activity, FO.5v was able to scavenge 79% of hydroxyl radicals, 10% of superoxide radicals,
22% of nitric oxide and have antioxidant capacity equivalent to 31 mg of ascorbic acid, in
addition it has antioxidant activity ex vivo and increased up from 55% to 100% the viability of
renal cells exposed to hydrogen peroxide, as for the modulation in crystallization, FO.5v, even
in small concentrations like 0.01 mg / mL, promotes heterogeneous nucleation and the
formation of small, dihydrated and unaggregable crystals. Considering the antioxidant and
modulatory activity of CaOx crystallization of FO.5v we conclude this compound has the
potential to prevent the formation of renal CaOx stones.

Keywords: heterofucans, brown algae, antioxidant, kidney stones and sulfated
polysaccharides
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1. Introducéo
1.1. Epidemiologia da urolitiase

A urolitiase ou calculo renal € uma doencga presente em todo globo, de alta prevaléncia
e caracterizada pela presenca de um corpo sélido no trato urinario, o qual compromete o fluxo
da urina e gerando dor ao individuo. Além disso, os individuos acometidos por calculos renais
tém, geralmente, um reducdo na produtividade e na qualidade de vida (Hyams e Matlaga,
2014; Patel et al., 2017). Uma das primeiras descricBes da urolitiase data da Grécia antiga e
foi feita por Hipo6crates (460-377 a.C.), o qual ja inclusive propunha tratamentos que
envolviam a remocédo da pedra alojada na bexiga, por isso a urolitiase talvez seja a primeira
doenca que teve seu mecanismo descrito pela medicina (Tefekli e Cezayirli, 2013).

A prevaléncia da urolitiase varia entre popula¢des de diferentes regides, sendo de 7
a 13% na América do Norte, 5 a 9% na Europa e 1 a 5% na Asia (Sorokin et al., 2017). No
Brasil, os casos diagnosticados de calculos renais ndo sao obrigatoriamente notificados e por
isso h& poucos dados disponiveis em relacéo a epidemiologia da urolitiase. Entretanto, como
casos de internacdo em hospitais do SUS devem ser notificados quanto ao motivo pode-se
inferir algumas estimativas a partir dos dados referentes a internagbes. Com relagéo a isso
um estudo avaliou o impacto da urolitiase na populacao pela brasileira com base nos casos
de internagbes hospitalares entre 1996 e 2010 que tiveram célculos renais como causa
primaria e concluiu que houve quase 70 mil internagbes hospitalares deste tipo, as quais
representaram 0,61% de todas as interna¢des no SUS por ano e um custo direto de cerca de
0,22% de todo gasto com saude publica no Brasil (Korkes, Silva Il e Heilberg, 2011). Ou
seja, além do impacto na saude, ha também o impacto financeiro dos custos associados com
os tratamentos médicos e os ndo calculados com licencas e com a remocéo do individuo do
ambiente de trabalho, ja que a urolitiase afeta principalmente individuos na idade ativa, 20 a
49 anos (Korkes, Silva Il e Heilberg, 2011). A regido nordeste em particular corresponde a
19,68% das internacdes, apesar de corresponder a 27,82% da populacéo brasileira (Korkes,
Silva Il e Heilberg, 2011).

Como h& uma relagéo entre a urolitiase e habitos alimentares cada vez mais comuns,
como maior ingestdo de sal e menor ingestdo de vegetais, h4 uma expectativa de aumento
na incidéncia e prevaléncia dessa doenca e estima-se que cerca de 12% de populacdo
mundial ja teve ou tera calculo renal em algum estégio da vida (Alelign e Petros, 2018).

Fatores ambientais interferem na incidéncia da urolitiase, em regiées mais quentes
ocorre muita perda de agua por transpiracao e isso leva a uma menor diluicdo da urina, que
resulta em maior incidéncia de célculos renais (Monga, 2008; Romero, Akpinar e Assimos,
2010). Os hébitos alimentares da populacdo também influenciam a incidéncia da

urolitiase, as populacbes com alto consumode sal e alimentos processados, a
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chamada “Western diet”, sdo mais acometidas pela urolitiase, provavelmente devido,
também, a menor diluicdo da urina (Afsar et al., 2016; Sofia, Walter e Sanatorium,
2016). Como h& expectativa para 0 aumento tanto da temperatura global, quanto do nimero
de pessoas que fazem uso da “Western diet” espera-se um aumento da incidéncia da
urolitiase no futuro préximo (Sofia, Walter e Sanatorium, 2016). A atuacdo em profissdes que
envolvem jornadas de trabalho que colocam o individuo exposto a altas temperaturas por
periodos longos durante o dia, também s&o condi¢cbes correlacionadas com a maior
incidéncia de urolitiase (Tawatsupa et al., 2012). Quanto a influéncia do sexo e da faixa etéria,
a incidéncia é maior em homens que em mulheres e em individuos na faixa etaria de 20 a 49

anos (Korkes, Silva Il e Heilberg, 2011; Sofia, Walter e Sanatorium, 2016).
1.2. Fisiologiarenal

A compreensdo acerca da fisiologia e anatomia renal e dos mecanismos de formagéo
da urina séo cruciais para o entendimento da natureza dos calculos renais e como eles sao
formados. Os rins sdo 6rgaos de formato parecido com gréos de feijdes, que desempenham
funcdes de: equilibrio 4cido-base, hormonal e excretora. No texto a seguir serd dado enfoque

a funcao excretora dos rins, pois ela esta relacionada com a formacgéo de calculos renais.
1.2.1. Formacéao daurina

A funcéo renal mais bem conhecida é sem dividas filtracdo do sangue e formacéo da
urina. A estrutura responsavel pela formacao da urina nos rins é chamada de néfron (Figura
1) e existem milhares deles em cada rim humano. Os néfrons sd@o divididos em varias
subdivis6es microscépicas e com funcbes especificas, as quais estdo relacionadas com as

diferentes etapas da formacao de calculos renais (Guyton and Hall, 2017).
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Figura 1. Representacdo gréafica de um néfron e assinalagéo das principais regides funcionais. Fonte: Holly Fischer
- http://open.umich.edu/education/med/resources/second-look-series/materials - Urinary Tract Slide 20, 26 e
disponivel em https://en.wikipedia.org/wiki/Nephron#/media/File:Kidney_Nephron.png e adaptada pelo autor,
acessado no dia 27 de fevereiro de 2020.

A capsula de Bowman é o local onde se inicia a formacao da urina, ela compreende
um envolto em torno do glomérulo renal e € responsavel pela filtracdo das moléculas maiores
gue 30 kDa, as quais ndo conseguem passar pela membrana e continuam no sangue,
enquanto as moléculas pequenas como &agua, eletrdlitos, aminoacidos e glicose tém
passagem livre pela membrana e vao para as vias de excrec¢do. O tabulo proximal despenha
a primeira etapa de concentragdo da urina, nessa regido cerca de 70% dos eletrélitos e da
agua e a totalidade das moléculas organicas séo reabsorvidas, exceto em caso de situacdes
patoldgicas. O tubulo proximal também é responsavel pela secrecdo de oxalato, uratos, sais
biliares e farmacos. As porcdes seguintes do néfron sdo impermeaveis para as excretas,
portanto, a quantidade de excretas presente nesta regido sera a mesma em todas as etapas
da formacao da urina (Guyton and Hall, 2017).

O volume de agua que passa pela capsula de Bowman é muito grande e a absorcao
nos tubulos proximais n&o € suficiente para evitar a grande perda de liquido e eletrélitos, por
isso ha um esforco maior para o reaproveitamento da 4gua, que ocorre na alca de Henle
(Guyton and Hall, 2017).
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A alca de Henle é dividida em ramo descendente e ascendente: o ramo descendente
€ altamente permeavel a agua e o fluido intersticial nesta regido € altamente concentrado,
estas duas caracteristicas garantem o fluxo de 4gua da luz da alga para o espaco intersticial
e, consequentemente, promovem a concentracdo da urina; o ramo descendente de Henle
remove praticamente toda agua excedente sem remover nenhum soluto, por isso, durante
esta etapa tem-se o valor maximo de concentracao da urina. A hiperconcentracao da urina é
fundamental para a formacdo de calculos renais, pois é nesta etapa em que ocorre a
formac&o dos cristais urinarios de oxalato de calcio, urato, acido Urico, carbonato de calcio e
outros (Guyton and Hall, 2017).

O ramo ascendente da alca de Henle é impermeével a agua e nesta regido atuam
transportadores ativos de eletrélitos, principalmente de sédio e potassio, que realizam a
reabsorcao destes ions. A reabsorgdo de ions reduz a concentra¢cdo osmotica do ultrafiltrado,
porém a reducdo na concentragdo ndo € capaz de dissolver cristais que porventura tenham
se formado anteriormente, o que faz com haja um fluxo constante de cristal para a préxima
microrregido do néfron: os ductos coletores (Guyton and Hall, 2017).

O tdbulo distal e o ducto coletor atuam regulando a concentragdo da urina, nesta
regido, pode ocorrer a secrecdo ou reabsorcdo de agua, sodio, potassio, célcio, ions H* e
cloro. E nessa etapa da formac&o da urina que, a partir das regulacées hormonais, o corpo
determina a concentracdo e pH final da urina,as duas regifes citadas sdo
altamente reguladas por hormonios: o tubulo distal € regulado pelos mineralocorticoides e o
ducto coletor pela vasopressina. O ducto de Belline ndo possui grande relevancia fisiologica,
porém sua participacado é crucial no desenvolvimento de célculos renais, note na Figura 1 que
o ducto de Belline é a Ultima regido microscopica por onde flui a urina antes de chegar ao
célice renal, e por isso é o limite anatbmico para que uma determinada particula fique retida
ou ndo nos néfrons (Guyton and Hall, 2017).

Conhecer o processo de formacéo da urina e os eventos de aumento e reducéo na
concentracao € fundamental para compreender a formagéo dos célculos renais, por isso com
0 objetivo de facilitar a compreensédo do leitor a respeito do tema, as etapas de maior
relevancia para a formacao de célculos renais estéo representadas de forma esquematizada
(Figura 2) (Guyton and Hall, 2017).
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Figura 2. Representacdo grafica de um néfron e assinalacdo dos processos de formagdo da urina
realizados por cada regido funcional. Fonte: Fonte: Holly Fischer -
http://open.umich.edu/education/med/resources/second-look-series/materials - Urinary Tract Slide 20, 26 e
disponivel em https://en.wikipedia.org/wiki/Nephron#/media/File:Kidney_Nephron.png e adaptada pelo autor,
acessado no dia 27 de fevereiro de 2020.

1.3. Composicao dos célculos renais

Como citado anteriormente, célculo renal € um termo que se refere a presenga de um
corpo sélido no sistema urinario, e que, portanto, nao faz distincao quanto a natureza quimica
deste corpo. A composicao dos cdlculos renais é bastante variada e inclui a participacéo de
compostos inorganicos e organicos. Vale salientar que compostos inorganicos sédo de longe
0s principais componentes dos calculos renais, sendo os trés principais formadores de
calculos: o oxalato de calcio, a juncdo de &cido Urico e fosfato de calcio e a estruvita.
Proteinas ou aminoacidos como a cistina também podem formar calculos, mas a ocorréncia

deste tipo de célculo € mais rara e geralmente sé acontece quando associada a condigfes
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fisiolégicas preexistentes, como distirbios da reabsor¢éo nos tlibulos proximais (Woodard et
al., 2019).

Dentre os calculos inorganicos o tipo de calculo mais comum é aquele formado
majoritariamente por oxalato de calcio (CaOx). Célculos formados por CaOx ocorrem em 75%
dos casos de urolitiase, seguido pelos célculos de estruvita, acido Urico e cistina, os
guais ocorrem em 10-15%, 3-10% e 2% dos casos, respectivamente (Aggarwal et al., 2013).

Os calculos de estruvita estdo associados as infeccBes urinaria por bactérias
produtoras de urease, como Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter, e os calculos renais de cistina estdo associados a uma desordem
na capacidade dos tubulos proximais em reabsorver a cistina, 0 que leva a cistintria e a
formacgéo do célculo de cistina (Alelign e Petros, 2018). Ja os mecanismos de formacgéo dos
célculos de acido Urico e de CaOx ainda nao foram completamente elucidados, porém ha
hipoteses e modelos que tentam descrever a formagéo destes calculos. Como estes séo o

objeto de estudo deste trabalho sera dado enfoque a formagéo dos célculos de CaOx.
1.4. Formacéo dos célculos renais de CaOx

Antes de compreender a formacao dos calculos renais de CaOx é preciso discorrer,
mesmo que sucintamente, a respeito de dois temas: o primeiro € o processo termodinamico
da cristalizacao e 0 segundo € o estresse oxidativo fisioldgico ao qual as células renais estao

expostas.
1.4.1. Ainteracdo entre o oxalato e o célcio para formar CaOx

A associacao de ions oxalato com célcio é muito favoravel, por isso, quando os dois
estdo presentes na solugao a maior parte é convertida em CaOx (Ratkalkar e Kleinman, 2011;
Riley et al., 2013). O CaOx € um sal de baixissima solubilidade em agua, apenas 0,67 mg/L
a 20 °C, considerando que individuos saudaveis apresentam em média excrecdo de 18,6
mg/dia de oxalato (Waikar et al., 2019), e que produzam dois litros de urina por dia (limite
superior da faixa de normalidade) a concentracdo de oxalato na urina desses individuos sera
de 9,3 mg/L, considerando que quase todo oxalato presente na urina é convertido a CaOx
(Ruiz-Agudo et al., 2017), o individuo normal tera uma concentracdo de CaOx muito superior
ao limite de saturacdo do CaOx, com isso conclui-se que mesmo individuos normais

apresentam formacéo de cristais de CaOx na urina.
1.4.2. Cristalizacdo do oxalato de calcio

A cristalizacdo é um processo termoquimico onde ha dois sistemas possiveis:
ionizacdo e cristalizacdo. A principal forca que rege a cristalizacao é a concentragdo, com o

aumento da concentracdo a ionizacdo dos sais se torna cada vez mais desfavoravel
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energeticamente, até que se cruza o limite da solubilidade, a partir deste ponto a cristalizacédo
passa a ser mais energeticamente favoravel (Sear, 2007).

Ha trés etapas na cristalizagdo: a nucleacdo, o crescimento e a agregagéo, as quais
ocorrem nessa ordem respectivamente. A nucleagcdo corresponde ao momento em que 0s
ions deixam de se mover livremente na solugédo e passam a ter organizagcdo. A nucleagao
pode ser homogénea ou heterogénea, para fins de melhor compreensado iniciar-se-4 a
explicacdo pela nucleagcdo homogénea (Sear, 2007).

A nucleacdo homogénea geralmente é tedrica, pois s6 ocorre em sistemas sem
contaminantes ou agentes externos e isso é quase impossivel na pratica, principalmente em
sistemas bioldgicos. A nucleacdo homogénea ocorre quando a concentracao do sal supera o
limite de solubilidade e quebra a barreira energética para a cristalizagdo, com isso os ions
dispersos comegam a interagir entre si.

Para fins de melhorar compreenséo acerca da nucleagdo homogénea ela sera dividida
em trés momentos (Figura 3). Inicialmente h& uma solucdo salina com concentragdo abaixo
do limite de saturacéo (Figura 3A), posteriormente, essa solucdo torna-se supersaturada e o
ions contido nela tende a interagir mais entre si (Figura 3B), quando a interacao entre os ions
se torna forte o suficiente para superar camada de solvatagao, eles passam a formar ligacbes
ibnicas entre si, as quais definem o momento em que 0s ions agregados passam a ser cristais
(Figura 3C). Em termos gerais, a nucleacdo homogénea nédo tem contaminantes e é guiada
apenas pela supersaturacao e os ions “realizam sozinhos” a cristalizacéo (Abdel-Aal, Yassin
e El-Shahat, 2018).

A B C
® o o} ° o 0 o 0
o o '00. . '00. .
o o e o 4% ° o 0% 1o 0"
N e
o O o0 o ’ .o o "o =<—.o
o o o ° o'. 0.0.. 0 "'":"m * e
- ° ..0... ..T.. O.

Figura 3. Esquema ilustrativo do processo de nucleacdo homogénea. Solugédo abaixo do limite de saturacéo (A)
conforme se torna mais concentrada é transformada em solugéo supersaturada (B), a partir deste pontos se torna
mais favoravel energeticamente a interagdo entre os ions calcio e oxalato e com isso tem inicio a agregagéo de
ions para formacéo de cristais (C). Fonte: Autoria propria

A cristalizacdo heterogénea é mais frequente e bem mais complexa, pois leva em
consideracéo a superficie de contato com a solucdo e possiveis contaminantes. A nucleacéo
heterogénea também depende da supersaturacdo, porém conta com agentes que funcionam
como “catalisadores” da nucleacao, de forma que ela é mais acelerada e pode ocorrer, em
tempo habil, em situacdes de saturacdes de sais onde a nucleacdo homogénea demoraria

dias.
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Assim como a homogénea, a nucleacdo heterogénea também sera dividida em trés
momentos (Figura 4). Primeiro uma solucéo salina abaixo da saturacdo (Figura 4A) se torna
supersaturada (Figura 4B), depois uma superficie ou corpo sélido, geralmente carregado,
atua organizando uma camada de ions, cétions ou anions, essa camada de ions recém-
formada favorece a deposicdo de uma outra camada idnica de carga oposta e assim
sucessivamente (Figura 4C). Portanto, a presenca de um componente sélido facilita a
imobilizacdo e organizacdo dos ions para a formacdo dos cristais, atuando de forma
semelhante a um catalisador. Contudo, a nucleacao heterogénea nao ¢ influenciada sé pela
supersaturacao do sal, mas também pela carga e a morfologia do agente agregador (Khan et
al., 2016).

@ = Anion
@ = Cation

= = Carga negativa

L

Figura 4. Esquema ilustrativo do processo de nucleagdo heterogénea. Uma solucéo abaixo do limite de saturagdo
(A) torna-se cada vez mais concentrada até que ndo ha mais agua suficiente para permitir a total dispersdo dos
fons e esses passam a interagir mais entre si e com outros componentes da solucdo (B), quando a interagéo com
a superficie de uma particula carregada dispersa na solucao é grande o suficiente para superar a camada de
solvatacao, inicia-se uma agregacao organizada de ions sob a superficie da particula que leva a formacédo de um
cristal (C). Fonte: Autoria propria.

1.4.3. Crescimento dos cristais de CaOx

Ao contrario dos seres vivos, que crescem “de dentro para fora”, os cristais crescem
pela adsor¢do de novos ions na sua superficie, ou seja, “de fora para dentro”. Ainda
correlacionado com seres vivos, esses crescem pela aquisicdo de nutrientes, enquanto os
cristais crescem pela aquisicdo de ions. Essa analogia, apesar de incorreta frente ao rigor
cientifico, ajuda a compreender o motivo pelo qual o principal determinante da cristalizacao é
a supersaturagao do sal a ser cristalizado. Outra caracteristica importante do crescimento dos
cristais que ele ocorre nas mesmas velocidades em todas as dire¢des, o que é chamado de
crescimento isotropico, porém, quando ha presenca de contaminantes durante cristalizagéo,
podem ocorrer alteragbes na velocidade do crescimento entre as faces dos cristais, ou seja
um crescimento anisotrépico. Na Figura 5A € mostrado esquematicamente este crescimento,
ja nas figuras B e C sdo mostrados exemplos esquematicos de crescimentos anisotrépicos

de um cristal hipotético.
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Sequéncia cronologica do crescimento
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Figura 5. Esquema ilustrativo do crescimento dos cristais. O crescimento isotropico mantém as proporgdes entre
as diferentes faces (A). A adsor¢éo de interferentes numa das faces (linhas alaranjadas) impede a adsorcéo de
novos ions e modifica as proporcdes do cristal ao final do crescimento (B e C). Fonte: Autoria propria

Como resultado do crescimento isotropico todos o0s cristais apresentam-se
proporcionalmente iguais em relacdo as suas dimensdes (largura, altura e comprimento)
independente do seu tamanho total. Por exemplo, um cristal de cloreto de s6dio é um cubo,
mesmo que esse tenha nandmetros ou milimetros de comprimento (Borchardt-Ott, 2012).

A isotropia no crescimento dos cristais € muito Util para estudar moduladores, pois
interferéncias na isotropia do cristal podem ser facilmente observadas e relacionadas com os
diferentes interferentes. Os moduladores do crescimento se adsorvem em uma das faces e
impedem a adsor¢do de novos ions na mesma regido, com isso impedem o crescimento
dessa face, a qual ao final do processo de crescimento fica alargada em relagdo as outras
faces (Figura 5B e %C) (Borchardt-Ott, 2012).

Conforme apresentado na Figura 5, a estrutura final do cristal revela a regiao onde o
modulador ligou-se e com isso é possivel definir em qual face o inibidor do crescimento se
adsorve (Borchardt-Ott, 2012).
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1.4.4. Tipos de cristais de CaOx

A cristalizag&o do oxalato de calcio pode formar trés tipos distintos de cristais, que sao
classificadas pelo respetivo grau de hidratacdo, séo eles: os monoidratados (COM); os
diidratados (COD); e os triildratados. Os cristais CaOx relevantes para a medicina sao os
COM e os COD, pois sdo encontrados em célculos renais e na urina de seres humanos
(Daudon et al., 2004).

Apesar de serem classificados pelo grau de hidratacdo, os COM e COD sdo diferentes
também quanto a outras caracteristicas, como na estrutura cristalina e nas faces dos cristais.
Todas as diferengas estéo relacionadas a distribuicdo dos anions e céations e a distancia entre
eles, a interferem principalmente na forma com que os cristais interagem entre si, com
moléculas distinta, inclusive inibidores, e com as células renais (Christmas et al., 2002;
Izatulina et al., 2018; Sheng, Ward e Wesson, 2005). As caracteristicas dos COM conferem
a ele maior propenséao de aderi e causar dano ao epitélio renal (Sun et al., 2015) e de formar
agregados gue ficam retidos no trato urindrio, por isso os COM estdo mais associados com o
desenvolvimento de célculos renais (Vinaiphat et al., 2017).

Quando formados na auséncia de aditivos os COM tendem a apresentarem uma forma
retangular e com pontas (Figura 6A), apresentando trés diferentes tipos de faces: (121), (100)
e (010) (Grohe et al., 2007), enquanto os cristais COD tendem a apresentarem-se com
morfologia bipiradimal (Figura 6B e 6C), apresentando apenas dois tipos de faces: (100) e
(101) (Thomas et al., 2012).

A B
(100)

«—(101)

121y C

0i0) 1/\—(100)
(121) \/

Figura 6. Representacgao grafica da morfologia dos cristais de oxalato de calcio mono-hidratado (A) e diidratado
(B e C) quando formados na auséncia de aditivos ou interferentes. O cristal diidratado estd expresso em uma vista
superior (B) e lateral (C), para facilitar o entendimento, e o cristal mono-hidratado esta numa vista em perspectiva
(A). Os numeros em parentes sdo referentes a numeragdo das respectivas faces apontados pelas setas, essa
numeracédo é comumente adotada na cristalografia. Fonte: Autoria prépria
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Segundo Christmas et al. (2002) a diversas suplerficies planas dos cristais COM
facilitaria a sua maior interacao fisica entre si e, por conseguinte, a maior capacidade desses
formarem agregados, enquanto os cristais COD possuem morfologia que desfavorece o seu
“empilhamento”.

Como dito anteriormente, a formacdo de cristais de CaOx na urina ndo €
particularidade dos individuos acometidos por calculos renais, porém a retencédo e adeséo
desses cristais no trato urinario é. A leséo previa do epitélio renal devido ao estresse oxidativo
€ apontado como um dos fatores responsaveis pela retencdo e adesdo de cristais, e

consequentemente formacao de calculos renais.
1.5. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo corresponde ao dano a nivel molecular causado pela presenca
de agentes reativos, geralmente derivados no oxigénio, que reagem de forma inespecificas
com macromoléculas e comprometem suas funcdes. O estresse oxidativo é um elemento
atuante no desenvolvimento de diversas doencas e é geralmente descrito com 0 um
desbalanco entre os a producédo de espécies reativas e 0s mecanismos antioxidante.

Uma etapa crucial para a formacao de calculos renais é a lesdo do epitélio renal e a
consequente exposicdo da camada de colageno subjacente, sendo o principal agente lesivo
0 estresse oxidativo (Daudon, Bazin e Letavernier, 2014). Células epiteliais renais ao serem
expostas ao oxalato tornam-se mais “adesivas” aos cristais de CaOx e isso favorece a
formacao de calculos, porém na presenca de antioxidantes este efeito ndo ocorre (Kanlaya,
Singhto e Thongboonkerd, 2016). Camundongos recebendo cha verde e tratados com
injecdes intra-abdominais de glioxilato, o qual promove a formacédo de célculos renais de
CaOx, formam menos depoésitos de CaOx nos rins do que camundongos que ndo receberam
nenhum antioxidante (Hirose et al., 2010), esses exemplos ajudam a confirmar o papel do
estresse oxidativo na urolitiase.

O estresse oxidativo, no caso dos humanos, surge do uso do oxigénio. A utilizagdo
desse elemento nos processos metabdlicos como a respiragdo celular apresenta uma
vantagem evolutiva, pois proporciona um mecanismo eficiente para a geracdo de energia,
porém como o0 oxigénio é um elemento altamente reativo, o envolvimento dele dentro do
sistema biolégico em reacdes de oxirreducdo podem levar a formagéo de espécies reativas

de oxigénio (EROs), que por sua vez geram o estresse oxidativo.
1.5.1. Espécies reativas de oxigénio: Uma viséo geral

Espécies reativas de oxigénio sdo compostos caracterizado por serem capaz de reagir

facilmente e de forma inespecifica com diferentes componentes celulares (lipideos, proteinas,
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carboidratos e acidos nucléicos), normalmente os EROs possuem um elétron
desemparelhado, entretanto essa regra néo é geral (Pisoschi e Pop, 2015).

Os EROs podem ser formados em decorréncia de fatores fisicos ou biolégicos, sendo
0 primeiro basicamente decorrente da ag&o da radiagdo ionizantes (Zmyslony e Pawlaczyk-
tuszczynska, 2003), enquanto os fatores bioldgicos se dividem em trés fontes: a cadeia
transportadora de elétrons (CTE); acdo enzimatica; e metabolizacdo de agentes quimicos e
toxicos.

O oxigénio molecular (O2) ndo é capaz de gerar estresse oxidativo e precisa sofrer
alguns processos para se tornar um composto reativo. O principal processo gerador de EROs
€ a CTE. Durante a CTE (Figura 7), os complexos enzimaticos I, Il e Ill removem ions H* e
elétrons dos compostos NADH e FADH e transportam os H* e os elétrons para a regido
intermembrana, depois o complexo IV transporta quatro elétrons do espago intermembranar
para reduzir o O, na matriz mitocondrial, formando duas moléculas de agua (H20) e deixando

apenas os ions H* no espago intermembranar.

H+ H+ H+ Membrana externa
Cytc
<]
\..oooo 000000000000 f.»!.f."“' \“"““".ﬂ

NAD'+H"*

Ciclo do
. acido
Matriz citrico

mitocondrial

Succinato
Fumarato

S N I

Figura 7. Cadeia transportadora de elétrons representando as principais reagfes realizadas pelos complexos I, I,
Il e IV. A geragdo de espécies reativas ocorre por falhas no complexo IV, o qual transporta elétrons para o
oxigénio. Fonte:
https://en.wikipedia.org/wiki/Electron_transport_chain#/media/File:Mitochondrial_electron_transport_chain—
Etc4.svg e adaptada pelo autor. Acessado no dia 27 de fevereiro de 2020.

Infelizmente, o transporte de elétrons para o oxigénio nem sempre ocorre de forma

correta e podem ocorrer trés tipos diferentes de erros, todos eles relacionados com o
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transporte incompleto de elétrons para o oxigénio no complexo IV ou “vazamento” de elétrons
do complexo lll diretamente para o oxigénio. O primeiro tipo de erro € transporte de apenas
um elétron para o oxigénio, o qual gera radicais superédxido (0:°), o segundo tipo é o
transporte de apenas dois elétrons para o oxigénio que gera peroxido de hidrogénio (H20>),
o terceiro e Ultimo tipo é o transporte de trés elétrons para o oxigénio, o qual gera radicais
hidroxila (OH®). Os erros mais comuns durante a CTE sdo os que geram radicais superéxido
ou peroxido de hidrogénio (Zhao et al., 2019).

A reacao de Fenton € uma etapa crucial da geracéo do estresse oxidativo e consiste
na atuacdo de um metal de transicdo (geralmente ferro ou cobre) na forma bivalente (2%)
como catalizador de uma série de reacdes que convertem o peroxido de hidrogénio em
radicais hidroxila, como os radicais hidroxila sdo muito mais téxicos que o peréxido de
hidrogénio, a reacdo de Fenton representa uma etapa importante no estresse oxidativo
(Winterbourn, Kettle e Hampton, 2016).

Apesar dos efeitos toxicos relacionados aos EROs, eles também desempenham
funcdes fisioldgicas. A formacdo enzimatica “proposital” de EROs da-se, majoritariamente,
pela acdo da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase).
A NADPH oxidase atua gerando radicais superéxido por meio da seguinte reacao quimica
(Tarafdar e Pula, 2018; Winterbourn, Kettle e Hampton, 2016).

NADPH + 20, < NADP* + 20,™ + H*

A atuacdo da NADPH oxidase ocorre principalmente em processos referentes ao
sistema imune, sobretudo no processo de degradacao dos corpos fagocitados por neutréfilos
(Winterbourn, Kettle e Hampton, 2016).

Alguns compostos toxicos precisam ser metabolizados para serem excretados pelo
organismo e muitas vezes a metabolizagcdo desses quimicos requer a producdo de EROs, ja
gue o corpo nao dispde de enzimas especificas para as mais diversas gamas de compostos
guimicos que podem porventura entrar no organismo (Mena, Ortega e Estrela, 2009).

A radiacéo ionizante também é geradora de EROs. A incidéncia da radiagdo remove
ou adiciona elétrons e/ou hidrogénios & molécula de 4gua o promove a quebra da molécula
de agua a partir da acdo de radiacdo ionizante, radiolise, e resulta na formacgéo de diversas

EROs. (Zmyslony e Pawlaczyk-tuszczynska, 2003).
1.6. Agentes antioxidantes

Uma das formas que os organismos tém de combater o estresse oxidativo é usar
antioxidantes, sejam eles enddgenos ou exégenos. Os antioxidantes sao considerados
compostos que sdo capazes de impedir ou mitigar 0 estresse oxidativo. Existem trés

mecanismos de acdo antioxidante: atuando diretamente nos EROs gerados, impedindo

26



processos de geracdo de EROs como a inflamacéo e reacdo de Fenton ou atuando como
cofator de outros antioxidantes (Birben et al., 2012; Gupta et al., 2014).

Um dos mecanismos pelo qual os antioxidantes podem atuar é doando um elétron ao
diretamente aos EROs, e com isso e neutraliza-los, e assim evitam a propagacao das reacdes
de oxirreducdo. Antioxidantes que atuam por esse mecanismo sdo considerados
terminadores (Sharma, Gupta e Sharma, 2018).

Antioxidantes podem atuar também prevenindo a formacao dos EROs, esse é 0 caso
das proteinas ferritina, transferrina e ceruloplasmina, as duas primeiras servem como
guelantes dos ions ferro e a ultima como quelante de ions de cobre, tanto o ferro como o
cobre s&o capazes de realizar a, ja citada, reagdo de Fenton se estiverem livres, por isso a
retencdo desses metais no interior dessas proteinas funciona com um mecanismo
antioxidante, pois evita a reagdo de Fenton. Esse tipo de antioxidante é considerado preventor
(Sharma, Gupta e Sharma, 2018).

Hé& ainda uma Ultima classe de antioxidantes, essa classe é formada por moléculas
atuam como cofator, estimulando a producdo de algum outro antioxidante ou evitando a
geracdo espontanea de antioxidantes pela NADPH oxidase, esse é caso de agentes anti-
inflamatorios, que evitam a ativagcao exacerbada do sistema imune a geracédo de EROs pelos
neutrdéfilos (Tarafdar e Pula, 2018).

Além da classificacdo com base no mecanismo de atuacéo, os antioxidantes podem
ser classificados pela sua origem, se sdo produzidos pelo préprio organismo em que atuam,
enddgenos, ou pela aquisi¢cdo na dieta, exdgenos.

Os antioxidantes enddgenos surgiram evolutivamente do desenvolvimento diversos
aparatos para reduzir esse estresse, esses aparatos tornaram possivel, em algum nivel, a
vida multicelular e em periodos de vidas prolongados, como os que se tém hoje no ambiente
(Birben et al., 2012; Gupta et al., 2014). A maior parte desse tipo de antioxidantes séo
enzimas, este € o caso da superéxido dismutase (Antonyuk et al., 2009) e de catalase (Poprac
et al., 2017). Uma excecdo aos antioxidantes enzimaticos é a glutationa reduzida. O
mecanismo antioxidante que envolve a glutationa € complexo se comparado a SOD e a
catalase (Poprac et al., 2017) e requer maiores detalhamentos que fogem o objetivo dessa
dissertacéo.

Compreende-se como antioxidantes exdégenos aqueles que ndo sao sintetizados pelo
organismo e séo obtidos através da dieta. Essa classe de antioxidantes pode ser subdivida

entre antioxidantes organicos ou inorganicos.
1.6.1. Antioxidantes exdgenos organicos
Os vegetais sao a principal fonte de antioxidantes exdgenos para os seres humanos.

Isso ocorre porque 0s vegetais sd0 organismos expostos ao sol e agentes ambientes
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demasiadamente e em resposta ao estresse constante, 0os vegetais produzem um grande
volume de moléculas antioxidantes, ao adicionar na dieta vegetais os seres humanos
absorvem esses compostos e estes funcionam como antioxidantes no organismo humano. A
ingestdo de antioxidantes exdgenos € bastante benéfica ao organismo, pois previne o
surgimento doengas cronicas e aumenta a expectativa de vida (Pisoschi e Pop, 2015). Um
exemplo de antioxidante exégeno essencial na dieta € o alfa-tocoferol (vitamina E), esse
composto estid presente em Oleos vegetais e desempenha funcdo de preservacdo da
integridade para a membrana por interromper a peroxidacao lipidica (Ayala, Mufioz e
Arguelles, 2006).

Além da vitamina E, pode-se citar diversos antioxidantes e classes de antioxidantes
provenientes de vegetais como: 4cido galico, vitamina C, vitamina A, carotendides, polifendis
e etc. (KOCYIGIT e SELEK, 2016).

1.6.2. Antioxidantes exdgenos inorgéanicos

Conforme ja relatado nesta dissertacdo, nem sempre as moléculas consideradas
como antioxidantes atuam diretamente na neutralizacdo de EROs. A a¢éo antioxidante pode
dar-se também por meio de cofatores e € nessa classe que se enquadram os antioxidantes
inorganicos. Os antioxidantes inorganicos também sédo exbégenos e precisam ser obtidos
através das dietas, sao eles: manganés, selénio e zinco. O manganés e o zinco sao cofatores
de diferentes tipos de SOD (Antonyuk et al., 2009; Borgstahl et al., 1992; Tainer et al., 1983)
e 0 selénio é cofator da glutationa peroxidase (Epp, Ladenstein e Wendel, 1983; Socha et al.,
2014).

1.7.  Modelos para o surgimento dos calculos renais de CaOx

Agora que ja foi dissertado brevemente sobre os trés principais temas que envolvem
a formacao de célculos renais, seré dissertado neste topico a respeito dos principais modelos
gue descrevem a formacéo de célculos renais de CaOx e as evidéncias que os fundamentam.

A cristalizacdo de CaOx, o estresse oxidativo e a fisiologia renal da formacéo da urina
séo eventos que combinados entre si explicam a formacé&o dos calculos renais, porém o inicio
da formacado do célculo, ou seja, 0 momento e 0 motivo pelo qual cristais pequenos ficam
retidos nos rins, é a maior incognita no processo da formagéo de calculos renais.

A tentativa mais antiga conhecida, por isso tida como a primeira a elucidar esse
processo, foi desenvolvida por Randall, nefrologista russo, em 1936. Randall observou varios
calculos renais de CaOx extraidos de paciente e notou uma estrutura em comum entre eles,
um pequeno nucleo formado de fosfato de célcio (Daudon, Bazin e Letavernier, 2014), e como
ja foi dito anteriormente, os cristais e os calculos crescem pela deposi¢cdo de material na sua

superficie, portanto é esperado que naregido central esteja a porcédo inicial dos calculos, esse
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achado levou Randall e seu grupo a propor que este pequeno nucleo de fosfato, que hoje é
chamado de placa de Randall, seria o inicio do célculo renal (Evan et al., 2014).

A hipotese de Randall foi desconsiderada por muitos anos até retornar recentemente
a ocupar espaco relevante nos estudos a respeito da formacéo de calculos renais (Evan et
al., 2003). Hoje a teoria da formacgdo de calculos renais a partir das placas de Randall é
bastante aceita e estudos posteriores conseguiram tracar um mecanismo para a formacao de

célculos CaOx (Khan et al., 2016) a partir da placa de Randall que sera exposto a seguir.
1.7.1. Formacéo de célculos a partir das placas de Randall

As placas de Randall sdo formadas entre o ramo descendente e o ramo ascendente
das alcas de Henle (Figura 8). Devido a fisiologia renal essa regido é notavel por ter a maior
concentracao idnica de todo o néfron, sendo por isso constante exposta a estresse. A primeira
etapa da formacé&o da placa de Randall (Figura 8B) € o dano ao epitélio renal pelo estresse
oxidativo. A lesé@o no epitélio renal expde o colageno do espaco intersticial, o colageno € uma
“‘malha” carregada negativa e favorece a deposicdo de ions de calcio e posteriormente

fosfato, iniciando a nucleacéo heterégena e calcificacdo da regido (Figura 8C).

O colageno

exposto atua
Alga de Henle Est como promotor

R da agregacéo

oxidativo leva a / heterogénica

exposigdo do
Espago Colicenn tesaf CefiEiE 9t
intersticial 9 célcio
A Pelve Renal B C

Ainflamagéo e a
cristalizagao leva
a perda da
funcionalidade e
calcificagéo do
espago intersticial

A deposigéo dos
cristal de CaOx
sob a placa de

Randall entao
formam o célculo

Placa de Randall Calculo em formagéao

Figura 8. Esquema gréfico ilustrativo da formagdo de um calculo renal por meio de placa de Randall. As bolinhas
vermelhas e azul representam os ions de calcio e fosfato, respectivamente, e os retdngulos cinzas representam
cristais de CaOx. Regido entre os ramos ascendentes e descendente da al¢a de Henle, onde se formam as placas
de Randall (A). Estresse oxidativo causando danos ao epitélio renal (B). Agregacdo heterogénica de fosfato de
célcio induzida pela exposi¢ao do colageno (C). Inflamacao e estresse oxidativo levam a calcificagdo do espago
intersticial e formacéo da placa de Randall, que se expde para a pelve renal (D). Agregacéo de cristais CaOx,
geralmente mono-hidratados, ja formados sob a placa de Randall, dando inicio a formacgéo do célculo propriamente
dito (E). Fonte: Autoria propria

A presencga do fosfato de célcio e a continuidade do estresse oxidativo levam a
inflamacé&o e calcificacéo do intersticio, um processo similar & calcificagdo vascular que ocorre

na arteriosclerose. O intersticio calcificado entre a algca de Henle e pelve renal é placa de
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Randall (Figura 8D). A placa de Randall formada serve como “ancora” para cristais de CaOx
gue passam a se acumular, iniciando assim a formacéo do célculo propriamente dito (Figura
8). Dao suporte a este modelo os achados que apontam para o papel relevante de genes
(Bird e Khan, 2017), proteinas e processos ligados a osteogénese (Convento et al., 2017) no
desenvolvimento de célculos renais (Gambaro et al., 2004).

Como pode ser notado o mecanismo de formacgédo dos calculos renais a partir das
placas de Randall € bem elucidado, porém as placas de Randall estdo associadas apenas a
34,1% dos célculos renais de CaOx (Letavernier et al., 2015).

Mesmo assim, os mecanismos descobertos no desenvolvimento de calculos CaOx a
partir das placas de Randall como: nucleagdo heterogénea e calcificacdo na regido
subepitelial servem como base para todos os outros modelos de desenvolvimento de calculos

renais.
1.7.2. Formacgdao de célculos a partir dos plugs de Randall

O modelo de plug de Randall ou também chamado de “particulas livres” propdem um
mecanismo de diferente para a formagédo dos calculos renais. Assim como as placas de
Randall esse modelo também se sustenta em achados nos célculos renais de CaOx retirados
de pacientes, porém ao contrario de placas aqui sédo encontrados “plugs”, por¢des de fosfato
de calcio alongadas com morfologia muito semelhante a ductos coletores. A partir desses
achados se propés entdo a possibilidade dos célculos se formarem a partir da retencéo de
particulas nos ductos coletores, ou mais precisamente nos ductos de Belline (Figura 9).

Nos ductos coletores ocorre a maior supersaturacdo em relagdo a oxalato de calcio
de todo o néfron, além disso o0 mesmo ducto coletor “serve” para mais um néfron e por isso
muitos cristais passam por ele, por fim a porcéo terminal do ducto coletor (ducto de Belline)
tem uma estrutura semelhante a uma fenda e é mais estreita que a luz das outras regides do
ducto (Figura 9A).

No modelo de plugs de Randall os cristais precisariam ter um crescimento numa
velocidade que dentro dos padrdes da formacao da urina é impossivel, por esse motivo esse
modelo foi inicialmente considerado como inviavel (Finlayson, 1978), jA que o tempo
necessario para atingir o tamanho crucial era maior que o tempo em que 0s cristais realizavam
o trajeto até o calice renal. Porém, ao considerar os fatores mecanicos como: gravidade, atrito
com a parede dos ductos coletores e possibilidade de agregacéo de cristais Robertson em
2014 demonstrou, por meio de modelo matemético, que é possivel a formagéo de cristais
grandes o suficiente durante o trajeto até o cdlice renal e que estes cristais provavelmente

ficariam retidos e poderiam dar inicio a formac&o de calculos (Robertson, 2014). As etapas
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propostas para a formacao de calculos a partir de plugs de Randall esta detalhada na figura
abaixo.

A C

Plug se forma

Supersaturagao Cristais atuam e continua
leva a formagéo como sitio para agregando
Alga de Henle de cristais nucleagéo cristais até
ainda na alga heterogénea e formar o
Ducto de s el \ forman calculo
Belline agregados -
Pelve Renal Caleulo o
formacao

Figura 9. Esquema gréfico ilustrativo da formag&o de um célculo renal por meio de um plug de Randall. Regido do
ramo descendente da alca de Henle, ducto coletor e ducto de Belline, onde formam-se os plugs de Randall (A).
Supersaturacao elevada de oxalato de calcio na alga de Henle leva ao inicio da nucleag&o precocemente (B). Os
cristais pré-formados induzem a nucleacdo heterogénea e a agregacdo de novos cristais, e juntos formam
agregados grandes os suficientes para ficarem retidos no ducto de Belline (C). O plug de Randall formado fica
exposto ao cdlice renal, onde funciona como sitio para a agregacdo constante de cristais, o que resulta na
formagéo do célculo renal (D). Fonte: autoria propria

No modelo defendido por Robertson, para que a formacao dos plugs de Randall ocorra
€ preciso uma supersaturagdo de CaOx ou fosfato de calcio (Cas(POa4).) alta o suficiente para
gue a cristalizacéo se inicie ainda no final da alga descendente de Henle (Figura 9B). A seguir,
esses cristais CaOx ou de Casz(PO,). formados anteriormente servem como promotores da
nucleacdo heterogénea para cristais que se formam nos ductos coletores antes da chegada
nos ductos de Belline, dando tempo suficiente para que os agregados de cristais tenham
tamanho o suficiente para serem retidos (Figura 9C). O plug de Randall ao ser formado serve
ponto de agregacédo para cristais menores de forma analoga ao que foi descrito nas placas
de Randall e o célculo vai se formando (Figura 9D).

D&o suporte a este modelo as protuberéncias de dimensdes semelhantes a ductos
coletores que sdo achadas em calculos retirados (Grases et al., 2016) e a calcificacao na luz
de ductos coletores revelada em analises histopatolégicas (Evan et al., 2014), Além desses
achados, ha também comprovacao quanto ao efeito indutor da agregacdo e nucleacao
heter6gena de diferentes componentes da urina como: cristais de acido urico (Grases et al.,
2007), fragmentos de membrana celular (Fasano e Khan, 2001) e cristais de fosfato de célcio
(Xie et al.,, 2015) e modelos mateméaticos que demonstrando a possibilidade de cristais

ficaram retidos nos néfrons devido ao seu tamanho (Robertson, 2014).
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Apesar das evidéncias favoraveis o modelo proposto por Robertson ainda enfrenta
resisténcia e alguns pesquisadores sugerem que o desenvolvimento de calculos renais a
partir dos plugs de Randall ocorre por meio de mecanismos de calcificacdo, assim como as
placas de Randall (Grases et al., 2016; Grases e Sthnel, 2017). Nao foram encontrados

durante a reviséo literaria outros modelos para a formacéo de célculos renais.
1.8. Inibidores da formacéao de célculos renais

A formacéo dos calculos renais, como foi mostrado, envolve diversas etapas que
dependem uma das outras para o resultado. Portanto, a inibicdo de qualquer uma das etapas
€, por consequéncia, uma inibicdo da formacdo de calculos renais. A existéncia de
mecanismos de inibicdo dos calculos renais parece ser a explicacdo mais plausivel para a
pergunta intrigante a respeito desta doencga: Por que todos os individuos excretam cristais,
oxalato, célcio e fosfato, porém apenas alguns formam célculos renais mesmo se colocados
nas mesmas condi¢fes? A resposta mais atual para essa resposta €: o ser humano possui
mecanismos para a inibicdo da formagé&o de calculos renais e alguns individuos apresentam
falhas nos mecanismos de inibicado (Alelign e Petros, 2018). O estudo acerca dos inibidores
da formacéo de calculos e vasto e as vezes contraditorio e os principais detalhes sobre este

assunto serdo abordados a seguir.
1.8.1. Inibidores enddgenos da formacgao de célculos renais

A urina é um fluido corporal em que se pode encontrar as mais diversas moléculas e
ions. Muitos dos elementos presentes na urina sdo apontados como possiveis inibidores ou
até promotores da formacédo de célculos renais. Levando em consideracdo a relevancia da
atracao ibnica nos mecanismos para a formacao de célculos renais ja citados, pode-se dizer
gue as moléculas idnicas e ions sdo 0s mais provaveis inibidores da formacao de calculos
renais (Baumann e Affolter, 2014; Poon e Gohel, 2012; Rimer et al., 2017).

A inibicdo induzida pela presenga de ions magnésio e citrato € esperada, pois esses
ions competem com o calcio e oxalato, formando oxalato de magnésio e citrato de calcio,
respectivamente, e com isso evitam a formacdo do oxalato de célcio. Uma evidéncia que
endossa essa proposicado tedrica € a relacdo entre pessoas que apresentam baixas
concentracdes de magnésio e citrato na urina e maior probabilidade de desenvolver calculos
renais de oxalato de célcio (Khan et al., 2016).

Além dos ions h4 também moléculas organicas que interferem na cristalizacdo do
CaOx e consequentemente na formacao de calculos renais, as principais moléculas estudas
sdo os glicosaminoglicanos (Dissayabutra et al., 2019), a osteopontina (Anan et al., 2020;
Langdon e Grohe, 2016), uma proteina presente em grandes quantidades na urina e rica em

residuos de aminoacidos de cadeia &cida, e a proteina de Tamm-Horsfall.
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A atuacdo dos GAGs na prevencao dos célculos renais dar-se por meio da promogao
da nucleagdo heter6gena de CaOx sob o arcabouc¢o carregado do GAGs. A nucleacdo
heterogénea leva a formacéo de cristais em maior numero, porém de menor tamanho, 0s
guais sdo mais propensos a serem levados pelo fluxo da urina e nédo ficarem retidos nos
nefros. Além disso os cristais formados na presenca dos GAGs possuem maior carga
superficial e com isso se repelem naturalmente, o que reduz a chance de formarem
agregados (Poon e Gohel, 2012).

O papel das proteinas osteopontina e proteina Tamm-Horsfall na prevencdo da
urolitiase € mais bem documentado e ja foi avaliado in vivo. O efeito do nocaute dos genes
da osteopontina e proteina de Tamm-Horsfall foi avaliado em experimentos em camundongos
expostos a hiperoxallria por ingestdo de etilenoglicol, e observou-se que os camundongos
cujo os genes foram nocauteados tiveram maior facilidade para a calcificagdo no espaco
intersticial das algas de Henle apos o tratamento com etilenoglicol (Mo et al., 2007; Wesson,
2003), a acao da osteopontina, em particular, pode ser explicado tanto pela acéo direta das
proteinas nos cristais ou pela acédo indireta de inibicAo da calcificacdo ectdpica da
osteopontina (Ge et al., 2017), enquanto a acdo da Tamm-Horsfall ocorre, provavelmente,
devido a inibicdo da agregacéo entre cristais CaOx que essa proteina promove (Viswanathan
et al., 2011).

1.8.2. Inibidores exdgenos da formacao de calculos renais

Encontrar compostos inibidores da formacédo de calculos renais que possam ser
ingeridos por pessoas € o objetivo de muitos trabalhos cientificos. Devido as varias etapas
para a formacédo de calculos renais, compostos com diferentes propriedades farmacol6gicas
podem ser potencialmente inibidores da formacdo de calculos renais, como agentes
antioxidantes (Kanlaya, Singhto e Thongboonkerd, 2016), anti-inflamatérios (Joshi et al.,
2015), anti osteogénicos (Sakhaee et al., 2011) e diluidores da urina (Jiao, Yu, Zhang e Ewart,
H., 2011), além de compostos que seriam exclusivamente inibidores, como os que interferiam
diretamente na cristalizacdo de CaOx (Gomes et al., 2019). Entretanto, apesar de varios
medicamentos fitoterapicos terem sido propostos na literatura ainda ndo ha consenso se séo
eficientes na prevencao dos calculos renais (Nirumand et al., 2018).

Dentre os varios candidatos a inibidores da formagédo de célculos renais, estdo
presentes os polissacarideos sulfatados de algas marinhas, compostos com comprovada
acdo antioxidante (Costa et al., 2010) e que ja foram descritos como moduladores da
cristalizacdo do CaOx (Melo et al., 2013; Ouyang et al., 2010; Zhang, C. Y. et al., 2012). Além
de serem quimicamente semelhantes a inibidores endbégenos, como a osteopontina e 0s

GAGs, pois também séo moléculas de elevada carga negativa.
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1.9. Algas marinhas e seus polissacarideos sulfatados: uma viséo geral

Algas marinhas sé@o organismos amplamente distribuidos por toda a extensé&o do litoral
mundial. S&o seres fotossintetizantes e desempenham importante papel na sustentacéo do
ecossistema costeiro. Bioquimicamente, apresentam uma particularidade: a presenca de
polissacarideos sulfatados (PS) em sua composicao (Gama, Nader e Rocha, 2015). Esse
dado é relevante, pois esse tipo de moléculas é encontrado apenas em animais e em algumas
poucas espécies de fungos (Cheng et al., 2016) e plantas (Negreiros, Almeida-Lima e Rocha,
2015), entretanto todas as algas marinhas apresentam PS em sua estrutura (Gama, Nader e
Rocha, 2015).

As algas marinhas séo caracterizadas principalmente em relacdo ao seu tipo de
pigmento, que esta intimamente relacionado a sua colora¢do. Sendo classificadas em trés
grandes grupos, as algas marrons (Phaeophyta), algas vermelhas (Rhodophyta) e algas
verdes (Chlorophyta) (Gama, Nader e Rocha, 2015).

Embora a classificag@o supracitada seja referente a coloragdo das algas, ela também
é eficiente para diferir as algas também quanto aos tipos de polissacarideos produzidos por
elas, cada um dos grupos de algas produz polissacarideos que sdo semelhantes entre si e
diferentes dos produzidos por outros classes. (Gama, Nader e Rocha, 2015).

Os PS de algas verdes s@o os mais variados em relagédo ao tipo de monossacarideo
constituinte e os menos descritos na literatura. Os principais monossacarideos constituintes
desses PS sdo ramnose, arabinose e galactose, e em menor quantidade xilose, glicose e
acido glucurdnico. Além de variaveis em constituicdo, os PS de algas verdes também variam
muito em conformacado, com varios niveis de ramificacdo e sulfatacdo (Costa, 2016; Jiao, Yu,
Zhang e Ewart, H., 2011; Wang et al., 2014)

Ja os PS das algas vermelhas séo constituidos quase unicamente de galactose e por
isso sao 0s mais homogéneos quando comparados aos de outras algas. Existem trés grandes
grupos de PS nas Rhodophytas, o 4gar, a carragenana e a galactana sulfatada. O agar e as
carragenanas sao homopolimeros lineares constituidos apenas por residuos galactose e
anidro galactose, a qual esta na forma L-anidro galactose no agar e D-anidro galactose nas
carragenanas. Esses dois residuos de monossacarideo formam unidades repetitivas que se
distribuem por todo o polimero, a principal caracteristica e aplicacdo desses polissacarideos
€ a capacidade de espessar solugfes e preparacdes. As outras galactanas sulfatadas sédo
mais heterogéneas, pois s&@o construidas por residuos de outros monossacarideos e
costumam possuir ramificacdes em suas estruturas (Jiao, Yu, Zhang e Ewart, H. Stephen,
2011; Lim et al., 2018).

Os polissacarideos sulfatados, em sua grande maioria, encontrados nas algas

marinhas marrons estudadas até o momento sdo polissacarideos que contém L-fucose
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sulfatada em sua composi¢édo. No entanto, algumas excecdes podem ser citadas, a exemplo
dos polissacarideos das algas Sargassum fusiforme (Zhou et al., 2008) e Dictyopetris justii
(Melo et al., 2013). Os primeiros relatos desses compostos ocorreram a partir de estudos
com espécies das ordens Fucales e Laminariales (Kloareg e Quatrano, 1988). Com o passar
do tempo outros géneros foram incluidos a essa lista, como por exemplo: Chordariales,
Dictyotales, Desmerestiales, Dictyosiphonales, Ectocarpales, Sphacelariales e
Scytosiphonales (Jesus Raposo, Morais e Morais, 2015; Jiang et al., 2010). E ao se observar
estes artigos, além de outros, verifica-se que as algas marrons sintetizam, principalmente, em
se tratando de polissacarideos sulfatados, aqueles que contém fucose sulfatada, que,

atualmente, sdo denominados de fucanas ou fucoidans.
1.9.1. Polissacarideos sulfatados de algas marrons

A primeira descri¢cdo de polissacarideos sulfatado contendo fucose sulfatada foi em
1913, quando Kylin extraiu uma substancia a partir de Fucus vesiculosus e a denominou de
fucoidin, o nome foi posteriormente modificado para “fucoidan”, com a terminag¢ao “an” que é
a adequada para polissacarideos (Deniaud-Bouét et al., 2014). Entretanto, ainda assim esses
dois termos estariam incorretos, pois 0 monossacarideo constituinte ndo é “fucoid”, mas sim
fucose e, por isso, o termo utilizado passou a ser fucana (Percival € McDowell, 1967). Apesar
de ndo corresponder a nomenclatura cientifica correta, os termos fucana e fucoidan passaram
a ser utilizados concomitantemente, e, as vezes, como sinbnimos, o que levou a IUPAC a
determinar que os polissacarideo sulfatados que tem sua constituicdo monossacaridica
formada de 90% ou mais de fucose, seriam denominadas de fucanas, enquanto as demais
seriam chamadas de fucoidans (Berteau e Mulloy, 2003). Apesar da determinagdo de tal
nomenclatura, ela ainda ndo é totalmente aceita, visto que ha& casos, a exemplo das
homofucanas presentes na alga Fucus vesiculosus, em que homofucanas continuam a ser
denominadas de fucoidans (Jiao, Yu, Zhang e Ewart, H Stephen, 2011). Questdes semanticas
a parte, nesta dissertacdo utilizar-se-8o os termos fucana para referir-se a polissacarideos
gue contenham L-fucose sulfatada.

Fucanas sdo moléculas hidrossollveis, porém insoliveis em etanol, acetona,
cloroférmio e outros solventes orgéanicos. Geralmente, suas solu¢gbes aquosas possuem pH
ligeiramente &cido (aproximadamente 6,4). Quimicamente, as fucanas e, principalmente, os
fucoidans, sao polissacarideos com estruturas complexas, mesmo quando um Unico
monémero de L-fucose esta presente em sua composi¢do. Além disso, tanto o teor de L-

fucose como o de sulfato variam significativamente entre os fucoidans extraidos de diferentes
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espécies de algas marrons e sob diferentes condigcbes de processamento (Black, 1953;
Nishino, Takabe e Nagumo, 1994).

Estruturalmente, os fucoidans possuem mondmeros de L-fucose, galactose ou &cido
glucurdnico formando um esqueleto principal linear, cuja ligacdo entre as unidades €
constituida de ligacao (1 — 3) ou ligagéo alternada entre (1 — 3) e (1 — 4), com ramificagbes
(1 — 2). Na Figura 10 é mostrado um exemplo da estrutura de fucoidan com esqueleto de
constituido de fucose. Os grupamentos sulfato estéo ligados principalmente aos carbonos C2
e C4 e, ocasionalmente, no carbono C3 de residuos de fucose (Conchie e Percival, 1950;
Patankar et al., 1993; Silchenko et al., 2013). A presenca de sulfato e, as vezes, de carboxila
sdo 0s principais responsaveis por atribuir as fucanas/fucoidans uma carga total negativa.
Geralmente, cada residuo de fucose contém 1 a 2 grupos sulfatados. Podem estar presentes
também, monbmeros de fucose formando cadeias laterais ramificadas, o que torna mais
complexa a determinacdo da estrutura de cada fucana/fucoidan extraida(o) de diferentes
algas marinhas marrons (Bilan et al., 2018; Chevolot et al., 2001; Marais e Joseleau, 2001,
Shen et al., 2018).
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Figura 10. Estrutura classica de fucoidans extraidos de algas marinhas marrons. (A) Monémeros de fucose
constituindo a cadeia principal através de ligagdes alternada (1 — 3) e (1 — 4), com grupamentos sulfato no
carbono C2 ou C3. (B) Cadeia principal composta por mondémeros de fucose com ligacdes (1 — 3) e
aleatoriamente ramificacdes através de ligagdes (1 — 2), grupamentos sulfato presentes no carbono C2 ou C4.
Adaptado de SHEN et al., 2018.

Foi relatado que os outros monossacarideos, que ndo a fucose, na estrutura do fucoidan
estdo numa estrutura altamente heterogénea e ramificada, ndo sdo sulfatados e estédo
presentes na periferia de moléculas altamente ramificadas (Chevolot et al., 2001; Magdel-Din

Hussein, Abdel-Aziz e Mohamed Salem, 1980; Mian e Percival, 1973). Todavia, mais e mais
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exemplos surgem na literatura refutando esse senso comum (Ale, Mikkelsen e Meyer, 2011,
Koh, Lu e Zhou, 2019), inclusive trabalhos do grupo em que esté inserida esta dissertacao
(Leite et al., 1998; Rocha, H. A. O. et al., 2005; Silva et al., 2005), como é mostrado na Figura
11, onde esté a proposta da estrutura da xilogalactofucana da alga Spatoglossum schréederi
feita por Leite e colaboradores (1998).

[o) HO O
oo o HO__0 HO. O HO, ! HO._ O o
0 HO 0
Ho 0 \ Sﬁ\ OH
Hoﬁ/o~ oﬁ/o\ —0 __—0— 3 ~
H
OH oH o OH
OH o

| 0
050\ e 2 Lo |
- 0 . 0
| ‘:H o1 \ OSOH\ CHy7~ 0 o
o OH | E

0 H OH
A, O 6“ O
osoaxu,rzfzsoﬂ ' 0 ‘
o 0503 ,C Hy0S0' C
I l‘,\'l,l HH
1 (ISHI HH
|
o] OH OH \
0 Oo H OH
LTS Y o
50,H Yy OH !: n\o‘:ﬂ,\_* '\OH 3 "
x HOLSON £ OH
HO;S0 HO,S0

HO,S0

Figura 11. Estrutura da xilofucoglucuronana (fucoidan) sulfatada da alga marrom Spatoglossum schrdederi
proposta por Leite et al. (1998)

A estrutura de cada fucana/fucoidan, suas propriedades fisico-quimicas, bem como,
sua composi¢cdo monossacaridica podem variar de acordo com a espécie de alga, com
estacdo do ano, com o local da coleta e com a metodologia de extracdo (Black, 1953). A
variacéo desses fatores contribui para diferentes processos
biol6gicos/farmacolégicos/biotecnolégicos nos quais as fucanas/fucoidans podem atuar. Em
particular, o fator mais estudado, € o grau de sulfatacdo, existindo inclusive, a descri¢cdo de
trabalhos cujos autores aumentaram o grau de sulfatacdo de fucoidans para potencializar
suas propriedades (Bao, Choi e You, 2010; Oliveira et al., 2017), por exemplo a
supersulfatacao de fucoidans, que causa aumento da carga total negativa dessas moléculas

e facilita a interacdo dessas com proteinas envolvidas nos mais diversos processos celulares.
1.10. Atividades farmacoldgicas das fucanas e fucoidans

As fucanas e fucoidans séo identificados por diferentes autores como compostos com
diversas atividades farmacolégicas, biolégicas e biotecnoldgicas. Inclusive ha varios artigos
recentes de revisdo (Cunha e Grenha, 2016; Patil et al., 2018; Shen et al., 2018; Wu et al.,
2016) que dao detalhes sobre diversos aspectos referentes a essas atividades e que podem
ser facilmente consultados. Diante dessa abrangéncia de dados fez-se uma sumarizagao dos
mesmos e construiu-se a Tabela 1. Nela cita-se atividades que estdo mais relacionadas com

aquelas descritas para as fucanas e fucoidans de algas tropicais.
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Tabela 1 - Algumas atividades farmacoldgicas atribuidas a fucanas e fucoidans extraidos de algas

marinhas marrons.

ATIVIDADE

ALGA

REFERENCIA

Antiadesiva

Spatoglossum schréederi

Rocha, H. A. et al., 2005;
Rocha et al., 2001

Antiadipogénic

a

Fucus vesiculosos; Undaria

pinnatifida; Kjellmaniella crassifélia*

Kim e Lee, 2012; Kim, Lee
e Lee, 2010; Park, Jung e
Roh, 2011; Peng et al.,

2018

Antiangiogénic

a

Spatoglossum schréederi;
Sargassum vulgare; Sargassum

hemiphyllum

Chen et al., 2015; Guerra
Dore et al., 2013; Menezes

etal., 2018

Anticoagulante

Dictyopteris delicatula; Padina

minor; Scytosiphon lomentaria

Billones, Santos e Santos,
2017; Magalhaes et al.,
2011; Ponce et al., 2019

Anti-

inflamatoria

Dictyota menstrualis; Saccharina
japbnica; Sargassum horneri;

Dictyota mertensii

Albuquerque et al., 2004;
Fernandes-Negreiros et
al., 2017; Sanjeewa et al.,
2018; Xu et al., 2018

Antimicrobiana

ilicifolium; Sargassum angustifolium;

Fucus vesiculosos; Sargassum

Dictyota mertensii

Fernandes-Negreiros et
al., 2017; Kordjazi et al.,
2019; Lu et al., 2018

Antinociceptiva

Dictyota menstrualis; Sargassum

wightii; Spatoglossum schréederi

Albuquerque et al., 2004;

Farias et al., 2011;
Neelakandan e

Venkatesan, 2016

Antiurolitico

graminifolium; Laminaria japonica**

Dictyopteris justii; Sargassum

(Melo et al., 2013; Ouyang
et al., 2010; Zhang, C. Y.

et al., 2012)
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Spatoglossum schréeders; Almeida-Lima et al., 2011;
Antitrombdtica Laminaria japonica**; Punctaria Ustyuzhanina et al., 2016;
plantaginea Zhao et al., 2016
) _ _ Fernandes-Negreiros et
Spatoglossum schréederi; Undaria
) - _ ) ) al., 2017; Lu et al., 2018;
_ pinnatifida; Dictyopteris delicatula;
Antitumoral ' . Magalhaes et al., 2011,
Fucus vesiculosos; Dictyota .
i Rocha Amorim et al.,
mertensii
2016; Zayed et al., 2019
y Fucus vesiculosos; Cladosiphon _
Antitlcera Shibata et al., 2000, 2003
okamuranus
Undaria pinnatifida; Adenocystis Elizondo-Gonzalez et al.,
- utricularis, Stoechospermum 2012; Hidari et al., 2008;
Antiviral _ L
marginatum, Cystoseira indica Lee et al., 2004; Shen et
Cladosiphon okamuranus al., 2018
o _ Fucus vesiculosos; Laminaria Nishino et al., 2000; Zhao
Fibrinolitica . .
japonica** et al., 2016
Kjellmaniella crassifélia*; Fucus Chale-Dzul et al., 2015; Liu
Hepatoprotetor | vesiculosos; Turbinaria decurrens; | et al., 2018; Meenakshi et
a Turbinaria tricostata; Cladosiphon al., 2014; Nakazato et al.,
okamuranus 2010
Laminaria japonica**; Sargassum
Costa et al., 2010; Dore et
fulvellum; Sargassum glaucescens;
) al., 2013; Huang et al.,
o Sargassum pallidum; Sargassum )
Antioxidante N _ 2016; Kim et al., 2018,
filipendula; Sargassum fusiforme;
2007; Presa et al., 2018;
Sargassum vulgare; Chnoospora
o Wang et al., 2008, 2010
minima; Sargassum polycystum
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Laminaria japonica**; Sargassum | Cho et al., 2009; Hwang et
Osteogénico hemiphyllum; Undaria pinnatifida; al., 2016; Kim et al., 2018,

Fucus vesiculosos 2015; Park et al., 2012

* A sinonimia mais atual para essa espécie € Saccharina sculpera
** A sinonimia mais atual para essa espécie é Saccharina jap6nica

Em uma das linhas da Tabela 1 € observado a atividade antiurolitica de fucanas e
fucoidans de algas marrons, tal atividade sera descrita a seguir com mais detalhes, pois ela
tem relacdo direta com os dados apresentados do tépico de Resultados nesta dissertacéo.

Os PS de algas marinha tém a capacidade de inibir a formacédo, o crescimento e a
agregacdo dos cristais de CaOx, as quais derivam da alta carga negativa que essas
moléculas possuem, por isso alguns autores sugerem que o humero de grupamentos sulfato
ou carboxilicos sé@o proporcionais a atividade antiurolitica dos PS (Akin et al., 2008; Bhadja,
Lunagariya e Ouyang, 2016; Huang et al., 2017). Os PS inibem a nucleag&o do CaOx ligando-
se ao calcio livre em solucédo e impedindo que esse interaja com o oxalato (Zhang, C.-Y. et
al., 2012; Zhang et al., 2015), j& a inibicdo do crescimento e da agregacao acontece devido a
adsorcao das moléculas de PS nas faces dos cristais formados, essa adsor¢do muda a carga
de superficie dos cristais e evita que novos ions adiram aos cristais e que eles interagem
entre si para se agregarem (Bhadja, Lunagariya e Ouyang, 2016; Gomes et al., 2019; Melo
et al., 2013). Usualmente, PS de menores massas moleculares inibem com maior intensidade
0 crescimento e agregacao (Bhadja, Lunagariya e Ouyang, 2016; Ouyang et al., 2010), o que
ocorre provavelmente devido a facilidade com que moléculas pequenas expbem as cargas
negativa. Além disso, o nimero de cargas negativa também é proporcional a inibicdo do
crescimento/agregacéao (Akin et al., 2008; Huang et al., 2017).

Contudo é importante lembrar que a acdo antiurolitica define-se como a capacidade
de inibir a formacao de calculos renais, por isso a acao antiurolitica dos PS de algas marinha
nao se limita apenas aos efeitos na cristalizacdo do CaOx e abrange também a atividade
antioxidante e de prevencao de injuria nos tubulos renais (Bhadja, Lunagariya e Ouyang,
2016; Khan et al., 2016).

1.11. Dictyopteris delicatula

A espécie de alga marinha Dictyopteris delicatula foi descrita no inicio do século XIX
(Lamouroux, 1809) e ja foi utilizada pelo grupo de pesquisa em que se insere esta dissertacéo
anteriormente em trabalhos acerca da acdo anticoagulante, antioxidante e antitumoral dos
seus PS (Costa et al., 2010; Magalhaes et al., 2011). Além de fonte de PS, a D. delicatula
também é fonte de acidos graxos, polifendis, B-caroteno e a-tocoferol (Zatelli, Philippus e

Falkenberg, 2018). Extratos da D. delicatula ja demonstraram acéao antibacteriana (Perez G.
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et al., 1990), antioxidante in vivo (Vasconcelos, Vasconcelos e Bezerra, 2017), antiviral
(Soares et al., 2012) e larvicida (Bianco et al., 2013), sendo cada acdo relacionada
diretamente com o solvente usado na extracéo (Zatelli, Philippus e Falkenberg, 2018).

O motivo de escolha da D. delicatula para este trabalho vem devido ao alto grau de
sulfatacdo dos seus PS (Magalhaes et al., 2011), que indica a priori potencial de inibicdo da
cristalizacdo do CaOx, a grande disponibilidade da alga nas praias de Natal/RN (Azevedo et
al.,, 2011) e ao fato do grupo em que se insere este trabalho ja ter descrito atividade
antiurolitica em polissacarideos sulfatados de outra marrom da mesma familia, a Dictyopteris
justii (Melo et al., 2013).

Os polissacarideos da alga D. justii, apesar de possuirem baixa concentracdo de
sulfato, apresentaram bom potencial modulador da cristalizagdo de CaOx (Melo et al., 2013),
por isso espera-se que os polissacarideos da alga D. delicatula, que sdo mais sulfatados
(Magalhaes et al., 2011), seriam ainda mais efetivos na modulagdo da cristalizagéo, esse

também foi um dos motivos de escolha da D. delicatula.
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2.

2.1.

Objetivos
Objetivo Geral

Obter fragbes ricas em polissacarideos sulfatados da alga marrom Dictyopteris

delicatula e avaliar o seu potencial antiurolitico, a partir da determinacdo das suas atividades

antioxidante e moduladora da cristalizacdo de CaOx.

2.2.  Objetivos especificos

» Coletar a alga D. delicatula e extrair fragdes ricas em polissacarideos sulfatados;

» Caracterizar fisico-quimicamente as diferentes fragfes ricas em polissacarideos
sulfatados;

» Avaliar a capacidade das diferentes fragdes em modular a cristalizagéo do CaOx e a partir
dos dados obtidos escolher a fragdo de maior agdo moduladora;

» Avaliar a citotoxicidade em células MDCK da frag&o escolhida;

» Avaliar o potencial da fracdo selecionada em mitigar o dano oxidativo causado em células
MDCK devido a exposigéo ao peroxido de hidrogénio;

» Fracionar por cromatografia de troca ibnica a fragdo de maior agdo antiurolitica e
caracterizar fisico-quimicamente as subfragfes obtidas;

» Avaliar as atividades antioxidantes in vitro e modeladora da cristalizacdo de CaOx das
subfracBes obtidas comparando-as com os dados da fragdo escolhida.

3. Materiais e métodos

3.1. A alga Dictyopteris delicatula

A alga Dictyopteris delicatula (Figura 12) pertence a seguinte classificacdo
filogenética:

Filo: Ochrophyta
Classe: Phaeophyceae
Subclasse: Dictyotophycidae
Ordem: Dictyotales
Familia: Dictyotaceae
Tribo: Zonarieae
Género: Dictyopteris

Espécie: Dictyopteris delicatula
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Figura 12. Fotografia da alga Dictiopterys delicatula coletadas na praia de Pirambizios/RN e utilizada nesse
trabalho. Fonte: Autoria prépria

3.2.

Linhagem de células

Foi utilizado neste trabalho a linhagem de células Madin-Darby Canine Kidney

(MDCK), uma célula epitelial extraida do rim de cachorro em setembro de 1958 por S. Madin,

N.B. Darby e que esta depositada ha American Type Culture Collection (ATCC) com o cédigo

CLL-34™  as células foram obtidas comercialmente da ATCC.

3.3.

v

YV V V V V

Equipamentos

Agitador orbital modelo 255-B, banhos-maria e estufas de temperatura constante da
FANEM Ltda. (S&o Paulo, SP, Brasil);

Cuba para eletroforese em gel de agarose, modelo desenvolvido por Jaques e col.
(1968), da Técnica Permatron Ltda. (S&o Paulo, SP, Brasil);

Liofilizador — FreeZone 4.5 foi obtido da Labcon;

Centrifuga refrigerada modelo 5804 R da Eppendorf (Hamburg, Alemanha);
Centrifuga refrigerada da Thermo scientific, Modelo Sorvall Legend XRT, 2014
(Massachusetts, Estados Unidos);

Fontes de corrente continua PowerPac™ HC fabricada pela Bio-Rad Laboratories,
Inc. (California, Estados Unidos);

Espectrofotdbmetro Femto 700 plus, Femto Ind. Com. Instrumentos Ltda. (Sdo Paulo,
SP, Brasil);

Medidor de pH modelo TEC-5, produzido pela Tecnal (Piracicaba, S&o Paulo, EUA);
Espectrémetro FTIR- 8400S, modelo IRAffinity-1 (Shimadzu, Jap&o);

Bomba a vacuo da TECNAL modelo TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil);

Bancada de Fluxo Laminar Pachane Pa300 (Piracicaba, SP, Brasil);

Banhos e estufas de temperatura controlavel da FANEM Ltda (S&o Paulo, SP, Brasil);
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3.4.

Osmose reversa, Dertin Pump (Diaphragm Pump) Modelo 8809, Resina MB478, Work
Pressure:70PSI, Volts: 24VDC, (Séo Paulo, SP, Brasil);

Destilador de 4gua MA-270 da Marconi Ltda (Piracicaba, SP, Brasil);
Espectrofotometro digital DR5000 UV/VIS da Hach Company® (Colorado, EUA);
Zeta Plus - Zeta Potential Analyzer, ano 2012, foi obtido da Brookhaven (New York,
USA);

Sistema HPLC, Merck (Richmond, CA, EUA) com coluna LiChroCART 250-4
LiChospher 100 NH2 (10um) acoplada;

Incubadora de CO, com jaqueta de ar modelo L212 produzida pela Laboven (USA);
Leitor de microplacas Epoch-Biotek (Winooski, VT, EUA)

Microscopio NIKON Eclipse Ti-U (Melville, NY, EUA);

Purificador de agua Barnstead™ NanoPure 7155 da Thermo Scientific.

(Massachusetts, Estados Unidos);
Reagentes

Acido sulftrico, fosfato de s6dio monobasico, fosfato de sddio dibasico, hidréxido de
sodio, peroxido de hidrogénio, azul de toluidina, acetona, acido cloridrico, alcool
etilico, brometo de cetiltrimetilamdnio P.A., citrato de sddio, cloreto de bario e peréxido
de hidrogénio foram adquiridos da CRQ (Diadema, SP, Brasil).

Bacto-Gelatina adquirido da Difco Laboratories (Detroit, MI, USA).

Acido etilenodiminotetracético (EDTA), metanol, cloreto de célcio e oxalato de sédio
foram obtidos da VETEC (S&o Paulo, Brasil respectivamente).

Acido galico foram comprados da CAQ Casa da Quimica Ind. E Com. (Diadma, SP,
Brasil).

Metionina proveniente da Synth (Diadema, SP, Brasil). - Acido ascorbico, nitroblue
tetrazolium (NBT), cloreto de sodio, 1,3- diaminopropano acetato,ferrozina, riboflavina,
nitrito de sédio, nitroprussiato de sédio, albumina sérica bovina, brometo de tetrazolio
azul de tiazol e os padrdes de L-fucose, D-xilose, D-galactose, D-manose, D- glucose,
D-arabnose, D-ramnose e acido D-glucurénico foram adquiridos da Sigma- Aldrich
(Séo Paulo, SP, Brasil).

Agarose (Standart Low-MR) proveniente da BioRAd Laboratories (Richmond, CA,
EUA).

Kit para dosagem de célcio ibnico obtido da ELItech (Puteaux, France)

Reagente Folin-Ciocalteau foram adquiridos da Merk (Darmstadt, Alemanha).

Fenol e Molibdato de amobnia e sulfato de sédio foram adquiridos da Reagen

Quimibras Industrias Quimicas S.A. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

44



> Acido acético glacial foi obtido da CRB—Cromato produtos quimico Ltda (S&o Paulo,
Brasil).

» Prozima (Preparacdo enzimtica a base de protease alcalina PROLAV 750)
adquiridos da Prozyn Biosolutions, Sdo Paulo, Brasil

» Salicilato de sédio adquirido da FLUKA (Steinheim, Germany)

» DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) e soro fetal bovino (SFB) foram obtidos
da Cultilab (Campinas, SP, Brasil).

3.5. Coletaelimpeza da alga Dictyopteris delicatula

A alga D. delicatula foi coletada na praia de Pirambuzios-RN (05°58°23”S 35°04°'97°0),
litoral nordeste do Brasil. Foi classificada com base nas seguintes caracteristicas
morfoldgicas: bifurcagdes arredondadas conforme se aproxima da extremidade, auséncia de
ranhuras ou marcas horizontais, extremidades arredondadas semelhantes a dedos e
presenca de “veia central” horizontal em todas a alga (Wynne, 1986), além do tamanho curto
e a presenca de epifitismo.

A D. delicatula foi limpa para que fosse removido: areia, outras algas e crustaceos,
depois a alga foi seca em estufa aerada. A despigmentacéo da D. delicatula deu-se por meio
de maceragdo em etanol absoluto durante cinco dias, o solvente foi totalmente substituido a
cada 12 h ou até que se observasse saturacdo de pigmentos, a alga foi considerada
despigmentada quando néo se percebeu mais coloracdo no solvente. Por fim, a D. delicatula
limpa e despigmentada foi utilizada na extracé@o proteolitica. Esta coleta esta registrada no
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético — SisGen sob o numero AOD4240 —
SISGEN. Um exemplar proveniente da coleta realizadas neste trabalho esta disponivel no

herbério da Universidade Federal do Rio Grande do Norte com o nimero de deposito 25520.
3.6. Extracdo proteolitica e fracionamento dos componentes da alga D. delicatula

A extracdo de compostos da D. delicatula deu-se por meio de uma incubacgéo a quente
em ambiente salino/alcalino e com adic&o de proteases (prozima). Esse processo de extracao
foi denominado como protedlise alcalina (Cassaro e Dietrich, 1977). Cerca de 170 grama de
D. delicatula despigmentada foi selecionada e acondicionada em proveta graduada e o
volume ocupado pela alga foi determinado, adicionou solug&o de 0,25 M de cloreto de sédio
(NaCl) em volume correspondente ao dobro do volume de alga, de forma que toda a alga
ficasse imersa em solucédo salina. A mistura de alga e solugc&o de NaCl foi deixada em repouso
durante 30 minutos para que toda a alga fosse hidratada. O pH da mistura de alga e solugéo
de NacCl foi ajustado para 8,0 pela adicdo de volumes pequenos de solucdo de 1 M de

hidroxido de sédio (NaOH), apenas apds o ajuste do pH a 8,0 a prozima foi adicionada. Por
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fim, a protedlise alcalina foi performada por incubacdo dessa suspencdo de D. delicatula
durante 18 h a 60 °C.

ApOs o término da protedlise, a mistura resultante foi filtrada e os fragmentos de algas
restantes foram descartados. Porém, mesmo apoés a filtracdo, a mistura ainda continha
componentes insollveis, muitos fragmentos e particulas pequenas, os quais foram removidos
por centrifugacéo (10000 g por 30 minutos). O sobrenadante, que continha os polissacarideos
sulfatados, obtido ap6s a centrifugacéo teve seu volume determinado e posteriormente foi
fracionado.

O fracionamento dos compostos deu-se por meio de precipitacdo induzida por adicdo
seriada de acetona (Rocha et al., 2005). Na Figura 13 mostra-se um esquema lidico que
corresponde aos volumes de acetona acrescentados a solucao inicial com o intuito de obter-
se diferentes fragdes. O volume do sobrenadante obtido apés a centrifugagdo do proteolizado
foi considerado como 1,0v e referente a ele determinou-se os volumes de acetona a serem
adicionados. Adicionou-se cinco vezes acetona ao extrato da protedlise, nos volumes de 0,5v;
0,7v; 1,0v; 1,5v; e 2,0v (Figura 13). Os valores de volume de acetona utilizados nesse trabalho
basearam-se em trabalhos anteriores com D. delicatula (Magalhaes et al., 2011)

Adicao de Adicao de Adicao de Adicao de Adicdo de
acetona acetona acetona acetona acetona
(0,5v) (0,2v) (0,3v) (0,5v) (0,5v)

Porgio soluvel
do extraido
(1,0v)

Fracdo Fragiao Fracao Fragado Fracdo
F0,5v FO0,7v F1,0v F1,5v F2,0v

Figura 13. Esquema ilustrativo representacéo o procedimento adotado para o fracionamento da porgéo solivel do
extraido na protedlise. O volume da porgao solivel do extraido foi designado como 1,0v ou 1,0 volumes e relativo
a este volume determinou-se os volumes de acetona adicionado. Fonte: Autoria propria

Apés cada adicao de acetona, a mistura resultante foi mantida por 18 h a 4 °C para
precipitacdo da respectiva fracdo. A obtenc&o da porgéo precipitada deu-se por centrifugacéo
(10000 g por 30 minutos a 4 °C). Os materiais precipitados nas centrifugacdes foram
designados como fragfes cetbnicas. As fragdes cetbnicas foram nomeadas de acordo com 0
volume de acetona adicionado para que houvesse sua respectiva fragcdo. As fracbes
cetdnicas obtidas foram; FO,5v; FO,7v; F1,0v; F1,5; e F2,0v (Figura 13).
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3.7. Caracterizagao fisico-quimica das fracdes cetbnicas

As fracbes cetbnicas obtidas pelo processo de fracionamento com acetona foram
analisadas fisico-quimicamente quanto a quantidade de: acUcares totais, proteinas,
compostos fendlicos e sulfato e pelo perfil eletroforéticos e pela composi¢do

monossacaridica.
3.7.1. Dosagem de agUcares totais

A quantificacdo de acUcares totais presentes nas fracdes cetdnicas deu-se por meio
do método fenol/H,SO. (Dubois et al., 1956), usando L-fucose como padréo. Sucintamente,
as diferentes fracdes cetdnicas foram solubilizadas na concentracdo de 1 mg/mL em agua
destilada, 100 pL de cada fracéo foi adicionada aos tubos. Os experimentos foram realizados
em triplicata. A curva de calibracgéo foi feita utilizando as massas de 10, 20, 30, 40, 50, 60 e
70 yg de L-fucose e o branco realizado apenas com agua destilada, todos também em
triplicata. O volume das amostras foi ajustado para 1 mL adicionando 4gua destilada, para
gue ao adicionar o acido posteriormente fosse gerado calor suficiente para a desidratagdo do
acucar, depois adicionou-se a todos os tubos, inclusive o branco, 25 pL de fenol 80%. Logo
apos a adigao do fenol, adicionou-se, com auxilio de um bureta, 2,5 mL de acido sulfdrico P.A
a cada tubo. ApGs a adicao do acido os tubos foram agitados e deixados em banho maria a
37 °C por 30 minutos para garantir o maximo de reacdo. Os tubos foram lidos em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 490 nm, a quantidade de acgucar presente nas
amostras foi determinada comparando a absorbancia obtida nos padrées de fucose e a
absorbéancia obtida nas amostras.

A adicao rapida do acido forte gera bastante calor e aquece a solucédo, a jun¢do de
alta temperatura e ambiente acido promove a hidrélise do polissacarideo e a desidratacédo
dos monossacarideos, os quais se convertem a furfural, no caso das pentoses, e
hidroximetilfurfural, no caso das hexoses. Esses compostos possuem naturalmente absorcao

no comprimento de onda de 480 e 490 nm, respectivamente.
3.7.2. Dosagem de proteinas

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford (Bradford,
1976), usando albumina bovina sérica como padrdo e adaptado para microplacas (Alves et
al., 2012). Resumidamente, adicionou-se 100 pg em 10 pL das diferentes amostras ou agua
destilada, para o branco, nos pocos da microplaca. Depois adicionou-se 190 pL de reagente
de Bradford, composto principalmente pelo azul brilhante de Coomassie em meio acido, a
todos os pocos. A placa foi deixada em repousou por 5 minutos e depois realizada a leitura

da absorbancia dos poc¢os em leitor de microplaca no comprimento de onda de 595 nm. Pocos
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contendo albumina bovina sérica (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 pg), também foram submetidos
a0 mesmo processo para se obter uma curva de calibracgéo.

O azul brilhante de Coomassie livre apresenta uma coloracdo vermelho azulada, que
resultam num tom “amarronzado”, porém ao entrar em contato com os aminoacidos:
fenilalanina, prolina, triptofano e/ou arginina passa a apresentar uma coloragao azul intensa
e sem tons de vermelho. Essa variacdo na coloracdo é detectada pela mudanca na
absorbancia em 595 nm e comparando os resultados obtidos nas amostras com os da curva

de calibracéo é possivel determinar a quantidade de proteinas presente nas amostras.
3.7.3. Dosagem de compostos fendlicos

A guantidade de compostos fendlicos totais foi determinada por meio do reagente de
Folin-Ciocalteu (Chandler e Dodds, 1983), usando &cido galico como padrdo. Brevemente,
1600 pL de cada amostra foi incubada com 100 pL reagente de Folin-Ciocalteau (10%
tungstato de sodio, 2,5% molibdato de sédio, 10% acido hidrocloridrico, 4,5% de acido
fosforico e 15% de sulfato de litio) em tubos de ensaio durante 10 minutos, depois foram
adicionados aos tubos 200 pL de solugcédo de carbonato de sodio a 20% e os tubos foram
deixados em banho maria a 40 °C durante 20 minutos, por fim mediou-se a absorbancia do
contetdo dos diferentes tubos no comprimento de onda de 765 nm. Os mesmos
procedimentos citados foram adotados utilizando agua destilada no lugar da amostra (o
branco) e quantidades conhecidas de acido galico para fazer a curva de calibracéo.

O reagente de Folin-Ciocalteau contém os &cidos fosfomolibdicos e fosfotingsticos
gue sao reduzidos pelos compostos fendélicos presentes na amostra e formam um molibdato-
tungsténio, que tem coloracdo azulado. A coloragdo azulada dos compostos formados
contrasta com a coloracdo esverdeada do reagente antes da reacdo, essa variacao de cor

permite determinar a quantidade de compostos fendélicos na amostra.
3.7.4. Dosagem de sulfato

As fragbes cetbnicas foram submetidas a hidrdlise acida intensa assistida por calor
para que as ligagbes ésteres entre os grupos sulfatos e 0os monossacarideos fossem
guebradas, e os grupamentos sulfatos, agora liberados, fossem quantificados pelo método
de gelatina bario (Dodgson e Price, 1962). O sulfato de sédio (Na.SO.) foi utilizado como
padréo para fazer a curva de calibracéo.

Antes da realizacdo do ensaio foi preciso preparar as amostras hidrolisadas. Uma
aliquota de 2 mg de cada amostra foi solubilizada em solucdo de &cido cloridrico (4 M) e
aguecida a 100 °C durante 6 h para obter a amostra hidrolisada.

Na realizacdo do ensaio propriamente dito uma aliquota das amostras hidrolisadas foi

misturada com a gelatina-bario (2% gelatina e 2% cloreto de bario) em tubos de vidro e
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deixadas repousar durante 15 minutos, depois a absorbéancia em 500 nm dos tubos foram
lidas em espectrofotdbmetro.

A interacao do sulfato com o bério forma sulfato de bario que € um sal insoltvel e que
turva a solucédo, portanto a quantidade de turbidez, que é medida pela absorbancia em 500
nm, reflete a quantidade de sulfato na amostra. A partir da curva de calibragdo do sulfato de

sédio foi possivel determinar a quantidade de sulfato presente em cada amostra.
3.7.5. Eletroforese em gel de agarose e tampdao PDA

As diferentes amostras foram caracterizadas por meio da migracao diferenciada em
gel de agarose. O gel de agarose utilizado foi confeccionado solubilizando a agarose a quente
na concentragdo de 0,6%, em tamp&o de 50 mM de propano-1,3-diamina pH 8,0, e deixando
para polimerizar repouso overnight a 4°C (Dietrich e Dietrich, 1976). Os géis foram
polimerizados em molde retangular de forma que os eles tivessem 5 mm de espessura.

Os pocgos foram feitos com tiras de papel filtro de 2 mm de espessura numa das
extremidades longitudinais do gel, as tiras de papel filtro foram deixadas durante 5 minutos
dentro dos pocos e entdo removidas, depois a solucdo das amostram foram aplicadas nos
pocos. O papel filtro foi utilizado pois é absorvente e remove 0 excesso de tampdao presente
nos poc¢os recém formados, e com isso evita 0 extravasamento da amostra apés aplicacéo
Nno poco.

Em cada poco aplicou-se 5 pL de amostra, na concentragdo de 10 mg/mL, num dos
pocos aplicou-se 3 uL de vermelho de fenol, na concentracdo de 5 mg/mL, para que fosse
possivel observar a corrida eletroforética. O gel de eletroforese contendo as amostras foi
colocado na cuba de eletroforese de forma que as amostras ficassem no céatodo, ja que
moléculas carregadas negativamente migram para o anodo. A corrida eletroforética foi
performada na tenséo de 110 V e durante 90 minutos.

Ap0s o término da corrida, o gel foi imerso em 0,1% de brometo de cetiltrimetilamdnio
(CTV) durante 4 horas para que houvesse a precipitacdo das bandas presentes. Depois, 0
gel foi seco em fluxo de ar quente e corado por imersdo em solucédo de 0,1% de azul de
toluidina (49% etanol, 50% H,O e 1% acido acético). A coloracao inespecifica ocasionada
pelo azul de toluidina foi removida com auxilio de uma solugdo descorante (mesma
constituicdo da solugéo corante, porém sem o azul de toluidina), de forma que apenas as

bandas formadas polissacarideos sulfatados ficassem coradas.
3.7.6. Determinacdo da composi¢do monossacaridica das fragdes cetbnicas

As diferentes amostras foram submetidas a hidrélise acida assistida por calor e os
monossacarideos livres foram analisados por HPLC (Melo-Silveira et al., 2012). Uma aliquota

de 2 mg de cada fracao foi solubilizada em HCI 2 M e aquecida a 100 °C durante duas horas.
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Os monossacarideos liberados resultantes da hidrélise foram analisados por HPLC sistema
VWR-Hitachi LaChrom Elite® HPLC com um detector de indice de refracao L-2490 refractive.
A coluna utilizada foi a LichroCART® 250-4 column (250 mm x40 mm) empacotada com
Lichrospher® 100 NH2 (5 ym). A massa de amostra utilizada foi de 0,2 mg por corrida, 0
tempo de corrida foi de 15 minutos com um fluxo de 1 mL por minuto. A fase movel utilizada
foi uma mistura de &gua ultra purificada e acetonitrila, na proporcdo de 20:80,
respectivamente. A identificacdo dos monossacarideos deu-se comparando 0s
cromatogramas obtidos nas corridas das amostras com os obtidos nas corridas de padrbes
comercial de; glucose, galactose, manose, fucose, xilose e acido glucurénico, arabinose e
frutose. Os padrdes foram obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich.

Para determinar a razdo molar, a quantidade de mols de cada monossacarideo foi
normalizada com a quantidade de mols de fucose presente ha mesma amostra. O percentual
de cada monossacarideo foi determinado pela divisdo da quantidade de mols do respectivo
monossacarideo pela soma da quantidade de mols de todos os monossacarideos presentes

na respectiva amostra.

3.8. Inducdo da cristalizacdo do oxalato de calcio para os diferentes ensaios

realizados

Uma solucao supersaturada de oxalato de calcio (CaOx) foi formada a partir da
mistura de duas solugbes. A primeira solucdo (12 mM CaCl;, 200 mM NaCl, 10 mM
C2HsNaO,) contendo cloreto de calcio (CaCl,) e a segunda (2 mM NaC,04, 200 mM NaCl, 10
mM C;HsNaOy) contendo oxalato de sédio (Na>C.04), ambas com o pH ajustado para 5,7,
sendo determinadas daqui em diante como solugdo de célcio e solucao de oxalato,
respectivamente.

Primeiro acomodou-se 100 pL da solugéo de célcio no pogo de microplaca de 96
pocos, a qual continha ou ndo uma das fracdes cetbnicas, depois adicionou-se 0 mesmo
volume da solucdo de oxalato de sédio nos pocos para a indugéo da cristalizagéo, resultando
numa solucéo supersaturada contendo 6 mM de CaCl, e 1 mM Na,C,0.(Zhang, C. Y. et al.,
2012), logo apoés a mistura j& inicia-se a cristalizagdo do CaOx.

Apoés a formacdo da solugdo supersaturada de CaOx ela foi deixada em repouso
durante 18 h em temperatura ambiente para que os cristais de CaOx fossem formados e
sedimentassem. Para as analises de microscopia Optica foram fotografados os fundos dos
pocos da placa e para a quantificacdo de célcio retirou-se uma aliquota do sobrenadante
presente em cada pogo.

Para a realizacado da “Espectrometria por infravermelho por transformada de Fourier”
os cristais CaOx foram formados como descrito anteriormente na sec¢do 3.7., apenas

alterando o recipiente onde foi realizada a cristalizacdo para uma de 6 pocos. Apds a
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cristalizac@o os pocos foram raspados com o auxilio de um Cell Scraper e suspensos em
agua destilada. A suspensédo contendo cristais CaOx foi entdo centrifugada a 4500 g por 10
minutos, o pellet contendo os cristais CaOx foi lavado duas vezes com 4gua destilada para a
remocédo de sais contaminantes, depois o0s cristais secos foram analisados conforme sera
descrito posteriormente

Para a realizacdo da “avaliacdo espectrofotométrica da cristalizacdo de oxalato de
calcio” os cristais CaOx foram formados como descrito anteriormente na 3.7., alterando mais
uma vez o recipiente onde foi realizada a cristalizacdo, que nesse caso ocorreu na prépria

cubeta do espectrofotdbmetro (Zhang, C. Y. et al., 2012).
3.9. Analise de microscopia 6ptica dos cristais CaOx

Os cristais de CaOx, formados na presenca ou auséncia de uma das fraces
cetbnicas, foram fotografados obedecendo uma ordem légica, a imagens foram obtidas
seguindo uma linha mediana que cruzava o pogo. Dessa forma houve uma representatividade
igualitaria de todas as regides do poco. Esta representatividade € fundamental para que seja
possivel comparar os resultados obtidos a partir das diferentes amostras utilizadas.

A partir das imagens obtidas os cristais CaOx foram contados, medidos e
diferenciados quanto a morfologia em COM e COD. Usou-se como padréo para considerar o
cristal como COD a forma bipiramidal e com COM a forma prismatica. O percentual de cristais
COD foi calculado dividindo a média do n° de COD pelo n° total de cristais CaOx (COM +
COD) e multiplicando por 100

Devido a morfologia prismatica dos COM eles foram medidos quanto ao seu
comprimento, pois essa € a dimensdo mais relevante, jA os COD devido a morfologia
bipiradimal foram medidos quanto a lateral da base da piramide, o que foi denominado de
“tamanho dos COD”.

3.10. Avaliacdo espectrofotométrica da cristalizagdo de oxalato de célcio

A nucleacgéo e a agregacdo séo etapas da cristalizacdo que ocorrem rapidamente e
apenas durante o inicio da cristalizag&o, portanto, para a compreensao do efeito da presenca
das fragBes cetbnicas nessas etapas este experimento foi realizado desta forma: as solugbes
supersaturadas foram formadas como esta descrito na sec¢ao 3.7., e imediatamente passaram
a ser analisada por medi¢cbes da absorbancia em 620 nm. As medi¢cBes de absorbancia
ocorrem a cada 2 minutos durante quarenta e cinco minutos (Queiroz et al., 2015).

Os valores de absorbancia obtidos nas leitoras foram expostos em graficos e
avaliados quanto a: maxima absorbancia, que representa o niumero de cristais formados,

variacdo de absorbancia entre os minutos 0 e 6, que representa a intensidade da nucleacéo,
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e a variacdo de absorbancia entre os minutos 7 e 13, que representa a intensidade da
agregacado (Baumann, Affolter e Casella, 2011; Baumann e Casella, 2019a).

3.11. Avaliagdo do potencial zeta dos cristais CaOx

O potencial zeta corresponde a carga superficial das diferentes particulas, que pode
ser negativa ou positiva. O potencial zeta dos cristais CaOx formado na presenca ou auséncia
de diferentes FRPS foi avaliado por meio do Zeta Potential Analyzer “ZetaPlus”, da
Brookhaven. Brevemente, apds o término da cristalizacdo os cristais foram centrifugados
4500 g durante cinco minutos e o sobrenadante foi descartado. Os cristais foram lavados por
alternancia de adi¢éo de agua destilada e centrifugacdo duas vezes, para que ndo houvesse
polissacarideo livre em solugdo que atrapalhasse a medicdo do potencial zeta. Apos as

lavagens os cristais ressuspendidos em agua destilada e analisados pelo equipamento.
3.12. Subfracionamento da frac&do FO,5v por cromatografia de troca ibnica

Utilizando como critérios a atividade modulatéria na cristalizagdo de CaOx e o
rendimento relativo em relagdo & massa, selecionou-se a fragcdo FO0,5v para ser subfracionada
com o objetivo de identificar populagbes especificas de carboidratos que apresentassem, de
forma mais potente, as propriedades ja mencionadas.

A cromatografia de troca ibnica foi realizada utilizando 50 mL (1 volume) da resina
TSKgel DEAE-5PW (30 um), uma resina anionica do tipo fraca. A resina foi ativada por eluigéo
de 3 volumes com solucédo composta de 50 mM de C;Hs;NaOze 1 M de NaCl e em pH 5,0,
seguida da eluicdo de 10 volumes com solucdo composta apenas por 50 mM de C;HzNaO; e
também em pH 5,0, ao término da ativacdo a F0,5v pode ser complexada a resina. Cerca de
1,3 g de FO,5v foi solubilizado 130 mL de solu¢cdo 50 mM C,Hs;NaO- e pH 5,0, a mistura foi
centrifugada para a remocao de particulas sélidas insolaveis e entdo aplicada na resina
DEAE, para garantir o maximo de complexa¢éo os 130 mL contendo FO,5v foram eluidos na
coluna trés vezes. O protocolo de eluigéo utilizada foi o de “step wise”, cujas fases moveis
foram solucdes de 50 mM C;Hz:NaO», em pH 5,0 e contendo concentracdes crescentes de
NaCl: 0,2 M; 0,4 M; 0,5 M; 0,6 M e 1,0 M, de cada fase movel foi eluida 3 volumes (150 mL).
O fluxo de eluicdo da fase mével foi de 1,2 mL/min durante todo o processo. Os compostos
presentes nas diferentes elui¢cdes foram precipitados por adicdo de metanol, cerca de 300 mL
de metanol foi adicionado a cada eluato e a mistura foram deixadas a 4 °C durante 18 h para
gue houvesse o maximo de precipitacdo, por fim, o material precipitado foi recuperado apos

centrifugacéo a 10000 g durante 30 min e o sobrenadante descartado.
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3.13. Caracterizacdo das subfra¢cdes de FO,5v

As subfracdes de FO,5v foram caracterizadas por meio das mesmas analises utilizada
nas na caracterizacdo das fragbes cetbnicas, descritas na se¢do 3.6.. Além disso, foram
submetidas a cromatografia por gel filtrada para estimativa do tamanho molecular.

A dosagem de agUcares totais empregada na caracterizacdo das subfracdes foi
realizada utilizando o padréo de aclcar a galactose, pois esse foi 0 aclcar presente em maior
guantidade nessas subfracGes. Quanto as outras quantificacdes todos os outros padrbes

utilizados foram os mesmos nos dois momentos.
3.13.1.Cromatografia liquida de exclusdo molecular

O cromatdgrafo utilizado foi o HPLC VWR-Hitachi LaChrom Elite® HPLC com um
detector de indice de refragéo L-2490, ao qual estava acoplado a coluna Ultrahydrogel Waters
500 ® (Melo-Silveira et al., 2012). A fase mével utilizada foi solugdo com 0,1 M de nitrito de
sédio e o fluxo das eluicbes foi de 1 mL/minuto, cada eluicdo teve duracdo de 12 minutos e
em cada eluicao foi aplicado 0,2 mg de amostra. Para estimar o tamanho molecular a partir
dos tempos de retencao utilizamos uma curva de calibracdo formada com base nos tempos
de retencédo de padrdes comerciais de dextrana de diferentes tamanhos: 6, 10, 40, 70, 270 e

500 kDa que foram adquiridos comercialmente na Sigma-Aldrich.
3.14. Quantificacao de calcio ibnico

A concentracao do calcio ibnico presente no sobrenadante da solugdo metaestavel,
apdés a remocao dos cristais CaOx, foi determinada por meio de reacdo colorimétrica
utilizando solug&o de Arsenazo, constituida de 200 mM Arsenazo lll, 100 mM MES pH 6,50
(Chutipongtanate e Thongboonkerd, 2010). O Arsenazo lll forma complexos com ions de
calcio e com isso muda a coloracdo de vermelho para azul. Foi usado como padrdo uma

solucao de cloreto de calcio.
3.15. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Foram obtidos espectros de infravermelho dos cristais CaOx formados auséncia ou
presenca de diferentes concentragfes das fragBes cetbnicas. Para a realizacdo do ensaio
foram feitas, por prensagem, pastilhas de KBr contendo cristais CaOx na proporgéo de; 10%
de cristais CaOx e 90% de KBr (Gomes et al., 2019). Os espectros foram obtidos com o uso
do espectrometro Shimadzu FTIR-8400S na faixa de comprimento de onda de 4000 cm - 400

cm?,
3.16. Capacidade antioxidante total

A capacidade total antioxidante da FO,5v e suas subfracdes foi avaliada a partir da

reacdo de reducdo do molibdénio*® a molibdénio*® (Prieto, Pineda e Aguilar, 1999).
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Resumidamente, 100 pg das amostras dissolvidas em 100 pL de 4gua foram incubadas com
100 pL de solucédo contendo 40 mM molibdénio*™® de amonio e 6 M de acido sulfdrico em
microtubos de centrifuga, depois adicionou-se aos tubos 100 pL de solugcdo de 280 mM de
fosfato de sddio e completou-se o volume de cada tubo para 1 mL adicionando-se agua
destilada, os tubos foram ent&o fechados e incubados a 100 °C de calor seco durante 90
minutos. Depois os tubos foram deixados para esfriar em temperatura ambiente por 30
minutos e a absorbancia em 695 nm do material contido nos tubos foi medida. Os mesmos
procedimentos citados foram adotados utilizando agua destilada no lugar da amostra, o
branco, e quantidades conhecidas de acido ascorbico, o padrédo, para fazer a curva de
calibragéo.

O molibdénio*® formado pela reducdo do molibdénio*® reage com o fosfato de sédio e
forma um complexo em meio acido que tem coloragédo esverdeada, a qual € proporcional a
absorbancia em 695 nm, portanto quanto mais esverdeada a solugéo final mais houve
reduc&o do molibdénio e maior a capacidade antioxidante da amostra.

A equivaléncia de &cido ascorbico por grama de amostra foi calculada a partir da
equacéao abaixo

Abs amostra—Abs branco

x 10%

Equivaléncia de acido ascorbico = ———
Cotangente da curva de calibragao

3.17. Sequestro de radicais hidroxila

A capacidade da FO,5v e suas subfra¢cGes de sequestrar radicais hidroxila foi avaliada
a partir da inducéo in vitro da reacdo de Fenton pela mistura de ions ferroso com peréxido de
hidrogénio (Smirnoff e Cumbes, 1989). Brevemente, 200 pg das diferentes amostras,
dissolvidas em 200 L de agua, foram misturadas com 600 pL de solugéo contendo 40 mM
de sulfato ferroso (Fe?*), 8 mM de salicilato de sédio e 40 mM de EDTA, depois a mistura foi
incubada com 200 pL de perdxido de hidrogénio 10% durante 60 minutos a 37 °C e analisada
em leitor de microplaca no comprimento de onda de 510 nm. O branco e controle s&o os tubos
gue ndo receberam nenhuma amostra, porém o controle recebeu adicdo de peréxido de
hidrogénio e o branco néo.

A mistura de peroxido de hidrogénio e ions ferrosos induz a rea¢do de Fenton que
gera radicais hidroxila, os radicais hidroxila reagem com o salicilato de sédio e gerar uma
coloracdo que € mensurada pela absorbancia em 510 nm, caso a amostra seja capaz de
sequestrar radicais hidroxila havera menos radicais para reagir com o salicilato e
consequentemente menor coloragao.

O percentual de sequestro de radicais hidroxila foi determinado a partir da equacao
abaixo

Abs do controle — Abs da amostra

9% d tro de HO -= x 100
% de sequestro de Abs do padrio — Abs do branco
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3.18. Sequestro de radicais superoxido

A capacidade da FO0,5v e suas subfracbes de sequestrar radicais superéxido foi
avaliada a partir da fotodegradacgéo da riboflavina e reducéo do azul de nitrotetrazolio (NBT)
(Beauchamp e Fridovich, 1971; Dasgupta e De, 2007). Brevemente, diferentes massas das
amostras testes (0,05 mg, 0,10 mg, 0,25 mg, e 0,50 mg) foram adicionadas aos tubos do teste
num volume final de 200 pL de tampao fosfato (pH 7,4 e 50 mM), depois adicionou-se a todos
os tubos na respectiva ordem: 200 pyL de metionina (65 mM), 200 uL de EDTA (0,5 mM), 200
pL de NBT (0,375 mM) e 200 uL de riboflavina (0,5 mM), depois, com a excec¢do do branco,
todos os tubos foram incubados durante 15 minutos sob luz forte e a absorbancia em 560 nm
de cada tudo foi lida em leitor de microplaca. O branco e controle sdo os tubos que nao
receberam nenhuma amostra, porém o controle foi exposto a luz e o branco néo.

A riboflavina exposta a luz degrada-se e gera radicais superdxido, os quais quando
nao sao sequestrados pela amostra teste reduzem o NBT a azul de formazan, logo a
diminui¢do da coloragéo azul é indicativa de que menos NBT foi reduzido e que a amostra €
capaz de sequestrar superoxido.

O percentual de sequestro foi calculado a partir da seguinte equacéo

Abs do controle — Abs da amostra

% d tro de 05 = x 100
% de sequestro de 0, Abs do padrdo — Abs do branco

3.19. Sequestro de 6xido nitrico

A capacidade de sequestro de Oxido nitrico (NO)- foi avaliada a partir da
fotodegradacao do nitroprussiato de sodio (Nirala et al., 2019). Sucintamente, 100 ug das
diferentes amostras, solubilizadas em 100 pL de agua destilada, foram dispostas nos poc¢os
de microplaca de 96 pogos, depois adicionou-se 100 pL de solug¢éo de 6 mM de nitroprussiato
de sodio em todos 0s po¢os, apoés isso a placa foi incubada durante 30 minutos sob luz forte.

Ap6s a incubacdo uma aliquota de 50 pL de cada um dos pocgos foi transferida para
uma nova microplaca de 96 pocos e misturada com 50 pL de reagente de Griess (0,2% de
dicloridrato de naftiletilenodiamina e 2% de sulfonamida em 5% de acido fosférico), a segunda
microplaca foi analisada em leitor de microplaca na absorbancia de 546 nm. Os mesmos
procedimentos citados foram adotados utilizando agua destilada no lugar da amostra para a
obtenc¢édo do branco.

O nitroprussiato de sédio sofre fotodegradacao e libera éxido nitrico, quando o 6xido
nitrico ndo é sequestrado pela amostra ele reage com a agua e forma nitrato, que na presenca
do reagente de Griess na segunda placa tem forma coloracdo rosada, logo a diminuicdo da
coloracao rosada é indicativo que menos nitrato foi formado e que a amostra é capaz de
sequestrar 6xido nitrico.

O percentual de sequestro do 6xido nitrico foi determinado pela seguinte reacéo
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Abs da amostra
% de sequestrode NO - =1 — 1hs do branco x 100

3.20. Cultivo celular

Durante todos os experimentos, as células foram cultivadas em atmosfera de 5% de
CO; e 37 °C e em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado ou néo
com 10% de soro fetal bovino (SFB), o qual foi trocado regularmente a cada 72 h para evitar
0 acumulo de substéncias toxicas e a falta de nutrientes. As células MDCK séo aderentes e
por isso foram cultivados em garrafas plasticas produzidas pela Corning ® com tratamento
especializado para a aderéncia das células, a cada seis dias as células foram subcultivadas,
ou seja, removidas das garrafas pela acdo de solugdo contendo tripsina e EDTA e entdo
transferidas para uma nova garrafa, esse procedimento visa reduzir o excesso de excretadas

que costumam ficar aderidas a garrafa.

3.21. Ensaios de reducdo do brometo de tetrazélio azul de tiazol (MTT) em células
MDCK

O ensaio de reducédo do MTT € um método que mensura a viabilidade e o metabolismo
celular e é amplamente utilizado para avaliar a toxicidade de diversos compostos (Mosmann,
1983). O principio do ensaio é a reducao do MTT, que é sollvel, a cristais de formazan, que
sdo insollveis, a reacéo de reducao do MTT consome NADPH e é catalisada por redutases
mitocondriais, por isso a quantidade final de cristais de formazan reflete indiretamente o
metabolismo mitocondrial e o balanco oxidativo. Os procedimentos para a realizagdo do
ensaio de reducgdo do MTT seréo divididos em quatro etapas para facilitar o entendimento.

Na primeira etapa as células foram removidas das garrafas de cultivo com o auxilio de
tripsina/EDTA, comprada da Sigma-Aldrich, e dispostas em placa de 96 pogos de forma que
em cada poco fossem dispostas exatamente 4x103 células. As células foram deixadas em
condi¢cBes de cultivo e em meio suplementado com SFB durante 24 h para que aderissem a
superficie das placas

Na segunda etapa, 0 meio de cultivo presente nas placas de 96 pocos foi substituido
por meio sem suplementagdo com SFB, as células foram deixadas nessa nova condi¢ao
durante 18 h. Na auséncia de SFB as células ndo iniciam a multiplicacdo celular e ficam
sincronizadas em Go.

A terceira etapa corresponde ao tratamento e por isso € variado, em todos 0s
aspectos, de acordo com o objetivo final do ensaio. Geralmente sdo empregados tratamentos
gue visam simular determinadas situacfes e avaliar como as células respondem

A Ultima etapa corresponde ao ensaio de reducdo do MTT propriamente dito, nessa
etapa o meio de cultivo foi removido e substituido por meio contendo o MTT na concentracao

de 1 mg/mL, as células foram incubadas nessas condi¢des durante 4 h. Durante esse periodo
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as células reduzem o MTT a formazan de acordo com sua atividade metabdlica e
antioxidante. Determinadas as 4 h de incubacdo, o meio contendo MTT foi removido e os
cristais de formazan presentes nos pocos foram solubilizados pela adigdo de etanol absoluto,
a absorbéancia em 570 nm de cada poco foi avaliada por meio de leitor de microplaca.

O formazan solubilizado em etanol tem coloracdo arroxeada, cuja intensidade é
diretamente proporcional a quantidade de formacdo e indiretamente proporcional a

viabilidade celular.
3.21.1. Avaliacéo datoxicidade da fracdo FO,5v em células MDCK

A toxicidade da FO0,5v em células MDCK foi avaliada por meio do ensaio de redugéo
do MTT. Brevemente, as células foram preparadas para o ensaio conforme descrito
anteriormente e entdo incubadas durante 24 h com meio de cultivo contendo uma das
seguintes concentragdes de FO0,5v: 0,03125 mg/mL; 0,0625 mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,25
mg/mL; 0,5 mg/mL e 1 mg/mL, exceto o grupo controle, o qual foi incubado apenas com meio
de cultura (Mendes Margues et al., 2019).

A absorbancia de cada poco foi mensurada e normalizada de acordo com a
absorbancia dos pocos referentes ao grupo controle, assumindo que o grupo controle
representa 100% de viabilidade celular. Com isso a viabilidade celular das células contidas
em cada poco foi determinada pela seguinte equacao:

Viabilidade celular (%) = Absorbancia do pogo < 100
tabrticage cetutar (7o) = Absorbancia média do controle

Foram realizados trés experimentos independente e em quintuplicatas, cinco pogos

para cada condig&o de tratamento.

3.21.2. Avaliacdo do potencial da FO,5v na mitigacdo do dano oxidativo em células
MDCK

Uma situacdo de dano oxidativo a nivel celular foi induzido pela adicéo de peréxido de
hidrogénio (H20.) ao meio de cultura das células MDCK, e com o objetivo de avaliar se o
tratamento prévio, efeito profilatico, o tratamento posterior, efeito regenerativo, ou o
tratamento concomitante ao peroxido de hidrogénio com diferentes concentracdes de FO,5v
seria capaz de mitigar o dano oxidativo causado nas células (Wang et al., 2015). A intensidade
do dano oxidativo sofrido pelas células foi estimado com base na viabilidade celular,
determinada pelo ensaio de reducéo do MTT.

As células foram preparadas para o ensaio conforme descrito anteriormente e entdo
incubadas durante 1 h com meio de cultivo contendo 2 mM de H.O,, exceto para 0 grupo
controle negativo, e diferentes concentragdes de F0,5v, exceto para o grupo controle positivo.

Apbs o periodo determinado o meio de cultura foi substituido por um meio de cultivo sem
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peroxido e/ou FO,5v e suplementado com SFB, as células foram mantidas nessa condi¢ao
por 24 h, para que pudesse restaurar suas atividades metabdlicas apds o estresse.

O grupo controle negativo foi considerado como 100% de viabilidade celular, e partir
dos valores de desse grupo determinou-se a viabilidade celular presente nos outros pogos
por meio da equacgéo a baixo.

S Abs do pogo
Viabilidade celular (%) = Ths médiado — * 100

controle negativo

Foram realizados trés experimentos independentes e em quintuplicatas, cinco pocos
para cada condicdo de tratamento. Comparando a viabilidade celular encontrada no controle
positivo com as células que foram tratadas com a F0,5v foi possivel avaliar o efeito da adicédo

de F0,5v na mitigag&do do dano oxidativo.
3.22. Anadlise estatistica

Para cada ensaio foi realizado trés experimentos independentes e os dados foram
analisados por analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de comparacao de médias de
Dunnett (p<0,05) para determinar diferengas significativas entre as amostras testadas. O
programa utilizado nas andlises estatisticas foi o GraphPadPrism versao 6,0,1, setembro de
2012 (California, Estados Unidos).

4. Resultados
4.1. Extracgéo das fracOes cetdnicas e o rendimento obtido

Cinco fragOes cetonicas foram obtidas a partir do extrato bruto por precipitagdo com
acetona e posterior centrifugacdo e secagem a vacuo. A massa de cada fragédo cetdnica seca
foi determinada por pesagem. O rendimento relativo do processo de fracionamento foi
calculado comparando-se as massas das fracdes entre si e o rendimento em relagdo a massa
de alga seca foi calculado comparando-se a massa obtida de cada fragdo com a massa de

alga seca (Tabela 2).
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Tabela 2 - Rendimentos do fracionamento com acetona do extrato bruto obtido a partir alga D.
delicatula. Determinou-se tanto o rendimento relativo entre as fracées como o rendimento em relacao
a massa de alga seca.

Rendimento em relacdo a massa

Fracdo Rendimento* de alga seca (mg de fracéo
cetbnica relativo (%) 9a 9 &
cetdnica/g de alga seca)
FO,5v 30,7 7,4
FO,7v 37,9 91
F1,0v 8,0 1,9
F1,5v 7,9 1,9
F2,0v 15,5 3,7

* A soma da massa de todas as fracdes foi considerada 100%

Os maiores rendimentos foram os obtidos com as fragbes F0,5v e FO,7v, a soma das
massas obtidas dessas duas representaram quase 70% do total de material obtido. Os
menores rendimentos foram obtidos com F1,0v e F1,5v, juntos esses dois rendimentos nao
representaram nem 20% do total de material obtido, por fim, o rendimento obtido com F2,0v
foi, em relagdo aos citados anteriormente, intermediario, representando 15,5% do total de

material obtido.
4.2. Caracterizagéo fisico-quimica das fragdes cetbnicas

A caracterizacdo das fragBes cetdnicas foi realizada por meio de: quantificagdo de
acucares totais, compostos fendlicos, proteinas e sulfato (Tabela 3); eletroforese em gel de

agarose (Figura 14); e determinacdo da composicdo monossacaridica (Tabela 4).
4.2.1. Determinagdo da composicdo quimica das fracOes cetdnicas

O percentual de cada um dos componentes (agUcar, proteinas, compostos fendlicos
e sulfato) presente nas fragBes cetbnicas foi determinado a partir dos diversos ensaios de
guantificacdo. Os dados correspondentes as quantificacdes quimicas realizadas estédo

sumarizados na tabela abaixo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Teor de acgUcares, proteinas, compostos fendlicos e sulfato das fragfes obtidas pelo
processo de extracao proteolitica seguido de fracionamento por adi¢cao seriada de acetona

Fracao Acucar total (%) Fendlicos (%) Proteinas (%) Sulfato (%)

FO,5v 65+15 <1 <1 4,6 +0,9
FO,7v 70,3+1,5 <1 <1 10,4+1)9
F1,0v 82,1+2,0 <1 <1 15,6 +-,8
F1,5v 55,7+1,2 <1 <1 21514
F2,0v 49,8 +1,3 <1 <1 6,9+0,1

Ao se observar a Tabela 3 fica evidente que as fragdes sdo constituidas
principalmente por carboidrato, ja que os percentuais de agucar apresentados variaram entre
49.8%, na fracdo F2,0v, e 82.1%, na fracdo F1,0v. Durante a leitura da Tabela 3 observa-se
gue todas as fracdes cetbnicas possuem sulfato em sua composicdo, e que o percentual de
sulfato nas fracdes cetdnicas variou de 4,6%, na fracdo FO,5v, até 21,5%, na fracdo F1,5v.

Diante desses dois dados citados anteriormente, as fracBes cetdnicas também
passardo a ser denominadas, a partir desse ponto do texto, de fracbes ricas em
polissacarideos sulfatados.

Ndo se detectou quantidade igual ou maior que 1% de proteinas ou compostos

fendlicos em nenhuma das fragfes analisadas.
4.2.2. Eletroforese em gel de agarose das fracdes cetdnicas

As fracdes ricas em polissacarideos sulfatados foram caracterizadas também por meio
de eletroforese em gel de agarose. Todo o processo foi repetido trés vezes e de forma
independente. As laminas de eletroforese foram submetidas a corrida eletroforética, postas
para precipitar e entdo coradas por imersao das laminas em soluc¢do de azul de toluidina 0,1%
(m/v). Apés a coloragéo foi possivel observar coloracdo azul-arroxeada (metacromasia) em
todas as bandas correspondentes as fracdes cetbnicas, uma das laminas est4 exposta a

seguir de forma representativa (Figura 14).
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| Padrao A | | Padrao B | | Padrao C |

o

11"

Origem: FO,5v / FO,7v / F1,0v / F1,5v / F2,0v

+

Direcao da migracao

Figura 14. Imagem da lamina eletroforese contendo as fragbes cetdnicas obtidas na extracdo/precipitacdo. A
metacromasia observada é resultado da coloragédo por azul de toluidina. Padrdes A, B, C estédo assinalados de
acordo perfil da migracao

Foram identificados trés diferentes padrdes de migracdo eletroforética; padrédo de
baixa migracdo (Padrdo A), que foi visto nas bandas referente as fracbes F0,5v e F0,7V,
padrao de média migracao (Padrao B), observado na banda referente a fracdo F1,0v e padrao
de alta migracéo (Padrao C), observado nas bandas referentes as fracdes F1,5v e F2,0v.

4.2.3. Determinacao da composicdo monossacaridica das fracdes cetbnicas

Os polissacarideos presentes nas fragcbes cetdnicas foram completamente
hidrolisados e os monossacarideos liberados foram quantificados por meio da analise de
HPLC, a partir da qual foi possivel determinar a razdo molar e o percentual de cada
monossacarideo nas fracfes cetdnicas, como mostrado na Tabela 4. Detectou-se nas fracoes
cetbnicas a presenca significativa dos seis monossacarideos seguintes: acido glucurdnico,

galactose, glucose, manose, xilose e fucose.
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Tabela 4 - Razéo molar e percentual entre os monossacarideos presentes nas fracdes cetonicas.

Fracéo

o GIcA* Galactose Glicose Manose Xilose Fucose
cetbnica

FO,5v  1,3(15%) 1,7 (20%) 3,8(45%) O0,1(1%) 0,6 (7%) 1 (12%)
FO,7v. 2,6 (16%) 3,4 (21%) 1,4(9%) 1,2(8%) 6,3(40%) 1 (6%)
F1,0v 0,7 (11%) 2,3(36%) 0,9(14%) 0,8(12%) 0,7 (11%) 1 (16%)
F1,5v  0,1(3%) 2,5(55%) 0,5(10%) 0,1(1%) 0,4 (8%) 1 (22%)
F2,0v  01(2%) 1,0(28%) 0,6(18%) 0,2(6%) 0,6 (17%) 1 (29%)

* Acido glucurénico

Identificou-se quantidades significativas de acido glucurdnico nas fraces cetdnicas
FO,5v, FO,7v e F1,0v, enquanto F1,5v e F2,0v apenas se observou tracos deste
monossacarideo. A galactose esteve presente em todas as fracdes cetbnicas em grandes
guantidades, variando de 20%, para F0,5v, até 55% para a F1,5v. A glicose também foi
identificada como componente de todas das fragfes, porém em menor quantidade que a
galactose, o percentual de glicose variou de 9%, para a FO,7v, até 25%, para a FO,5v.

Apenas na F0,7v e F1,0v detectou-se quantidade significativas de manose, em todas
as outras fragBes cetdnicas observaram-se apenas tragcos deste monossacarideo. A xilose foi
identificada como agucar majoritario da FO,7v e, quando comparada com as demais fracdes,
esteve presente em grandes quantidades, na F2,0v e F1,0v, 17% e 11% respectivamente.
Porém, na FO,5v e na F1,5v, apenas tracos deste agucar foram observados. Quantidades
maiores de fucose foram encontradas nas fracdes F1,5v, 22%, e F2,0v, 29%, enquanto nas
fracdes FO,5v; FO,7v e F1,0v identificou-se menor presenca desse acucar, variando de 6%,
em FO,7v, até 16%, em F1,0v.

4.3. Andlise de efeito modulador das diferentes fragcdes cetbnicas no processo de

cristalizacdo do oxalato de célcio

A cristalizacdo do CaOx ocorreu na presenca ou auséncia de cada uma das fracdes
cetbnicas obtidas a partir da D. delicatula na concentracdo de 0,10 mg/mL e foi induzida pela
formacao de solugcBes supersaturada de oxalato e calcio, depois os cristais foram colhidos
por centrifugacdo e postos em placas de 24 pocos para que fossem obtidas imagens dos
cristais. Na Figura 15 esta demonstrado exemplos das imagens que foram utilizadas na

contagem, medicéo e diferenciacéo dos cristais.
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Figura 15. Cristais de CaOx observados por microscopia 6ptica nos aumentos de 200x (imagem maior) e 600x
(imagem menor). Os cristais foram formados na auséncia (A) ou presenca de 0,1 mg/mL de F0,5v (B), FO,7v (C)
F1,0v (D), F1,5v (E) ou F2,0v (F). Os cristais de formas retangulares foram classificados como COM e os de forma
bipiramidal como COD. A escala (barra branca no canto inferior direito) representa, em todas as imagens, o
comprimento de 20 um

Nota-se, numa andlise superficial, que todas as fragbes cetdnicas foram capazes de
modificar, em diferentes formas e graus, a morfologia dos cristais CaOx formados.

A utilizacdo de imagens se deu em dois aumentos diferentes (200x e 600x) para que
fosse possivel uma viséo representativa tanto dos cristais de menor tamanho como de maior
tamanho.

A contagem e a medi¢&o dos cristais foram realizadas manualmente e as médias dos

nimeros de cristais e o tamanho médio dos cristais estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Dados referentes a contagem média e diferenciacéo dos cristais formados na auséncia ou
presenca de cada uma das diferentes fragdes cetbnicas

N° de cristais por Percentual de Tamanho dos  Comprimento
Fracéo imagem (normalizado CODs dos COMs
CODs
pelo controle) (um) (um)
Controle la 8,9% 19,82+1,35a 22,06 + 0,97
FO,5v 1721,0+£ 177,6° 100,00% 1,08+0,18" N/AT
FO,7v 74,1+ 27,3¢ 100,00% 6,15+ 0,62 ¢ N/AT
F1,0v 43,6 + 15,4 acde 40,66% 8,05+ 0,44 d 6,0+0,35b
F1,5v 64,5 + 4,6 cd 100,00% 551+0,31ce N/AT
F2,0v 2,1+0,62 9,01% 18,87 £ 3,02 f 18,7+ 1,97 ¢

Os numeros apresentados sdo referentes a contagens feitas a partir de imagens obtidas por microscopia optica.
Devido & auséncia de cristais do tipo COM néo foi possivel realizar as medi¢des de comprimento em alguns grupos
e por isso estdo marcados com N/A. Grupos que apresentam a mesma letra abcdef s§o estatisticamente iguais.

No grupo controle foram contados, em média, 114 cristais por imagem obtida, esse
valor foi entdo utilizado para normalizar todas as outras contagens de cristais e facilitar a
compreenséo dos resultados.

A presenca das fragdes cetbnicas aumentou o nimero de cristais formados. Destaca-
se nesse aspecto a F0,5v, cuja presenca aumentou em média em 1721 vezes o numero de
cristais contados por imagem quando comparado com o grupo controle. Outras fragdes
cetbnicas também promoveram aumentos no numero de cristais contados, os valores
variaram entre 43,6 (F1,0v) e 74,1 vezes (F0,7v) mais cristais que o controle. A presenca da
F2,0v foi a que teve o menor efeito em relagdo a modificagdo no numero de cristais por
imagem, porém mesmo assim aumentou em 2,1 vezes o numero de cristais em relagdo ao
controle.

Em relacdo a classificacdo dos cristais em COM e COD, com base na morfologia,
identificou-se que 8,9% dos cristais do grupo controle se incluem em cristais do tipo COD.
Esse valor de percentual ndo se modificou quando houve a adi¢éo da F2,0v no processo de
cristalizacdo. Por outro lado, a adicdo da F1,0v promoveu mudancas no tipo dos cristais,
fazendo com que 41% dos cristais formados na presenca dessa fracao fossem classificados
como COD. Contudo, as maiores alteragdes no tipo dos cristais foram as promovidas pela
adicao das fracbes F0,5v; FO,7v e F1,5v, pois quando na presenca de cada uma delas todos
os cristais formados foram classificados como COD.

O comprimento dos COMs e o tamanho dos CODs formados na auséncia de qualquer
fracdo foram de 22,06 um e 19,82 um, respectivamente. Quando houve adicdo de qualquer

uma das fracfes cetbnicas tanto o comprimento dos COMs como o tamanho dos CODs foram
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menores do que os observados nas imagens do grupo controle, porém vale destacar que
apesar da presenca da F2,0v ter reduzido as medidas de comprimento e tamanho dos cristais
os valores obtidos na presenca da fracdo ndo foram estatisticamente diferentes dos obtidos
no grupo controle. Ndo foi possivel realizar a medicdo do comprimento dos COMs nas
imagens referentes as fracdes: FO,5v; FO,7v; F1,5v devido a auséncia desse tipo de cristal
nas imagens.

Quanto a reducéo no tamanho dos cristais, mais uma vez destaca-se a fracao FO0,5v,
cuja presenca na formacgao dos cristais resultou em cristais CODs com tamanho de 1,08 um
em média. Ja na presenca das fracdes FO,7v; F1,0v ou F1,5v os valores medidos de tamanho
dos CODs foi de 6,15 um; 8,05 um e 5,51 um, respectivamente.

Quanto ao comprimento dos cristais COM, a presenca das fragcdes cetdnicas F1,0v e

F2,0v resultou em cristais COM com comprimento de 6,15 um e 18,87 um, respectivamente.
4.4. Andlise do potencial zeta dos cristais de CaOx

A estabilidade ou tendéncia a agregacao de particulas dispersas podem ser preditas
pela medicdo do potencial zeta destas. Portanto, sendo a agregacao de cristais CaOx objeto
de estudo deste trabalho, determinou-se o potencial zeta dos cristais de CaOx formados na
presencga ou auséncia de diferentes fragdes cetdnicas e os valores sdo mostrados na Tabela
6.

Tabela 6 - Médias e desvio padrdo do potencial zeta dos cristais de CaOx formados na presenca ou
auséncia de diferentes fracdes cetbnicas na concentragdo de 0,10 mg/mL

Potencial zeta do

Fracéo cristal CaOx (mV)

Controle -7+x1a
FO,5v -35+£11°b
FO,7v -44 £ 7 be
F1,0v -45+ 3¢
F1,5v 51+11c¢
F2,0v 44 + 4 bo

Grupos que apresentam a mesma letra abcdef sgo estatisticamente iguais.

A presenca das fragBes cetbnicas na cristalizacdo resultou no aumento da carga
negativa na superficie dos cristais formados. Porém, apesar de serem semelhantes houve
diferencas na intensidade da carga negativa entre os cristais formados na presenca das
diferentes fracGes cetdnicas. A fracdo que menos alterou o potencial zeta foi a F0,5v, cuja

presenca resultou em cristais com carga superficial média de -35 mV, enquanto a F1,5v foi a
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fracdo que mais alterou o potencial zeta, na presenca desta fragdo os cristais formados
apresentaram carga superficial de -51 mV.

4.5. Anélises por microscopia Optica do efeito modulador de cristalizacdo de
diferentes concentracfes de FO,5v

Ao analisar os resultados obtidos até este ponto percebeu-se que o efeito da adi¢cdo
da FO,5v promove as maiores alteragdes na cristalizacdo do CaOx, por isso avaliou-se mais
detalhadamente a atividade moduladora dessa fragdo. Avaliando-se inicialmente a influéncia
da reducgéo da concentragéo da FO,5v sobre o efeito modulador.

Os efeitos da adicdo de diferentes concentragfes da FO,5v foram avaliados utilizando
0 mesmo método e parametros ja descritos anteriormente no item 3.8. Foram obtidas imagens
dos cristais formados na presenca ou auséncia da F0,5v em diferentes concentragdes (Figura
16).

0,01 mg/mL 0,02 mg/mL 0,10 mg/mL

Figura 16. CaOx observados por microscopia 6ptica nos aumentos de 600x. Os cristais foram formados na
presenca de diferentes concentragbes de FO,5v, conforme assinalado em cada figura. Os cristais de formas
retangulares foram classificados como COM e os de forma bipiramidal como COD.

A andlise das imagens dos cristais formados na presencga de diferentes concentragfes
de FO,5v revela que as diferencas entre os cristais se limitam ao niumero e tamanho dos
cristais e ndo alteram a proporc¢éo entre as faces, pois a morfologia bipiramidal esta presente
em todas as imagens obtidas em que é possivel diferenciar a morfologia.

As imagens foram utilizadas para realizar a contagem e medicdo dos cristais, cujos

dados sao mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Dados referentes a contagem e diferenciagdo dos cristais formados na auséncia ou
presenca de diferentes concentracdes de FO,5v.

N° de cristais

~ : Percentual de Tamanho dos Comprimento
Fracao normalizado

pelo controle CODs* CODs (um)  dos COMs (pum)
Controle 1a 8,87% 20,55+ 1,75 a 23,09 £ 1,44
FO0,5v (0,01 mg/mL) 221,2+121,3b 100,00% 3,40£0,20b N/A
FO,5v (0,02 mg/mL) 238,7 +210,1° 100,00% 2,59+0,20¢ N/A
FO,5v (0,10 mg/mL) 1569,6 + 161,9 ¢ 100,00% 1,21 +0,234d N/A

Os numeros apresentados sdo referentes as contagens feitas a partir de imagens obtidas por microscopia optica.
Devido a auséncia de cristais do tipo COM néo foi possivel realizar as medi¢des de comprimento e por isso estdo
marcados com N/A.

Assim como no experimento anterior, o percentual cristais formados no grupo controle
gue foram classificados como COD foi menor que 10% e o tamanho dos CODs e comprimento
dos COMs foi maior que 20 um, o que corrobora com a reprodutibilidade do experimento
realizado.

Os efeitos de aumento no numero de cristais, reducdo do tamanho de CODs e
aumento do percentual de CODs quando na presenca da FO0,5v ja foram descritos nos
experimentos anteriores, entretanto neste experimento, foi possivel identificar esse efeito com
uso de concentragdes menores.

A presenca de F0,5v na concentracdo de 0,01 e 0,02 mg/mL promoveu um aumento
do nimero de cristais em 221 e 238 vezes, respectivamente, em relagdo ao nimero de cristais
do grupo controle. Ja quanto ao tamanho/comprimento houve uma reducdo nos cristais
CODs, que foi de 20,55 pm, nos cristais do grupo controle, para 3,40 um e 2,59 um nos
cristais formados na presenca de 0,01 e 0,02 mg/mL de FO,5v, respectivamente. A presenca
de FO,5v na concentragdo 0,10 mg/mL levou a um aumento no numero de cristais de 1569
vezes e uma reducdo no tamanho de CODs para 1,21 pm, contudo em relacdo a capacidade
de aumentar o percentual de cristais CODs n&o houve diferengca quanto as concentragdes

testadas, pois em todos os casos o percentual de CODs foi de 100%.
4.6. Quantificacao do calcio livre ao término da cristalizacdo do CaOx

A concentracédo de calcio na solucao é reflexo do processo de cristalizacao do CaOx,
por isso quantificou-se o calcio das solucdes em que a cristalizacdo ocorreu em diferentes

concentracdes de FO,5v como também na auséncia de qualquer aditivo, controle (Figura 17).
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Figura 17. Gréafico exibindo os resultados da quantificacdo de célcio no sobrenadante das solucdes apds o fim da
cristalizagdo. Barras com a letra “a” acima néo sao estatisticamente diferentes do controle e barras com a letra “b”
acima séo estatisticamente diferentes.

A adicdo de FO,5v, em nenhuma das concentra¢gfes testadas, causou alteracbes
estatisticamente significativas na quantidade de calcio presente no sobrenadante resultante

da solug@o metaestavel apos o processo de cristalizacdo do CaOx

4.7. Andlise dos cristais CaOx por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

A diferenciacao do cristal de CaOx em COM e COD pode ser feita também por analise
morfoldgica, porém € desejavel que essa seja também realizada por meio de outro método.
Assim, os cristais formados na presenca das amostras, bem como, aqueles formados no
grupo controle foram também avaliados por FTIR. Na Figura 18, tem-se os espectros de

infravermelho obtidos com os cristais.
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Figura 18. Espectros de FTIR dos cristais CaOx formados na auséncia de F0,5v (A), ou presenca de 0,01 mg/mL

(B), 0,02 mg/mL (C) e 0,10 mg/mL (D) de FO,5v. cm*

Na Figura 18A é demostrado um dos espectros obtidos com os cristais do grupo

controle. Nele observa-se duas caracteristicas classicas de cristais COM, as cinco bandas
distintas na regido: 3493, 3441, 3338, 3251 e 3062 cm™ e as bandas na regido de 949 e 885

cm?, enquanto a banda caracteristica de COD, que é na regido de 914 cm, néo foi

observada.

J& os espectros B, C e D foram obtidas com cristais formados na presenca de

diferentes concentragbes de FO,5v, a saber: 0,01; 0,02 e 0,10 mg/mL, respectivamente.

Observa-se que, independentemente da concentracdo, as bandas de cristais COM néo séo

visiveis. Por outro lado, observa-se a presenca de bandas caracteristicas de cristas COD:

uma banda difusa na regido entre 3500 e 3000 cm™ e uma outra banda na regiéo de 914 cm-

1

69



4.8. Avaliacao individualizada da nucleacdo, da agregacado e da sedimentacdo dos
cristais CaOx

A partir da medigédo periodica da absorbancia em 620 nm foi possivel tragcar um perfil
de cristalizagdo na auséncia e na presenca das amostras. Esse perfil € mostrado na Figura
19.

Nucleacdo Agregagéo

& ] - — Controle

26 1 : — F0,5v (0,01 mg/mL)
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Figura 19. Gréfico representando o efeito da presenca de F0.5v em diferentes concentra¢des nos valores de
absorbéancia no decorrer do tempo. Os valores de absorbancias de cada uma das curvas foi divido pelo AbsMax
da respectiva curva e expostos em razao entre o valor de absorbancia de cada leitura e o valor de absorbancia
maximo.

No grupo controle a absorbéncia da solucéo apés o inicio da cristalizagdo aumentou
de 0% a 51,57% nos dois primeiros minutos, e continuou aumentando até que se atingiu a
absorbancia méaxima, 0,049 (AbsMax), no sexto minuto. Depois houve uma reducdo na
absorbancia de 63,48% entre os minutos sete e 13. Apds isso, a absorbancia continuou
diminuindo, mas agora lentamente e vai de 33,41% no minuto 14 até 9,23% no minuto 45,
uma reducéo de 24,18%. Cada uma das modificagbes na absorbancia em 620 nm citadas
anteriormente representa uma etapa da cristalizac&o, a primeira representa a nucleacéo, a
segunda a agregacao e a Ultima a sedimentacdo, quanto maior a variagdo de absorbancia na
nucleacdo ou agregacdo mais intenso foi o referido processo de cristalizagéo.

Quando a F0,5v foi adicionada a solugdo metaestavel de CaOx todas as etapas da
cristalizacao foram alteradas. Porém, o perfil geral de aumento inicial da absorbancia seguido
de uma reducéo foi mantido. O aumento da absorbancia entre os minutos zero e dois da
cristalizacao foi de 80,37%, 82,80% e 78,9%, na presenca de 0,01; 0,02 e 0,10 mg/mL de
F0,5v, respectivamente, depois a absorbancia continuou subindo até atingir o AbsMax, que
foi de 0,107, 0,120 e 0,126 na presenca de 0,01; 0,02 e 0,10 mg/mL de FO,5v,
respectivamente. A reducéo de absorbancia entre os minutos 7 e 13, agregac¢ao na presenca
de FO,5v nas concentracbes de 0,01; 0,02 e 0,10 mg/mL foi de 22,43%, 9,22% e 8,20%,
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respectivamente, e a redugéo na absorbancia entre os minutos 14 e 45 na presenca de FO,5v
nas concentracbes de 0,01; 0,02 e 0,10 mg/mL foi de 61,25%, 59,65% e 54,50%,
respectivamente.

4.9. Avaliacdo das altera¢gdes na capacidade de células MDCK reduzirem o MTT ap06s
tratamento com FO,5v

Células MDCK foram tratadas com diferentes concentracbes de FO,5v por 24 h e
depois foram submetidas ao ensaio de reduc¢ao do MTT. A partir da normalizac&o dos valores
de reducdo do MTT dos grupos tratados com os valores do grupo controle, que foi

considerado como 100%, foi possivel determinar os percentuais de redugcédo MTT (Figura 20).
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Figura 20. Percentual de reducéo do MTT das células MDCK ap6s tratamento com diferentes concentragfes de
F0,5v por 24 h. Células nédo tratadas foram utilizadas como controle negativo. O percentual de reducao do MTT
foi determinado considerando o controle negativo como “100%” de redug&o. Barras com a letra “a” acima nao séo
estatisticamente diferentes do controle negativo e barras com a letra “b” acima s&o estatisticamente diferentes.

A exposicao das células MDCK a FO0,5v nas concentra¢gfes 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL,
0,5 mg/mL e 1 mg/mL alterou significantemente (p < 0,05) a capacidade das células em
reduzir o MTT, reduzindo-a em cerca de 20%. Ja quando as células foram expostas as
concentracbes menores, 0,0625 mg/mL e 0,03125 mg/mL, ndo houve alteracdo na

capacidade de reduzir o MTT.
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4.10. Avaliagdo do potencial da FO,5v em mitigar os danos causados em célula MDCK
expostas ao peréxido de hidrogénio

A exposicdo de células ao perdxido de hidrogénio (H-O2) é um modelo capaz de
mimetizar uma situacao de estresse oxidativo sofrido pelas células dentro de um organismo,
portanto foi utilizado para verificar se a FO,5v apresenta efeito antioxidante sob condi¢bes
mais semelhante as fisioldgicas. Trés diferentes situacBes foram propostas e avaliadas,
variando quanto a ordem entre agente estressor e antioxidante, sao elas: efeito profilatico,

efeito protetor e efeito regenerativo.
4.10.1. Efeito profilatico

As células MDCK tratadas com diferentes concentragfes de FO,5v por 24 h foram
expostas ao H;O; e depois a sua capacidade de reduzir o MTT foi avaliada. O percentual de
reducdo do MTT dos grupos que foram tratados com H»O, e FO,5v ou s6 H»O- foi calculado
a partir da comparacdo com o valor de redugdo do MTT do grupo controle negativo, ao qual

se atribui o percentual de 100%. Na Figura 21 resume-se os dados obtidos.
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Figura 21. Percentual de redugdo do MTT das células MDCK apds o tratamento profildtico com diferentes
concentragfes de FO,5v e exposicao ao H202. Células néo tratadas e expostas ao H202 foram utilizadas como
controle positivo. O percentual de redugdo do MTT foi determinado considerando o controle negativo, células néo
tratadas por F0,5v e ndo expostas ao perdxido de hidrogénio, como “100%” de redugéo. Barras com a letra “a”
acima nao sao estatisticamente diferentes do controle positivo e barras com a letra “b” acima séo estatisticamente
diferentes.
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O tratamento profildtico com FO0,5v, em todas as concentra¢des testadas, ndo foi
capaz de alterar significantemente (p > 0,05), em relacdo as néo tratadas, o percentual de
reducdo de MTT das células ap6s a exposicao ao H,O,.

4.10.2. Efeito protetor

Para avaliar o efeito protetor da FO,5v, células MDCK foram expostas ao H»O-
concomitantemente a diferentes concentracdes de F0,5v. Por fim avaliou-se capacidade de
reduzir o MTT das células tratadas. Determinou-se o percentual de reducdo do MTT dos
diferentes grupos tratados comparando a quantidade reducdo de MTT desses com a
guantidade de reducédo do grupo controle negativo, ao qual se atribuiu o valor percentual de
100% (Figura 22).
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Figura 22. Percentual de redugdo do MTT das MDCK apds o tratamento com diferentes concentracdes de FO,5v
concomitante com a exposigdo ao H202. Células expostas ao H202, na auséncia de FO0,5v, foram utilizadas como
controle positivo. O percentual de redugdo do MTT foi determinado considerando o controle negativo, células néo

“n

expostas ao H202 nem a F0,5v, como “100%” de redugdo. Barras com a letra “a” acima ndo séo estatisticamente
diferentes do controle positivo e barras com a letra “b” acima s&o estatisticamente diferentes.

O tratamento com peréxido de hidrogénio reduziu a capacidade das células MDCK em
reduzir o MTT a 64%, controle positivo, do valor original, porém quando concomitante ao
tratamento com peréxido houve adicao da F0,5v, esse efeito foi nulo, percentual de reducéo
do MTT igual ou maior que o do controle negativo, nos casos em que a F0,5v foi adicionada
nas concentracdes de 0,125; 0,25 e 1 mg/mL, ou quase nulo, percentual de redugcéo do MTT
guase igual ao do controle negativo, nos casos em que a FO,5v foi adicionada nas

concentragdes de 0,03215 mg/mL e 0,5 mg/mL.
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De forma geral, a presenca da FO,5v em quase todas as concentracdes testadas,
excecdo da concentracdo de 0,0625 mg/mL, durante o estresse induzido pelo H,O, aumentou
significantemente (p < 0,05) a capacidade de reducéo do MTT das células em comparacdo
aquelas que foram tratadas apenas com o H.O-, controle positivo.

Contudo, ndo houve correlagdo entre a concentracdo de FO,5v presente e o efeito

protetor frente ao estresse do H2O..
4.10.3. Efeito regenerativo

O efeito regenerativo da adi¢cdo de FO,5v foi avaliado por meio de indu¢do de dano por
exposicdo ao H-O. em células MDCK e tratamento posterior das células com diferentes
concentracdes de F0,5v por 24 h, por fim, a viabilidade celular apos os diferentes tratamentos
foi estimada a partir da capacidade da célula reduzir o MTT. O percentual de reducéo do MTT
dos diferentes grupos tratados foi determinado a partir de comparagfes desses com o

controle negativo, o qual foi considerado como 100% de reducdo do MTT (Figura 23).
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Figura 23. Percentual de reducédo do MTT das células MDCK expostas ao H202 e o tratamento regenerativo por
adicdo de FO,5v em diferentes concentracdes. Células expostas ao H202 e néo tratadas com FO,5v foram utilizadas
como controle positivo. O percentual de reducédo do MTT foi determinado considerando o controle negativo, células
ndo expostas ao H202 nem a F0,5v, como “100%” de reducdo. Barras com a letra “@” acima ndo sao
estatisticamente diferentes do controle positivo e barras com a letra “b” acima s&o estatisticamente diferentes.

A exposicdo ao perédxido H.O; diminuiu a capacidade das células MDCK em reduzir o
MTT a 60% da capacidade normal, controle positivo. A presen¢a da F0,5v, ap6s o dano

causado pelo H,O, néo alterou significantemente (p > 0,05) a capacidade das células em
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reduzir o MTT, quando comparado com o controle positivo, em nenhuma das concentracdes
testadas.

4.11. Fracionamento da fracdo FO,5v por cromatografia de troca i6nica

Visando a melhor compreensédo do mecanismo de acédo da F0,5v na modulagéo da
morfologia dos cristais CaOx foram separados os diferentes polissacarideos presentes na
FO,5v e seu respectivos efeitos moduladores na cristalizacdo do CaOx avaliados de forma
individualizada, para isso a FO0,5v foi fracionada por cromatografia de troca ibnica, uma
técnica adicional no processo de fracionamento.

Foram obtidas cinco diferentes subfracbes a partir da FO,5v, as quais foram
denominadas de acordo com a concentracdo de NaCl utilizada para a sua elui¢cdo: 0,2 M; 0,4
M; 0,5M; 0,6M; 1,0M. Foram recuperados 36% do total de massa de F0,5v aplicada a coluna
de cromatografia de troca ibnica apos a centrifugacéo, as diferentes fragbes foram pesadas

e a partir dos valores obtidos os rendimentos de cada frag&o foi determinado (Figura 24).
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Figura 24. Representacgdo grafica dos valores de rendimento obtido nas diferentes subfracGes de FO,5v apds a
cromatografia de troca ibnica, bem como o rendimento total (total obtido). Os valores de rendimento foram
calculados tomando como base a aplicagéo de 100 mg de FO,5v.

O rendimento obtido no processo de fracionamento por cromatografia de troca idnica
referente a cada subfragdo foi calculado em relacdo & massa total de FO,5v aplicada na
cromatografia. Os rendimentos obtidos nesse novo processo de fracionamento referente as
subfracbes 0.2 M e 0.4 M foram os maiores, 15,4 e 8,3 mg a cada 100 mg de FO,5v,
respectivamente. J& os rendimentos obtidos referentes as subfracdes 0.5 M e 0.6 M foram
medianos, 5,7 e 4,1 mg a cada 100 mg de FO,5v, respectivamente, e, por fim, o rendimento

referente a subfragdo 1.0 M foi o menor, apenas 2,5 mg a cada 100 mg de FO,5v.
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4.12. Caracterizagéo fisico-quimica das subfra¢cdes de F0,5v

Assim como as fragBes cetbnicas, as subfracbes da FO0,5v também foram
caracterizadas fisico-quimicamente pelos mesmos métodos. Além de também serem

analisados quanto ao tamanho molecular por meio de cromatografia de excluséo de tamanho.
4.12.1. Caracteriza¢do quimica das subfracdes de FO,5v

A quantidade de acUcares totais, proteinas, compostos fendlicos e sulfato e a
composi¢cdo monossacaridica das subfracdes de F0,5v foram determinadas e a partir dessa
guantificacdo calculamos o percentual de cada um desses componentes nas subfracdes
(Tabela 8).

Tabela 8 - Composi¢éo quimica das fracdes obtidas a partir da FO,5v pelo processo cromatografia de
troca-ibnica e precipitagcdo por adicdo de metanol

Sbfracao Acucar total (%) Fendlicos (%) Proteinas (%) Sulfato (%)

0.2M 70,7+0,9 <1 <1 84+14
0.4 M 75,9 +5,0 <1 <1 17,7+1,2
0.5M 729+49 <1 <1 18,6 + 2,3
0.6 M 63,8 + 3,0 <1 <1 19,4+0,5
1.0M 56,8+ 3,4 <1 <1 16,9 + 2,3

Ndo foi detectado presenca de valores significativos de compostos fendlicos e
proteinas em nenhuma das subfracdes analisadas, o percentual de aglcar encontrado nas
subfracdes ficou na faixa de 56 a 75% de aclcar. Ja em relagdo ao percentual de sulfato
presente nas subfracdes observou-se uma faixa de 16 a 19% de sulfato, com excec¢éo da

0.2M, na qual foi encontrado apenas 8,4% de sulfato.
4.12.2. Determinagcdo da composicdo monossacaridica das subfracdes de F0,5v

A determinacdo da composi¢cdo monossacaridica das subfracdes foi realizado com
auxilio de HPLC, assim como foram realizadas a caracterizagdo das fragBes cetdnicas, a
partir da massa de cada monossacarideo foi possivel determinar a razao molar e o percentual
de cada monossacarideo nas subfragdes (Tabela 9). Como a galactose é o0 monossacarideo
mais presente nas subfracdes de FO0,5v, ela foi como padréo para formar a curva de calibracéo

a fim de que ndo houvesse discrepancias na determina¢édo da quantidade agucar.
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Tabela 9 - Razdo molar e percentual entre os monossacarideos presentes nas subfragcdes de FO,5v

Subfracéao GluA* Galactose Glicose Manose Xilose  Fucose

02M  37,1(39%) 9,4(10%) 40,0 (42%) 7,8 (8%) 0,4 (0,4%) 1,0 (1%)
0.4 M 6,1(33%) 6,6(36%)  0,6(4%) 3,1(17%) 0,9(5%) 1,0 (5%)
0.5M 2,2(31%) 2,4(34%)  0,6(8%)  0,7(9%) 0,2(3%) 1,0(14%)
0.6 M 3,1(30%) 3,3(32%) 1,6 (15%) 0,9 (9%) 0,3 (3%) 1,0 (10%)
1.0 M 9,4 (23%) 10,1 (24%) 16,1 (39%) 4,3 (10%) 0,4 (1%) 1,0 (2,4%)

* Acido glucurénico.

A analise revelou que as subfragfes sdo compostas majoritariamente por galactose e
acido glucurdnico a soma desses dois monossacarideos representou de 62 a 81% da
composicdo das fracdes, as excegcbes a esta regra foram a 0.2 M e 1.0 M, que séo
majoritariamente formada por glicose, 42% e 39%, respectivamente. De forma geral todas as
subfracdes mostraram pouca quantidade de fucose e xilose e valores intermediarios de
manose.

4.12.3. Caracterizacédo por eletroforese em gel de agarose das subfracdes de FO,5v

As laminas de gel de agarose contendo FO,5v e suas respectivas subfracbes foram
submetidas a corrida eletroforética, precipitacdo e coloracdo das bandas por azul de toluidina.
Houve coloracdo de bandas em todas as linhas, com destaque para a linha referente a
subfracdo 0.2 M, cuja coloragéo foi bastante reduzida (Figura 25). As bandas referentes as
amostras foram analisadas quanto ao padréo de migracdo e a metacromasia.
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Figura 25. Imagem da lamina eletroforese contendo as subfra¢des obtidas pela cromatografia de troca ibnica. A
metacromasia observada é resultado da coloracado por azul de toluidina.

Cada uma das diferentes amostras submetidas a eletroforese em gel de agarose
formaram apenas uma banda e de mesmo padrao de migracdo, porém com intensidades de
metacromasia diferentes entre si. As excecdes dessa regra foram as subfracdes 0.2 M, que
nao formou banda alguma e 0.4M, que formou duas bandas, sendo a primeira semelhante as
bandas das outras amostras e a segunda bem pequena e de alta distancia de migracédo, para
qual ndo foi observado nenhuma semelhancga entre ela e qualquer outra banda.

Quanto a metacromasia, as bandas das subfracdes tiveram todas, com excecdo da
0.2 M, maior metacromasia que a banda da FO0,5v. Dentre as subfracdes, as bandas com
maior intensidade de cor foram, na ordem, 0.5Me 0.6 M.1.0M, 0.4 M e 0.2 M.

4.12.4. Anélise das subfracdes de FO,5v por cromatografia liquida de exclusédo por

tamanho

A FO,5v e suas respectivas subfracdes foram submetidas a cromatografia liquida de
exclusdo por tamanho (CLET) e detectadas por meio do indice de refragdo. Os dados obtidos

foram utilizados para elaborar o cromatograma apresentado abaixo (Figura 26).
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Figura 26. Cromatograma obtido a partir da andlise da F0,5v e suas subfragBes por meio CLAE acoplada a um

detector de indice de refragcdo. Os valores presentes no eixo Y referem-se & capacidade do eluido em refratar a
luz, podendo essa ser associada com a natureza do material ou sua concentracao.

O cromatograma correlaciona as alteracdes no indice de refragcdo do eluato, que &
dada em Volts e corresponde a presenca de material, € o tempo que o material a ser eluido
ficou retido na coluna, denominado de tempo de retencao aproximado.

O cromatograma da fracdo cetdnica FO,5v demonstra que ha duas populacdes
distintas nessa fracdo cetdnica, a primeira teve um tempo de retencdo aproximado de 5,8
minutos e a segunda um tempo de 6,5 minutos. Ha um indicativo de uma outra populacéo
com tempo de retencao aproximado de 9,3 minutos, porém como nao formou um pico bem
definido no cromatograma acima foi desconsiderado. A subfracao F0.2M é constituida por
trés populagbes, as quais tiveram os respectivos tempos de retencdo aproximados: 5,6; 6,9
e 9,7 minutos. As subfragdes 0.4 M, 0.5 M e 0.6 M s&o constituidas principalmente por uma
populacéo que teve tempo de retencdo aproximado entre 6,6 e 6,7 minutos e a subfracdo 1.0
M é formada por duas populacdes, as quais tiveram o tempo de retencdo aproximado de 5,7
e 6,7 minutos, respectivamente.

A partir da comparacao entre o tempo de retengédo aproximado dos componentes que
compbe a FO,5v e suas subfracbes e o tempo de retencdo aproximado dos padrbes de

dextranas foi possivel estimar o tamanho molecular dos componentes (Tabela 10).
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Tabela 10 - Principais picos observados nos cromatogramas da F0,5v e suas subfracfes e a estimativa
de tamanho molecular referente a cada pico

Tempo de
Amostra retencéo
aproximado (min)

Tamanho
estimado (kDa)

~5,8 232
FO,5v

~6,5 174

~5,6 245
0.2M ~6,9 150

~9,3 7
0.4 M ~6,7 162
0.5 M ~6,6 168
0.6 M ~6,6 172

~5,7 241
1.0M

~6,7 161

As populagfes presentes na F0,5v tém tamanho molecular de 232 e 174 kDa, ja as
populacdes que constituem a 0.2 M tém tamanho de 245, 150 e 7 kDa; a 0.4 M, 0.5 M e 0.6
M séo constituidas por uma populagdo de tamanho molecular entre 162 e 172 kDae 1.0 M é

constituida por uma populacdo com tamanho de 241 kDa e outra com 161 kDa.
4.13. Avaliacéo do potencial antioxidante da F0,5v e das suas subfragdes

O potencial antioxidante da FO,5v e suas subfracdes foi determinado por meio dos
seguintes métodos: capacidade antioxidante total, sequestro de radicais hidroxila, sequestro
de radicais superoéxido, sequestro de 6xido nitrico e mitigacdo do dano celular provocado por

perdxido de hidrogénio
4.13.1. Capacidade antioxidante total (CAT)

A capacidade antioxidante total da FO,5v e suas subfracdes foi determinado por meio
do potencial em reduzir o molibdato em meio &cido (Figura 27). Para critérios de comparagfes

utilizou-se o acido ascorbico como padrao de referéncia.
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Figura 27. Avaliacédo da capacidade antioxidante total da fragdo F0,5v e suas subfra¢des por meio da reducao do
molibdato. A capacidade antioxidante das amostras esta expressa pelo equivalente de acido ascorbico necessario
para produzir o efeito gerado por um grama de amostra. A concentragdo das amostras durante o ensaio foi de 0,1

“n

mg/mL. Barras com a letra “a” acima ndo sao estatisticamente diferentes (p > 0,05) do resultado da F0,5v e com
a letra “b” acima sao estatisticamente diferentes.

A presenca tanto da FO,5v como de qualquer subfracdo foi capaz promover acao
antioxidante e reduzir o molibdato. A atividade antioxidante média encontradas em um grama
da FO,5v foi equivalente a 31 mg de acido ascérbico e ndo houve diferenca estatistica entre
ela e as atividade antioxidantes das subfragbes 0.2 M, 0.6 M e 1.0 M, que variaram de 26 a
35 mg de equivaléncia em acido ascorbico. A atividade antioxidante da subfracao 0.4 M, 0.5
M foram equivalentes a 18 e 6 mg de acido ascérbico, respectivamente, 0 que representa
uma atividade antioxidante inferior a das outras subfracdes e estatisticamente menor que a
atividade da FO,5v.

4.13.2. Sequestro de radicais hidroxila

O efeito da presenca da F0,5v e suas subfracdes no ambiente gerador de OH°® foi
determinado a partir da producéo in vitro da reagdo de Fenton. O efeito de cada uma das
amostras testadas foi comparado com o grupo controle, auséncia de qualquer aditivo, para

determinar o percentual de sequestro de radicais hidroxila (Figura 28).

81



-—
o
o
3

80-

60-

404

20 -

Sequestro de radicais hidroxila (%)
=

Figura 28. Percentual de sequestro dos radicais *OH pela presenca da fracdo F0,5v e suas respectivas subfragdes
durante a producdo in vitro da reagao de Fenton. O percentual de sequestro dos *OH foi determinado considerando
como “0%” de sequestro o ensaio realizado na auséncia de qualquer antioxidante. A concentra¢do das amostras

“an

durante o ensaio foi de 2,0 mg/mL. Barras com a letra “a” acima n&o sao estatisticamente diferentes (p > 0,05) do
resultado da F0,5v e com a letra “b” acima s&o estatisticamente diferentes.

Todas as amostras testadas foram capazes de sequestrar OH° geradas no modelo in
vitro da reacdo de Fenton. A presenca da FO,5v resultou no sequestro de 79% dos OH°,
sendo a amostra mais potente das testadas, ja o percentual de sequestro de OH° das
subfracdes variou entre 37 e 61%, sendo a 0.2M referente aos 37% de sequestro e a 1.0M
aos 61%, a capacidade de sequestrar OH® de todas as subfracdes foi estatisticamente menor
que a da FO,5v.

4.13.3. Sequestro de radicais superoxido

O efeito da presenca da FO,5v e suas respectivas subfracbes durante uma reacéo
geradora de radicais O, foi avaliado. A partir da comparacao entre as quantidades de radicais
nos ensaios realizados na presencga das amostras com o realizado na auséncia de qualquer
aditivo, grupo controle, foi possivel determinar o percentual de sequestro de radicais O,~

promovido por cada uma das amostras (Figura 29).
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Figura 29. Percentual de radicais O™z sequestrados devido a adi¢cdo de F0,5v e suas subfra¢des. O percentual de
sequestro de Oz foi determinado considerando como “0%” de sequestro o ensaio realizado na auséncia de
qualquer antioxidante. Barras com mesma letra acima nao séo estatisticamente diferentes (p > 0,05) entre si e as
barras com a letras diferentes acima sdo estatisticamente diferentes.

Em nenhuma das condi¢cbes testadas a presenca das subfracbes foi capaz de
sequestrar qualquer percentual de radicais O™, enquanto a fracdo FO,5v foi capaz de
sequestrar radicais O™z nos percentuais de 8 e 10% quando adicionada nas concentragdes
de 0,25 mg/mL e 0,10 mg/mL, respectivamente.

4.13.4. Sequestro de 6xido nitrico

A capacidade de sequestro de radicais *NO da FO0,5v e suas subfracdes foi avaliada a
partir da adicdo dessas em ambiente gerador de radicais *NO. Comparando a quantidade de
radicais *"NO medida no grupo controle com a quantidade de radicais medida nos ensaios em
gue houve a adi¢cdo das amostras foi possivel calcular o percentual de sequestro de radicais
*NO promovido por cada uma das amostras testadas (Figura 30).
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Figura 30. Percentual de radicais *NO sequestrados devido a presenca da fracdo F0,5v e suas subfracdes. O
percentual de sequestro de *NO foi determinado considerando como “0%” de sequestro o ensaio realizado na
auséncia de qualquer antioxidante. A concentracdo das amostras durante o ensaio foi de 5,0 mg/mL. Barras com

a letra “a” acima nao séo estatisticamente diferentes (p > 0,05) do resultado da F0,5v e com a letra “b” acima s&o
estatisticamente diferentes.

Todas as amostras testadas foram capazes de sequestrar *NO. Os percentuais *NO
sequestrados pela presenca das diferentes amostras tiveram pouca diferenca entre si, eles
variaram de 19%, quando houve a adi¢do da 0.5 M, até 25%, quando houve a adi¢cdo. Nao
houve diferenca estatistica entre o percentual de *NO sequestrado pela FO,5v e nenhuma das

subfracoes.

4.14. Andélises do efeito modulador de cristalizagc&o da F0,5v e suas subfracfes por

microscopia 6ptica

Avaliou-se a capacidade de modular a cristalizagdo do CaOx de cada uma das
subfracdes da FO,5v, bem como da fragcdo n&o fracionada, todas na concentracdo de 0,1
mg/mL. As etapas de inducéo da cristalizag&o, obtencdo das imagens e contagem dos cristais
foram as mesmas adotadas na avaliacdo do efeito modulador das fra¢cdes cetbnica. Uma
representacdo das alteracdes morfoldgicas promovidas pela presenc¢a da FO,5v ou das suas

subfracdes pode ser observada na figura a seguir (Figura 31).
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Figura 31. Cristais de CaOx observados por microscopia Optica nos aumentos de 200x (imagem maior) e 400x
(imagem menor). Os cristais foram formados na auséncia (A) ou presenca de 0,1 mg/mL de F0,5v (B), 0.2 M (C)
F0.4 M (D), 0.5 M (E), 0.6 M (F) ou 1.0 M (G). A escala (barra branca no canto inferior direito) representa, em

todas as imagens, o comprimento de 20 pm.

Os dados referentes ao numero, tamanho e morfologia dos cristais formados na

presenca da FO,5v e suas subfragcfes estdo sumarizados na tabela abaixo (Tabela 11)

Tabela 11 - Dados referentes a contagem e a diferenciagdo dos cristais formados na auséncia ou
presenca da FO,5v ou uma das suas subfragbes

N° de cristais por

Percentual de

Tamanho dos Comprimento

dos COMs

Fracdo imagem (normalizado CODs* CODs
pelo controle) (um) (um)
Controle 1+0,22 8,0% 20,20+ 2,542 21,13 £ 6,222
FO,5v 801 +45,5° 100% 1,65 + 0,29° N/AT
0.2M 377+17,2°¢ 100% 451 +1,11° N/AT
04 M 04+02°2 54% 32,22 + 4,91 10 + 3,53
05M 0,7+0,2¢2 35% 27,37 £6,75° 14,61+ 1,87°
0.6 M 56+1,1°2 6,2% 20,41 +£3,57¢ 7,91 +2,75¢
1.0M 0,35+0,12 10% 37,16 + 6,51f 18,27 + 4°

Os nuameros apresentados séo referentes a contagens feitas a partir de imagens obtidas por microscopia Optica.
Devido a auséncia de cristais do tipo COM néo foi possivel realizar as medi¢cdes de comprimento em alguns grupos

e por isso estdo marcados com N/A. Grupos que apresentam a mesma letra abcdef o estatisticamente iguais.
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Foram contados em média 227,11+ 50,2 cristais por imagem do grupo controle, dos
quais 8% eram COD, o comprimento médio dos COM formados no grupo controle foi de 21,13
+ 6,22 um e o tamanho médio dos COD foi de 21,13 + 6,22 um.

Quanto ao numero de cristais, a presenc¢a das subfracdes 0.4 M, 0.5 M e 1.0 M reduziu
0 numero de cristais formados para 0,4, 0,7 e 0,35 vezes o numero de cristais formados em
relacdo ao grupo controle, respectivamente, ja a presenca das subfracdes 0.6 Me 0.2Me a
fracdo FO,5v aumentou o numero de cristais formados para 5,6, 377 e 801 vezes,
respectivamente, 0 numero de cristais formados em relacdo ao grupo controle, sendo
estatisticamente significativo o aumento promovido apenas pela 0.2 M e F0,5v.

A adicdo da FO,5v ou das suas subfracdes reduziu o tamanho dos COD e o
comprimento dos COM, com excecao das subfragées 0.4 M, 0.5 M e 1.0M, cuja presenca na
cristalizagédo resultou em COD de tamanho maior que os do grupo controle, embora o
comprimento dos COM formados na presenca das mesmas fracdo tenha sido menor que os
do grupo controle.

A média de tamanho dos COD formados na presenc¢a das amostras variou entre 37,16
pm e 1,65 pm, sendo o maior tamanho observado nos cristais formados na presenga da 1.0
M e o menor na presenca da FO0,5v. J& o comprimento dos COM variou de 18,27 um a 7,91
pm, sendo o maior tamanho observado nos cristais formados na presenca da 1.0 M e o0 menor
na presenca da 0.4 M.

Quando na presenca da F0,5v ou das suas subfracdes foram formados mais COD que
no grupo controle, com excec¢ao da subfracdo 0.6 M, cuja presenca reduziu o percentual de
COD de 8% do grupo controle para 6,2%. A adicdo das subfracdes 1.0 M, 0.5 M, 0.4 M, 0.2
M e da FO,5v aumento o percentual de COD entre os cristais formados de 8% do grupo
controle para 10%, 35%, 54%, 100% e 100%, respectivamente.

5. Discussao

A alga em estudo, Dictyopteris delicatula, ja foi avaliada anteriormente pelo grupo de
pesquisa em que se insere essa dissertacdo (Magalhaes et al.,, 2011). Utilizando a
precipitacdo acetona, Magalhdes e colaboradores (2011) obtiveram 6 fracdes ricas em
polissacarideos sulfatados (FO,5v; FO,7v; F1,0v; F1,3v; F1.5v; F2,0v) que apresentaram
atividades antioxidante, anticoagulante e/ou antiproliferativa com diferentes intensidades. E
baseado na composi¢cdo monossacaridica, 0s autores assumiram que cada uma dessas
fracbes continham uma populacdo distinta de PS, por isso assumiram que essa alga
sintetizava 6 populacdes distintas de PS (Magalhaes et al., 2011).

Aqui, neste trabalho, ao se utilizar o mesmo protocolo de extracdo e fracionamento de
PS da alga D. delicatula, se obteve apenas 5 fracBes ricas em polissacarideos. A fracédo

F1,3v, vista por Magalhdes e col. ndo foi obtida. Ainda seguindo esta linha de comparacéo,
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se observa que os valores sobre teor de polissacarideos, sulfato, e composi¢cdo
monossacaridica sao semelhantes entre si na maioria dos casos, mas algumas diferencas
marcantes sdo visiveis, como o teor de sulfato de F2,0v, que Magalhaes e col. apresentaram
para essa fragcdo valores de 16%, enquanto aqui, se obteve valores em torno de
7%. Diferencas como essa também sdo apontadas por outros autores (Honya et al., 1999;
Men’shova et al., 2012; Rioux, Turgeon e Beaulieu, 2009; Siddhanta et al., 2001) e séo
justificadas pela resposta das algas as variacfes abidticas e bibticas que ocorrem nos
ambientes em que as algas vivem.

Como exemplo, estudos o PS obtidos da alga Costaria costata em diferentes periodos
do ano (Costa, 2016; Skriptsova et al., 2010). Estes autores coletaram a alga C. costata e
extrairam PS na primavera (abril, maio) e ver&do (junho e julho) e verificaram que havia
mudangas no rendimento, composi¢do quimica, massa molecular e conteado de sulfato
dependendo da estagdo do ano. Na primavera foram extraidas heterofucanas pouco
sulfatadas, constituidas por fucose, galactose, manose e ramnose, além de tracos de xilose
e glicose (Fuc:Gal:Man:Rha razdo 1:0,27:0,38:0,19). J& no verdo houve uma diminuicao
significativa na quantidade dos monossacarideos manose e ramnose e ndo se observou
tracos de xilose e glicose (Fuc:Gal:Man:Rha razdo1:0,29:0,08:0,06), enquanto o teor de
sulfato aumento em comparacao a extracao anterior (Imbs et al., 2009). Portanto, acredita-se
gue a diferenca nos numeros de fracdes cetdnicas aqui obtidas e aquele publicado por
Magalhaes e colaboradores (2013) tenha ocorrido por causa desse motivo.

Outro fato importante sobre o trabalho de Magalhaes e colaboradores (2013) é que
esses autores assumiram que essa alga sintetizava 6 populagcfes distintas de PS, ao
avaliarem as fraces em sistema de eletroforese proposto por Dietrich e Dietrich (1976). Esta
técnica, apesar de ser tida como “low-tech” € muito eficaz para se visualizar a presenca de
diferentes populagdes de polissacarideos acidos em solucdes. Para analise de PS de algas,
0 seu uso foi proposto em 1995, quando se mostrou que PS das algas Dictyota mertensis,
Padina gymnospora e Sargassum vulgare tinham em suas constituicdo trés bandas com
mobilidades eletroforéticas diferentes, e que de acordo com essa mobilidade, foram
denominadas de bandas A, B e C, sendo a banda A de menor migracéo, a banda B de
migracao intermediaria e a banda C de maior migracao (Dietrich et al., 1995).

Posteriormente, verificou-se que outra alga marrom, a Spatoglossum schrdederi,
também apresentava trés bandas em eletroforese (Leite et al., 1998), e, em trabalhos
posteriores, comprovou-se que cada uma dessas bandas era uma fucana diferente (que hoje,
por serem heterofucanas, seriam denominadas de fucoidans), que foram denominadas de
fucanas A, B e C (Rocha et al., 2005). Portanto, qguando visualiza-se a lamina de eletroforese
(Figura 14) e verifica-se a presenca de trés bandas com mobilidades diferentes, pode-se dizer

gue Magalhdes e colaboradores (2013) foram precipitados em afirmar que D. delicatula
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sintetiza seis populacdes distintas de PS. E propdem-se aqui que D. delicatula sintetiza na
verdade trés populagdes distintas de PS.

Em relacdo a composicdo monossacaridica (Tabela 4) das fragbes verifica-se a
presenca de fucose em todas elas. O que leva a propor que essas trés populacbes sdo
provavelmente heterofucanas. Essa nova interpretacéo para os PS de D. delicatula esta em
maior consenso com estudos publicados anteriormente (Rocha et al., 2005; Camara et al.,
2011). Pois, quando se observa os estudos mais recentes com PS das Dictyotales, classe de
algas onde se insere a Dictyopteris delicatula, a ocorréncia de trés heterofucanas (Rocha et
al., 2005), até mesmo 4 (Camara et al., 2011) em uma mesma alga ja foi demonstrada, mas
relatos com nameros maiores que esses ndo foram observados.

Analisando-se o padrdo de bandas formados apos a coloragdo com azul de toluidina
sugere-se que D. delicatula sintetiza, assim como a alga S.schrbederi, trés heterofucanas,
gue a partir desse momento passaram a ser denominadas de heterofucana A, B e C.

A heterofucana A esté presente em maior quantidade nas fragdes cetdnicas FO0,5v e
FO,7v. J4& a heterofucana B esta bem mais evidente na fracdo F1,0v. Enquanto, que a
heterofucana C esté visivelmente em maior quantidade nas fra¢cdes F1,5v e F2,0v. Contudo,
vale lembrar que a néo visualizacdo da heterofucana em uma fracdo, ndo descarta a
possibilidade de ela estar presente nessa fracdo. Ele poderia estar em baixa concentragao e,
portanto, ndo se corar com o azul de toluidina.

No caso das Dictyotales, as suas heterofucanas A sao mais ricas em acido glucurénico
e menos sulfatadas, enquanto as heterofucanas C sdo mais ricas em monossacarideos
neutros, principalmente galactose, ja as heterofucanas B sdo compostos intermediarios
(Albuquerque et al.,, 2004; Rocha et al., 2005). Essas composi¢cbes assemelham-se com
aquela aqui observada (Tabela 4), como também corrobora com aquela descrita para fragbes
cetbnicas obtidas de Dictyotales. Usualmente, as frag6es cetbnicas obtidas no inicio do
fracionamento costumam ser ricas em &cido glucurdnico e menos sulfatadas. Contudo, os
teores vdo mudando concomitantemente com o volume acetona usado, a ponto daquelas
fracOes obtidas no final do processo serem mais sulfatadas e ricas em galactose (Camara et
al., 2011; Melo et al., 2013; Paiva, 2016). Todavia, quando se observa a quantidade de acido
urénico em FO,5v e FO,7v, verifica-se que essa premissa nao foi seguida, ja que elas sdo mais
ricas nesse monossacarideo. Esse é um indicativo de que essas fracdes tenham também em
sua composicdo alginato (acido alginico). Os acidos alginicos s&do polissacarideos
constituidos apenas de monossacarideos carboxilados, sdo muito comuns em algas marrons
e ja foram descritos em outras Dictyotales (Dietrich et al., 1995; Patil et al., 2018; Zhang,
Show e Ho, 2019). A presenca da glicose também chamou a atenc&o. E possivel que exista
em algumas das fracBes a presenca de laminarina, uma glucana comum em algas marrons

(Zargarzadeh et al., 2020). Além disso, a presenca de glucanas sulfatadas ja foi descrita em

88



Dictyopteris justii (Melo et al., 2014), o que poderia levar a sugestdo de que ha glucanas
nessas fracbes. Todavia, ndo se pode descartar a possibilidade de a glucose estar ligada
covalentemente as fucanas/fucoidans dessa alga. Futuros trabalhos de purificacdo e
caracterizacdo estrutural dos PS de D.delicatula poderdo confirmar ou refutar estas
observacoes aqui apresentadas.

Quando essas fracdes foram avaliadas como moduladores da formacéo de cristais de
CaOX verificou-se que elas foram capazes de interferir nesse processo. Observou-se
aumento no namero e reducdo de tamanho dos cristais que se formaram na presenca das
fracOes cetbnicas. Acredita-se que isso ocorreu porque durante a cristalizacdo do CaOx, 0s
ions de célcio e oxalato disponiveis em solucéo séo direcionados ou para a nucleagéo ou
crescimento dos cristais e na presenca das fragdes houve, possivelmente, um favorecimento
no consumo dos ions para o processo de nucleacao, o que reduziu a disponibilidade de ions
para o crescimento dos cristais CaOx. Esse mecanismo de agéo ja foi proposto anteriormente
por Atmani e Khan em 2010 ao avaliar a atividade antiurolitica do extrato de Herniaria hirsuta,
uma planta pertencente a familia Caryophyllaceae, e identificar que a presenca do extrato na
cristalizacdo do CaOx aumentou o numero de cristais formados, reduziu o tamanho deles,
nao alterou a morfologia bipiramidal dos COD e inibiu totalmente a formacéo de COM (Atmani
e Khan, 2000), todas as caracteristicas dos cristais que foram formados na presenca da
FO,5v.

A prevaléncia da formacgdo de COM sobre os COD quando a cristalizagéo ocorre na
auséncia de aditivos ocorre devido a maior estabilidade termodinamica dos COM (Ster et al.,
2018), porém a presenca da F0,5v parece ndo apenas induzir a formacdo de COD, mas
também desestabilizar a formacdo de COM, de forma que ao final da cristalizacdo apenas
COD séo formados (Tabela 5).

Cristais CaOx formados numa concentracdo de célcio mais elevada que a
concentracdo de oxalato tendem a ser do tipo COD (Daudon et al., 2016), portanto a
promocdo de cristais COD €, provavelmente, devido a caracteristica ibnica dos
polissacarideos sulfatados, que permite a eles atrairem ions calcio e formarem
microambientes em que a concentracdo de calcio é mais elevada que no resto da solucao,
um mecanismo que ja foi proposto em estudos utilizando polissacarideos sulfatados da alga
marinha Laminaria japonica (Ouyang et al., 2010) e polissacarideos carboxilados de plantas
(Huang et al., 2017). J4 a inibicdo da formacao de COM por polissacarideos sulfatados ocorre
devido a inibicdo rapida e total do crescimento dos cristais, 0s quais permanecem muito
pequenos e sao dissolvidos (Huang et al., 2017).

Embora a acdo moduladora tenha sido observada durante a adicdo de todas as
fracOes a intensidade do efeito é variada entre elas. Com a presenca de F0,5v teve-se o maior

efeito modulador, que foi seguido pelo efeito de FO,7v; F1,5; F1,0v e F2,0v em decrescente
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de intensidade de efeito. N&o se identificou uma correlacdo desse efeito com composicao
guimica das frac6es, nem mesmo com relagdo ao teor de sulfato. Apesar de alguns autores
demonstrarem relagao positiva entre nimero de cargas negativas e a atividade de modulagéo
dos cristais, como Akin e colaboradores (2008) ao avaliar o potencial antiurolitico de inulina
com diferentes graus de carboxilacdo ou Huang e colaboradores (2017) ao avaliar a
capacidade de modular a cristalizacdo do CaOx de polissacarideos de plantas com diferentes
guantidades de carboxilas.

O potencial zeta dos cristais formados na presenca de fracdes cetbnicas foi altamente
negativo (Tabela 6), acredita-se que esse resultado é reflexo da interacdo direta entre as
fracbes cetdnicas os cristais CaOx (Gomes et al., 2019; Robertson, 2017), portanto a
modulacdo na morfologia dos cristais induzida pelas fragfes cetbnicas parece ter sido
causada por meio uma interagdo quimica direta e ndo por alteragbes nas supersaturagado ou
outros parametros que influenciam a cristalizagdo. O aumento da carga negativa do potencial
zeta de cristais CaOx como indicativo da ligagéo direta entre o polissacarideo sulfatado e os
cristais ja foi descrito em trabalhos anteriores (Bhadja, Lunagariya e Ouyang, 2016; Gomes
et al., 2019).

A capacidade de modulac&o da cristalizacdo do CaOx da FO0,5v foi muito intensa,
maior do que qualquer outra fracdo. Melo e colaboradores (2013) ao utilizar polissacarideos
sulfatados da alga marrom D. justii como moduladores da cristalizagdo do CaOx também
observaram redu¢do no tamanho dos cristais, aumento no nimero de cristais e a inibicao
total da formagdo de COMs, assim como Gomes e colaboradores (2019) ao utilizar galactanas
sulfatadas da alga verde Caulerpa cupressoides, porém em nenhum dos casos supracitados
observou-se uma acao tao intensa como a descrita neste trabalho para a F0,5v, que chegou
a aumentar em mais de mil vezes o numero de cristais.

Resultados mais proximos ao descrito neste trabalho foram obtidos por Atmani e Khan
em (2000) utilizando extratos da planta Herniaria hirsuta. A relacdo entre FO,5v e o extrato de
Herniaria hirsuta € interessante, pois trabalhos posteriores do mesmo autor demonstraram
acao antiurolitica da Herniaria hirsuta em animais (Atmani et al., 2003; Atmani Fouada, 2006),
0 que pode ser considerado um indicativo que a F0,5v possa desempenhar também acgéo
antiurolitica in vivo e motiva a continuacao dos estudos com essa fragéao.

Assim, inicialmente repetiu-se os experimentos de avaliacdo do efeito modulador da
cristalizagédo utilizando diferentes concentracdes da FO,5v e realizou-se a contagem e a
medicdo dos cristais, e independente da concentracdo utilizada, os cristais formados na
presenca de FO0,5v sempre foram do tipo COD, como foi observado nas analises de
infravermelho, que é uma das técnicas utilizadas para tal (Sun et al., 2015). Esta confirmacéo
foi importante, porque, embora haja uma relacdo entre a morfologia do cristal CaOx e o grau

de hidratacdo (se é COM, COD ou COT), a confirmacdo do tipo de cristal apenas por
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microscopia de campo claro ndo é totalmente confidvel, pois na presenca de aditivos, como
0s polissacarideos, pode se observar modificacdes na morfologia sem obrigatoriamente
ocorrer mudancas no grau de hidratacao.

Verificou-se também que o efeito modulador de FO,5v foi proporcional a sua
concentracao, inclusive observa-se nos resultados que h& uma relacdo inversa entre o
numero de cristais formados e o tamanho deles. Porém, ha um fato a ser destacado, o da
relacéo entre a concentracao de FO,5v e seu efeito modulador ser linear, o que difere atividade
modulatorios da FO,5v da atividade de outros inibidores classicos como citrato, hidroxicitrato
(Chung et al., 2016) e polipeptidios acidos (Montanari et al., 2016), sugerindo que a F0,5v
possa atuar por um ou mais mecanismo diferentes.

Diante destes resultados, perguntou-se por que a presenca de FO0,5v induziria a
formacéo de tantos cristais?

Antes que essa pergunta possa ser respondida é preciso levar em consideracdo que
a quantidade de célcio livre ao término da cristalizacdo néo foi alterada pela adicdo de
diferentes concentracdes de FO,5v (Figura 17). Isso significa que a presenca da F0,5v nas
concentra¢des avaliadas néo retirou calcio do sistema, portanto todo o célcio disponivel para
cristalizagédo participou desse processo, 0 mesmo néo ocorre quando se utiliza um inibidor
classico como citrato (Chutipongtanate e Thongboonkerd, 2010). Com isso, conclui-se que a
massa total dos cristais formados é a mesma, tanto na presenca como na auséncia do inibidor.
Logo, pode-se indicar que no caso da FO,5v sempre havera uma relacdo inversamente
proporcional entre o tamanho e o niumero dos cristais.

Voltando a pergunta, a sua resposta € complexa, mas pode comecar a ser formulada
a partir dos dados obtidos com os ensaios de avaliacdo individualizada da nucleagéo, da
agregacéo e da sedimentagéo dos cristais CaOx (Figura 19). Nessa figura a nucleacao pode
ser visualizada na parte ascendente e o seu apice (AbsMax) corresponde ao ponto onde se
tem o nimero maximo de cristais possiveis de serem formados e que estdo em suspencgao
(Baumann, Affolter e Casella, 2011; Baumann e Casella, 2019b). A partir desse ponto a
agregacao passa a superar a nucleagao, os cristais pequenos (nudcleos) se agregam, formam
particulas maiores que se precipitam, e, consequentemente, a curva do grafico comeca a
descender (Baumann, Affolter e Casella, 2011; Baumann e Casella, 2019b). Na Figura 19,
guando se compara o grafico obtido com o grupo controle e aqueles obtidos com as diferentes
concentracoes de F0,5v, verifica-se que o AbsMax, que no grupo controle era de ~6 minutos,
passou a um valor em torno de 2 minutos. Situacbes como essa sdo observadas quando o
agente modulador age induzindo a formacdo de mais cristais, porém, de cristais menores
(Atmani e Khan, 2000; Moe e Xu, 2018; Sethmann et al., 2017), o que corrobora com as
observacdes vistas na microscopia de campo claro. Como os testes com a F0,5v ocorreram

nas mesmas condicdes de temperatura e concentracdo de CaOx que no grupo controle, o
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alto numero de cristais formados na presenca da F0,5v indica que a fragdo em questéo induz
a nucleacgéo heterogénea, cuja barreira energética para a formagado de nucleos é menor e
mais nucleos sdo formados consequentemente (Khan et al., 2016; Sethmann et al., 2017).

A FO,5v é composta por moléculas grandes entre 232 e 174 kDa (Tabela 10) e
carregadas negativamente. Moléculas com essas caracteristicas sdo apontadas como
agentes moduladores que servem como sitios para a nucleacdo heterogénea (Fang et al.,
2016). Portanto, sugere-se que 0s grupamentos negativos dos polissacarideos presentes em
FO0,5v atraiam ions de calcio e os imobilize. Posteriormente, os ions oxalato cobrem a camada
de célcio formada sobre os polissacarideos e esse processo se repete até a formacédo do
cristal, que contém em seu interior um ou mais moléculas de polissacarideos. Como ha mais
moléculas dos componentes de FO0,5v disponiveis, entdo formam-se muito mais nucleos do
gue no grupo controle, e consequentemente mais cristais.

Contudo, estes varios nucleos poderiam, posteriormente, na fase de agregacao, se
unirem, e consequentemente, o nimero de cristais ndo seria tdo grande. E por que isso ndo
ocorre?

Foi demonstrado mostrado que particulas com alto potencial zeta, seja ele negativo
ou positivo, s&0 menos propensas a se agregar, inclusive cristais de CaOx (Li, Xue e Ouyang,
2013; Queiroz et al., 2015). E quando se avaliou o potencial zeta dos cristais formados na
presenca de FO0,5v, observou-se que eles apresentam alto valor negativo para esse
parametro, que € proveniente da presenca dos polissacarideos de FO0,5v nos cristais.
Acredita-se que esse valor negativo também deve ser observado nos pequenos cristais
formados durante o processo de nucleacdo na presenca de F0,5v, o que impediria uma taxa
de agregacédo semelhante a observada no grupo controle.

A agregacao dos nucleos de cristais € a segunda etapa da cristalizacdo e tem inicio
logo apos a formagéo deles (Baumann e Affolter, 2012). A agregacgéo geralmente acontece
num periodo curto e é considerada uma etapa de grande importancia para o processo de
formacd@o dos calculos renais de CaOx nos modelos de placas de Randall ou plugs de
Randall.

A velocidade sedimentacdo de particulas como os cristais num liquido depende,
dentre outras coisas, do volume dos cristais (Baumann, Affolter e Meyer, 2010). Quanto maior
os cristais, maior a velocidade de sedimentacéo. Os cristais formados na presenca da FO,5v
sedimentaram-se mais lentamente que os cristais do grupo controle, e esse atraso €
explicado pelo tamanho menor que os primeiros possuem. Esse é um fato importante, pois
cristais CaOx que se sedimentam lentamente S840 menos propensos a interagir entre si ou
com cristais de fosfato de calcio (Xie et al., 2015) ou &cido Urico (Grases et al., 2007) e
formarem agregados grandes (Baumann e Affolter, 2014; Baumann e Casella, 2019b), que

ficam retidos nos néfrons e podem iniciar a formacao de calculos renais (Robertson, 2017).
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Outro fator importante para se entender seria a forma pela qual macromoléculas
inibem o crescimento dos cristais. Esse evento é explicado pelo mecanismo de “step pinning”
(Shtukenberg, Ward e Kahr, 2017), o qual esta inserido no modelo de cristalizagdo de
Cabrera—Vermilyea (Burton, Cabrera e Frank, 1951). Nesse modelo, o cristal cresce por meio
de etapas ou camadas, os ditos “steps”, que surgem numa regido do cristal e se espalham

cobrindo o resto da face dos cristais (Figura 32) com a deposicdo de novos ions.

Direcao da camada

v

/ Degrau / MNovos ions

Mova camada

MNova camada

Antiga camada Antiga camada

Figura 32. Esquema representando o modelo de crescimento de Cabrera—Vermilyea. Autoria propria.

Os inibidores como citrato e as macromoléculas adsorvem na camada antiga que esta
exposta e inibem a deposi¢cdo de novos ions, criando falhas ou pontos de fixacdo (step
pinnings), em que os ions de oxalato e célcio ndo se depositam. Estes pontos desaceleram
0 crescimento da cada uma das as faces em gue os inibidores adsorvem, o que resulta num
crescimento anisotrépico (Figura 5) (Chien et al., 2018; Grohe et al., 2007).

Fatores gerais como temperatura, pH e for¢ca i6nica influenciam a energia de ligagao
entre o inibidor e a face do cristal e consequentemente a tendéncia dos inibidores
adsorverem-se aos cristais (Shtukenberg, Ward e Kahr, 2017). Porém, existe um fator
especifico que é crucial para entender o motivo pelo qual o mecanismo de agéo da F0,5v ndo
ocorre por adsor¢cdo aos cristais CaOx, o tempo de exposi¢ao da “camada antiga” ou terrago
(Weaver et al., 2010).

Termodinamicamente, o inibidor precisa ser mais “rapido” que os ions Ca e Ox para
conseguir ligar-se e estabilizar-se sobre camada do cristal antes que ela seja “coberta” pela
nova camada. Por isso, em sistemas de alta supersaturacdo, alguns inibidores de
crescimento ndo tem acao (Robertson, 2017). Porém, quando as primeiras moléculas de
inibidores conseguem adsorver a camada antiga, elas desaceleram o crescimento da nova
camada e com isso deixam a camada antiga mais tempo exposta aos inibidores (Weaver et
al., 2010).

O aumento no tempo de exposicdo de cada camada antiga permite que mais

moléculas do inibidor adsorvam na superficial do cristal, por isso h&, em concentracdes
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baixas, um efeito sinérgico entre as moléculas do mesmo inibidor. Porém, conforme a
concentra¢do do inibidor aumenta, as suas moléculas comegam a competir entre si pelos
sitios de ligacdo mais favoravel, de forma que o aumento da concentragédo do inibidor quase
nao gera mais inibicdo do crescimento (Chung et al., 2016; Kolbach-Mandel, Kleinman e
Wesson, 2015). Devido a esses fatores, a curva que relaciona a concentragdo de um inibidor
e a inibicdo do crescimento costuma ser sigmoide e nao linear, ao contrario da relacéao linear
gue foi observada nos resultados obtidos com a FO0,5v. Logo a FO0,5v, provavelmente, ndo
atua se aderindo as faces dos cristais.

Além disso, os cristais formados na presenca de FO0,5v, independente da
concentracdo, mantém a relagéo entre o tamanho das faces e a morfologia bipiramidal (Figura
16), embora haja diferengas entre os COD formados na presenca e na auséncia da FO,5v.
Entdo, ou a F0,5v ligam-se com a mesma especificidade em todas as faces do cristal ou ndo
atua inibindo o crescimento do cristal. E provavel que a FO,5v néo atue aderindo as superficies
dos cristais e, portanto, essa observacao seria mais uma evidéncia de que a F0,5v atua por
um mecanismo diferente dos inibidores de crescimento geralmente descritos.

Contudo, tem-se que relembrar que, foi dito que o potencial zeta negativo dos cristais
formados na presenca da F0,5v (Tabela 6) indica a adsorcéo de polissacarideo na superficie
dos cristais. O que, a priori, contestaria a hip6tese proposta anteriormente. Porém, como a
avaliacao do potencial zeta ocorre apés o término da cristalizacdo e nédo durante, € possivel
gue a adsorcao sO ocorra sobre o cristal totalmente formado e por isso nao modificaria o
crescimento do cristal. Infelizmente, ndo se avaliou-se a capacidade da FO,5v adsorver sobre
cristais CaOx ja formados, o que poderia elucidar melhor essa questao e deve ser realizado
no futuro.

Retomando a questédo dos dados de contagem e medigéo dos cristais formados com
as diferentes concentracdes de F0,5v (Tabela 7), pode-se afirmar que o alto nimero de
cristais de tamanho pequeno podem ser resultado de duas situacdes: da inibicdo do
crescimento, que levaria a uma promoc¢ao da nucleacéo; ou da promoc¢éo da nucleacéo, que
levaria a uma inibicdo do crescimento. Como a FO0,5v ndo adere a superficie do cristal, €
provavel que ela seja um agente promotor da nucleagéo de cristais CaOx e a redugéo no
tamanho dos cristais seja consequéncia. Fato que ja foi observado com outros inibidores
(Atmani e Khan, 2000; Nirala et al., 2019).

As atividades in vitro da FO,5v sdo promissoras, porém antes de propor seu uso na
prevencao ou tratamento dos calculos renais séo necessarios ensaios de toxicidade, os quais
compreendem ensaios iniciais em cultura de células e em animais.

A F0,5v em concentrac¢des iguais ou superiores a 0,125 mg/mL induziu uma reducéo
branda na viabilidade celular da MDCK (Figura 20) Porém, ao se analisar mais

detalhadamente vé-se que as concentracfes atoxicas da FO,5v, ou seja, abaixo de 0,125
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mg/mL, sdo concentracdes que fazem FO,5v ter agdo moduladora na cristalizacdo do CaOx
in vitro e apontam para uma seguranca no uso de FO,5v in vivo.

Todavia, o processo de formacédo dos célculos renais ndo envolve apenas 0s cristais
de CaOx, possivelmente ha também a participacéo prévia do estresse oxidativo que lesiona
o epitélio do tubulo renal e expde o colageno, favorecendo a deposi¢cao de matéria inorganica
(Daudon, Bazin e Letavernier, 2014). Sdo evidéncias do papel do estresse oxidativo ha
urolitiase, entre outras coisas, a relacdo entre aumento dos marcadores do estresse oxidativo
e aincidéncia de calculos renais em seres humanos (Wozniak et al., 2019) e o efeito benéfico
do uso de antioxidante em pacientes com urolitiase (Nirumand et al., 2018).

Seguindo essa linha de pensamento decidiu-se avaliar a atividade antioxidante da
FO,5v.

A FO0,5v foi capaz de sequestrar radicais e agir como doador de elétrons,
caracteristicas importantes para considerar um composto como agente antiurolitico (Golshan
et al., 2017; Kizivat et al., 2017). A atividade antioxidante de fracdes obtidas de algas marina
ja foi descrita por diversos autores (Costa et al., 2010; Mendes Marques et al., 2019; Presa
et al., 2018) e foram obtidos valores de atividade antioxidante semelhantes aos descritos
neste trabalho, e em todos os casos citados, a atividade antioxidante foi atribuida aos
polissacarideos presentes nas fracdes, o que leva a proposicdo de que a atividade
antioxidante de F0,5v é decorrente dos seus polissacarideos.

A atividade antioxidante in vitro ocorre € avaliada por meio de rea¢des quimicas em
situacdes controladas, as quais nem sempre reproduzem de forma fidedigna as condicfes
biologicas. Por isso, é importante confirmar a atividade antioxidante do composto utilizando
um sistema bioldgico. Portanto, uma situacdo de estresse oxidativo foi simulada expondo
células renais ao peroxido de hidrogénio, na presencga ou ndo de diferentes concentragcfes
de FO,5v. A adi¢cdo da FO,5v antes ou depois da exposi¢cao ao H>O» ndo mitigou o dano celular
causado por essa molécula (Figura 21 e Figura 23). Porém, a presenca da FO,5v
concomitante ao H,O- foi capaz de anular a diminuigdo da viabilidade celular causada pelo
H,O, (Figura 22). Indicando que a atividade antioxidante da FO,5v que foi observada in vitro
também ocorre em célula e que a FO,5v pode ter atividade antiurolitica por se agente
antioxidante.

O modelo em células de estresse oxidativo induzido por exposi¢cdo ao H-O- j& foi
utilizada anteriormente para avaliar a atividade antioxidante de outros polissacarideos e tem
sido observado diferentes momentos de acdo dessas moléculas, o que provavelmente reflete
a sua heterogeneidade estrutural. Wang e colaboradores (2015) observaram que o
tratamento com polissacarideos da planta Cyclocarya paliurus apds a exposicdo ao HxO.,
aumentava a viabilidade celular e a expressdo de SOD em células RAW?264.7. J4 Liu e

colaboradores (2017) observaram que o tratamento prévio de fibroblastos de pulm&o humano
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(MRC-5) com laminarinas era mais eficiente em aumentar a viabilidade celular e atividade de
enzimas antioxidantes que o tratamento apds o estresse provocado com H2O,. A utilizagédo
de H20: e oxalato de sédio foi utilizado por Santos e colaboradores (2016) para obter-se uma
avaliacao da atividade antioxidante mais voltada para a a¢do antiurolitica e foi demonstrado
gue os polissacarideos da alga Gracilaria Birdiae sdo mais eficientes em proteger as células
MDCK gquando adicionados concomitantemente ao H»O, do que previamente ou
posteriormente, assim como foi observado neste trabalho.

Diante dos dados obtidos até o0 momento a FO0,5v foi entdo submetida a processo de
fracionamento por cromatografia de troca-ibnica o0 que permitiu a obtencdo de cinco
subfracdes: 0.2 M; 0.4 M; 0.5 M; 0.6 M; e 1.0 M.

As analises fisico-quimicas das fragBes confirmaram algumas observacdes. FO,5v é
composto por mais de um polissacarideo. A presenca de heterofucana A é incontestavel,
inclusive na eletroforerese ela aparece em todas as subfracdes (Figura 25).

A subfracdo 0.2 M, que representam mais de um terco da massa total da fragéo
cetonica (Figura 24), ndo apresentou bandas visiveis coradas com azul de toluidina. Isso,
aliado ao fato de que ele foi eluido com baixa concentracdo de sal, d& indicios de que ela é
constituida de polissacarideos neutros ou pouco carregados negativamente. A sua
composi¢cao monossacaridica, muito acido urénico e glucose, enfatiza essa ideia, no caso os
polissacarideos neutros seriam laminarinas e os pouco carregados os acidos alginicos.
Corrobora com essa ideia o fato de 0.2 M possui duas populacdes de polissacarideos, a
primeira de cerca de 7 kDa (Tabela 10), o que é condizente com o tamanho molecular
esperado para laminarinas (Bonfim-Mendonca et al., 2017). E o segundo polissacarideo que
apresenta tamanho médio de 245 kDa (Tabela 10), o que é esperado para polissacarideos
mais complexos como o alginato (Rostami et al., 2017).

Na eletroforese a subfracdo 0.4M apresentou duas bandas: uma com cor tipica de
polissacarideo sulfatado e migracdo semelhante aquela esperada para a heterofucana A; e a
outra, de menor tamanho, maior mobilidade e coloracdo menos intensa. Esse tipo de
coloracdo e mobilidade eletroforética dessa banda é semelhante a de &cido alginico (Rocha
et al., 2005).

A heterofucana A esta bem visivel nas demais subfracdes (0.5M; 0.6M; e 1.0M) na
lamina de eletroforese (Figura 25). Acredita-se que a heterofucana A seja uma
manoglucogalactofucana ou uma manogalactoglucofucana, pois as quantidades de &cido
glucurénico e galactose sdo muito semelhantes, com tracos de manose e uma sulfatacéo por
volta de 10%. Heterofucanas com essa composi¢ao e padrdo de migracdo eletroforéticos ja
foram extraidas de algas marrons como Sargassum filipendula (Costa et al., 2011) e S.
schréederi (Leite et al., 1998)
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Avaliou-se individualmente os componentes da F0,5v com o objetivo de identificar qual
era o principal responsavel pela acdo modulatéria da cristalizacdo. A adi¢cdo das subfracdes
04 M, 05 M, 0.6 M e 1.0 M modularem bem pouco a cristalizacdo do CaOx, quando
comparadas com a subfragéo 0.2 M e a F0,5v ndo fracionada (Tabela 11).

A subfracdo 0.2 M parece ter um efeito muito semelhante ao da FO,5v, promovendo a
formacédo de inimeros cristais pequenos e todos do tipo COD (Figura 31), porém comparada
com a FO,5v na mesma concentracdo (0,10 mg/mL) em numero de cristais formados e
tamanho dos cristais, a 0.2 M é menos potente (Tabela 11). Esse resultado foi desanimador
por um lado, pois esperava-se que o efeito modulador fosse potencializado a partir do
isolamento do agente, mas por outro lado demonstrou que o alginato ou a laminarina sédo os
principais agentes modulatorios da cristalizacdo, j& que as amostras que 0s contém s&o as
gue possuem os efeitos moduladores mais potentes.

Alginatos sao polissacarideos altamente carboxilados, os radicais carboxila ja foram
descritos diversas vezes como 0s responsaveis pela agdo modulatdria da cristalizagdo do
CaOx de outros moduladores como osteopontina (Langdon e Grohe, 2016), citrato (Kolbach-
Mandel, Kleinman e Wesson, 2015), glicosaminoglicanos (Poon e Gohel, 2012), inulina
carboxilada (Akin et al., 2008) e &cido poliacrilico (Thomas et al., 2012), por isso a hipétese
mais provavel é que o alginato é o agente modulador e ndo as laminarinas.

A heterofucana A individualizada, presente nas subfragdes 0.4 M, 0.5 M e 0.6 M, tem
um efeito modulador diminuto, quando comparado ao alginato, porém a juncao do alginato
com a heterofucana na fracdo FO,5v parece criar uma agao sinérgica. Embora o percentual
de acido glucurénico na F0,5v seja bem menor que na 0.2 M, a FO,5v ainda é mais potente
em modular a cristalizacdo do CaOQ¥, isso sugere que a juncao de alginato e heterofucanas A
€ mais potente que qualquer um dos dois isoladamente.

Devido a esse provavel efeito sinérgico concluimos que, do ponto de vista da atividade
moduladora, ndo h4 justificativas para subfracionar a FO,5v e seguimos os experimentos de
avaliacdo da ac¢do modulatoria da cristalizag&o utilizando apenas com a FO,5v.

A atividade antioxidante das subfracdes também foi avaliada para se determinar se do
ponto de vista da atividade antioxidante, os componentes isolados da FO0,5v teriam melhor
efeito que a fragéo.

Todas as subfra¢cfes foram capazes de sequestrar radicais ou agirem como doadores
de elétrons (Figura 27, Figura 28, Figura 29 e Figura 30) e podem ser consideradas como
potenciais agentes antiurolitico. Todavia, os resultados das atividades antioxidantes
revelaram que nenhuma das subfracdes de FO,5v supera a atividade antioxidante da prépria
fracdo cetdnica (FO,5v) de forma plena, isto €, em todas as vias do estresse oxidativo:

iniciacdo, propagacao e terminacdo. Mais uma vez os resultados indicam que subfracionar a
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FO,5v ndo é vantajoso para potencializar a atividade desejada. Além disso, diminui o
rendimento global da extragéo.

Aproveita-se esse espaco final da discussdo para sumarizar os dados apresentados
gue indicam o potencial antiurolitico de FO,5v:

Cada uma das modificacbes que a FO,5v causa na cristalizacdo do CaOx pode ter
potencial de prevenir a urolitiase de alguma forma e ser& descrita abaixo.

A aceleracdo da formacdo dos cristais devido a nucleacdo heter6gena consome
rapidamente o oxalato disponivel. Isso in vivo preveniria a exposi¢ao do epitélio renal a altas
concentracdes de oxalato, e por conseguinte, todos aqueles danos citados na Introducao
como: integridade do epitélio renal e favorecimento da adeséo de cristais CaOx (Kanlaya,
Fong-ngern e Thongboonkerd, 2013; Kanlaya, Singhto e Thongboonkerd, 2016), a
osteogénese/calcificagdo (Convento et al., 2017) ou até mesmo inducdo da autofagia celular
e criagcdo de zonas de calcificagcéo e deposigéo de cristais (Duan et al., 2018).

A modulagéo da cristalizagdo para que sejam formados apenas COD reduz a chance
de revolvimento de célculos renais, pois os COM s&@o mais propensos a aderirem (Manissorn
et al., 2017) e/ou causarem dano ao epitélio (Sun et al., 2015) e a formarem agregados
(Chaiyarit e Thongboonkerd, 2017);

Por fim, a FO,5v pode neutralizar o potencial toxico do oxalato de calcio, pois os cristais
que se formam sobre uma molécula de polissacarideo da F0,5v “deixam de se formar” sob

uma placa de Randall, ou sobre outros cristais (ndo se agregarem).
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Conclusao

Obteve-se da alga marrom D. delicatula cinco fra¢des ricas em polissacarideos
sulfatados, pouco contaminadas por proteinas e compostos fendlicos;

Todas as fracfes ricas em polissacarideos sulfatados extraidas foram capazes de
modular a cristalizagcdo do CaOx e aumentar a carga superficial negativa dos cristais
formados;

A FO0,5v foi a fracdo com maior capacidade em modular a cristalizacdo do CaOx e na
sua presenca foram formados apenas cristais do tipo COD;

A presenca da FO,5v em concentragfes iguais ou superiores a 0,125 mg/mL reduzem
a capacidade de células MDCK em reduzir o MTT em 20% em média;

Adicdo da F0,5v (0,5 mg/mL) durante a exposicao de células MDCK ao peroxido de
hidrogénio aboliu o dano celular causado por esse;

FO0,5v foi fracionada por cromatografia de troca ibnica em cinco diferentes subfracdes
de polissacarideos;

Dentre as subfracdes, a 0.2 M teve a maior acdo modulatérios da cristalizacdo do
CaOx, porém o efeito dessa fragdo nao foi superior ao da F0,5v;

Em relacdo a atividade antioxidante in vitro nenhuma subfragéo foi superior a FO,5v;
A FO0,5v ndo fracionada tem acdo antioxidante in vitro maior que qualquer uma das
suas subfracoes;

A F0,5v tem acdo antiurolitica atuando tanto na modulacao da cristalizacao do CaOx

como mitigando o estresse oxidativo.
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