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RESUMO
A membrana plasmética e a matriz extracelular estdo envolvidas em processos
importantes de interacdo, como reconhecimento, adesdo e reproducdo. A matriz
extracelular pode variar tanto em sua composicdo quanto em sua arquitetura
molecular, diferindo entre grupos taxondmicos maiores ou até mesmo ao nivel
genérico ou especifico. A composicdo dessa matriz extracelular € mais conhecida para
animais, fungos e bactérias em comparacdo com as células fotossintetizantes
(cianobactérias, algas e plantas). No caso das algas, principalmente as microscopicas,
esse conhecimento é ainda menor, sendo que estudos sobre esse assunto sdo
recentes e escassos. Em, praticamente todos os organismos vivos, 0s carboidratos
presentes na membrana celular na forma de oligossacarideos séo reconhecidos com
alta seletividade e especificidade por proteinas chamadas lectinas, também presentes
em superficie celular. Até o momento, os estudos voltados para essa linha de
pesquisa dedicaram-se a identificar a composicdo das biomoléculas presentes nas
superficies de células algais utilizando lectinas marcadas por fluorescéncia. De forma
alternativa aos estudos realizados até o momento, nesse trabalho o objetivo foi
verificar a similaridade das interacdes envolvendo trés diferentes carboidratos numa
apresentacdo dendrimérica (glicodendrimeros) marcados por fluorescéncia e as
superficies celulares de doze espécies de microalgas. Desse modo foi detectada a
especificidade das interagcbes em uma via inversa, de modo a se conhecer as
provaveis lectinas expressas nas superficies desses organismos. Os resultados
sugerem que 0s receptores encontrados nessas espécies tendem a ser diferentes

tanto na composi¢cdo quanto na quantidade.

Palavras-chave: Glicodendrimeros, interagdo celular, lectinas, membrana plasmaética.



ABSTRACT
The plasma membrane and the extracellular matrix are involved in important cell

interactions, such as recognition, adhesion and reproduction. The extracellular matrix
may vary in both composition and molecular architecture, which can be different for
higher taxonomic groups or even at the generic or specific level. The composition of
the extracellular matrix is best known for animals, fungi and bacteria, but there is a lack
of knowledge regarding to the photosynthetic cells (cyanobacteria, algae and plants).
For algae, mainly the microscopic ones, this knowledge is even smaller and the studies
are recent and rare. These studies have generally focused in the identification of the
biomolecules present on the surface of algal cells by using labeled lectins, which are
proteins that specifically interact with carbohydrates. They are found on cell surfaces of
almost all living beings and their specificity to recognize and bind carbohydrates are the
key for many cell interactions. Alternatively to the studies based on labeled lectins, this
research was performed with three different labeled carbohydrate (glicodendrimers) to
detect the presence of lectins on cell surfaces of twelve algal species. Thus the goal
was to detect specificity of the interactions in a reverse way, so as to meet the probable
lectins expressed on the surfaces of the cells. Based on the results, we suggest that
the receptors found in the species tend to differ both in composition and quantity. The
differences were mainly species-specific, since higher taxonomic groups did not

presented any pattern of results.

Key words: Cell-interaction, glicodendrimers, lectins, Plasma membrane.



1- INTRODUCAO

A membrana celular separa o meio intracelular do extracelular e é a principal
responsavel pelo controle de entrada e saida de substancias na célula (Junqueira &
Carneiro, 2012). Todas as membranas celulares possuem uma organizagdo basica,
sendo constituidas por duas camadas lipidicas, fluidas e continuas, onde se inserem
moléculas protéicas, constituindo um mosaico fluido (Junqueira & Carneiro, 2012). A
superficie das células € composta por lipidios, carboidratos e proteinas, sendo que 0s
carboidratos (oligossacarideos) podem se apresentar associados aos lipidios

(glicolipideos) ou as proteinas (glicoproteinas; Singer & Nicholson, 1972) (Figura 1).

Oligosacarideo \Glicoproteinas

Glicolipideo

Proteinas

A-hélice integrais Colesterol

hidrofébica

Figura 1- Representacgéo esquematica da estrutura da superficie celular.
(Fonte: Singer & Nicholson, 1972).

As proteinas da membrana celular podem ser integrais ou periféricas. As
proteinas integrais caracterizam-se por estarem fortemente associadas aos lipideos,
enquanto que as periféricas sdo facilmente separadas destes (Cooper, 2000). As
proteinas integrais representam cerca de setenta por cento das proteinas da

membrana plasmética e nesse grupo estdo incluidas as enzimas, as glicoproteinas, as
7



proteinas transportadoras e receptoras de horménio e as lectinas. Algumas dessas
moléculas sdo fundamentais na adesdo entre superficies celulares, sendo
denominadas CAMs (cell adhesion molecules) (Homrich et al., 2015). Algumas lectinas
sdo representantes das CAMs. Essas proteinas estdo também envolvidas em
processos de reconhecimento celular, sendo que tanto a funcédo de adesédo quanto a
de reconhecimento resultam de sua capacidade de interagir com carboidratos de

modo seletivo e altamente especifico (Sharon & Lis, 2004).

Na face externa da membrana celular dos animais encontram-se os residuos
glicidicos das glicoproteinas que juntamente com os glicidios complexos dos
glicolipideos e outras moléculas, como os proteoglicanos, formam uma camada de
acgucares denominada glicocalice ( Sheldon et al., 2007) (Figura 2). O glicocélice é a
primeira area de contato da célula e, por isso, € a primeira barreira de protecao a
agressdes quimicas e mecanicas, possui funcdo enzimatica e, principalmente,

participa do reconhecimento e adeséao celular (Junqueira & Carneiro, 2012).

Figura 2- Representacdo esquemaética do glicocdlice. Residuos de carboidratos (em verde). Proteinas integrais

transmembranares (em vermelho) e bicamada lipidica (em azul). (Fonte: Cruz-Chu, 2014).



Assim como as células animais, as células fotossintetizantes apresentam uma
membrana plasmatica e uma matriz extracelular de natureza basicamente glicidica. Na
célula fotossintetizante essa matriz € mais organizada, apresentando uma estrutura
espessa, rigida e resistente, denominada parede celular (Rose, 2003; Caffall &

Mohnen, 2009) (Figura 3).

Lamela

j-média

Estrutura da
Parede Celular
vegetal.

) ¥ R L Parede
Pectind e ' 3 celular
primaria
Helicelulose e
lalicanas, Membrana

Microfibrilas ; :ples matica

de celulose

Figura 3- Representacao esguematica da parede celular vegetal.
(Fonte: http://sobiologia.com.br)

A parede celular é composta basicamente por polissacarideos, proteinas estruturais e
enzimas. A parede celular participa da aderéncia, da aglutinagéo celular, da interagéo
com células vizinhas, influencia na defesa, no crescimento, na nutricao e reproducédo
da célula ( Caffall & Mohnen, 2009; Junqueira & Carneiro, 2012; Rose, 2003). Assim
como as plantas, vérias algas também possuem parede celular, sendo que alguns
grupos possuem ainda uma camada amorfa (mucilagem) ou, como nas bacilariéfitas,
um tipo especial de parede celular denominado fristula. Esta € composta por duas
valvas protéicas, impregnadas com silica, morfologicamente semelhantes e que se

encaixam perfeitamente (Crawford et al., 2001).

O fitoplancton é uma comunidade muito diversa e importante na dindmica dos

ecossistemas aquaticos, sendo constituido pelas algas microscopicas e as
9



cianobactérias (Tundisi, 1986; Costa et al., 2014). Além de ser a base da cadeia
alimentar desses ambientes, o fitoplancton possui outros papéis cruciais para o
funcionamento dos ecossistemas (Santos, 2008). As algas sdo organismos
eucaridticos (Lee, 2008) cujas paredes celulares contém polissacarideos e
glicoconjudados, principalmente glicoproteinas (Muller et al., 1983). Os organismos
fitoplanctdnicos (algas e cianobactérias) possuem diferengas na composicdo de
polissacarideos da parede celular e da mucilagem (Muller et al., 1983). Em algumas
clordfitas sifondceas e em algumas roddfitas, os polissacarideos da parede celular
possuem residuos de p-D-glicose e g-D-manose, enquanto L-fucose e polimeros de D-

galactose podem ser encontrados na matriz mucilaginosa (Lee, 2008).

Essa diferenga na composi¢do glicidica encontrada na parede celular e na
mucilagem sugere que os carboidratos possuam func¢des diferentes na célula, sendo
que na mucilagem podem estar envolvidos com a flutuabilidade dos organismos
(Muller, 1983) enquanto que na parede celular a principal funcédo deve ser interagir

com lectinas em processos de reconhecimento celular (Knox, 1992).

Além da especificidade mencionada anteriormente, as interagdes lectina-carboidrato
sao reversiveis e podem ser monoméricas (um residuo de carboidrato para um sitio
receptor da lectina) ou ocorrer de forma multivalente (multiplos residuos de
carboidratos para multiplos receptores de lectinas) o que aumenta a afinidade e a
especificidade da interacdo (Yamada, 2006). As lectinas sdo capazes de identificar
carboidratos de células da propria espécie e também carboidratos de células de outras
espécies, como por exemplo, de patégenos, predadores ou interacdes simbiontes
(Wood-Charlson et al., 2006; Sousa, 2010). De fato, algumas bactérias se ligam ao
organismo hospedeiro, durante a infeccdo, por meio de interacdes lectina-carboidrato

(Khowala et al., 2008) e além disso, sabe-se que processos fisioldgicos de
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reprodugdo, como reconhecimento de gametas, sdo viabilizados por interacbes com
lectina-carboidrato (Gabius, 1997). Varios estudos sugeriram que essas interacdes sao
a chave para diversos processos celulares, tais como reconhecimento, adesdo e
reproducdo (Brandley & Schnaar 1986; Espinosa, 2010; Sousa, 2010).

Toda célula contém uma matriz especifica de marcadores protéicos em sua
superficie, que permitem a identificacdo de cada tipo de célula de uma forma precisa
(Alberts et al., 2002). O reconhecimento entre as células, de uma maneira geral, se da
via biomoléculas que se encontram expostas na superficie das membranas celulares
(Attias, 2010), resultando em uma composi¢cdo molecular que pode ser Unica e tipica
para certas espécies ou mesmo linhagens em uma mesma espécie (Alberts et al.,
2002).

As diferencas na composicdo da superficie celular provavelmente s&o
responsaveis pelas diferencas encontradas no reconhecimento interespecifico de
células, na adesao celular e até mesmo na regulacdo da flutuabilidade dos organismos
(White et al., 2005). No entanto, pouco se sabe a respeito da composi¢do e natureza
das biomoléculas de superficie das células de algas e plantas e de como elas estédo
arranjadas nas superficies das mesmas (Knox, 1992).

A deteccao de diferentes lectinas e carboidratos na superficie de células de diferentes
espécies fitoplanctbnicas seria uma forma viavel e eficiente de identifica-las, até
mesmo distinguir linhagens tdxicas e ndo téxicas (Lesley et al., 1995). Entretanto,
esses estudos sdo ainda raros e a arquitetura molecular das superficies de algas
permanece pouco esclarecida. Lectinas marcadas com fluor6foros vem sendo
utilizadas por diversos pesquisadores como ferramentas para o exame das superficies
celulares de diversos organismos, incluindo os protistas (Schottelius & Muller et al.,
1983; Ghosh et al., 1987). A presenca da lectina WGA, por exemplo, foi utilizada para

identificacdo de duas espécies morfologicamente semelhantes de dinoflagelados
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(Andujar et al., 1997), sendo que uma das espécies é toOxica. Dessa forma, o
conhecimento das lectinas presentes em um organismo é também uma ferramenta
taxondmica promissora (Andujar et al., 1997), sendo consideradas excelentes
ferramentas para estudos da arquitetura molecular das superficies das células
podendo estar envolvidas tanto na comunicacgao entre células de uma mesma espécie,
como entre células de espécies diferentes (Muller et al., 1983).

Lectinas marcadas sdo ferramentas confidveis de deteccdo e identificacdo
rapida dos oligossacarideos presentes na superficie celular, elucidando a diversidade
desses carboidratos (Muller et al., 1983). Muitos pesquisadores utilizam lectinas
marcadas com fluorescéncia para avaliar interacbes dessas com a superficie das
células estudadas. Muitos estudos de caracterizacdo da superficie de células e
interagdo entre elas vém sendo realizados (Brandley & Schnaar, 1986; Fritz, 1992;
Costas et al.,1994; Roberts et al., 2006).Trabalhos nessa area sdo promissores por
contribuir para a elucidagdo da estrutura superficial das células e de como esta
interage (Knox, 1991), além do desenvolvimento de ferramentas para a taxonomia
(Lesley et al., 1995).

De forma complementar as lectinas, os carboidratos também sdo muito
importantes em processos de reconhecimento e interagdo celular, jA que sédo os
receptores alvos dessas proteinas. Os carboidratos comp8em parte significativa das
moléculas expostas na superficie celular e sdo protagonistas na comunicacao
intercelular dos organismos (Khowala et al., 2008). A grande variedade estrutural
apresentada por esses compostos e sua apresentacdo multimérica permitem também
uma variedade de glicocédigos que tendem a ser especificos para cada célula. Diante
disso, é confiavel analisar a composi¢do das superficies celulares tanto por meio do
estudo de lectinas como de carboidratos. Como mencionado anteriormente, 0s

carboidratos sdo os receptores alvos das lectinas, por isso, podem ser também usados
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para a deteccdo dessas proteinas nas superficies celulares. Carboidratos marcados
com fluorescéncia sdo ferramentas alternativas e inovadoras aos métodos até entdo
utilizados em trabalhos nessa linha de pesquisa.

No presente trabalho foi avaliada a interagdo de carboidratos marcados com
fluorescéncia com a superficie celular de doze espécies de microalgas. Esses
carboidratos se apresentam de maneira multimérica, em moléculas chamadas
glicodendrimeros. Dendrimeros sdo compostos macromoleculares que compreendem
uma série de ramificagbes em volta de um nucleo interno (Cloninger, 2002).
Dendrimeros que possuem carboidratos em suas estruturas sdo denominados
glicodendrimeros. O uso desses compostos tem aumentado na pesquisa bioldgica,
com aplicacdes diversas e relevantes (Roy et al., 2013). Os glicodendrimeros tém sido
usados principalmente em estudos de comunicagdo e reconhecimento celular que
envolva interacdes entre carboidratos e lectinas (Cloninger, 2002). Esses compostos
sdo ferramentas vantajosas para esse tipo de estudo devido ao seu tamanho
(nanomeétrico), a facilidade de preparacao e, principalmente, por apresentarem copias
multiplas dos grupos da superficie (Cloninger, 2002) o que mimetiza o0s
oligossacarideos de membrana.

Trés tipos diferentes de carboidratos marcados com um fluor6foro foram
utilizados para avaliar suas interacdes com células de doze espécies de microalgas.
Todos os glicodendrimeros utilizados nesse trabalho possuem uma estrutura em
comum, diferenciando-se apenas nas extremidades onde se encontram 0s
carboidratos. Esses glicodendrimeros sdo compostos, basicamente, por uma cadeia
dendritica, uma porcdo mais externa de carboidrato (D-manose, L-fucose ou N-
acetilgalactosamina (GalNHACc)) e um fluor6foro (BODIPY) na posicao focal (Figura 4).
Como controle, foi sintetizado um dendrimero anélogo, o qual apresenta uma porcao
dietilenoglicol em substituicdo ao carboidrato.

13



carboidrato ou dietilenoglicol

Q

O posicao focal
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Figura 4- Estrutura dos glicodendrimeros. O carboidrato ou o dietilenoglicol (no caso do dendrimero controle)
encontra-se nas extremidades dos dendrimeros (circulos azuis). O fluoréforo encontra-se inserido na posigéo
focal, representada em cor de rosa. Em verde esta representada a cadeia dendritica, estrutura comum em
todos os dendrimeros.

O fluoroforo utilizado nos glicodendrimeros foi o BODIPY R6G, cuja estrutura, faixas
de excitacdo e emissdo depois de ligado aos compostos estédo representados na figura
5. Dentre as caracteristicas desse fluoréforo, as principais sédo a sua estabilidade em
meios aquosos, mesmo quando héa variagdo de pH. Além disso, o tempo de vida desse
fluor6foro em estado excitado é longo em comparagcdo a outros marcadores

(www.probes.com), 0 que representa uma vantagem para a realizacdo de estudos de

marcacao de substancias ou sistemas biolégicos.
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Figura 5- Estrutura e espectros de absor¢ado e emisséo do Bodipy. Fonte: www.probes.com

O fluoroforo (BODIPY) permitiu visualizar as interacdes entre os dendrimeros e
as espécies testadas, que foram obtidas em um microscopio confocal. Confocal
significa ter o mesmo foco. O microscépio confocal elimina a informacéo fora do foco
por meio de uma abertura circular situada em frente ao plano da imagem. Essa
abertura recebe o nome de pinhole e age como um filtro espacial que permite a
passagem apenas da parte de luz proveniente do plano focal (Oliveira, 2012) (Figura
6). O tamanho da abertura do pinhole define o tamanho do plano focal, sendo que
quanto menor for a abertura, menor o plano focal e melhor a qualidade da imagem
(Sheppard et al., 1997). Isso permite um controle da profundidade de campo, o que
reduz a informacdo periférica ao plano focal, aumentando o contraste e, em
consequéncia, a qualidade da imagem (Oliveira et al., 2010). A técnica de microscopia
confocal tem a vantagem de reduzir o ruido na imagem, permitindo uma alta resolucéo

por meio de um balanco eficiente entre o sinal e o ruido (White et al., 2005).
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Figura 6-Esquema da fungéo do pinhole. Fonte: Adaptado de Oliveira, 2012.

Além disso, essa técnica permite uma separacgao eficiente dos comprimentos de onda
emitidos pelo objeto que estd sob observacdo, o que permite a visualizacdo de
diferentes faixas de fluorescéncia. Utilizando essa técnica é possivel, ainda, eliminar a
autofluorescéncia das células, no caso dos organismos fitoplancténicos, conferida pela
clorofila, principalmente, e também por outros pigmentos acessoérios, como 0s
carotenoides e ficobilinas (Tang & Dobbs, 2007). As espécies de algas utilizadas
nesse trabalho possuem basicamente clorofila a e clorofila b como pigmentos
principais, e carotendides como pigmentos acessoOrios. Na figura 7 estdo
representados os espectros de absorgéo e de emisséo de fluorescéncia da clorofila a,
gue é o pigmento mais abundante nessas espécies. Nota-se que esse pigmento
mostra baixa fluorescéncia na faixa entre 550 e 615 nm. Assim, o trabalho com essas
algas por meio de um marcador que emita fluorescéncia justamente nessa faixa seria
0 ideal para evitar que a fluorescéncia dos pigmentos pudesse mascarar 0S
resultados. Nesse estudo, esse aspecto permitiu uma separacdo eficiente da
fluorescéncia emitida pelos pigmentos presentes e a fluorescéncia do fluoréforo dos

glicodendrimeros (BODIPY).

16



1.5 T T T T 1 T T T 5107
FLUORESCENCIA
— 4107
T -~
ABSORCAO |
- 2107
05
1107
0 | | | 0
200 300 400 500 600 700 800

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 7- Espectros de absorcdo e de emissdo da fluorescéncia da clorofila a.

Fonte: Adaptado de http://www.photosynthesis.ch/fluorescence.
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2- OBJETIVOS E HIPOTESE

2.1- Objetivos gerais
> Verificar a similaridade das interacdes envolvendo diferentes glicodendrimeros
e as superficies de células de doze espécies algais;

> Avaliar o potencial de glicodendrimeros marcados com fluorescéncia como

ferramentas para estudos fisiol6gicos e taxonémicos do fitoplancton.

2.2- Objetivos especificos

> Verificar a possivel existéncia de padrdes de interacdo diferentes entre as trés

classes algais testadas (Charophyceae, Chlorophyceae e Bacillaryophyceae);

> Verificar a interacdo carboidrato-lectina em termos espécie-especificos para as

diferentes algas testadas;

> Comparar estatisticamente a intensidade da interagdo entre 0s
glicodendrimeros e cada espécie de alga avaliada através da quantificagdo da

fluorescéncia dos mesmos;

> Comparar estatisticamente a intensidade da interacdo entre o0s
glicodendrimeros segundo as diferentes partes de um mesmo individuo para espécies

algais que apresentarem marcacdes aparentemente heterogéneas em sua superficie.
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2.3- Hipodtese

> Todas as espécies apresentardo interacdo positiva com pelo menos um dos
carboidratos marcados (glicodendrimeros) e as possiveis combinacfes serdo, até

certo ponto, distintas entre espécies.

3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Sintese dos dendrimeros

Os compostos dendriméricos fluorescentes (glicodendrimeros e o controle) foram
sintetizados em pureza analitica pela Professora Dra. Rute Cunha Figueiredo (UFOP-
MG) em parceria com o Dr. Javier Rojo (IIQ-CSIC- Espanha). Esses dendrimeros
foram obtidos utilizando-se metodologia classica de sintese orgéanica e caracterizados
por analise de seus espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), obtidos em
um espectrobmetro Bruker DRX-300 e espectros de massas, por ionizacado
eletronspray, em um espectrometro Esquire 6000 Bruker Daltonics (ESI-MS) do
Instituto de Investigaciones Quimicas do Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (IIQ-CSIC), Sevilha, Espanha. Na figura 8 estdo representadas as

estruturas dos dendrimeros avaliados nesse trabalho.
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Figura 8- Esquema representando as estruturas quimicas dos carboidratos dos glicodendrimeros e suas

posicdes na molécula. 1) N-acetilgalactosamina; 2) L-fucose; 3) b-manose e 4) dietilenoglicol (controle).

3.2- Condicdes de cultivo

Os experimentos foram realizados com doze espécies fitoplanctbnicas representando
trés classes taxonOGmicas: Bacillariophyceae (Nitzschia sp.), Charophyceae
(Staurastrum iotanun, Staurastrum leptocladum e Mougeoutia sp.) e Chlorophyceae
(Chlorella vulgaris, Chlamydomonas sp., Pediastrum duplex, Pediastrum sp.,
Pediastrum boryanum, Coelastrum microporum, Coelastrum astroideum, Actinastrum
hantzschii) (Figura 9). As culturas fazem parte da cole¢cdo do Laboratorio de Ficologia
da UFMG e sdo mantidas em frascos de Erlenmeyer contendo 50 ml de meio WC em
sala com temperatura (20+1 °C) e luminosidade (22 + 0,1 pmol fétons m? s?)
controladas. Os experimentos foram feitos com culturas na fase exponencial de
crescimento, garantindo que 0s experimentos seriam realizados em condicdo de maior

estabilidade quanto a estrutura e fisiologia dos organismos.

3.3- Exposicéao das espécies aos glicodendrimeros

Os experimentos seguiram o seguinte protocolo:

1- 1 mL de cada cultura foi retirado e centrifugado por 5 minutos a 13000 rpm em
microcentrifuga (Eppendorf 5424). O sobrenadante foi descartado;

2- Em cada microtubo contendo o precipitado foram acrescentados 25 microlitros

da solu¢do aquosa do glicodendrimero utilizado. Todos os glicodendrimeros foram
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solubilizados de forma que as solugBes possuissem a mesma concentracdo (32
pmol/mL). O dendrimero controle foi preparado na mesma concentragao;

3- Os microtubos contendo o precipitado e a solu¢do do dendrimero foram
mantidos a 24°C e ao abrigo da luz durante uma hora;

4- Apbs o periodo de exposicdo, o precipitado foi retirado e colocado em lamina,
coberto com laminula, sendo as bordas da mesma vedada com o uso de resina. O
processo de preparacdo das laminas ocorreu sob baixa intensidade luminosa para
evitar qualquer alteracdo ou degradacao do fluoréforo;

5- As laminas prontas foram analisadas em microscépio confocal.
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Figura 9- Aspecto geral das doze espécies estudadas sob microscopia Optica: Actinastrum hantzschii (A);
Chlamydomonas sp. (B); Chlorella vulgaris (C); Coelastrum astroideum (D); Coelastrum microporum (E);
Mougeotia sp. (F); Nitzschia sp. (G); Staurastrum iotanum (H); Staurastrum leptocladum (I); Pediastrum
boryanum (J); Pediastrum duplex (K) e Pediastrum sp. (L). Escala: 20 pm (linha vermelha). Fontes:
http://protist.i.hosei.ac.jp (figuras b e g); http://botany.natur.cuni.cz (figura c); demais fotos: a autora.
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3.4-Analise em microscopia confocal

As células expostas aos glicodendrimeros foram analisadas em um microscopio
confocal Zeiss 5-live do Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens da UFMG
(CAPI). O software utilizado para captura e processamento das imagens foi 0 ZEN-
2009. Para processamentos adicionais as imagens, foi utilizado o software LSM

IMAGE BROWSER (Zeiss).

Considerando os espectros de emissdo e absorcdo do BODIPY-R6G mostrados
anteriormente, foi utilizado o laser de 532 nm, que excita cerca de 80% desse
fluoroforo (Spectraviwer / Life Technologies). Para separar as fluorescéncias do bodipy
e da clorofila natural das células, foram utilizados dois filtros e dois canais. No canal
utilizado para capturar a fluorescéncia do bodipy (canal 2), foi utilizado um filtro que
recebe comprimentos de onda de 550 a 615 nm. Para captura da fluorescéncia da
clorofila, foi necessario um segundo canal (Canal 3) que captura comprimentos de
onda maiores. Para isso foi usado o filtro LP650. Na figura 10 estdo representadas as
faixas dos filtros utilizados para captura da autofluorescéncia das algas e da
fluorescéncia do fluoréforo presente nos glicodendrimeros. Para ambos os canais, as

fotografias confocais foram feitas sob pinhole de 1 airyunits (unidade de area).
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Figura 10- Representagcédo esquemaética das faixas dos filtros utilizados para captura da fluorescéncia do BODIPY R6G (linha
tracejada verde: 550-615 nm) e da clorofila natural das células (linha tracejada vermelha:comprimentos igual e maiores que
650 nm).

3.5- Quantificacdo de fluorescéncia

Para comparar de modo mais preciso os resultados obtidos, foi feita a quantificacdo da
fluorescéncia emitida pelas células marcadas. As medidas foram feitas no mesmo
microscopio confocal utilizado na captura das imagens (5-live) e também no mesmo
programa (ZEN- 2009). O programa permite a quantificacdo da fluorescéncia dentro de
uma area demarcada. Para todas as espécies foram feitas medidas da emisséo global
do individuo, ou seja, a area demarcada para quantificacdo se limita ao tamanho de
um individuo (Figura 11). Foram realizadas medidas em trés individuos de cada
espécie para cada glicodendrimero testado que apresentou marcacao. Para espécies
gue apresentaram marcacao heterogénea na superficie de um mesmo individuo, com
regibes exibindo maior fluorescéncia do que outras, foram realizadas medidas
separadas dessas areas. Nesses casos, as medidas foram realizadas também em trés

individuos para cada glicodendrimero, sendo feitas trés medidas de regifes

25



aparentemente mais marcadas e trés regibes menos marcadas, totalizando seis
medidas para cada individuo. As regifes delimitadas para essas quantificac6es foram

definidas em um tamanho de 2 um? como mostrado na figura 12.
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espécies
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Figura 11-Esquema de quantificacao de fluorescéncia para todo o individuo.
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Figura 12-Esquema de quantificacdo de fluorescéncia de areas mais marcadas (em vermelho) e menos marcadas (em amarelo)
em Staurastrum leptocladum, Pediastrum sp, Pediastrum duplex e Pediastrum boryanum. A area demarcada possui medida de
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3.6- Andlises estatisticas

As quantificacBes realizadas para todas as espécies (medida global da emissédo de
fluorescéncia por individuo) foram comparadas para verificar a existéncia de
diferencas na intensidade de interacdo de cada espécie quanto aos glicodendrimeros
testados. As quantificacbes foram comparadas para cada espécie por analise de
varidncia de um fator (One-Way ANOVA). Nos casos em que foram verificadas
diferencas significativas (P < 0,05), foi aplicado, a posteriori, o teste de comparacao de
médias de Tukey, permitindo verificar quais tratamentos distinguiram dos demais.
Todas essas analises foram realizadas somente apds avaliagdo e verificagdo de
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade dos dados (teste de Brown-
Forsythe). As quantificagcbes em diferentes areas para S. leptocladum, Pediastrum sp.,
P. boryanum e P. duplex foram comparadas por espécie e para cada glicodendrimero,
por meio do teste-T de Student. Os testes foram realizados utilizando o programa

estatistico Sigma stat, verséo 3.5 de 2007.

4- RESULTADOS

4.1- Expresséo de receptores de carboidratos

O glicodendrimero de N-acetilgalactosamina foi 0 que apresentou o maior nimero de
interagBes positivas, enquanto L-fucose foi o0 que menos interagiu com as superficies
das células. O dendrimero controle ndo interagiu com nenhuma das doze espécies

testadas.
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4.2- Diversidade molecular espécie-especifica

Foi evidenciada uma diversidade bioquimica expressa na superficie das células
avaliadas. Nas classes das cloroficeas e caroficeas foram obtidos resultados variados
entre as espécies (Tabela 1). Staurastrum leptocladum apresentou receptores para
todos os carboidratos, mas de maneiras distintas. Para o dendrimero de D-manose
houve uma cobertura completa de toda a superficie da célula, enquanto que o0s
dendrimeros de N-acetilgalactosamina ou L-fucose interagem apenas com a parte
mais central da célula, sendo que as extremidades (bragos) ndo foram marcadas por
esses carboidratos (Figura 13). Outra espécie do mesmo género, Staurastrum
iotanum, apresentou um padrdo de interacéo diferente. Dois glicodendrimeros (um de
D-manose e outro de N-acetilgalactosamina) interagiram com toda a superficie da
célula, no entanto, o dendrimero de L-fucose ndo apresentou interacéo (Figura 14).
Coelastrum microporum apresentou receptores para dois dos trés glicodendrimeros
testados (de D-manose e de N-acetilgalactosamina) (Figura 15). Outra espécie do
mesmo género, Coelastrum astroideum, ndo apresentou interagdo com nenhum dos
glicodendrimeros (Figura 16). Mougeotia sp. também néo interagiu com nenhum dos
glicodendrimeros (Figura 17). Chlamydomonas sp. apresentou interacdo positiva com
dois dos glicodendrimeros (o de N-acetilgalactosamina e o0 de D-manose) e nédo
interagiu com o glicodendrimero de L-fucose (Figura 18). Chlorella vulgaris apresentou
interacdo positiva apenas para o glicodendrimero de N-acetilgalactosamina (Figura

19), o mesmo resultado foi observado em Actinastrum hantzschii (Figura 20).

As espécies Pediastrum duplex e Pediastrum boryanum apresentaram interactes
apenas com os glicodendrimeros de N-acetilgalactosamina e de b-manose (Figuras 21
e 22), enquanto que Pediastrum sp. interagiu com todos os glicodendrimeros

avaliados sp.(Figura 23).
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A espécie Nitzschia sp., representante da classe das bacilarioficeas, apresentou
interacdo positiva com o glicodendrimero de N-acetilgalactosamina ou de L-fucose,

mas nao interagiu com o glicodendrimero de D-manose (Figura 24).

As figuras 13 a 24 estdao organizadas de forma que: na primeira linha s&o
apresentados os resultados das interacfes para o dendrimero controle. Nas linhas
seguintes estdo os resultados para os glicodendrimeros de L-fucose, ou de bD-manose
ou de N-acetilgalactosamina, nessa ordem. A primeira coluna contém as fotografias da
fluorescéncia natural das células conferida pela clorofila. Na segunda coluna é
apresentada apenas a fluorescéncia do glicodendrimero aderido a superficie celular,
conferida pelo fluor6foro BODIPY. Na terceira coluna encontram-se as fotografias

mescladas para as duas fluorescéncias. A escala das fotografias é a mesma,

aparecendo sempre na Ultima fotografia da dltima linha.

29



Controle

Q
[%2]
O
Q
=
(st
-

D-manose

GalNHAC

Figura 13- Fotografias de microscopia confocal de Staurastrum leptocladum mostrando a interacdo dessa espécie
com os glicodendrimeros. Dendrimero controle (a,b,c). L-fucose (d,e,f). p-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,l).
Em vermelho: fluorescéncia da clorofila, em verde fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 14- Fotografias de microscopia confocal de Staurastrum iotanum mostrando a interagdo dessa espécie com 0s
glicodendrimeros. Dendrimero controle (a,b,c). L-fucose (d,e,f). D-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,I). Em
vermelho: fluorescéncia da clorofila, em verde fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 15-Fotografias de microscopia confocal de Coelastrum microporum mostrando a interagdo dessa espécie com 0s
glicodendrimeros. Dendrimero controle (a,b,c). L-fucose (d,e,f). p-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,I). Em vermelho:
fluorescéncia da clorofila, em verde fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 16- Fotografias de microscopia confocal de Coelastrum astroideum mostrando a interagdo dessa espécie com 0s
glicodendrimeros. Dendrimero controle (a,b,c). L-fucose (d,e,f). D-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,I,m). Em vermelho:
fluorescéncia da clorofila, em fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 17- Fotografias de microscopia confocal de Mougeotia sp mostrando a interagcdo dessa espécie com o0s
glicodendrimeros. Dendrimero controle (a,b,c). r-fucose (d,e,f). p-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,I). Em
vermelho: fluorescéncia da clorofila, em verde fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 18- Fotografias de microscopia confocal de Chlamydomonas sp mostrando a interagdo dessa espécie com os
glicodendrimeros.Dendrimero controle (a,b,c). L-fucose (d,ef). p-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,I). Em vermelho:
fluorescéncia da clorofila; em verde: fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 19- Fotografias de microscopia confocal de Chlorella vulgaris mostrando a interacdo dessa espécie com 0s
glicodendrimeros. Dendrimero controle (ab,c). r-fucose (d,e,f). p-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,!). Em
vermelho: fluorescéncia da clorofila, em verde fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 20- Fotografias de microscopia confocal de Actinastrum hantzschii mostrando a interacdo dessa espécie com 0s
glicodendrimeros. Dendrimero controle (a,b,c). r-fucose (d,e,f). p-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,I). Em
vermelho: fluorescéncia da clorofila, em verde fluorescéncia dos dendrimeros.




Q
%)
O
c
]
£
a

GalNHAc

Figura 21- Fotografias de microscopia confocal de Pediastrum duplex mostrando a interagdo dessa espécie com 0s
glicodendrimeros. Dendrimero controle (a,b,c). L-fucose (d,e,f). p-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,I). Em
vermelho: fluorescéncia da clorofila; em verde: fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 22- Fotografias de microscopia confocal de Pediastrum boryanum mostrando a interacdo dessa espécie com 0s
glicodendrimeros. Dendrimero controle (a,b,c). L-fucose (d,e,f). D-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,I). Em vermelho:
fluorescéncia da clorofila; em verde: fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 23- Fotografias de microscopia confocal de Pediastrum sp mostrando a interacdo dessa espécie com o0s
glicodendrimeros. Dendrimero controle (a,b,c). L-fucose (d,e,f). p-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,I). Em vermelho:
fluorescéncia da clorofila; em verde: fluorescéncia dos dendrimeros.
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Figura 24- Fotografias de microscopia confocal de Nitzschia sp mostrando a interagdo dessa espécie com os glicodendrimeros.
Dendrimero controle (a,b,c). L-fucose (d,e,f). D-manose (g,h,i) N-acetilgalactosamina (j,k,I). Em vermelho: fluorescéncia da clorofila;

em verde: fluorescéncia dos dendrimeros.

Tabela 1- Resultados das interacdes entre os glicodendrimeros e as espécies.

Glicodendrimero Controle
Classe Espécie
D-manose | GalNHAc | L-fucose | dietilenoglicol
Actinastrum
hl h - -
Chlorophyceae hantzschii ¥
Chlorophyceae Chlorella vulgaris + _ -
Chlorophyceae Chlamydomonas sp. + - -
Coelast
Chlorophyceae ?e aserum + - -
microporum
Chlorophyceae Pediastrum duplex + - -
St t
Charophyceae clluras rum + - -
iotanum
Pediast
Chlorophyceae eatastrum + - -
boryanum
Chlorophyceae Pediastrum sp. + + =
St t
Charophyceae aurastrum + + -
leptocladum
Charophyceae Mougeotia sp. - = =
Coelastrum
Chl h - - -
e astroideum
Bacillariophyceae Nitzschia sp. + + -

O simbolo + representa a presenca de interacdo entre o dendrimero e a espécie testada,
enquanto que o simbolo — indica auséncia de interacdo. Espécies marcadas com as
mesmas cores mostram resultados semelhantes entre as espécies.

GalNHAc: N-acetilgalactosamina.
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4.3- Quantificacéo de Fluorescéncia

Os resultados obtidos com a quantificacdo da fluorescéncia dos
glicodendrimeros aderidos na superficie celular estdo sumarizados nas figuras 25 e
26. Considerando as quantificagfes da fluorescéncia global por individuo, nota-se que
em Staurastrum leptocladum houve diferenca significativa (P = 0,013) apenas entre o
glicodendrimero de D-manose e o controle. Para os demais glicodendrimeros foram
observados valores intermediarios de fluorescéncia, ndo sendo significativamente
diferentes tanto do controle, quanto dos valores registrados para o glicodendrimero de
D-manose. Para S. iotanum, a intera¢do com o glicodendrimero de GaINHAC diferiu do
de L-fucose e do dendrimero controle (P = 0,038), mas ndo apresentou diferenca em
relacdo a interacdo com o glicodendrimero de D-manose. A interagdo de C.
microporum com o glicodendrimero de GaINHAC ou de D-manose foram iguais entre
si, mas ambos diferiram do glicodendrimero de L-fucose (P = 0,002). Para C. vulgaris,
a interacdo com o glicodendrimero de GalNHAC foi significativamente diferente
daquela observada com os outros glicodendrimeros (P < 0, 001), os quais, por sua
vez, foram iguais entre si e ao controle. O mesmo resultado foi obtido para
Chlamydomonas sp. e Actinastrum hantzschii (P < 0,001, para ambos.). As interacdes
de P. duplex mostraram-se significativamente diferentes para todos os trés
glicodedrimeros (P < 0,001) sendo L-fucose foi igual ao controle. Para Pediastrum sp.,
as interagcbes com os glicodendrimeros de D-manose ou de L-fucose diferiram

significativamente (P = 0,009) em relac¢é@o ao glicodendrimero de GaINHAc, mas foram
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iguais entre si e ao controle. As interagcbes de P.boryanum mostraram-se
significativamente diferentes para o glicodendrimero de L-fucose e os demais
dendrimeros (GalNHAc e b-manose) que por sua vez se mostraram iguais entre si (P <
0,001). Para a bacilarioficea Nitzschia sp., as interagbes com todos o0s
glicodendrimeros mostraram-se significativamente distintas (P < 0,001), sendo que D-

manose foi igual ao controle.

Os resultados das andlises de é&reas mais e menos marcadas estao
apresentados nos graficos da figura 27. Em Staurastrum leptocladum, apenas o
glicodendrimero de D-manose apresentou diferencas significativas (P = 0,004) entre
areas mais marcadas e menos marcadas. O mesmo padréo foi observado para
Pediastrum duplex (P < 0,001). Por outro lado, para as interacbes de todos o0s
glicodendrimeros foram detectadas diferencas significativas entre areas mais
marcadas e menos marcadas em Pediastrum sp. (P < 0,001; P = 0,035 e P < 0,001
para o glicodendrimero de D-manose, ou de L-fucose ou de GalNHACc,
respectivamente). Em P. boryanum apenas para as interagdes do glicodendrimero de
GalNHAC foram detectadas diferengas significativas entre as areas mais e menos

marcadas (P = 0,001).
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5- DISCUSSAO

O dietilenoglicol € uma molécula que mimetiza os carboidratos na forma como estes
sdo solvatados em meio aquoso, condicdo importante para a interacdo com as
lectinas. A auséncia de interacdes entre o dietilenoglicol e as espécies estudadas
refor¢cou a utilidade desse dendrimero como controle, confirmando que as interagfes
entre os glicodendrimeros e as espécies testadas se deram, de fato, pela porcao
glicidica dos mesmos e ndo por outra parte da molécula. O carboidrato N-
acetilgalactosamina é encontrado na superficie celular de varios tipos de organismos e
€ conhecido por desempenhar fun¢des importantes nos vertebrados. Essa molécula é
comumente encontrada, por exemplo, em terminais de células nervosas de humanos e
animais, onde participam da comunicacdo celular (Khowala et al., 2008). A N-
acetilgalactosamina é também encontrada nas células autotroficas, mas sendo
considerada mais rara e com sua funcdo exata ainda ndo esclarecida nesses
organismos (Clarke & Wilson, 1988). Entretanto, das doze espécies estudadas, dez
apresentaram interacdes positivas com o glicodendrimero de N-acetilgalactosamina e
dessas, duas (Chlorella vulgaris e Actinastrum hantzschii) apresentaram interacdes
positivas apenas para esse carboidrato. Portanto, considerando que este foi o
carboidrato que apresentou o maior numero de interagdes positivas com as espécies
de microalgas testadas, é possivel sugerir que a N-acetilgalactosamina desempenha
fungBes importantes também nos organismos autotroficos, talvez sendo relacionadas

ao reconhecimento e comunicagao celular.

As interacdes menos comuns (trés de doze espécies testadas) e geralmente

menos intensas do glicodendrimero de L-fucose com as superficies das espécies
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estudadas podem estar relacionadas a uma menor importancia deste carboidrato no
reconhecimento via superficie de microalgas. Estudos anteriores com lectinas
marcadas reforcam essa suposi¢cao por evidenciarem que, de maneira geral, as algas
também ndo expressam esse carboidrato em sua superficie. A lectina TPA
(Tetragonolobus purpureus agglutinin), especifica em reconhecimento de residuos de
L-fucose, interagiu somente com uma de cinco espécies de protistas heterotréficos
testadas em outro estudo (Roberts et al., 2006) sugerindo que esse carboidrato nao é
comum nas superficies celulares desse grupo de organismos. Considerando-se que
tanto a L-fucose quanto a lectina que o reconhece séo incomuns nas algas estudadas,
nota-se que o papel dessa interagcdo no reconhecimento e na comunicacdo entre

células deve ser minimo, principalmente para as relagdes intra-especificas.

E possivel que as mesmas tendéncias sejam observadas também entre as
algas, uma vez que estas tiveram origem a partir de endossimbioses envolvendo
protistas heterotréficos fagocitando organismos autotroficos (Zimorski et al., 2014). No
entanto, em outros organismos, como bactérias, o carboidrato de L-fucose ja foi
descrito como tendo certa importancia em processos de interacdo e reconhecimento
celular. Em Vibrio cholerae, por exemplo, receptores de L-fucose sdo responsaveis por
viabilizar a infeccdo em células humanas e de animais domésticos por meio do
reconhecimento de residuos de L-fucose nas superficies celulares desses hospedeiros

(Ofek & Beachey, 1978).

As interacdes envolvendo os dendrimeros de D-manose e as algas estudadas
mostraram-se mais comuns (sete de doze espécies) do que as interacdes envolvendo
os dendrimeros de L-fucose. Em S. leptocladum (Chlorophyta, Charophyceae),
observou-se que a superficie da célula foi completamente coberta pelo

glicodendrimero de D-manose, sugerindo que esse carboidrato deve participar do
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reconhecimento entre células, ja que até mesmo as extremidades foram marcadas.
Embora ndo muito conhecida para as microalgas testadas nesse trabalho, a interacéo
entre lectinas e residuos de manose ja foi descrita em muitos outros organismos,
incluindo aqueles pertencentes a outras classes ou mesmo reinos. A aderéncia de
Escherichia coli em tecidos de mamiferos, por exemplo, é viabilizada por receptores
de D-manose (Iman et al., 1984), bem como o reconhecimento do virus HIV (Human

Immunodeficiency Virus) pelas células dendriticas humanas (Spear et al., 2003).

Uma vez que as interagdes entre S. leptocladum e os outros glicodendrimeros,
N-acetilgalactosamina e L-fucose, foram evidenciadas apenas nas partes mais centrais
dos individuos, é possivel sugerir que esses carboidratos tenham um papel menos
importante no reconhecimento de outras células. Além disso, a intensidade das
interacbes com esses carboidratos foram fracas ao ponto de, nas comparacgdes
estatisticas para a fluorescéncia global dos individuos, ndo diferirem significativamente
do controle, sendo que essas analises evidenciaram também que o dendrimero de D-
manose foi o Unico que apresentou diferenga significativa em relagéo ao controle. Os
resultados comparando a intensidade da interacdo em diferentes partes dos individuos
mostraram que o dendrimero de D-manose também foi o Unico a apresentar diferencas
significativas, sendo a intensidade da interacdo maior nos bracos de S. leptocladum.
Além disso, estas medidas separadas confirmam que o dendrimero de D-manose
interage mais intensamente com as regifes mais periféricas da célula do que com sua
regido mais central. Em Pediastrum sp., as interacdes parecem se concentrar nos
pontos de conexdo entre células para todos os carboidratos testados, principalmente
para o glicodendrimero de D-manose e o de N-acetilgalactosamina. De fato, as
andlises estatisticas comparando a intensidade de fluorescéncia em diferentes partes
do individuo mostraram que esses carboidratos apresentaram interagfes mais fortes

nessas regides, resultado similar ao observado para L-fucose, ainda que este tenha
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interagido em menor intensidade, o que foi observado pela menor intensidade de
fluorescéncia global do individuo marcado. A maior intensidade das interacdes
observadas nas regibes de conexdo entre células sugerem que existe um maior
namero de receptores glicidicos nessas regides. Como algumas lectinas sdo também
CAMs (Cell adhesion molecules), sua interacdo com carboidratos pode estar
relacionada com o reconhecimento de outras células do mesmo individuo. Isso
permitiria a adesdo entre as mesmas para viabilizar, por exemplo, a formacdo de
colbnias. Essa fungdo ocorre em outros organismos multicelulares (Espinosa et al.,
2010; Kim et al., 2007), como os liguens ou outros simbiontes, nos quais se observa
gue o reconhecimento entre as células ou individuos se d& via interagédo lectina-

carboidrato (Vicente, 2009).

Muitos estudos identificaram D-manose e N-acetilgalactosamina como sendo
carboidratos comuns na superficie de diversas espécies (Roberts et al., 2006; Martin-
Cereceda et al., 2007). Considerando que das doze espécies avaliadas nesse estudo,
dez interagiram com N-acetilgalactosamina e sete interagiram com D-manose, €
possivel que receptores para estes carboidratos também tenham uma distribuigdo
ampla entre as algas. Para as espécies coloniais, as interacdes frequentemente foram
mais intensas nos pontos de contato entre células, como observado para a interagéo
entre o glicodendrimero de GaINHAC e P. boryanum. Isso sugere que os receptores
para esse carboidrato sdo encontrados em maior quantidade nessas regifes. Com
fung&@o mais conhecida, o carboidrato D-manose € comumente descrito em processos
de interacdo e reconhecimento celular para uma grande variedade de organismos
(East & Isacke, 2002), o que deve estar relacionado ao fato das interagbes deste
carboidrato terem sido mais intensas nos pontos de contato entre as células das
colbnias de P. duplex. Residuos de manose tém sido reportados em uma variedade de

dinoflagelados, diatomaceas, primnesidfitas e outros protistas, detectados por meio de
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interagBes com concanavalina A, uma lectina de reconhecimento especifico para esse

carboidrato (Kremp & Anderson, 2004; Wootton et al., 2006; Roberts et al., 2006).

Nitzschia sp., a espécie representante da classe Bacillariophyceae, ndo apresentou
interagdo com o glicondendrimero de D-manose, sugerindo que ndo ha receptores
para este carboidrato em sua superficie celular. E interessante notar que em um
estudo de Martin-Cereceda e colaboradores (2007), os autores avaliaram a
composic¢do de carboidratos da superficie de outra Bacillariophyceae (Extubocellulus
sp.) e ndo encontraram residuos de D-manose na mesma. A auséncia do carboidrato e
também de seu receptor na superficie das células de uma dada espécie permite
sugerir que este carboidrato ndo é importante na comunicacdo quimica envolvendo
estes organismos. Caso a auséncia de D-manose e de receptores deste carboidrato
seja tipica das bacilarioficeas, o grupo ndo deveria interagir com outras espécies por
essa via. Entretanto, os dados da literatura e deste trabalho sdo bastante restritos para
a confirmacado da proposta para todo o grupo. Por outro lado, Nitzschia sp. foi uma das
poucas espécies que apresentaram interacdo positiva com o glicodendrimero de L-
fucose, sendo este o carboidrato que mostrou as interagbes mais intensas
comparadas as interacdes com GalNHAc, que também interagiu com a superficie
celular dessa espécie. Deve-se considerar que Nitzschia sp. foi a Unica espécie que
apresentou esse tipo de resposta aos glicodendrimeros, caracterizada pela interacao
positiva com L-fucose e GalNHAc e negativa para D-manose. Essa resposta
diferenciada pode estar relacionada ao fato de as bacilariéfitas serem um grupo muito
particular dentre as algas estudadas, distinguindo-se até mesmo em sua origem
evolutiva. As bacilari6fitas surgiram de uma endossimbiose secundéria (Keeling,
2010), sendo que as demais classes estudadas nesse trabalho resultam de uma
endossimbiose priméria. Tendo origem a partir da incorporagcdo de um

fotossintetizante por eucariotos heterotréficos distintos (Gould et al., 2008), é
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justificavel que apresentem diferencas importantes na composicdo das biomoléculas

de suas superficies celulares.

As espécies Coelastrum astroideum e Mougeotia sp. provavelmente possuem
receptores glicidicos para outros carboidratos que ndo L-fucose, D-manose e N-
acetilgalactosamina, jA& que ndo apresentaram interacdo positiva com nenhum dos

glicodendrimeros testados.

Nesse estudo, as interacBes entre as algas e os glicodendrimeros mostraram
diferencas entre espécies, sugerindo que existe uma diversidade bioquimica expressa
na superficie das células testadas. Essa diversidade era esperada, uma vez que as
moléculas que compdem a superficie celular de um organismo tendem a ser
especificas, fornecendo informagdes Unicas dos mesmos (Alberts et al., 2002). Dentro
dos mesmos géneros foram encontrados resultados muito diferentes, reforcando que a
composicao de receptores de superficie celular tende a ser espécie-especifica e nao
tipica de grupos taxondmicos maiores (grupo-especifica). Em um trabalho semelhante,
porém usando lectinas marcadas, Muller (1983) também nao encontrou um padrao de
interagdo entre os grupos de algas estudados, tendo sido observadas respostas de

reconhecimento especificas para cada uma das espécies testadas.

Os resultados apresentados representaram as respostas de interacdo da maioria dos
individuos, mas em todos os tratamentos foi verificado que uma pequena quantidade
de individuos (menos que 10%) ndo apareceu com a mesma marcagdo. No entanto,
deve-se considerar os poucos individuos que, por algum motivo, ndo interagiram com
os carboidratos testados. Isso aconteceu para todos os glicodendrimeros e para dez
das doze espécies avaliadas. Assim, é possivel que a composicédo de receptores na
superficie dos individuos de uma mesma espécie seja diferente ao longo do seu ciclo

de vida (Kim et al., 2007). Isso se torna possivel quando se considera 0 momento
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fisiologico das células. Sabe-se que, em geral, as proteinas expressas por um
organismo podem variar de acordo com a fisiologia e as condicbes ambientais as
gquais esse organismo estd submetido, uma caracteristica geral do proteoma das
células. Kim e colaboradores (2007) observaram que durante a reproducgéo, a clorofita
Zygnema cruciatum apresenta diferencas na composicdo das superficies de suas
células. Outros pesquisadores vém investigando mudangas nas superficies celulares
de protistas em diferentes status nutricionais (Ramoino, 1997; Kremp & Anderson,
2004). Considerando que podem haver células em diferentes estagios fisiol6gicos , é
possivel que essas células ndao marcadas por um glicodendrimero que visivelmente
marcou tantos outros individuos, ainda estejam imaturas e com a sua matriz
extracelular incompleta ou em formacao. Em sintese, € possivel que a célula ainda
ndo possua todas as lectinas expressas na sua superficie. Além disso, deve-se
considerar também que a estrutura da parede celular das algas pode estar interferindo
na acessibilidade dos carboidratos a superficie da membrana plasméatica. A parede
celular pode apresentar maior ou menor porosidade dependendo da sua composicao
ou até mesmo de condigbes ambientais, como variagdo nos valores de pH, por
exemplo (Zenke-White et al.,, 2000). Assim, a parede pode se apresentar mais ou
menos porosa, 0 que pode influenciar na interacdo dos glicodendrimeros e as lectinas

da membrana celular.
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6 - CONCLUSAO

Os resultados obtidos se mostraram compativeis e esclarecedores conforme os
objetivos previstos nesse trabalho. Os padrdes de interacdo encontrados entre as
espécies testadas e os glicodendrimeros sugerem que ha de fato uma diferenciacéo
na composicdo das biomoléculas expressas nas superficies celulares dessas
espécies. O maior numero de interacdes entre as espécies avaliadas e o0s
glicodendrimeros de D-manose e N-acetilgalactosamina sugere que esses
carboidratos e seus respectivos receptores, podem estar envolvidos em processos de
comunicagdo celular ja que foram encontradas interacdes positivas para a maioria das
espécies.

De maneira geral, os glicodendrimeros se mostraram ferramentas Uteis e confiaveis
para esse tipo de estudo, pois permitiu verificar a existéncia desses receptores e com
isso a identificacdo de diferencas nas superficies das células avaliadas, que era o
objetivo principal desse trabalho.

Estudos complementares de protebmica e metabolémica sdo necessarios para
esclarecimentos sobre a composi¢édo e organizagdo das superficies celulares algais,
ndo possiveis de serem alcancados nesse trabalho, ja que a técnica aqui utilizada
(glicodendrimeros marcados com fluorescéncia) permite identificar a existéncia do

receptor, mas ndo a sua composi¢ao e localizagéo exatas.
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