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RESUMO

A obtencdo de oligossacarideos, a partir de polissacarideos, ¢ um bom método
para o estudo da estrutura quimica fina de biopolimeros, além de fornecer material
para diversos estudos como RMN, IES-EM, EC, atividade biologica, entre outros.
Neste trabalho foram utilizadas galactanas extraidas de duas algas vermelhas
diferentes, Gracilaria domingensis ¢ Eucheuma denticulatum, para obtengdo de
oligossacarideos por hidrolise redutiva parcial. O hidrolisado de G. domingensis foi
aplicado em coluna de troca anionica (DEAE-Sephadex A25) e eluido com agua
destilada e gradiente continuo de cloreto de sodio (0-0,3M). O eluato aquoso foi
purificado por cromatografia de troca catidonica (DVB-S) e cromatografias de exclusdo
(Sephadex G25 e Bio-Gel P-2), sendo isolados e caracterizados por métodos
espectroscopicos (RMN 1D e 2D) os seguintes dissacarideos: agarobiitol (3-D-
galactopiranose-(1—4)-3,6-anidro-L-galactitol); ~ 6>-O-metil  agarobiitol  (B-D-
galactopiranose-6-O-metil-(1—4)-3,6-anidro-L-galactitol) e agarobiitol 6>-sulfato (B-
D-galactopiranose-6-sulfato-(1—4)-3,6-anidro-L-galactitol). As fracdes obtidas da
eluicdo com gradiente continuo de cloreto de sdédio foram desalificadas por
cromatografia de exclusio e/ou extragdo com solvente organico, rendendo
principalmente agarobiitol 6°-sulfato. Os polissacarideos, tratados com élcali, de E.
denticulatum foram submetidos a hidrolise redutiva parcial. O hidrolisado foi
primeiramente purificado por cromatografia de troca cationica (DVB-S) seguida de
dialise fechada com membrana capaz de reter moléculas com massa molecular maior
ou igual a 2000 Da. O material retido foi cromatografado em coluna de troca anidnica
(DEAE-Sepharose CL-6B) e eluido com agua destilada e gradiente descontinuo de
carbonato de diamonio (0-0,4M). As fragdes obtidas foram estudadas com auxilio de
métodos espectroscopicos, sendo identificado numa delas a presenga de unidades de
4,6-0O-(1’-carboxietilideno)-B-D-galactopiranose, nunca antes relatada para esta alga.
Foi possivel isolar dois oligossacarideos alditois puros: carrabiitol 2',4*-disulfato (B-D-
galactopiranose-4-sulfato-(1—4)-3,6-anidro-D-galactitol-2-sulfato) e carratetraitol
2! 4%.2° 4*-tetrasulfato (B-D-galactopiranose-4-sulfato-(1—4)-3,6-anidro-o-D-
galactopiranose-2-sulfato-(1—3)-B-D-galactopiranose-4-sulfato-(1—4)-3,6-anidro-D-
galactitol 2-sulfato). A hidrolise redutiva parcial e os processos de purificagao
utilizados permitiram isolar oligossacarideos neutros, metilados e sulfatados com
elevado grau de pureza. Os dois dissacarideos obtidos a partir da hidrélise das
carragenanas de E. denticulatum sdo de estrutura inédita, sendo pela primeira vez
isolados e caracterizados.
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1. INTRODUCAO

1.1 GALACTANAS DE ALGAS VERMELHAS

As algas sdo classificadas em divisdes, numa delas encontramos as algas
vermelhas (Rhodophyta). As macroalgas desta divisdo sdo principalmente marinhas,
caracterizadas pela presenga de clorofila a e ficobilinas. Existem cerca de 4000
espécies de algas vermelhas, sendo a grande maioria de habitat marinho e pouco mais
de 100 delas de ambiente de agua doce.

De modo semelhante 4s plantas superiores, as algas marinhas apresentam sua
parede celular composta basicamente por uma estrutura cristalina (esqueleto)
embebida em uma matriz amorfa. A parede celular da maioria das algas vermelhas
inclui um componente interno rigido formado por microfibrilas, que pode ser celulose
ou outro polissacarideo. A matriz ¢ mucilaginosa, composta por polimeros de
galactose sulfatada, os quais conferem flexibilidade e textura a alga (RAVEN et al.,
1996).

Enquanto a maioria dos polissacarideos biosintetizados pelas algas estdo total
ou parcialmente relacionados em sua estrutura com os das plantas terrestres, as
galactanas sulfatadas isoladas das Rhodophyta, ndo apresentam nenhuma similaridade
com os polissacarideos de plantas terrestres.

As galactanas apresentam uma estrutura basica constituida por uma cadeia
linear alternada de (—3)-B-D-galactopiranose, denominada unidade A, e unidades de
(—4)-o-galactopiranose, unidade B. Freqiientemente encontra-se nesta ultima unidade
o derivado 3,6-anidro-galactopiranose. De acordo com a estereoquimica da unidade B,
as galactanas podem ser classificadas como: agaranas, onde esta unidade pertence a
série L; e carragenanas quando pertence a série D (PAINTER, 1983). Existem ainda
galactanas cuja unidade B pode pertencer tanto a série D como L, sendo denominadas

de galactanas hibridas (STORTZ e CEREZO, 2000).



A estrutura basica e repetitiva das galactanas ¢ geralmente modificada por
diferentes tipos de substituintes, tais como: O-sulfato, O-metil, O-glicosil e 4,6-O-(1-
carboxietilideno). Isso torna estes polimeros ainda mais complexos (KNUTSEN et al.,
1994).

Considerando os padrdes de substituigdo foram definidos diferentes tipos de
carragenanas, denominadas cada uma com uma letra grega. Estes polissacarideos
foram classificados em diferentes grupos, utilizando como critério o padrdao de
sulfatacdo da unidade A. Estes nomes - mesmo ndo seguindo a nomenclatura
especifica para carboidratos - sdo utilizados até hoje no comércio, artigos cientificos e
legislacao.

A familia kappa (k) ¢ formada pelas carragenanas que apresentam a unidade A
sulfatada em carbono quatro (C-4); a familia lambda (A) em carbono dois (C-2); a
familia omega (w) em carbono seis (C-6) ¢ a familia beta (B) ndo apresentam a
unidade A sulfatada. A substituicdo na unidade B, por grupos sulfatos e ainda a
presenga ou nao de 3,6-anidrogalactose, possibilita uma variabilidade de estruturas
presentes em cada familia. As estruturas presentes na Tabela 1 representam as
chamadas estruturas repetitivas ideais das carragenanas. Entretanto, dificilmente sao
encontradas na natureza estruturas polissacaridicas totalmente repetitivas e sim
estruturas hibridas entre duas ou mais estruturas ideais. Dessa forma este sistema de
descrigdo tem se tornado confuso, ndo sendo muito adequado para descrever as
carragenanas encontradas na natureza.

As agaranas ndo possuem um sistema de classificagdo baseado em letras gregas
como as carragenanas. A presenca de substituintes O-metil e 4,6-O-(1-
carboxietilideno) ¢ mais freqiiente e grupos sulfatos podem estar presentes tanto na

unidade A como B (STORTZ e CEREZO, 2000).



TABELA 1 - ESTRUTURAS IDEAIS DAS CARRAGENANAS.
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* De acordo com a definigdo de KNUTSEN et al. (1994).




KNUTSEN et al. (1994) propuseram uma nomenclatura para carragenanas e
agaranas. A unidade A, B-D-galactopiranose, ¢ sempre identificada pela letra G. A
unidade B quando for o-galactopiranose, ¢ designada pela letra L ou D, conforme a
série enantiomérica que pertengam. A 3,6-anidro-galactopiranose ¢ denominada de
LA, em agaranas, e DA em carragenanas. A posi¢do do substituinte ¢ indicada pelo
numero do carbono ao qual ele estd ligado. Hemi-ester sulfato, metil e 4,6-O-(1’-
carboxietilideno) sdo designados pelas letras S, M e P respectivamente (Tabela 1).

As galactanas de algas vermelhas sdao alvo de atengdo devido ao seu valor
econdmico. As agaranas sao utilizadas pela industria para confecgdo de capsulas,
como material para moldes dentarios, base para cosméticos, agente antidessecante e
espessante pela industria alimenticia. A agarose purificada € o gel freqlientemente
utilizado em eletroforese, na experimentagdo bioquimica, e meio de cultura para
bactérias e outros microorganismos (RAVEN et al.,, 1996). As carragenanas sao
utilizadas como estabilizante de emulsao, espessante e geleificante principalmente na
industria alimenticia, tendo movimentado em vendas mundiais no ano de 2000 cerca

de 310 milhoes de dolares (VAN de VELDE et al., 2000).

1.2 OLIGOSSACARIDEOS

Por defini¢@o oligossacarideo ¢ um composto, que através de hidrolise, fornece
um pequeno nimero de unidades monossacaridicas (STANEK et al., 1965). De acordo
com o numero de unidades presentes, os oligossacarideos sdo classificados como
dissacarideos, trissacarideos, tetrassacarideos e assim por diante. Exercem varias
fungdes em sistemas bioldgicos, tais como: estrutural, de reserva, osmoregulagao,
reconhecimento celular, etc.

Segundo KANDLER e HOPF (1980) oligossacarideos primarios sdo aqueles
sintetizados in vivo a partir de um mono ou oligossacarideo e um doador glicosil, pela
acdo de uma glicosiltransferase. Os oligossacarideos secundarios sdo aqueles
originarios da hidrdlise, in vivo ou in vitro, a partir de oligossacarideos maiores,

polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos.



Oligossacarideos podem ser obtidos por extragdo direta de fontes naturais, a
partir de hidrélise quimica ou enzimatica de estruturas maiores como polissacarideos e
glicoconjugados e através de sintese quimica e/ou enzimatica.

A sintese quimica de oligossacarideos envolve varias etapas e exige a
necessidade de protecdo e exposicao, por grupos adequados, das hidroxilas dos
monossacarideos. ZENG et al. (2003), sintetizaram penta e octassacarideos
apresentando uma cadeia constituida de B-(1—6)-galactopiranose com ramificagdes o
(1>2) de arabinofuranose. A sintese envolveu varias etapas com a necessidade de
protecdo e desprotecdo das hidroxilas de galactose e arabinose com grupos benzoil e
acetil.

Na sintese enzimatica de oligossacarideos e glicosideos principalmente duas
classes de enzimas sdo utilizadas: glicosiltransferases e glicosidases. Passos de sintese
quimica ainda podem ser combinados com o uso de enzimas (AUGE et al., 1999).

O uso de enzimas, em polissacarideos e glicoconjugados, possibilita a clivagem
de ligagdes especificas sendo uma importante ferramenta para obtengdo de
oligossacarideos (KNUTSEN et al., 2001; NOMURA et al., 1998), além de auxiliar no
estudo da estrutura quimica destas moléculas (SAKAMOTO e SAKAI, 1995). A
utilizacdo de enzimas permite tanto a clivagem de ligagdes mais resistentes a hidrolise
acida, quanto a obtengao de oligossacarideos com unidades extremamente sensiveis a
presenca de acidos.

Algumas bactérias de ambiente marinho produzem enzimas que sao capazes de
degradar galactanas sulfatadas encontradas na matriz extracelular de algas vermelhas.
De acordo com a especificidade por agaranas ou carragenanas estas enzimas sao
denominadas agarases ou carragenases, respectivamente. A atividade de agarases ¢
carragenases ¢ dependente do padrao de substituicao do polissacarideo.

Sdo descritas agarases capazes de catalisar a quebra das ligagdes o-(1—3)

(YOUNG et al., 1978) e B-(1—4) (ROCHAS et al., 1986). Muitas destas enzimas ja
foram purificadas e clonadas, sendo usadas comercialmente em pequena escala. Dois

tipos de oligossacarideos podem ser formados: agarose-oligossacarideos obtidos a



partir da hidrélise da ligagdo alfa; neoagarose-oligossacarideos obtidos a partir da
hidroélise da ligacao beta (Figura 1).

Muitas carragenases tem sido descritas, entretanto, estas enzimas possuem
como substrato principal kappa-carragenana ou iota-carragenana. A enzima mais
caracterizada ¢é a kappa-carragenase, isolada de Alteromonas carragenovora, que tem
como alvo a ligagdo B-(1—4) envolvendo os residuos de galactopiranose 4-sulfato
(unidade A) e 3,6-anidro-galactopiranose (unidade B). Sao formados neocarragenose-
oligossacarideos contendo 3,6-anidro-galactopiranose como terminal ndo redutor.
Infelizmente nenhuma carragenase esta disponivel comercialmente. Até agora,
nenhuma enzima capaz de hidrolisar ligagdes alfa de carragenana foi descrita (De
RUITER e RUDOLPH, 1997).

Agarases e carragenases sao usadas no estudo quimico de galactanas sulfatadas.
Os oligossacarideos obtidos sdo utilizados em estudos de ressonancia magnética
nuclear (RMN), de °C e 'H, fornecendo importantes informagdes estruturais destes
biopolimeros. LAHAYE et al. (1989) utilizaram uma [}-agarase, obtida de
Pseudomonas atlantica, para hidrolisar agaranas extraidas de varias algas do género
Gracilaria. Os oligossacarideos apresentaram substitui¢do por grupos O-sulfato, O-
metil e 4,6-O-(1’-carboxietilideno), sendo utilizados em estudos de RMN de "C.
EKEBERG et al. (2001) obtiveram uma mistura de oligossacarideos utilizando kappa-
carragenase. Os oligossacarideos foram separados por cromatografia de exclusdo e
analisados por ionizagdo por electrospray acoplado a espectrometria de massa (IES-

EM).
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A hidrdlise &cida parcial também ¢ um importante método para obtencgdo de
oligossacarideos. Entretanto, as condi¢cdes de hidrolise devem ser muito bem
controladas, podendo ser determinadas a partir de curvas de hidrélise. Dependendo das
condi¢des de hidrélise e da distribuicdo das ligagdes glicosidicas mais suscetiveis, a
despolimerizagdo parcial pode gerar misturas de oligossacarideos com massa
molecular relativamente baixa e, em alguns casos, fragmentos resistentes
(polissacarideos parcialmente degradados). Neste caso, estes fragmentos podem ser
removidos por uso de filtragdo em gel ou precipitagdo com solventes, como por
exemplo, acetona ou etanol (PAINTER, 1983).

YU et al. (2002) obtiveram oligossacarideos, a partir de kappa-carragenana
comercial, através de hidrélise branda com 4&cido cloridrico (Figura 2a). Os
oligossacarideos foram separados por cromatografia de troca anidnica de alta
eficiéncia e caracterizados por analises de RMN mono e bidimensionais, além de ISE-
EM. Os oligossacarideos apresentaram nimero impar de unidades monossacaridicas
(penta, hepta e undecassacarideos), e todos apresentaram galactopiranose 4-sulfato
como terminal redutor e ndo redutor.

A hidrolise acida parcial de galactanas sulfatadas ¢ dificil de se controlar, sendo
freqiiente a degradacao de residuos de 3,6-anidrogalactose ¢ a perda de grupos sulfato.
Um modo de reduzir a perda do derivado anidro da galactose ¢ combinar a hidrélise
acida parcial com reagdes de oxidacao ou redugao.

PENMAN e REES (1973) hidrolisaram uma kappa-carragenana com acido
sulfurico 0,25M na presenca de bromo. Nestas condi¢des ocorre quebra das ligagdes
3,6-anidro-galactosidicas, mais labeis, e posterior oxidagdo pelo bromo dos residuos
de 3,6-anidro-galactose a 4acido 3,6-anidro-galactonico (Figura 2b). A mistura
oligossacaridica foi separada por cromatografia de troca anidnica e os oligossacarideos
caracterizados utilizando analise de metilagdo, infravermelho e perfis de migracao em

cromatografia e eletroforese de papel.
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A hidroélise redutiva parcial (HRP) ¢ muito utilizada para analise estrutural de
galactanas sulfatadas, sendo introduzida inicialmente por USOV e ELASHVILI
(1991), e paralelamente por STEVENSON ¢ FURNEAUX (1991). A HRP utiliza o
complexo borano-4-metil-morfolina (B-4MM), um agente redutor estavel em meio
acido. Nas condicdes de hidrolise as ligacdes o-(1—3) que estiverem envolvendo a
3,6-anidro-galactopiranose (unidade B) irdo se desfazer. Apos a clivagem da ligagdo o
B-4MM reduz o carbono anomérico do derivado anidro da galactose, gerando 3,6-
anidro-galactitol.

USOV e ELASHVILI (1991), utilizaram a hidrdlise redutiva parcial para
estudar a agarana sulfatada de Laurencia nipponica (Figura 3). A mistura
oligossacaridica foi purificada utilizando cromatografia de troca anionica e fase
reversa. Os oligossacarideos foram caracterizados por espectrometria de massa de ion
secundario ¢ RMN de "°C e 'H. Foram obtidos agarobiitol e agarobiitol 2*-sulfato
como principais componentes, além de tetrassacarideos alditois.

GONCALVES et al. (2002) obtiveram oligossacarideos alditois, por HRP, de
uma agarana pré-tratada com alcali de Acanthophora spicifera (Figura 4). Os
oligossacarideos foram separados por cromatografia de adsor¢do, troca anidnica e
exclusdo, sendo caracterizados por IES-EM e RMN mono e bidimensionais. Foram
obtidos quatro dissacarideos alditois: agarobiitol; agarobiitol 2°-sulfato, agarobiitol
4%,6*-O-(1’-carboxietilideno) e agarobiitol 47,67-O-(1’-carboxietilideno)-2*-sulfato,
demonstrando que as condi¢des de hidrdlise mantém tanto os grupos sulfatos quanto

os 4,6-0O-(1’-carboxietilideno).



11

FIGURA 3 - HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL DAS AGARANAS DE Laurencia
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FIGURA 4 - HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL DAS AGARANAS DE Acanthophora
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1.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

Estudos tém demonstrado que a diversidade e complexidade estrutural dos
carboidratos estao relacionadas com as diversas fungdes exercidas por essas moléculas
em sistemas bioldgicos. Uma diversidade de estruturas oligossacaridicas sao
encontradas, ligadas a proteinas e lipideos, na superficie celular. Muitos estudos tém
revelado que estas estruturas estdo envolvidas no reconhecimento celular, tendo
importante fun¢ao para o sistema imune. Além disso, tem-se observado a importancia
dos carboidratos como receptores para toxinas, virus € hormonios, o que torna estas

moléculas alvos para o desenvolvimento de drogas (WITCZAK, 1997).

1.3.1 ATIVIDADE ANTICOAGULANTE

Heparina, uma glicosaminaglicana sulfatada, vem sendo usada na profilaxia e
tratamento de trombose desde 1935. O mecanismo de acdo ocorre através do aumento
da atividade enzimatica da antitrombina-III (AT-III) e cofator de heparina II (CH-II) —
proteinas inibidoras de serina-proteases envolvidas na cascata de coagulagdo. Estudos
tém mostrado que a interagdo entre AT-III e heparina envolve uma seqiiéncia
pentassacaridea bem definida e residuos de lisina da proteina. Entretanto, a heparina
mostra algumas desvantagens como extrema diversidade estrutural, problemas com
contaminacao de patdogenos animais e baixa biodisponibilidade. Tratamentos quimicos
ou enzimaticos sao usados para hidrolisar heparina. Estes fragmentos de baixa massa
molecular (2 a 8 kDa) também sdo usados na clinica e apresentam importantes
vantagens sobre a heparina, como maior biodisponibilidade e maior tempo de meia
vida. Buscando atividade anticoagulante e antitrombdtica muitos oligossacarideos
sulfatados vem sendo sintetizados. Sdo exemplos: acidos lactobidnicos sulfatados e
analogos da seqiiéncia pentassacaridica de heparina que ativa AT-III. (ALBAN, 1997).

WALL et al. (2001) sulfataram quimicamente 17 oligossacarideos e testaram

estas moléculas frente ao tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). Nove dos
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oligossacarideos exibiram atividade anticoagulante significativa, que mostrou ser
dependente do tamanho da cadeia oligossacaridica.

Nos ultimos anos diversos estudos t€ém mostrado que a heparina exerce, além de
atividades anticoagulantes e antitrombdticas, uma infinidade de outras atividades
biologicas. O grande numero de cargas negativas no polimero, devido aos grupos
sulfato, possibilita interacdes i0Onicas com aminoacidos basicos presente em proteinas.
Sao relatadas atividades antiateriosclerdtica, sobre a proliferagao de células musculares
lisas, inibicdo do complemento, antiinflamatéria, angiogénica e antiangiogénica,
antiviral e até mesmo regulagao de eventos nucleares (LINHARDT e TOIDA, 1997).

Devido a grande diversidade de eventos biologicos que tem a participacao de
glicosaminaglicanas, a descoberta de novas moléculas que mimetizem ou bloqueiem

estas agdes tem se tornado um campo bastante promissor.

1.3.2 ATIVIDADE ANTIANGIOGENICA

KASBAUER etal. (2001) demonstraram que B-(1—4)-galacto-oligossacarideos
sulfatados quimicamente, contendo entre 5 e 9 unidades monossacarideas, sdo potentes
inibidores de angiogénese.

Dois oligossacarideos sulfatados, fosfomanopentaose sulfato (PI-88) - uma
mistura de oligossacarideos formados por 2 a 6 unidades de manose que apresentam
um grupo fosfato natural e varios grupos sulfatos obtidos por sintese quimica - e
maltohexose sulfato demonstraram uma importante propriedade antiangiogénica e
anti-heparanase. A atividade da fosfomanopentaose sulfato foi estudada em mais
detalhes, sendo demonstrado: inibi¢ao do crescimento de adenocarcinoma mamario de
rato altamente invasivo (13762 MAT), diminuic¢do da vascularidade de tumores e uma
potente inibi¢do de metdstase carreada por sangue (PARISH et al., 1999). PI-88 esta
em fase II de testes clinicos para estabelecer sua eficiéncia em pacientes com cancer.

FRANCIS et al. (2003) utilizaram a fosfomanopentaose para bloquear a
proliferacao celular de células musculares lisas, apos angioplastia coronariana. Os

autores sugerem que a inibicao da proliferagdo celular, em ratos e coelhos, acontece
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por dois mecanismos: inibi¢do da enzima heparanase e/ou bloqueio do fator de

crescimento de fibroblasto 2 (FCF-2).

1.3.3 ATIVIDADE ANTIVIRAL

No comeco da década de sessenta foi demonstrado que a heparina e outras
substancias polianidonicas agiam como inibidores do virus da herpes. Desde a década
de oitenta tem-se demonstrado a a¢do de polissacarideos sulfatados, obtidos de
diversas fontes, sobre virus envelopados tais como: virus da herpes (HSV),
citomegalovirus (CMV) e virus da SIDA (sindrome da imune deficiéncia adquirida)
humana (WITVROUW et al., 1997). Desde entdo, tem-se procurado estruturas
menores que possuam atividade bioldgica.

KATSURAYA et al. (1999) sintetizaram alquil-glicosideos sulfatados a partir
de oligossacarideos de laminarana, (—3)--D-glucopiranose, com alta atividade anti-
SIDA. Estes glicosideos foram sintetizados através do tratamento dos
oligossacarideos, previamente peracetilados, com varios alcodis e acidos de Lewis
como catalisadores. Foi realizada uma sulfatagdo quimica e observado o aumento do
efeito anti-SIDA com o indice de sulfatacao e com a hidrofobicidade proporcionada
pelo radical alquila ligado. A entrada do virus da SIDA na célula ¢ provavelmente
inibida devido a interagdes entre o oligossacarideo sulfatado e a glicoproteina gp120,
rica em cargas positivas e responsavel pela adsor¢ao do virus na superficie celular
(URYU et al., 1992).

Os virus da herpes tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), ligam-se as células através de
interagdes entre glicoproteinas do envelope viral (gB e/ou gC) com o heparan sulfato
presente na superficie celular. Apds essa primeira interagdo, uma terceira glicoproteina
viral (gD), interage com um ou mais receptores especificos, resultando na fusdo do
envelope viral com a membrana celular. Foi demonstrado que células - antes
resistentes a infeccao pelo virus da herpes - passaram a ser susceptiveis apds expressar
D-glucosamina-3-O-sulfotransferase. Os varios subtipos existentes desta enzima sao

responsaveis pela adicdo de grupos sulfatos na posicdo OH-3 de glucosamina no
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heparan sulfato. Ao modificar o polissacarideo, criam sitios para ligacdo de proteinas
virais (SHUKLA et al., 1999).

LIU et al. (2002) caracterizaram um octassacarideo heptasulfatado, obtido de
heparan sulfato, que liga a glicoproteina D (gD). Os autores também demonstraram a
importancia da posicao dos grupos sulfatos para a interacdo oligossacarideo-proteina,
além de fornecer informacao estrutural para o desenvolvimento de novas drogas contra
o virus da herpes.

NYBERG et al. (2004) conseguiram inibir a transmissao intercelular do virus da
herpes utilizando PI-88. O efeito observado abre uma nova perspectiva sobre a
potencial aplicacdo de carboidratos sulfatados para o tratamento topico de lesdes
provocadas por HSV.

Polissacarideos sulfatados obtidos de algas marinhas tem mostrado atividade
antitumoral (FERNANDEZ et al., 1989), antiviral (DUARTE et al. 2004) e
anticoagulante (GUVEN et al., 1991). Dessa forma a obten¢io de oligossacarideos a
partir de polissacarideos naturalmente sulfatados, torna-se um importante campo
possibilitando a identificagdo de estruturas chaves que desempenham a atividade
biologica. Os oligossacarideos podem ser obtidos em grandes quantidades, além de
possuir uma estereoquimica bem definida, possibilitando um estudo da estrutura-

atividade muito mais especifico.

1.4 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Um bom método para se estudar a estrutura quimica das galactanas sulfatadas
obtidas de algas vermelhas ¢ através da obtengdo de oligossacarideos. Dessa forma a
padronizacao de metodologias eficientes para a obteng¢ao, purificagdo e determinacao
da estrutura quimica sdo importantes.

Estudos de RMN mono e bidimensionais utilizando oligossacarideos fornecem
informacgdes importantes, que podem ser usadas no estudo de galactanas complexas.
Oligossacarideos puros podem ser usados, como padrdes, no desenvolvimento de

novas metodologias analiticas, como por exemplo: em cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE), eletroforese capilar (EC), ionizacgdo por electrospray acoplado a
espectrometria de massa (IES-EM), entre outras.

Existe ainda a possibilidade de se utilizar oligossacarideos, neutros ou
sulfatados, em sintese quimica buscando melhorar ou alcangar determinada atividade
biologica.

Neste trabalho foram utilizadas galactanas extraidas de duas algas diferentes,
Gracilaria domingensis e Eucheuma denticulatum, para obtencao de oligossacarideos

por hidrolise redutiva parcial.
1.4.1 Gracilaria domingensis (Kutzing) Sonder

As algas pertencentes ao género Gracilaria sio classificadas dentro da familia
Gracilariaceae e ordem Gracilariales. Os polissacarideos extraidos de varias espécies
de Gracilaria tém sido extensivamente estudados, quanto a estrutura e propriedade,
por diversos métodos quimicos (TAKANO et al., 1995), enzimaticos e
espectroscopicos (LAHAYE et al., 1989). Os principais polissacarideos produzidos
sdo agaranas neutras, ou ainda substituidas por grupos O-sulfato, O-metil e 4,6-O-(1’-
carboxietilideno). As algas deste género sdo uma importante fonte de agar para
industria (RENN, 1997).

MAZUMDER et al. (2002) determinaram a estrutura da agarana extraida de G.
corticata. Esta alga biosintetiza agaranas com grupos sulfatos localizados em C-4 das
unidades de (—3)-B-D-galactopiranose ¢ C-6 de (—4)-o-L-galactopiranose. Foram
obtidos extratos contendo agaranas substituidas por 4,6-O-(1’-carboxietilideno) e
variavel grau de metilagdo, principalmente em C-6 da unidade A e C-2 da unidade B.

GUIMARAES (2000) demonstrou que ndo havia diferenca entre as agaranas
produzidas por morfotipos vermelhos e verdes de G. domingensis. As galactanas
foram analisadas por RMN C e composi¢io monossacaridica, tendo se mostrado
semelhante as estruturas descritas para esta alga por FERNANDEZ et al. (1989) e
VALIENTE et al. (1992). G. domingensis produz agaranas parcialmente sulfatadas e
O-metiladas em C-6 da unidade A (Figura 5).
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FIGURA 5 - ESTRUTURAS REPETITIVAS PRESENTES NAS AGARANAS
BIOSINTETIZADAS POR Gracilaria domingensis (FERNANDEZ et al., 1989;
VALIENTE et al., 1992; GUIMARAES, 2000).

[(—3)-B-p-Galp-(1-4)-3,6-

anidro-or1-Galp-(1—)] [(—3)-B-p-Galp-6-O-metil-

(1—>4)-3,6-anidro-o-L-Galp-

[(—3)-B-p-Galp-6-sulfato-(1—4)-3,6-anidro-oi-L-
Galp-(1-)]

1.4.2 Eucheuma denticulatum (N.L. Burman) F.S. Collins e Hervey

As algas do género Eucheuma pertencem a familia Solieriaceae e ordem
Gigartinales. Estas algas produzem galactanas do tipo carragenana, sendo uma
importante fonte para a industria.

Diversos trabalhos tém descrito a estrutura quimica dos polissacarideos

produzidos por Eucheuma spp. GREER e YAPHE (1984), utilizando kappa e iota-
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carragenases conjuntamente com analises de RMN de PC e infravermelho,
demonstraram que E. gelatinae produz carragenanas do tipo beta, gamma e kappa.

Eucheuma denticulatum ¢ uma das principais espécies cultivadas utilizada na
produgao de carragenana (de RUITER e RUDOLPH, 1997). As galactanas produzidas
por esta alga foram exaustivamente estudadas, tendo sido caracterizadas
principalmente como nu e iota-carragenana (ANDERSON et al., 1973; AGUILAN et
al., 2003). VIANA et al. (2004), utilizando o extrato a frio obtido de E. denticulatum,
estudaram a cinética de ciclizag@o das unidades de a-D-galactopiranose 2,6-disulfato
(nu) em 3,6-anidro-D-galactopiranose 2-sulfato (iota). A velocidade de ciclizagdo a
70°C mostrou-se mais rapida que as determinadas para a porfirana (B-D-
galactopiranose ligada a a-L-galactopiranose 6-sulfato) e lambda-carragenana (3-D-
galactopiranose 2-sulfato ligada a o-D-galactopiranose 2,6-disulfato). A facilidade de
transformacdo de nu em iofa-carragenana, em condi¢des leves, pode ser usada na
industria de producgdo destes polissacarideos. As condigdes brandas de ciclizagao
evitam a degradagdo e aumentam a forga do gel.

Estudos utilizando iota e kappa-carragenases realizados por BELLION et al.
(1982) demonstraram que extratos alcalinos obtidos de E. denticulatum apresentaram
pequenas quantidades de kappa-carragenana. AGUILAN et al. (2003) estudando
extratos brutos a quente e tratados com alcali por RMN de 'H, ndo observaram a
presenca de kappa-carragenana. Entretanto analises mostraram que o precursor da
kappa, a nu-carragenana, poderia estar presente. A Figura 6 mostra as principais

estruturas repetitivas biosintetizadas por esta alga.
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FIGURA 6 - ESTRUTURAS REPETITIVAS PRESENTES NAS CARRAGENANAS
BIOSINTETIZADAS POR Eucheuma denticulatum (ANDERSON et al, 1973;
BELLION et al., 1982; AGUILAN et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho ¢ a obteng@o de oligossacarideos, a partir dos
polissacarideos das algas vermelhas Gracilaria domingensis e FEucheuma

denticulatum, para analises estruturais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extragdo dos polissacarideos de E. denticulatum;

e Hidrolise redutiva parcial dos polissacarideos sulfatados isolados das algas
vermelhas E. denticulatum ¢ G. domingensis,

e Comparagdo entre as metodologias utilizadas para purificacdo e fracionamento
de oligossacarideos obtidos por hidrdlise redutiva parcial,

e Determinagdo da estrutura quimica dos oligossacarideos isolados utilizando

técnicas de ressonancia magnética nuclear.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS DE TRABALHO

Gametofitos vermelhos de Gracilaria domingensis (Gracilariales, Rhodophyta),
foram crescidos em laboratorio em condigdes especificas de fotoperiodo, temperatura,
salinidade e aeracdo. As plantas crescidas foram congeladas, liofilizadas e em seguida
moidas por GUIMARAES (2000).

Amostras comerciais de Eucheuma denticulatum (Gigartinales, Rhodophyta),
importada das Filipinas pela industria Gelymar S.A. (Puerto Montt, Chile), foram
gentilmente cedidas ao laboratorio de quimica de carboidrados de macroalgas

marinhas da UFPR.

3.1.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS DE E.

denticulatum E G. domingensis.

A alga G. domingensis, seca e moida, foi submetida a extracdo aquosa quente
(90°C, 4 h). O sobrenadante foi separado por centrifugagéo (10000 rpm por 10 min) e
tratado com etanol (3 volumes). O precipitado foi dialisado e em seguida liofilizado
(GUIMARAES, 2000).

A alga E. denticulatum, seca ¢ moida, foi submetida a extragdes aquosas a
temperatura de 25°C (1x) e 80°C (2x). Apds centrifugagdo (10000 rpm por 10 minutos)
os sobrenadantes foram concentrados, a pressao reduzida, e tratados com etanol (3
volumes). Os polissacarideos precipitaram na forma de longas fibras e foram
separados da solugdo etandlica com bastio de vidro, redisolvidos em dgua destilada e
liofilizados. Nao houve precipitagdo com etanol no ltimo extrato obtido a 80°C. Este

extrato foi concentrado, dialisado e liofilizado.

3.2 TRATAMENTO ALCALINO
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Tanto polissacarideos quanto os oligossacarideos obtidos de E. denticulatum
foram solubilizados em agua destilada (0,2 g%) e reduzidos com boroidreto de sddio
(10% em relagdo a massa de carboidrato) por 16 horas. Adicionou-se entdo hidroxido
de sodio, até concentracao final de 1M, e novamente boroidreto de sodio (5%). As
solugdes foram aquecidas a 80°C, por 30 minutos para polissacarideos e 60 minutos
para oligossacarideos (NOSEDA e CEREZO, 1995), sendo em seguida neutralizadas
em banho de gelo com 4acido cloridrico fumegante, dialisadas, concentradas e

liofilizadas.

3.3 HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL

Os polissacarideos sulfatados foram hidrolisados de acordo com o método de
USOV e ELASHVILI (1991). Duzentos miligramas de polissacarideo foram
dissolvidos em 15 ml de 4gua destilada, sendo em seguida adicionado 1,35 g do
complexo borano 4-metil-morfolina. Esta mistura foi aquecida a 60°C até completa
solubilizagdo. Na seqiiéncia foi adicionado TFA 2M (5 ml), sendo a mistura em
seguida incubada em banho termostatizado a 65°C por 8 horas. Durante as primeiras
trés horas de hidrolise os tubos foram abertos rapidamente, visando aliviar a pressao
interna. Apds a incubacdo a 65°C, o hidrolisado foi acrescido de dgua e evaporado a
pressao reduzida até secura. O hidrolisado seco foi entdo dissolvido em metanol (2x) e

novamente concentrado.
3.4 PURIFICACAO DOS OLIGOSSACARIDEOS
3.4.1 DIALISE FECHADA
As diélises das fracdes contendo oligossacarideos foram realizadas com agua

destilada em sistema fechado, sob agita¢do, em recipientes de aproximadamente um

litro. Foram realizadas trocas de 4gua em média a cada cinco horas. Foi utilizada
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membrana de dialise (Cellulose benzoylated tubing Sigma-Aldrich, 30 cm x 3,0 cm

d.i.,) capaz de reter moléculas com massa molecular maior ou igual a 2000 Da.

3.4.2 CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA

Foram utilizadas duas colunas de vidro para a purificagdo dos oligossacarideos.
Uma das colunas (12 cm x 2,5 cm d.i.) contendo DEAE-Sephadex A25 (CI) foi eluida
com agua destilada e gradiente continuo de cloreto de sodio, utilizando fluxo
controlado de 0,5 ml/min por bomba peristaltica (Pharmacia Biotech pump P-1). A
segunda coluna (15 ¢m x 3,0 cm d.i.) contendo DEAE-Sepharose CL-6B (CO;™) foi
eluida com agua destilada e gradiente descontinuo de carbonato de amonio, utilizando
um fluxo de aproximadamente 2,6 ml/min.

Os eluatos foram coletados em tubos utilizando coletor programado por tempo.
A deteccao de carboidratos foi feita pelo método do fenol 4cido sulfarico (DUBOIS et
al., 1956).

3.4.3 CROMATOGRAFIA DE TROCA CATIONICA

As cromatografias foram realizadas em coluna de vidro (20 cm x 5,0 cm d.1.)
contendo resina de divinil-benzeno sulfonado (DVB-S) (H"), a um fluxo de 3.5
ml/min. As elui¢des foram realizadas com agua destilada sendo em seguida os eluatos

neutralizados com solugdo saturada de bicarbonato de sdédio ou carbonato de amonio.
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3.4.4 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO

As cromatografias de exclusdo foram utilizadas para separagado e dessalinizagao
das amostras. Foram realizadas em coluna de vidro utilizando diferentes tipos de géis e
agua destilada como eluente. Segue abaixo especificacdes das colunas usadas:

Bio-Gel P-2 (limite de exclusdo de 100-1800 Da): coluna 1 de 100 cm x 1,5 cm
d.i., volume morto (Vo) de 50 ml, volume total (Vt) igual a 180 ml e fluxo de 0,4
ml/min.; coluna 2 de 150 cm x 3,0 cm d.i., com volume morto de 250 ml, volume total
de 800 ml e fluxo de 0,7 ml/min.

Bio-Gel P-6 DG (limite de exclusdao de 1000-6000 Da): coluna de 100 cm x 3,0
cm d.i., com volume morto de 155 ml, volume total de 570 ml e fluxo de 1,1 ml/min.

Sephadex G25 (limite de exclusdao de 1000-5000 Da): coluna de 100 cm x 1,5
cm d.i., volume morto de 70 ml, com volume total de 180 ml e fluxo de 0,4 ml/min.

Os eluatos foram coletados em tubo utilizando coletor programado por tempo.
A deteccdo dos carboidratos foi feita pelo método do fenol 4cido sulfurico (DUBOIS
etal., 1956).

3.4.5 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD) PREPARATIVA

A cromatografia de camada delgada preparativa foi realizada em cromatoplaca
revestida com celulose (Merck). A fase movel utilizada foi uma mistura de n-propanol,
acetato de etila, acido acético e agua (4:4:1:1). As bordas da placa foram reveladas
com revelador para 4acido organico anilina 10% em etanol e glucose 10% em agua

destilada (4:1), a 100°C por 10 min (STAHL, 1965).
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3.4.6 EXTRACAO COM SOLVENTE ORGANICO

Para elimina¢do do cloreto de sodio, presente nas eluatos obtidos por
cromatografia de troca anidnica, as fracdes foram evaporadas em rotaecvaporador na
presenga de tolueno para eliminar a umidade. Apos a evaporagdo foi acrescentado
dimetilsulfoxido (Me,SO), aproximadamente 50 ml, sendo a solu¢do misturada com
auxilio de ultrasom. Apos a mistura a solucao foi centrifugada (5000 rpm por 10 min.)
e o sobrenadante separado. Este processo foi repetido por trés vezes. Foi adicionado ao
sobrenadante cloroformio (3 volumes), sendo em seguida a mistura deixada em
repouso a 4°C para facilitar o processo de precipitagdo. O precipitado foi recolhido
apos centrifugacao (5000 rpm por 10 min), sendo em seguida dissolvido em agua
destilada, congelado e liofilizado. Esta técnica ¢ baseada na utilizada por YANG et al.

(2001).
3.5 METODOS ANALITICOS
3.5.1 DETECCAO DE CARBOIDRATOS

A presenga de carboidratos foi detectada através da reagdo frente a solugao de
fenol 5% (0,5 ml) e 4cido sulfurico concentrado (2,5 ml), conforme descrito por
DUBQOIS et al. 1956.
3.5.2 DETECCAO DA 4-METIL-MORFOLINA

A detecc¢do da amina terciaria 4-metil-morfolina foi realizada através da reacao

frente ao reativo geral para alcaloides de Bertrand (4cido silico-tungstico 5g%). Nesta

reagdo ocorre a formagao de um precipitado branco (GONCALVES, 2001).
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3.5.3 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA ANALITICA

A cromatografia em camada delgada analitica foi realizada em cromatoplaca
revestidas com silica gel 60 (Merck). Foi usado como fase moével uma mistura de n-
butanol, 4cido acético e agua (2:2:1). O revelador utilizado foi o orcinol (0,4 g%) em

acido sulfurico concentrado e etanol (1:19), 110°C por 10 minutos.

3.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As analises estruturais de ressondncia magnética nuclear mono e bidimensionais
foram realizadas em equipamento da marca BRUKER, modelo DRX 400, série
AVANCE, em tubo (widebore probe) de 5 mm de didmetro externo, em agua
deuterada (D,0) 99%, a temperaturas que variaram de 25 a 80°C. Os deslocamentos
quimicos, expressos em O (ppm), foram determinados utilizando acetona como padrio
interno tanto para as analises de ">C (8 = 30,2 ppm) quanto para 'H (8 = 2,224 ppm).

A maioria dos espectros, mono e bidimensionais, foram analisados utilizando o

software MestReC versao 4.1.1.0.

3.6.1 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR MONODIMENSIONAL

3.6.1.1 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTON (RMN 'H)
Para as analises de RMN de 'H foi promovida a troca de hidrogénios das

hidroxilas por deutério e remocao das moléculas de agua presente através da

dissolugdo das amostras em D,0, congelamento e liofilizagdo. Este processo € repetido

por no minimo 3 vezes.
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Os espectros foram obtidos na freqiiéncia base de 400,13 MHz, janela espectral
de 8250,8 Hz, intervalo de aquisi¢ao de 4 s, intervalo entre os pulsos de 1s, sendo

realizados no minimo 16 aquisi¢des. A resolu¢do dos espectros foi de 16K.

3.6.1.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO-13 (RMN
13C)

Os espectros de RMN de "°C, desacoplados de 'H, foram obtidos na freqiiéncia
base de 100,61 MHz, janela espectral de 31750 Hz, intervalo de aquisi¢do de 0,6 s,
intervalo entre os pulsos de 0,1 s, sendo realizadas no minimo 2000 aquisi¢des. A

resolucao dos espectros foi de 32 K.

3.6.1.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO-13 DEPT
(DISTORTIONLESS ENHANCEMENT BY POLARIZATION TRANSFER)

Os espectros de RMN de °C DEPT foram obtidos na freqiiéncia base de 100,61
MHz, janela espectral de 24038 Hz, intervalo de aquisi¢do de 1,4 s, intervalo entre os
pulsos de 2s, sendo realizados no minimo 2000 aquisigdes. O angulo de transferéncia

de polarizagdo utilizado foi de 135° e a resolugdo dos espectros foi de 32 K.

3.6.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR BIDIMENSIONAL

3.6.2.1 ESPECTROSCOPIA DE CORRELACAO HOMONUCLEAR (‘H-'H)
COSY (CORRELATION SPECTROSCOPY)

Esta ¢ uma técnica homonuclear utilizada para correlacionar os deslocamentos
quimicos dos nucleos de 'H que estio acoplados um com o outro. Assim nos
carboidratos, o H-1 de um monossacarideo apresenta acoplamento com H-2 da mesma
unidade, sendo possivel observar esta interacao na forma de um pico cruzado, e assim
determinar o deslocamento quimico de H-2 a partir de H-1. Dessa forma a partir do

sinal de H-2 pode ser determinado o H-3 e assim sucessivamente ao longo do anel se
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as constantes de acoplamento permitirem. Como cada unidade monossacaridica
apresenta um padrao de constantes de acoplamento caracteristicos, com estes
resultados € possivel determinar o tipo de acucar presente na estrutura.

As condi¢des de aquisi¢ao dos espectros de COSY utilizadas foram conforme
descritas no manual da Bruker. A resolucao dos espectros foi de 1024 (F2) x 1024 (F1)
K, com janela espectral de 4125,4 (F2) x 4125,4 (F1) Hz.

3.6.2.2 ESPECTROSCOPIA TOTAL DE CORRELACAO HOMONUCLEAR
(‘H-"H) TOCSY (TOTAL CORRELATION SPECTROSCOPY)

Nesta técnica homonuclear os picos cruzados sao gerados nao sé pelos protons
vicinais, mas sim, por todos os nucleos do sistema spin acoplado. Desta forma temos
os picos cruzados correspondentes a interagdo H-1 com H-2, assim como, H-1 com H-
3, H-1 com H-4 e assim sucessivamente se as constantes de acoplamento permitirem.

As condigdes de aquisi¢cao dos espectros de TOCSY utilizadas foram conforme
descritas no manual da Bruker. A resolugdo dos espectros foi de 1024 (F2) x 1024 (F1)
K, com janela espectral de 4125,4 (F2) x 4125,4 (F1) Hz.

3.6.3 ESPECTROSCOPIA DE CORRELACAO HETERONUCLEAR (‘H-"C)
HMQC (HETERONUCLEAR MULTIPLE QUANTUM CORRELATION
SPECTROSCOPY)

Esta técnica heteronuclear permite determinar quais &tomos de hidrogénio estao
ligados a quais atomos de carbono. No espectro ¢ observada a correlagdo dos

deslocamentos quimicos de protons e carbonos que dividem uma mesma ligagao.
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As condigdes de aquisicao dos espectros de HMQC utilizadas foram conforme
descritas no manual da Bruker. A resolugao dos espectros foi de 1024 (F2) x 512 (F1)
K, com janela espectral de 4085 (F2) x 15923 (F1) Hz.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL DAS GALACTANAS DE Gracilaria
domingensis.

As galactanas sulfatadas (360mg) extraidas da alga vermelha G. domingensis
(GUIMARAES, 2000), foram submetidas a hidrélise redutiva parcial, como descrito
por USOV e ELASHVILI (1991), e o hidrolisado denominado G-HRP.

A quantidade do complexo borano 4-metil-morfolina (B-4MM) utilizada na
hidrélise redutiva parcial ¢ cerca de 6,7 vezes maior que a de polissacarideos
hidrolisados. Durante a redu¢do, o complexo entre a 4-metil-morfolina (4-MM) e o
borano se desfaz. A 4-MM permanece na mistura, enquanto o borano ¢ oxidado a
borato e retirado por codestilacdo com metanol na forma de trimetil-borato. A 4-MM ¢
uma amina terciaria formada por um anel de seis atomos - sendo quatro carbonos, um
nitrogénio € um oxigénio — possuindo um grupo metil ligado ao nitrogénio do anel
(Figura 7). No espectro de RMN de "°C (Figura 7) de G-HRP ¢é possivel observar os
sinais da 4-MM em maior intensidade frente aos dos oligossacarideos. Os sinais em
63,7 ppm correspondem a C-2 e C-6; 53,4 ppm a C-3 e C-5 e o sinal em 43,3 ao
carbono do grupo metil. Uma analise da regido entre 80 ¢ 90 ppm do espectro nos
permite observar o sinal em 83,9 ppm, correspondente ao C-3 da unidade de 3,6-
anidro-L-galactitol (GONCALVES et al., 2002). Isto indica que a hidrolise produziu
oligossacarideos alditdis.

O primeiro passo de purificacdo (ver purificagdo completa na Figura 25, p. 57)
de G-HRP foi a cromatografia de troca anidnica, utilizando DEAE-Sephadex A-25
(Figura 8, p. 33). A coluna cromatografica foi eluida com dgua destilada - para retirar a
4-metil-morfolina, oligossacarideos e monossacarideos neutros. Seguiu-se a eluicdo
utilizando um gradiente continuo de cloreto de sédio de 0-0,15 M, eluicdo com
solucao 0,15M, um segundo gradiente de 0,15-0,30M e por ultimo eluicdo com

solugao 0,3M.
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FIGURA 7 - ESPECTRO DE RMN "°C DE G-HRP. (a) ESPECTRO TOTAL (215-0
PPM); (b) AMPLIACAO DO ESPECTRO (110-50 PPM).
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O cromatograma de troca anionica (Figura 8) mostra que a maior parte dos
carboidratos eluiram com agua e o primeiro gradiente de cloreto de sodio. O eluato
aquoso foi agrupado numa Unica fracdo denominada G-H,0O. O perfil cromatografico
do eluato obtido com o primeiro gradiente permitiu a formagdo de trés fracoes,
denominadas de G-1, G-2 e G-3. Nas eluicdes realizadas com maior concentragao de
NaCl as baixas absorbancias detectadas apos o teste de fenol sulfurico ndo permitiram
tracar um perfil cromatografico. Entretanto, os ensaios indicaram a presenca de

carboidratos e os eluatos foram agrupados em fragdes denominadas G-4, G-5 e G-6.

FIGURA 8 - PERFIL DE ELUICAO DA CROMATOGRAFIA DE TROCA
ANIONICA (DEAE-SEPHADEX A25) DE G-HRP.
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4.2 ANALISE DA FRACAO G-H,0, OBTIDA DA CROMATOGRAFIA DE
TROCA ANIONICA.

A fragdo G-H,0 apresentou uma grande quantidade de 4-MM, detectada pelo
reativo de Bertrand para alcaldoides. GONCALVES et al. (2002) utilizaram
cromatografia de adsorcdo em carvao/Celite (1:1) para separar a 4-MM dos
oligossacarideos alditois obtidos por hidrolise redutiva parcial. Neste trabalho os
autores eluiram a coluna de carvao/Celite com 4gua, para remover a amina, € em
seguida com etanol/agua (1:1) para desorver os oligossacarideos. Entretanto, a coluna
de carvao/celite apresentou baixa resolugdo e o eluato etanolico apresentou-se ainda
contaminado. Devido as caracteristicas basicas da 4-MM a fragdo G-H,O foi
cromatografada em coluna de troca catiénica (DVB-S) e eluida com dgua. A amina ¢
retida pela resina, enquanto os oligossacarideos sdo encontrados no eluato aquoso.
Ap6s a eluicdo € necessario neutralizar o eluato. Testes negativos frente ao reativo de
Bertrand e anélise de RMN de "°C mostraram que a cromatografia de troca catidnica
foi eficiente, tendo removido totalmente a 4-MM.

A fracdo G-H,O foi cromatografada em coluna de exclusdao contendo Sephadex
G25. De acordo com o cromatograma obtido (Figura 9) pode-se observar que a fragao
era constituida por carboidratos de varios tamanhos. O perfil cromatografico permitiu
a formacao de sete novas fragdes, eluidas entre o volume morto (G-H,O-1) ¢ o volume
total (G-H,0O-7) da coluna.

O espectro de RMN de "°C (Figura 10°, p. 36) da fragdo G-H,O-1 (18 mg)
mostra a presenca de seis sinais intensos € apenas um deles na regido anomérica, em
99,6 ppm. GUIMARAES (2000) relata uma quantidade significativa de amido das
florideas nos extratos obtidos de G. domingensis. O amido das florideas ¢ o
polissacarideo de reserva das algas vermelhas, equivalente a amilopectina dos
vegetais, sendo constituido por uma cadeia principal de o-glucopiranose ligada pelos
carbonos um e quatro, podendo conter ainda ramifica¢des 0o-(1—6). Os sinais de RMN
de °C de G-H,O-1 sio os mesmos assinalados por GUIMARAES (2000) para o amido
das florideas. No espectro de RMN de 'H da fragdo G-H,0-1 é possivel observar os
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sinais em 5,39 e 4,97 ppm correspondente ao H-1 das unidades de o-(1—4) e o-
(1—6)-D-glucopiranose, respectivamente (Figura 10b). A relagdo entre os sinais ¢ de
20:1, semelhante a encontrada por KNUTSEN ¢ GRASDALEN (1987) quando

estudavam os polissacarideos extraidos de Furcellaria lumbricalis.

FIGURA 9 - CROMATOGRAMA DE EXCLUSAO DA FRACAO G-H,0 EM
SEPHADEX G25.
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As fragdes G-H,0-2 (2,2 mg), 3 (4,5 mg) e 4 (3,5 mg) apresentaram baixo
rendimento, no entanto foi possivel analisar as duas ultimas por RMN de 'H. Os
espectros das duas fracdes mostraram-se bastante semelhantes. A Figura 11 (p. 37)
mostra 0 RMN de 'H da fragdo G-H,0-3. O sinal em 5,36 ppm, correspondente ao H-1
das unidades de o-(1—4)-D-glucopiranose, indica que o principal constituinte destas

fragdes ¢ o amido das florideas.



FIGURA 10 - ESPECTRO DE RMN DE “C (a) E 'H (b) DE G-H,0-1
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Os sinais em 5,18 ¢ 5,31 ppm correspondem ao H-1 das unidades de 3,6-anidro-
a-L-galactopiranose e o-L-galactopiranose 6-sulfato, respectivamente (ZHANG et al.,
2004). O sinal em 3,43 ppm corresponde aos prétons dos grupos metil substituindo C-
6 da unidade A em agaranas (MAZUMDER et al., 2002). A presenca destes sinais
juntamente com o volume de eluicdo apresentado por estas fracdes na cromatografia
de exclusdo em Sephadex G235, indica a presenga de fragmentos de agarana com alto
grau de polimerizacdo. Os baixos rendimentos destas fracdes (G-H,O-2 a 4) tornaram

inviavel a separacdo dos fragmentos de agarana do amido parcialmente hidrolisado.

FIGURA 11 - ESPECTRO DE RMN 'H DE G-H,0-3.
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A fragdo G-H,0-5 rendeu aproximadamente 15 mg. Os espectros de RMN de
BC ¢ 'H (Figura 12), mostram-se bastante complexos com um grande numero de
sinais. A presenca de oligossacarideos alditois nesta fracdo ¢ confirmada pelos sinais

em 62,8, 83,6 ¢ 85,4 ppm correspondentes respectivamente a C-1, C-3 e C-4 da
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unidade de 3,6-anidro-L-galactitol (GONCALVES et al., 2002). O sinal em 58,5 ppm
corresponde ao grupo metil (CH3) ligado ao C-6 das unidades de 3-D-galactopiranose.
Os sinais dos protons deste substituinte podem ser observados em 3,42 ppm na Figura
12b. Analisando a regido anomérica (90 a 110 ppm) do espectro de “C, pode-se
observar o sinal em 98,0 ppm correspondente a C-1 da 3,6-anidro-o-L-galactopiranose
em ligacdo glicosidica (NOMURA et al., 1998). No espectro de proton o sinal de H-1
destas unidades aparece em 5,18 ppm. Isto indica que nem todas as ligagdes o-(1—3)
da agarana de G. domingensis foram rompidas pela hidrolise redutiva parcial, tendo a
fracdo G-H,O-5 oligossacarideos alditois com mais de duas unidades
monossacaridicas.

A presenca do amido das florideas ¢ confirmada pelos sinais em 99,6 e 5,35
ppm nos espectros (Figura 12) de “C e 'H respectivamente (KNUTSEN e
GRASDALEN, 1987). Os sinais em 100,9 ¢ 101,0 ppm correspondem ao C-1 das
unidades de o-L-galactopiranose 6-sulfato (NOMURA et al., 1998). O sinal de H-1
destas unidades ¢ observado no espectro de RMN de 'H em 5,31 ppm. O sinal de C-1
da unidade A (B-D-galactopiranose) ligada a unidade precursora é observado em 103,1
ppm. Estes sinais confirmam a existéncia de unidades precursoras do derivado 3,6-
anidro da galactose em agaranas de G. domingensis.

O sinal em 102,5 ppm corresponde ao C-1 das unidades de B-D-galactopiranose
6-sulfato em ligagdo glicosidica (VALIENTE et al., 1992), enquanto que os sinais de
102,2 € 102,0 ppm correspondem a C-1 das unidades de -D-galactopiranose e/ou [3-
D-galactopiranose 6-O-metil. Os deslocamentos quimicos de C-1 destas unidades sdo

dificeis de se diferenciar (VIANA, 2001).
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FIGURA 12 - ESPECTRO DE RMN DE “C (a) E 'H (b) DE G-H,0-5.
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A andlise dos espectros de RMN de BC e 'H da fracdo G-H,0O-5 indicou a
presenga de oligossacarideos alditois com grau de polimerizagdo maior que dois,
contendo grupos O-sulfato e O-metil ligados a C-6 da unidade A e ainda a presenga da
unidade precursora de 3,6-anidro-galactopiranose na unidade B.

A presenca do amido das florideas nas fracdes G-H,O-3 a 5 sugere uma
degradacdo parcial deste polissacarideo pela hidrdlise redutiva parcial. Contudo,
grande parte deste polimero ¢ encontrado na forma de fragmentos de alto peso
molecular, como mostrou a analise da fracdo G-H,O-1 eluida no volume morto da
cromatografia de exclusdao em Sephadex G25.

A fragdo G-H,0-6 eluiu proximo ao volume total na cromatografia de exclusao
em Sephadex G25 (Figura 9, p. 35), sugerindo que nesta fragdo havia fragmentos de
baixa massa molecular, uma vez que o limite de exclusdo deste gel ¢ de 1000 a 5000
Da para dextrana neutra. Diante disso, G-H,0O-6 foi recromatografada em coluna de
exclusao contendo Bio-Gel P-2, que possui um limite de exclusao de 100 a 1800 Da

para proteinas globulares (Figura 13).

FIGURA 13 - CROMATOGRAMA DE EXCLUSAO DE G-H,0-6 EM BIO-GEL P-2.
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A cromatografia de G-H,0-6 em Bio-Gel P-2 (Figura 13) permitiu dividir a
fragdo em quatro novas subfragdes denominadas de G-H,O-6A a D. As subfragdes G-
H,0-6B e C correspondem aos picos bem definidos no cromatograma, sendo as
fragdes que apresentaram maior rendimento, 7 ¢ 16 mg respectivamente.

A subfracdo G-H,0-6A (4 mg) eluiu proximo ao volume total e seu espectro de
RMN de "C esta apresentado na Figura 14. Na regido anomérica (90 a 110 ppm),
observa-se os picos em 92,3 e 96,4 ppm correspondentes a unidades de
galactopiranose redutoras, nas formas o e 3 respectivamente (GORIN e MAZUREK,
1975). Embora as condi¢des da hidrdlise redutiva parcial favoregam a quebra das
ligagdes 3,6-anidrogalactosidicas das galactanas, ocorre também quebra das ligagdes
galactosidicas em menor escala, indicada pela presenca da galactose livre nesta
subfra¢do. O fato desse monossacarideo nao estar reduzido sugere uma diferenca na
reducdo, pelo complexo borano 4-metil-morfolina, da galactose e 3,6-anidro-galactose.
Esta diferenca também ja foi observada anteriormente por STEVENSON e
FURNEAUX (1991). Os sinais em 102,2, 85,4, 83,5 ¢ 62,8 ppm indicam a presenca de
um dissacarideo alditol, pois correspondem respectivamente a C-1 da unidade nao
redutora e C-4, C-3 e C-1 da unidade de 3,6-anidro-L-galactitol (GONCALVES et al.,
2002). Estes dados demonstram que a subfragdo G-H,0-6A ¢ uma mistura de pelo
menos dois carboidratos diferentes.

A subfra¢ao G-H,0O-6B eluiu no volume de separagdo da coluna contendo Bio-
Gel P-2 e corresponde ao pico quase sobreposto a fragdo G-H,O0-6C (Figura 13). O
espectro de RMN de °C desta subfracdo (Figura 15, p. 43), mostra a presenca de doze
sinais bem definidos e elevada relagao sinal/ruido, estando apenas um deles na regido
anomérica em 102,1 ppm. Os sinais em 62,7, 83,4 ¢ 85,4 ppm correspondem a C-1, C-
3 e C-4, respectivamente, da unidade de 3,6-anidro-L-galactitol. Comparando-se os
sinais publicados por GONCALVES et al. (2002) para o agarobiitol, pode-se concluir
que a fragcdo G-H,0O-6B ¢ composta por este dissacarideo alditol, com elevado grau de
pureza. E interessante ressaltar os sinais: em 60,8 ppm, correspondente ao C-6 livre da
unidade de B-D-galactopiranose; os sinais em 75,1 € 75,0 quase sobrepostos dos C-5

das unidades de B-D-galactopiranose ¢ 3,6-anidro-L-galactitol. Na Figura 15b observa-
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se a estrutura quimica do agarobiitol. A presenca deste dissacarideo era esperada nos
produtos de HRP, uma vez que G. domingensis biosintetiza agaranas com elevado teor

de agarose.

FIGURA 14 - ESPECTRO DE RMN DE *C DE G-H,0-6A
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Experimento realizado a 30°C.

A fracdo G-H20-6C, eluida proxima ao volume de eluicdo do agarobiitol (G-
H,0-6B), foi analisada por RMN de ">C (Figura 16, p. 44). O espectro mostra a
presencga de 13 sinais bem definidos, com apenas um deles de diferente intensidade em
58,4 ppm. Este sinal corresponde ao carbono do grupo metil (CHj;), substituindo C-6
da unidade de P-D-galactopiranose. A menor intensidade deste sinal se deve
principalmente a um tempo de relaxagao spin-rede (T;) longo deste carbono, associado
a um intervalo de pulso curto, que dificulta a medida da transi¢do do nucleo entre os

estados de maior e menor energia.



43

FIGURA 15 - ESPECTRO DE RMN DE "“C DE G-H,0-6B (a) E ESTRUTURA

QUIMICA DO AGAROBIITOL (b).
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FIGURA 16 - ESPECTRO DE RMN DE “C DE G-H,0-6C (a) E ESTRUTURA
QUIMICA DO 6*-0-METIL-AGAROBIITOL (b).
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O sinal de C-6 substituido pelo grupo metil ¢ observado em 71,6 ppm. O
carbono vizinho, C-5, sofre um deslocamento de aproximadamente 2 ppm (efeito ),
indo de 75,2 para 73,3 ppm. Todos os sinais do dissacarideo alditol metilado da fracao
G-H,0-6C coincidem com os publicados por VIANA (2001), confirmando a estrutura
do dissacarideo como sendo o 6>-O-metil-agarobiitol (Figura 16b), em um elevado
grau de pureza. A presenga deste dissacarideo era esperada, uma vez que
GUIMARAES (2000) demonstrou que G. domingensis biosintetiza agaranas
naturalmente metiladas em C-6 da unidade A.

A subfracao G-H,0-6D eluiu proximo ao volume morto da coluna de Bio-Gel
P-2, tendo formado um pico assimétrico. Entretanto, o espectro de RMN de "°C
(Figura 17a) mostra a presenca de onze sinais bem definidos, sendo um deles em
maior intensidade devido a uma sobreposicao em 72,8 ppm. Isto indica a presenga de
um dissacarideo puro nesta fra¢ao. O sinal em 67,4 ppm corresponde a C-6 da unidade
de B-D-galactopiranose substituida por grupo O-sulfato (VALIENTE et al., 1992). Os
sinais em 62,9, 83,7 e 86,1 ppm correspondem a C-1, C-3 e C-4 da unidade de 3,6-
anidro-L-galactitol respectivamente. Pode-se concluir que o dissacarideo alditol
presente na fragio G-H,0-6D ¢ o agarobiitol 6”-sulfato (Figura 17b).

Comparando-se os sinais do espectro da Figura 17 com os do agarobiitol
(Figura 15, p. 43) é possivel assinalar todos os carbonos do agarobiitol 6>-sulfato. A
unica diferenca significativa entre os dois espectros € o deslocamento do sinal de C-6
da B-D-galactopiranose substituida de 60,8 para 67,4 ppm (efeito o) e o deslocamento
de C-5 de 75,2 para 72,8 ppm (efeito B).

Assinalados todos os carbonos do dissacarideo sulfatado, realizou-se o
experimento de RMN bidimensional HMQC (‘H-"°C). Neste experimento ¢ possivel
observar as correlagdes entre °C ¢ 'H que dividem uma mesma ligagdo. O espectro
esta mostrado na Figura 18 (p. 47) e o assinalamento completo dos protons e carbonos
do agarobiitol 6>-sulfato na Tabela 2 (p. 48). A presenca do dissacarideo alditol
sulfatado era esperada no hidrolisado, j4 que o polissacarideo nativo de G.

domingensis apresenta unidades de -D-galactopiranose sulfatada em C-6.
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE RMN DE “C DE G-H;0-6D (a) E ESTRUTURA
QUIMICA DO AGAROBIITOL 6:-SULFATO (b).
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FIGURA 18 - ESPECTRO DE HMQC (‘H-"C) DA SUBFRACAO G-H;0-6D

(AGAROBIITOL 6>-SULFATO).
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Experimento realizado a 30°C. * Nomenclatura andloga a usada por KNUTSEN et al. (1994): G, —
carbonos da unidade de B-D-galactopiranose ndo redutora; LA, — carbonos da unidade de 3,6-anidro-L-

galactitol.

E interessante observar que a cromatografia de exclusio em Bio-Gel P-2
(Figura 13, p. 40) foi capaz de separar os trés dissacarideos: agarobiitol, 6-O-metil
agarobiitol e agarobiitol 6>-sulfato. Houve uma boa resolugdo entre os dois
dissacarideos neutros, considerando que a diferenga de peso molecular entre eles ¢ de
apenas 13 Da. O limite de exclusdo do Bio-Gel P-2 ¢ de 100 a 1800 Da para proteinas
globulares, entretanto o agarobiitol 6°-sulfato, com peso molecular de
aproximadamente 405 Da elui proximo ao volume morto. Isto ocorre devido ao
enorme raio hidrodindmico desta molécula, efeito direto das hidroxilas e

principalmente do grupo sulfato. Estes dados reforcam a idéia que os limites de
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exclusdo dos géis, utilizando proteinas e carboidratos neutros (dextranas) sdo bem
diferentes dos obtidos para os carboidratos sulfatados.

Bio-Gel P-2 ¢ eficiente para separacdo de dissacarideos alditois neutros e
monossacarideos. Para a separa¢ao de dissacarideos alditois sulfatos seria necessario

utilizar um gel com limite de exclusdo maior.

TABELA 2 - ASSINALAMENTO QUIMICO DOS *C E 'H DO AGAROBIITOL 6°-
SULFATO.

ATOMOS"® Bc H
Gyl 102,5 4,57
B-D-Galp (&) 70,5 3,54
6-sulfato-(1— Gun3 72,4 3,68
G4 68,4 3,98
GyrS 72,8 3,97
Gy 6 67,4 4,21
LA 62,9 3,73 ¢ 3,66
—4)-3,6-anidro- LA, 2 70,9 3,97
L-Galctitol LA, 3 83,7 3,93
LA, 4 86,1 4,31
LA, S5 75,3 4,40
LA, 6 72,8 3,86 ¢ 3,97

* Nomenclatura analoga a usada por KNUTSEN et al. (1994): G, — carbonos da unidade de B-D-

galactopiranose nao redutora; LA, — carbonos da unidade de 3,6-anidro-L-galactitol.

A fracdo G-H,0-7 corresponde a cauda do pico que deu origem a fra¢do G-
H,0-6, e eluiu no volume total da coluna de Sephadex G25 (Figura 9, p. 35). Esta
fragdo também foi recromatografada em coluna de exclusdao contendo Bio-Gel P-2

(Figura 19). O cromatograma permitiu dividir esta fragdo em quatro novas subfragdes,
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denominadas de G-H,O-7A a D. O rendimento destas subfracoes nao foi muito

elevado ficando em torno de 3 mg.

FIGURA 19 - CROMATOGRAMA DE EXCLUSAO DE G-H,0-7 EM BIO-GEL P-2.
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A subfragio G-H,O-7B foi analisada por RMN de 'H, conforme mostra a
Figura 20a. O espectro mostra a auséncia de sinais de prétons anoméricos de unidades
ligadas glicosidicamente, indicando a presenga de monossacarideos livres. O espectro
de RMN "°C desta fragdo (Figura 20b), mostra a presenca de seis sinais de mesma
intensidade. O sinal em 62,8 ppm € 0 mesmo que aparece nos dissacarideos alditois e
corresponde ao C-1 do 3,6-anidro-L-galactitol. O sinal de C-3 desta unidade aparece
em campo mais baixo em 84,7 ppm. A auséncia de sinal na regido proximo a 86 ppm
indica que esta unidade ndo esta substituida em C-4. Estes dados indicam que a
subfracdo G-H,0-7B ¢ constituida pelo monossacarideo 3,6-anidro-galactitol livre. A
presenga deste monossacarideo e da galactose livre na subfracio G-H,0-6A
confirmam a quebra de uma certa percentagem das ligagdes -(1—4) pela hidrolise

redutiva parcial.
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FIGURA 20 - ESPECTRO DE RMN DE 'H (a) E "*C (b) DE G-H,0-7B.
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A analise por RMN de "*C (espectro ndo mostrado) da fragio G-H,0-7C indica
a presenca do dissacarideo agarobiitol. Os sinais presentes no espectro desta fragcdo sao
os mesmos da subfracdo G-H,0-6B (Figura 15, p. 43). As outras duas subfracoes, G-
H,0-7A e D devido a pouca quantidade de amostra ndo apresentaram espectros com
um minimo de resolu¢do para realizar uma analise estrutural.

Conforme esperado, considerando o volume de elui¢do na cromatografia em
Sephadex G25 (Figura 9, p. 35), as subfragdes de G-H,O-7 sdo principalmente
monossacarideos e dissacarideos neutros e a separacdo utilizando Bio-Gel P-2 foi

eficiente em separar estas moléculas.

4.3 ANALISE DAS FRACOES G-1 E G-2 OBTIDAS DA CROMATOGRAFIA
DE TROCA ANIONICA.

A eluicdo da coluna de troca anidnica (DEAE-Sephadex A25) com o primeiro
gradiente de cloreto de sodio (0-0,15 M), resultou em trés fracdes denominadas G-1,
G-2 e G-3 (Figura 8, p. 33). Devido a quantidade de sal presente nas fracdes, G-1 e G-
2 foram submetidas a desalificacdo através de cromatografia de exclusdo utilizando
Bio-Gel P-2. Os oligossacarideos foram identificados através do método do fenol
acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956) e a presenca dos anions cloreto através da
reagdo com solugdo de nitrato de prata, que da origem a formacao de um precipitado
branco (AgCl). Monitorando-se a desalificacdo através destes dois métodos, foi
possivel separar G-1 em duas ¢ G-2 em trés novas subfragoes denominadas G-1A, G-
1B e G-2A, G-2B e G-2C respectivamente.

A subfragdo G-1A foi analisa por RMN de "°C e o espectro esta mostrado na
Figura 21. Pode-se observar a presenca de onze sinais bem definidos e apenas um
deles na regiio anomérica em 102,5 ppm. Estes sinais sdo iguais aos do agarobiitol 6-

sulfato (Figura 17, p. 46).
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FIGURA 21 - ESPECTRO DE RMN DE “C DE G-1A.
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Experimento realizado a 50°C.

Foi realizada uma cromatografia em camada delgada (CCD) analitica (Figura
22), em silica gel, das subfragoes de G-1 e G-2. A cromatografia utilizou como fase
movel uma mistura de n-butanol:acido acético:agua (2:2:1), e como padrao a subfragao
G-H,0-6D. Os perfis de migracdo das cinco subfracdes mostraram-se semelhantes,
com a presenca de uma uUnica mancha, detectada pelo revelador para carboidratos
orcinol:acido sulfurico. As distancias de migracao foram semelhantes a de G-H,0-6D,
dando valores de reten¢ao relativo (Rgu20.6p), €m torno de 1,0. Dessa forma G-1B e G-

2A a C foram agrupadas, dando origem a fracdo denominada Ag-6S.



53

FIGURA 22 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DAS SUBFRACOES
DE G-1 E G-2.
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Cromatoplaca de silica gel 60, fase movel n-butanol:acido acético:agua (2:2:1), revelador
orcinol:H,SO4

O espectro de RMN de °C (Figura 23) da fracdo Ag-6S mostra os mesmos
deslocamentos quimicos, na faixa de 110 a 60 ppm, do agarobiitol 6°-sulfato (Figura
17, p. 46), como ja era esperado pela analise da CCD analitica, junto com outros sinais
em campo baixo.

Os sinais em torno de 114 a 120 e 162 ppm, indicam a presenga de um
contaminante ndo acucar nesta fracdo. A presenca destes sinais foi observada apds a
hidrolise redutiva parcial dos polissacarideos de Acanthophora spicifera
(GONCALVES, 2001). Este contaminante nao estd presente no reativo borano 4-
metil-morfolina, pois o espectro de RMN de "°C deste reativo ndo mostrou a presenca
destes sinais (espectro nao mostrado).

O fato deste contaminante ter sido eluido junto com o dissacarideo alditol

sulfatado no primeiro gradiente de cloreto de sodio indica uma caracteristica acida



para este composto. O sinal em torno de 162 ppm corresponde a um carbono
carbonilico (C=0). Este composto seria provavelmente um acido carboxilico.

A fracdo Ag-6S em testes de CCD, utilizando cromatoplacas revestidas com
celulose e fase movel bastante apolar, apresentou uma mancha que eluiu junto ao
fronte, revelada pelo revelador para acido organico anilina:glucose (STAHL, 1965).
Assim Ag-6S, apresenta o dissacarideo alditol agarobiitol 6>-sulfato e um
contaminante com caracteristicas acidas como principais componentes.

FIGURA 23 - ESPECTRO DE RMN DE *CDE AG-6S.
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Experimento realizado a 30°C.

O agarobiitol 6’-sulfato da fragdo Ag-6S, foi purificado por CCD em celulose
preparativa. O composto acido elui proximo ao fronte, junto com a fase movel,
enquanto o dissacarideo permanece na origem. A Figura 24 mostra o espectro de RMN
de "°C da fragdo Ag-6S livre do contaminante e com a presenca do dissacarideo alditol

sulfatado como principal componente.
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FIGURA 24 - ESPECTRO DE RMN DE "*C DE AG-6S APOS PURIFICACAO EM
CCD.
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Experimento realizado a 30°C.

44 ANALISE DAS FRACOES G-3, G4, G-5 E G-6 OBTIDAS DA
CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA.

As fragdes G-3, G-4, G-5 e G-6 eluiram durante a lavagem da coluna de troca
anionica com maior concentragdo de cloreto de sodio (Figura 8, p. 33). A grande
concentracao de sal nestas fragdes inviabilizaram a desalificagdo em cromatografia de
exclusdo utilizando Bio-Gel P-2, uma vez que era necessario dissolver estas fragdes
com grandes volumes de agua.

YANG et al. (2001) utilizaram uma extragdo com dimetilsulféxido (Me,SO),

para recuperar oligossacarideos naturalmente piruvatados de uma mistura contendo
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grande quantidade de sal. Diante disso estas fra¢cdes foram submetidas a extragcdes com
Me,SO. Nesta extracao os oligossacarideos alditois sdo solubilizados pelo Me,SO,
enquanto que o cloreto de sodio permanece insoluvel. Os oligossacarideos sdo
recuperados por precipitagdo, apos adi¢ao de cloroformio ao Me,SO. O precipitado ¢é
dissolvido em agua e liofilizado. A extragdo com solvente organico nao ¢ capaz de
retirar todo o sal, sendo necessario realizar um segundo passo de desalificagdo em Bio-
Gel P-2. Na pratica, a extragdo com solvente mostrou-se um passo necessario para
diminuir a quantidade de sal e possibilitar a desalificagdo por cromatografia de
exclusdo.

Apos os dois passos de desalificacao, foi observada a presenga de carboidratos
pelos testes de fenol acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956). Entretanto, todas as
fragdes apresentaram baixos rendimentos que inviabilizaram a caracterizagdo dos
oligossacarideos presentes.

A Figura 25 mostra, resumidamente, os passos de purificagdo e os

oligossacarideos obtidos da hidrélise redutiva parcial das agaranas de G. domingensis.
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4.5 EXTRACAO E TRATAMENTO ALCALINO DOS POLISSACARIDEOS
DE E. denticulatum.

A alga seca ¢ moida foi submetida a uma primeira extracdo a temperatura
ambiente (25°C). Apods centrifugagdo o sobrenadante aquoso foi concentrado
parcialmente a pressdo reduzida e tratado com etanol trés volumes, precipitando os
polissacarideos soluveis a temperatura ambiente. O precipitado foi recolhido,
solubilizado em agua e liofilizado gerando a fragdo ECW (11,4 %).

A alga residual da primeira extragdo foi submetida a duas extragdes aquosas
consecutivas a temperatura de 80°C. Na primeira extra¢do a quente, os polissacarideos
precipitados com etanol trés volumes foram recolhidos, solubilizados em agua e
liofilizados, rendendo a fragdo EHW-I (37,8%). Na segunda extragdo a quente, apos a
adigao de etanol, ndo ocorreu precipitagdo apenas turvagao do extrato. Por esta razao
este extrato foi concentrado, dialisado e liofilizado dando origem a fragado EHW-II
(7,8%) (Figura 26).

O rendimento total dos polissacarideos em relagdo ao peso seco da alga foi de
57%. O alto rendimento era esperado, uma vez que E. denticulatum ¢ uma das
principais algas cultivadas para a producao industrial de carragenanas.

Esta alga sintetiza, como principal polissacarideo, um hibrido de iota/nu-
carragenana. O proton anomérico das unidades de o-D-galactopiranose 2,6-disulfato
(nu) aparece em 5,51 ppm, enquanto o H-1 das unidades de 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose 2-sulfato (iota) aparece em campo mais alto a 5,32 ppm (VAN de
VELDE et al., 2002). Uma anélise por RMN de 'H (Figuras 27 a 29, p. 60-61) das
fragdes obtidas permitiu, rapidamente, identificar e determinar o teor relativo de iota e
nu-carragenana presente em cada fracdo (Tabela 3, p. 62) através da integracao dos

picos anoméricos.
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FIGURA 26 - ESQUEMA DE EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS DE E.

denticulatum.
Alga seca e moida
Extragdo aquosa a 25°C
Centrifugacao
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2" Extragdo aquosa a 80°C
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FIGURA 27 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA FRACAO ECW.
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FIGURA 28 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA FRACAO EHW-L.
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FIGURA 29 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA FRACAO EHW-IL.
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Experimento realizado a 80°C.

A extragao realizada a frio (ECW) apresentou maior quantidade de nu-
carragenana (29%) e a ultima extracao a quente (EHW-II) a menor (15%). Esta relagdo
esta de acordo com a solubilidade destes polimeros, ja que os polissacarideos mais
sulfatados sdao mais soluveis em agua.

A fragio EHW-II, pelo espectro de RMN de 'H (Figura 29), possui unidades de
3,6-anidro-o-D-galactopiranose indicado pelo sinal de H-1 destes residuos em 5,08
ppm (KNUTSEN e GRASDALEN, 1987).

A fracdo EHW-I apresentou um sinal de fraca intensidade em 1,45 ppm no
espectro de RMN de 'H (Figura 28). Este sinal ¢ assinalado como pertencente aos
protons do grupo metil do substituinte 4,6-O-(1’-carboixietilideno) (VAN de VELDE
etal., 2002). Este tipo de substituinte nunca foi relatado para os polissacarideos de E.
denticulatum. Esta foi uma das razdes que determinou a escolha de EHW-I para ser

submetida a hidrolise redutiva parcial, uma vez que a determinagdo da estrutura de
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polissacarideos através da obtencdo de oligossacarideos permite um estudo mais

detalhado da estrutura quimica fina destes biopolimeros.

TABELA 3 - PERCENTAGEM DE NU E I0TA-CARRAGENANA PRESENTE NAS
FRACOES OBTIDAS DE E. denticulatum DETERMINADAS POR RMN DE 'H.

NU-CARRAGENANA (%) 10TA-CARRAGENANA (%)

FRACAO
ECW 29 71
EHW-I 23 77
EHW-II 15 85

As condigoes da HRP favorecem a quebra das ligagdes 3,6-anidro-
galactosidicas. Com intuito de diminuir o teor de nu-carragenana e conseqiientemente
aumentar o teor de iota-carragenana, EHW-I foi submetida ao tratamento alcalino
(NaOH 1M, 80°C, 30 min.) segundo NOSEDA e CEREZO (1995), dando origem a
fracado EHW-I-TA. A formacao da ligacdo 3,6-anidro ocorre através da eliminagdo do
grupo sulfato de C-6 das unidades de «-D-galactopiranose 2,6-disulfato em meio
alcalino. A formacao da ligacdo ocorre em dois passos: primeiramente o meio alcalino
desprotona as hidroxilas produzindo anions alcoxidos. A o-D-galactopiranose 2,6-
disulfato passa da conformagdo *C; (6-OSO;™ equatorial) para 'C, (6-OSO;” axial).
Este passo coloca o C-6 sulfatado e o alcoxido de C-3 nas posigdes cis axiais. O
segundo passo ¢ o ataque nucleofilico do alcdéxido de C-3 ao C-6, resultando na
formacgao da ligagdo 3,6-anidro no mesmo residuo de galactose e liberagao do grupo
sulfato de C-6 (de RUITER e RUDOLPH, 1997). O rendimento do tratamento alcalino
ficou em torno de 70%, semelhante ao obtido por AGUILAN et al. (2003) para esta
alga. ApoOs o tratamento alcalino, EHW-I-TA foi analisada por RMN de 'H (Figura
30). O sinal de H-1 das unidades de o-D-galactopiranose 2,6-disulfato, em 5,51 ppm
desaparece, restando apenas o sinal em 5,32 ppm que corresponde ao H-1 das unidades

de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato.
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FIGURA 30 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA FRACAO EHW-I-TA.
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Experimento realizado a 80°C.

4.6 HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL DE EHW-I-TA.

A fracdo EHW-I-TA (1,0 g) foi submetida a hidrolise redutiva parcial de acordo
com as condig¢des descritas por USOV e ELASHVILI (1991). O hidrolisado obtido foi
evaporado, até a secura, tratado com metanol, dissolvido em agua e liofilizado, sendo
denominado de NEC-HRP.

O espectro de RMN de "°C de NEC-HRP (Figura 31), mostra em maior
intensidade os sinais da 4-metil-morfolina em 43,8, 53,9 e 64,4 ppm. Os sinais em
campo mais baixo, em torno de 162 e 112 a 120 ppm, correspondem ao contaminante
acido ja encontrado durante as etapas de purificacao dos oligossacarideos obtidos de

G. domingensis (Figura 23, p. 54). Os sinais entre 80 e 87 ppm pertencem aos
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carbonos 3 e 4 das unidades de 3,6-anidro-D-galactitol, confirmando a presenca de
oligossacarideos alditdis no hidrolisado. O sinal em 92,1 ppm corresponde ao C-1 das
unidades de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato (VAN de VELDE et al., 2002),
e confirma a existéncia de fragmentos com quatro ou mais unidades monossacaridicas.

FIGURA 31 - ESPECTRO DE RMN DE "“C DA FRACAO NEC-HRP, COM
AMPLIACAO DA REGIAO ENTRE 170 E 80 PPM.
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Experimento realizado a 30°C.

O primeiro passo de purificagdo (Ver esquema completo de purificagdo na
Figura 59, p. 104) ao qual foi submetido o hidrolisado NEC-HRP foi para separar os
oligossacarideos da 4-metil-morfolina, através de cromatografia de troca catidnica.
Conforme ja relatado, a 4-MM ¢ retida pela resina e os oligossacarideos sdo eluidos
com agua. Como a resina catidnica encontra-se na forma 4cida, o eluato aquoso
contendo os oligossacarideos possui um pH muito baixo. Apds neutralizagdo o eluato

foi concentrado até secura.
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O segundo passo de purificagdo foi submeter NEC-HRP, agora livre da 4-MM,
a didlise fechada em agua destilada utilizando membrana de didlise capaz de reter
moléculas com massa molecular maior ou igual a 2000 Da. A agua de dialise foi
monitorada até teste de fenol acido sulfirico negativo. Apds concentracao, a agua de
dialise deu origem a fragdo NEC-DIAL e o material retido na membrana de didlise a
fragao NEC-RET.

A didlise teve por objetivo separar os oligossacarideos sulfatados dos
monossacarideos e sais gerados durante a hidrélise e o processo de neutralizacdo. Esta
etapa visava aumentar a eficiéncia do passo seguinte de purificagdo para separar os

oligossacarideos sulfatados.

4.7 ANALISE DA FRACAO NEC-DIAL

A fracio NEC-DIAL foi analisada por RMN de "C (Figura 32). Embora os
testes de fenol acido sulftrico tenham dado resultados positivos, o espectro ndo mostra
a presenca de nenhum sinal referente a carboidratos. Sdo observados 8§ sinais na regiao
de 112 a 120 e 160 ppm. Estes sinais correspondem ao contaminante acido encontrado
no hidrolisado (NEC-HRP). Este composto possui baixo peso molecular, uma vez que
ndo foi retido pela membrana de didlise. Devido as caracteristicas 4acidas, foi
suspeitado que este contaminante poderia ser da solu¢ao de acido trifluoracético (TFA)
usada na hidrolise.

A analise por RMN de "C de uma solucdo de TFA (espectro ndo mostrado)
mostrou a presen¢a dos mesmos sinais encontrados no espectro da fragdo NEC-DIAL.
Estes dados indicam que o contaminante 4cido nada mais é que do que o TFA
utilizado na HRP.

A molécula de TFA possui trés atomos de "°F, cujo spin nuclear possui um
valor de 1/2. O experimento de RMN de "°C realizado desacopla os ntcleos de 'H, mas
ndo os de "F. Isto explica a presenca de oito picos, dois quartetos, no espectro de
RMN de "°C do TFA. O carbono ligado aos trés atomos de flior aparece na forma de

um multiplete na regido de 112 a 121 ppm. Os atomos de flior conseguem acoplar até
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com o carbono do grupo carboxila, resultando no multiplete na regido de 162 ppm. As
constantes de acoplamento foram de 'Jor 292,0 Hz e 2Jop 44,0 Hz, semelhantes as

descritas por BREITMAIER e VOELTER (1987).

Figura 32. Espectro de RMN de BCda fracido NEC-DIAL.
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Experimento realizado a 50°C.

Na hidrolise redutiva parcial a quantidade de TFA usada ¢ muito grande, cerca
de 5,7 g para cada 1 g de polissacarideo hidrolisado. O hidrolisado ¢ submetido a
evaporagdo, a pressao reduzida, visando evaporar o TFA. Entretanto, o TFA do
hidrolisado provavelmente deve formar um sal, inviabilizando a sua retirada por
evaporacdo. A principal hipdtese sugere que este sal seja formado com a amina
tercidria 4-MM (trifluoracetato de 4-metil-morfolonio).

A cromatografia de troca catidnica € essencial no processo de purificacao dos
oligossacarideos obtidos por hidrolise redutiva parcial. Nesta cromatografia ocorre a
troca do cation 4-metil-morfolonio pelo préton, formando novamente TFA. Apods

neutralizacdo do ecluato ¢ formado novamente um sal contendo trifluoracetato. A
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dialise, utilizando membrana de didlise capaz de reter moléculas com massa molecular
maior que 2000 Da, mostrou-se também essencial no processo de purificagao dos
oligossacarideos alditéis, pois permite separar o trifluoracetato da mistura

oligossacaridica.

4.8 ANALISE DA FRACAO NEC-RET

A fracdo retida pela membrana de didlise, contendo os oligossacarideos
sulfatados, foi submetida a cromatografia de troca anionica utilizando DEAE-
Sepharose CL-6B (Figura 33). Algumas mudancas foram feitas em relacdo a
cromatografia de troca anidnica realizada na purificagdo dos oligossacarideos alditdis
obtidos de G. domingensis. Além de agua, a coluna foi eluida com diferentes
concentracdes de solucdes de carbonato de amodnio ([NH4],COs). Este sal, por
evaporagdo a pressao reduzida, ¢ eliminado evitando dessa forma a necessidade de
desalinificacdo das fracdes obtidas. Optou-se por eluir a coluna com gradiente
descontinuo. A utilizagdo deste tipo de gradiente visou a obten¢do de picos mais
definidos no cromatograma e uma purifica¢do mais efetiva dos oligossacarideos. Nas
primeiras eluigdes o intervalo entre as concentragdes foi de 0,05M e na ultima de
0,10M.

Como E. denticulatum sintetiza carragenanas com até um grupo sulfato por
unidade monossacaridica, a coluna foi eluida com solugao de carbonato de amonio até
concentracao de 0,4M.

A Figura 33 mostra, além do cromatograma, as fragdes obtidas. Pode-se
observar picos bem definidos nas elui¢cdes realizadas com &gua e com baixas
concentracdes de sal (0,05, 0,10 e 0,15M). As elui¢cdes com maior forga idonica (0,20 a

0,40M) resultaram em platos ou picos ndo muito definidos.
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FIGURA 33 - CROMATOGRAMA DE TROCA ANIONICA DA FRACAO NEC-RET
EM DEAE-SEPHAROSE CL-6B.
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4.9 ANALISE DA FRACAO NEC-H,O

O eluato aquoso da cromatografia de troca anidnica deu origem a fracdo
denominada NEC-H,O. Esta fracdo apresentou massa de aproximadamente 1,2 g,
muito superior a de polissacarideos hidrolisados (1,0 g). A andlise do espectro de
RMN de *C de NEC-H,O (Figura 34) mostra a presenca dos sinais correspondentes ao
sal de TFA, em torno de 118 ppm, justificando o elevado rendimento desta fragao.

A presenca do TFA diminuiu a eficiéncia do processo cromatografico em
coluna de troca anionica. Prova disso ¢ o sinal em 92,4 ppm, correspondente ao C-1 da

3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato, que indica a elui¢do de oligossacarideos

sulfatados no eluato aquoso.
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FIGURA 34 - ESPECTRO DE RMN DE “C DA FRACAO NEC-H,O0.
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Experimento realizado a 30°C.

Com o objetivo de purificar os oligossacarideos presentes na fragao NEC-H,0,
foi realizada uma cromatografia de exclusdo utilizando Bio-Gel P-6 DG (limite de
exclusdo de 1000 a 6000 Da). O cromatograma (Figura 35) mostra a presen¢a de dois
picos bem definidos. A fracdo eluida proximo ao volume morto foi denominada de

NEC-H,0-1 e a eluida proximo ao volume total de NEC-H,0-2.
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FIGURA 35 - PERFIL DE ELUICAO DA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DA
FRACAO NEC-H;O0 EM BIO-GEL P-6 DG.
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A fragdo NEC-H,0-1 conforme mostra o espectro de RMN de "°C (Figura 36) e
indica o volume de elui¢o, € composta principalmente por oligossacarideos com mais
de quatro unidades monossacaridicas. O espectro mostra na regido anomérica (90 a
110 ppm) varios sinais. E possivel observar sinais correspondentes a C-1 da unidade
de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose em 94,3 ppm, além do sinal de C-1 desta unidade
sulfatada em C-2 (91,6 ppm) (VAN de VELDE et al., 2002).

Os oligossacarideos contendo unidades de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose,
podem ter sido originados da hidrdlise de kappa-carragenana, uma vez que E.
denticulatum ¢é capaz de sintetizar este polissacarideo (BELLION et al., 1982). No
entanto, a possibilidade da hidrdlise redutiva parcial estar provocando a quebra da
ligacdo éster sulfato presente em C-2 das unidades de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose

na iota-carragenana, também existe.
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FIGURA 36 - ESPECTRO DE RMN DE *C DE NEC-H,O-1.
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O sinal que mais chamou a atencdo nesta fracdo foi o que apareceu em 24,8
ppm. Este sinal corresponde ao grupo metil do 4,6-O-(1’-carboxietilideno). GAREGG
et al. (1980) demonstraram que quando este grupo substituinte possui a configuragao
R, o grupo metil apresenta sua ressonancia em torno de 25 ppm, enquanto que na
configuracdo S aparece em aproximadamente 17 ppm.

Os sinais em 65,0, 66,0 e 66,7, 101,2 ppm podem ser assinalados como
pertencentes a C-6, C-5, C-4 ¢ C-1 da unidade de 4,6-O-(1’-carboxietilideno)-f3-D-
galactopiranose ligada a unidade de 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato
(CHIOVITTI et al., 2001). Este tipo de substituicio nunca foi relatado para as

carragenanas produzidas por E. denticulatum.
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A utilizacdo da hidroélise redutiva parcial para o estudo da estrutura quimica fina
de galactanas obtidas de algas vermelhas mostrou-se uma técnica bastante util. A
obtencdo de oligossacarideos, apds purificagdo, permite estudar fragmentos que
representam estruturas polissacaridicas minoritarias sintetizadas pela alga.

A analise por RMN C da fragdio NEC-H,0-2 eluida no volume total da
cromatografia de exclusdo em Bio-Gel P-6 DG, mostra dois sinais de maior
intensidade na regido anomérica em 103,2 e 103,0 ppm (Figura 37). Considerando o
volume de elui¢do desta fragdo e a presenca de dois sinais principais na regiao
anomérica, NEC-H,0O-2 apresenta dissacarideos alditois como principais constituintes.
A presenca de oligossacarideos maiores ¢ observada pelo sinal em 92,1 ppm, que
corresponde ao C-1 da unidade de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato. O
espectro mostra ainda a presenca dos sinais correspondentes ao TFA (112 a 120 ppm).

Com o objetivo de separar os dissacarideos alditéis dos oligossacarideos
maiores, NEC-H,0-2 foi submetida a uma cromatografia de exclusao em Bio-Gel P-2.
O cromatograma (Figura 38) mostra a presenca de dois picos principais. O mais
intenso e eluido por tltimo deu origem a subfragdo NEC-H,0-2A e o menos intenso a

subfragao NEC-H,0O-2B.
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FIGURA 37 - ESPECTRO DE RMN DE "“C DE NEC-H,0-2.
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FIGURA 38 - CROMATOGRAMA DE EXCLUSAO DE NEC-H,0-2 EM BIO-GEL P-
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Analises por RMN de BC da fracio NEC-H,0-2A (espectro ndo mostrado)
indicou a presen¢a de TFA. Dessa forma, foi realizada uma diélise fechada utilizando
membrana capaz de reter moléculas com massa molecular maior ou igual a 2000 Da.
O espectro de RMN de °C desta fracdo (30 mg) dialisada (Figura 39) mostra a
presenga de 17 sinais bem definidos, sendo dois deles quase sobrepostos na regido

anomérica em 103,1 ¢ 103,0 ppm.

FIGURA 39 - ESPECTRO DE RMN DE *C DE NEC-H,0-2A APOS DIALISE.
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Experimento realizado a 30°C.

Os sinais em 81,5 e 83,1 ppm correspondem aos C-3 das unidades de 3,6-
anidro-D-galactitol sulfatada e ndo sulfatada em C-2, respectivamente. A presenca do

grupo sulfato em C-2 destas unidades, causa um deslocamento nos sinais dos carbonos

vizinhos para campo mais alto (deslocamento ). O C-1 softe este efeito, provocando
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o deslocamento de 62,7 ppm na unidade ndo sulfatada para aproximadamente 60 ppm
na unidade sulfatada. A presenga do grupo sulfato em C-2 também afeta o C-4, que
aparece em 87,2 ppm no 3,6-anidro-D-galactitol e em 86,4 ppm no 3,6-anidro-D-
galctitol-2-sulfato. Estes sinais indicam que a principal diferenga entre os
dissacarideos presentes nesta fracdo ¢ o residuo da extremidade reduzida. O
conhecimento da estrutura do polissacarideo hidrolisado sugere que a unidade de 3-D-
galactopiranose esta sempre sulfatada em C-4 (ANDERSON et al., 1973). Assim, um
dos dissacarideos presentes nesta subfragdo é o carrabiitol 4*-sulfato. O sinal em 103,1
ppm corresponde ao C-1 deste dissacarideo, conforme caracterizado por
GONCALVES et al. (em preparo). O outro dissacarideo presente é o carrabiitol 2',4*
disulfato.

A presenca do dissacarideo alditol disulfatado era esperada uma vez que a
principal carragenana sintetizada por E. denticulatum é a iota. O carrabiitol 4>-sulfato
pode ser produto da hidrélise de kappa-carragenana, também sintetizada por E.
denticulatum. Entretanto, considerando que o extrato (EHW-I-TA) submetido a HRP
ndo apresentava sinal correspondente a H-1 da unidade de 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose (Figura 30, p. 63) e que a quantidade isolada deste oligossacarideo ¢
semelhante a do carrabiitol 2',4>-disulfato, ¢ muito provavel que nas condi¢des da
hidrolise redutiva parcial ocorra hidrolise do grupo sulfato presente em C-2 das
unidades de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose da iofa-carragenana.

Embora a diferenca entre os dois oligossacarideos seja um grupo sulfato, a
cromatografia de exclusdo, tanto em Bio-Gel P-2 quanto P-6 DG, nao foi capaz de
separar estes dois dissacarideos.

A subfracdo NEC-H,O-2B (37 mg) eluida proximo ao volume morto na
cromatografia de exclusio em Bio-Gel P-2, mostra no seu espectro de RMN de "°C
(Figura 40), sinais caracteristicos de oligossacarideos com quatro ou mais unidades
monossacaridicas. Observa-se o sinal de C-1 da unidade de 3,6-anidro-D-
galactopiranose 2-sulfato em 91,6 ppm. Novamente a presenga de oligossacarideos
com extremidade reduzida contendo 3,6-anidro-D-galactitol sulfatado e nao sulfatado

em C-2, ¢é observada pelos sinais entre 81 e 87 ppm. Devido a dificuldade de separar
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oligossacarideos com diferenga de um grupo sulfato através de cromatografia de

exclusdo, esta fracao nao foi submetida a mais processos de purificagao.

FIGURA 40 - ESPECTRO DE RMN DE “C DE NEC-H,0-2B.
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4.10 ANALISE DA FRACAO NEC-005-1

A fragdo NEC-005-1 foi eluida com solugao de carbonato de amonio 0,05M
(Figura 33, p. 68). O alto rendimento que esta fracdo apresentou (767 mg), sugeriu a
presenca de TFA como um dos possiveis constituintes. Analise por RMN de "°C desta
fracdo confirmou a presenga de TFA e indicou a presenca de oligossacarideos em
menor quantidade (espectro nao mostrado).

NEC-005-1 foi submetida a dialise fechada utilizando membrana capaz de reter
moléculas com massa molecular maior ou igual a 2000 Da. O material retido pesava
apenas 40 mg o que confirma que a maior parte da fracdo era TFA. O espectro de
RMN de "*C desta fracdo apés dialise (espectro ndo mostrado), mostra-se semelhante
ao espectro da fragcdo NEC-H,0-2A apos dialise (Figura 39, p. 74). A tnica diferenca
entre as duas fragdes ¢ a maior intensidade dos sinais correspondentes ao carrabiitol

4*-sulfato, indicando uma percentagem relativa maior deste oligossacarideo alditol na
fragao NEC-005-1.

4.11 ANALISE DA FRACAO NEC-010-1

A eluicdo da coluna de troca anidnica com solugdo 0,10M de carbonato de
amonio resultou num pico simétrico que deu origem a fracdo denominada NEC-010-1
(50 mg) (Figura 33, p. 68).

A analise do espectro de RMN de "*C (Figura 41) mostra a presenca de doze sinais
bem definidos com apenas um deles na regido anomérica, caracteristico de dissacarideo
alditol. Os sinais em 86,4 ¢ 81,5 ppm indicam a presenca do de 3,6-anidro-D-galactitol 2-
sulfato, pois correspondem respectivamente a C-4 e C-3 desta unidade. Os sinais indicam que
a fragdo NEC-010-1 corresponde a um dos dissacarideos alditois presente na mistura que
compde a fragdo NEC-005-1.

O conhecimento prévio da estrutura do polissacarideo hidrolisado e a presenca dos
sinais caracteristicos da unidade reduzida sulfatada indicaram a presenca do carrabiitol 2',4°-

disulfato na fragdo NEC-010-1.
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Foram realizados varios experimentos de RMN, mono e bidimensionais,

visando determinar os deslocamentos quimicos (°C e 'H) deste dissacarideo alditol.

FIGURA 41 - ESPECTRO DE RMN DE *C DE NEC-

=

[y
]

[y

103.0
86.4
81.5
77.7
76.3
75.6
744
72.6
71.4
70.7
60.8

2 M
o
©

S0 S W .Y i

T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T ‘
100 90 80 70 60
ppm (t1)

Experimento realizado a 25°C.

A nomenclatura usada para designar as unidades no oligossassacarideo sera
baseada na proposta por KNUTSEN et al. (1994). Esta nomenclatura ¢ semelhante a
utilizada para polissacarideos (Tabela 1, p. 03), sendo as principais diferengas o uso do
sufixo nr e r para designar a unidade da extremidade ndo redutora e redutora,
respectivamente. Para oligossacarideos maiores, as unidades ligadas a estas
extremidades sdo designadas pelos sufixos nr’ e r’ respectivamente.

Através do espectro de RMN de °C de NEC-010-1 foi possivel determinar o
deslocamento quimico de G,-1, Gnico sinal na regido anomérica, e de DA,-4 ¢ DA,-3

por comparagdo com outros dissacarideos alditdéis (GONCALVES et al., 2002).
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O primeiro experimento realizado foi o RMN de °C DEPT. Neste experimento
os carbonos metilénicos (CH,) aparecem como picos negativos enquanto que 0s
demais carbonos, excetos quaternarios, aparecem como picos positivos em relacio a
linha de base. O espectro (Figura 42) mostra a presenca de trés picos negativos, sendo
0 que aparece em campo mais baixo, a 72,6 ppm, correspondente a DA;-6. Os sinais
em torno de 60 ppm pertencem aos carbonos DA,-1 e G,,-6, sendo dificil afirmar com

certeza qual deslocamento pertence a determinado carbono.

FIGURA 42 - ESPECTRO DE RMN DE *C DEPT DE NEC-010-1.

3 < [To) N M o< oS~ 0 ™
o © - NO AN~ O o o
b= 0 0 NNNNNMNNDN © ©
|
I
| |
|
|
WW“WWWWWWNM" q wh i I 'r; ‘dn‘ty”www“w W MM‘ il “» 0 { W
|
I
T ‘ T ‘ ‘ T ‘ T T ‘ T
100 90 80 70 60

ppm (t1)
Experimento realizado a 25°C.

O segundo experimento realizado foi o bidimensional HMQC ('H-"C) (Figura
43). Neste experimento é possivel observar a correlagdo entre um °C ¢ 'H que

dividem uma mesma ligacdo. Sabendo os deslocamentos quimicos dos carbonos de
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Gu-1, DA-4, DA;-3 e DA,-6 foi possivel determinar os deslocamentos quimicos dos

protons ligados a estes carbonos (Tabela 4, p. 83).

FIGURA 43 - ESPECTRO DE RMN HMQC (‘H-"C) DE NEC-010-1.
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Experimento realizado a 25°C. * Nomenclatura andloga a usada por KNUTSEN et al. (1994): G, —
carbonos da unidade de B-D-galactopiranose ndo redutora; DA, — carbonos da unidade de 3,6-anidro-

D-galactitol 2-sulfato.

O terceiro experimento foi o bidimensional COSY, que permite correlacionar os
deslocamentos quimicos dos nticleos de 'H vicinais que estio acoplados um com o
outro. Assim em carboidratos, por exemplo, se o0 H-1 de uma unidade monossacaridica
apresenta acoplamento com H-2 ¢ possivel observar esta interagao na forma de um
pico cruzado. O espectro de COSY de NEC-010-1 estd mostrado na Figura 44.

Conhecendo o deslocamento quimico do proton de Gy,-1, 4,58 ppm determinado no
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HMQC ('H-"C), foi possivel achar a correlagio de Gu-1/Gy-2 (4,58/3,54), em
seguida de G,-2/G,-3 (3,54/3,81) e G,-3/G,-4 (3,81/4,66), sendo os respectivos
carbonos assinalados depois no espectro de HMQC ('H-"C). A constante de
acoplamento dos prétons de G,-4 e Gu-5 € muito baixa, devido as posi¢des
equatorial/axial que possuem, para apresentar uma correlagdo no espectro de COSY. O
deslocamento quimico do préton de G,-4 (4,66 ppm), indica que este proton esta

muito desblindado, efeito direto do grupo sulfato ligado em G,,-4.

FIGURA 44 - ESPECTRO DE RMN COSY DE NEC-010-1.
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Experimento realizado a 25°C. * Nomenclatura andloga a usada por KNUTSEN et al. (1994): G, —
protons da unidade de B-D-galactopiranose ndo redutora; DA, — protons da unidade de 3,6-anidro-D-
galactitol 2-sulfato.
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Ainda no espectro de COSY e sabendo os deslocamentos dos protons de DA;-6,
a partir do HMQC ('H-"°C), foi possivel observar as correlagdes de DA,-6"/DA,-6"
(4,01/3,84), DA.-6°/DA-5 (4,01/4,48), DA-5/DA-4 (4,48/4,34), DA,-4/DA,-3
(4,34/4,12), DA,-3/DA;-2 (4,12/4,55) e DA,-2/DA;-1 (4,55/3,87), sendo os respectivos
carbonos assinalados depois no espectro de HMQC (‘H-"°C). O deslocamento quimico
do préoton de DA;-2 em 4,55 ppm indica que ele ¢ um dos mais desblindados da
molécula, efeito direto do grupo sulfato ligado a este carbono.

Determinado o deslocamento quimico do carbono de DA,-1, foi assinalado o
deslocamento do carbono de G,-6 no espectro de DEPT ¢ o do proton no HMQC ('H-
(). Restou apenas a correlagio (74,4/3,87) no espectro de HMQC ('H-"°C) que por
eliminagao foi atribuida ao G-5.

O experimento de TOCSY que mostra as correlagdes nao s6 dos protons
vicinais, mas sim de todos os nucleos do sistema de spin acoplado, foi realizado com a
fragdo NEC-010-1. O espectro (ndo mostrado) ajudou a confirmar as correlacdes
encontradas no espectro de COSY e os assinalamentos encontrados.

Estes resultados demonstram que a fracdo NEC-010-1 ¢ constituida pelo
dissacarideo alditol carrabiitol 2',4*-disulfato (Figura 45), isolado com um elevado

grau de pureza. A Tabela 4 mostra o assinalmento completo do dissacarideo alditol.

FIGURA 45 - ESTRUTURA QUIMICA DO DISSACARIDEO CARRABIITOL 2',4%-
DISULFATO.
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TABELA 4 - ASSINALAMENTO QUIMICO DOS “C E 'H DO CARRABIITOL 2 ,4%-
DISULFATO.

UNIDADE ATOMOS? B¢ 'H

Gur-1 103,0 4,58
B-D-Galp- G2 70,7 3,54
4-sulfato-(1— Gn-3 71,4 3,81
G.4 76,3 4,66
G5 74,4 3,87
G,-6 60,8 3,81

DA,-1 60,3 3,87 ¢ 3,87
—4)-3,6-Anidro- DA,-2 77,7 4,55
D-galactitol- DA,-3 81,5 4,12
2-sulfato DA,-4 86,4 4,34
DA,-5 75,6 4,48

DA,-6 72,6 3,84¢4,01

* Nomenclatura analoga a usada por KNUTSEN et al. (1994): G,, — carbonos da unidade de B-D-

galactopiranose nao redutora; DA, — carbonos da unidade de 3,6-anidro-D-galactitol 2-sulfato.
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4.12 ANALISE DAS FRACOES NEC-015-1 E 2

A eluigdo da coluna de troca anidnica com solu¢do 0,15 M de carbonato de
amonio resultou na formacdo de um pico alargado. Este pico foi dividido em duas
fragdes, a primeira parte dando origem a fragdo NEC-015-1 e a segunda a fragdo NEC-
015-2 (Figura 33, p. 68).

A fragio NEC-015-1 (26,4 mg) foi analisada por RMN de °C conforme mostra
a Figura 46. Na regido anomérica observa-se o sinal em 91,5 ppm, correspondente a C-
1 da 3,6-anidro-0-D-galactopiranose 2-sulfato, e os sinais em 102,6 ¢ 102,1 de C-1 da
[B-D-galactopiranose 4-sulfato. Estes sinais aparecem na mesma intensidade, sugerindo
a presenca principalmente de tetrassacarideos alditdis. A unidade de 3,6-anidro-D-
galactitol nestes tetrassacarideos pode estar sulfatada ou ndo em C-2, conforme
indicam os sinais em 86,3/81,6 ppm e 87,0/83,2 ppm correspondentes a C4 e C-3 da
unidade sulfatada e nao sulfatada respectivamente.

O sinal em 94,7 ppm indica a presenca de unidades de 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose (VAN de VELDE et al, 2002), presentes em estruturas
tetrassacaridicas ou maiores. A presenca desta unidade, assim como de 3,6-anidro-D-
galactitol, sugere a perda de grupo sulfato no processo hidrolitico, como observado na
fragdo NEC-H,O-2A e NEC-005-1. Mesmo assim, pela analise de RMN de 13 C,
oligossacarideos contendo unidades de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose seriam minoria
dentro da mistura que compde a fragdo NEC-015-1. Devido ao baixo rendimento e a
complexidade da mistura, esta fragdo ndo foi submetida a mais processos de

purificacao.



FIGURA 46 - ESPECTRO DE RMN DE *C DE NEC-015-1.
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A fragao NEC-015-2 apresentou praticamente os mesmos sinais no espectro de

RMN "°C que o da fragio NEC-015-1, com excegdo dos sinais em 94,7 e 93,9 ppm. O

espectro (Figura 47) mostra trés sinais de mesma intensidade na regido anomérica em

91,5, 102,1 e 102,7 ppm, caracteristicos de tetrassacarideos alditdis. A presencga de

unidades de 3,6-anidro-D-galactitol sulfatada e nao sulfatada em C-2 ¢ observada pelos

sinais de C-1 destas unidades em 60,5 ¢ 62,7 ppm, respectivamente.

Pode-se concluir que a fragdo NEC-015-2 ¢ uma mistura dos tetrassacarideos

carratetraitol 21,42,23,44—tetrasulfat0 e carratetraitol 42,23,44—trisulfato. Integrando-se os

sinais em 60,5 e 62,7 ppm, obteve-se a relagdo de 1:2 indicando que o tetrassacarideo

trisulfatado esta presente em maior quantidade na fragao.
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FIGURA 47 - ESPECTRO DE RMN DE *C DE NEC-015-2.
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Experimento realizado a 30°C.
A-4, A-3, A-1: carbonos 4, 3 e 1 da unidade 3,6-anidro-D-galactitol respectivamente.
A-4S, A-3S, A-1S: carbonos 4, 3 e 1 da unidade 3,6-anidro-D-galactitol 2-sulfato respectivamente.

4.13 ANALISE DA FRACAO NEC-020-1

Durante toda a eluigdo da coluna de troca anionica com solug¢do 0,20 M de
carbonato de amodnio foi detectada a presenca de carboidratos numa concentragao
constante sem, entretanto, ter ocorrido a formacao de um pico simétrico (Figura 33, p.
68). O eluato foi agrupado dando origem a fragdo NEC-020-1 (80 mg).

O espectro de RMN "°C indica que a fragdo NEC-020-1 (espectro ndo
mostrado) ¢ uma mistura oligossacaridica semelhante a encontrada na fragdo NEC-
015-1. Os principais oligossacarideos presentes sdo o carratetraitol 4°,2° 4*-trisulfato e

carratetraitol 2',4%,2° 4 -tetrasulfato. Integrando-se os sinais correspondentes a C-1 da
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unidade de 3,6-anidro-D-galactitol ndo sulfatada e sulfatada obtém-se a relagdo de 1:5
respectivamente. Isto indica uma maior quantidade do tetrassacarideo tetrasulfatado na

fracao.

4.14 FRACAO NEC-025-1

A fragdo NEC-025-1 (13 mg) ¢ o resultado do agrupamento do pico eluido da
coluna de troca anionica com solu¢ao de carbonato de amonio 0,25 M.

O espectro de RMN de BC desta fracio (Figura 48) mostra a presenga de trés
sinais de mesma intensidade na regido anomeérica, caracteristico de tetrassacarideo
alditol. S@o observados, entretanto, 18 sinais bem definidos sugerindo a sobreposi¢ao
de seis sinais no espectro. Os sinais de C-3 e C-4 do 3,6-anidro-D-galactitol 2-sulfato
em 81,5 e 86,3 ppm respectivamente, e de 91,6 ppm correspondente a C-1 da unidade
de 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato indicam que o tetrassacarideo presente
nesta fracio ¢ o carratetraitol 2',4%,2° 4*-tetrasulfato (Figura 49).

Na tentativa de assinalar os deslocamentos quimicos de prétons e carbonos
desta molécula foram realizados varios experimentos de RMN mono e bidimensionais.
No espectro de RMN de BC DEPT observou-se a inversdo de cinco sinais em 60,5,
60,7, 61,0 69,3 ¢ 72,6 ppm (nao mostrado). Por comparacao com o dissacarideo da
fragdo NEC-010-1 (Tabela 4, p. 83) os sinais em 72,6 e 60,5 ppm foram assinalados
como pertencentes a DA-6 e DA,-1, respectivamente. O sinal em 69,3 ppm € proximo
ao assinalado para C-6 das unidades de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato na
iota-carragenana (VAN de VELDE et al., 2002), sendo atribuido como pertencente a
DA,-6 no tetrassacarideo. Os sinais em 60,7 ¢ 61,0 ppm pertecem a G,-6 ¢ G,--6,
sendo dificil afirmar qual deslocamento quimico corresponde a cada carbono.

Sabendo ainda os deslocamentos dos carbonos de DA,--1 (91,6), DA,-3 (81,5),
DA-4 (86,3), DA-6 (72,6) e DA,-6 (69,3), estes ultimos assinalados pelo
experimento de DEPT, foi possivel assinalar os deslocamentos dos protons ligados a

estes carbonos através das correlagdes no espectro de HMQC ('H-"0) (Figura 50, p.
90).
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FIGURA 48 - ESPECTRO DE RMN DE *C DE NEC-025-1.
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Experimento realizado a 30°C.

FIGURA 49 - ESTRUTURA QUIMICA DO DISSACARIDEO CARRATETRAITOL
2',4%2° 4*-DISULFATO.
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E interessante observar que os protons de DA,--6 possuem deslocamento
quimico diferente. YU et al. (2002) comenta que H-6" (4,11 ppm) possui deslocamento
em campo mais alto em relagdo a H-6" (4,28 ppm), provavelmente devido ao efeito
anisotropico do oxigénio do anel piranosidico (Figura 51).

Os carbonos de G,-1 e G--1 apresentaram uma unica correlagdao no espectro de
HMQC (‘H-"C), indicando que os protons ligados a estes carbonos possuem um
deslocamento quimico semelhante, de aproximadamente 4,62 ppm. Sabendo disso, no
espectro de COSY (Figura 52, p. 91), as duas correlagdes observadas em 4,62/3,50 e
4,63/3,67 foram atribuidas a H-1/H-2 das unidade de B-D-galactopiranose 4-sulfato,
sendo assinalado os respectivos C-2 mno espectro de HMQC ('H-"C). Os
deslocamentos quimicos do carbono e proton de G,-2 do carrabiitol 2! 4% disulfato
(Tabela 4, p. 83) sdo praticamente os mesmos encontrados na correlagdo 70,4/3,50 no
espectro de HMQC (‘H-"°C). Dessa forma, a correlagdo 4,62/3,50 foi assinalada como
pertencente aos protons de G,-1/G,-2 e 4,63/3,67 a Gp-1/G-2 do tetrassacarideo
alditol. Ainda no espectro de COSY foram observadas as correlagdes Gp-2/Gy-3
(3,50/3,81), Gy-3/Gp-4 (3,81/4,68), G-2/G-3 (3,67/4,05) e G-3/G-4 (4,05/4,91),
sendo os respectivos carbonos assinalados em seguida no espectro de HMQC (‘H-"C)
(Tabela 5, p. 93). Nao foram observadas as correlagdes H-4/H-5 das unidades de 3-D-
galactopiranose 4-sulfato, devido a baixa constante de acoplamento destes protons.

Os deslocamentos quimicos da unidade de -D-galactopiranose nio reduzida
(G,,) foram semelhantes aos encontrados para o dissacarideo carrabiitol 2',4*-disulfato,
enquanto que os deslocamentos da -D-galactopiranose 4-sulfato interna (G,-) foram
semelhantes aos descritos para a mesma unidade na iofa-carragenana (VAN de
VELDE et al., 2002). Devido a estas semelhancas de deslocamentos quimicos, o
carbono de G-1 foi assinalado em 102,5 ppm, enquanto G,--1 em 102,1 ppm. Os
assinalamentos de G,-6 ¢ G.-6 foram feitos utilizando este mesmo critério. Pelo
espectro de RMN de C DEPT foram assinalados G,-6 em 60,7 ppm e G-6 em 61,0
ppm. No espectro de HMQC ('H-"C) devido a sobreposicio das correlacdes os

protons destes carbonos apresentaram o mesmo deslocamento de 3,83 ppm.



FIGURA 50 - ESPECTRO DE RMN DE HMQC (‘H-"C) DE NEC-025-1.
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Experimento realizado a 30°C. * Nomenclatura andloga a usada por KNUTSEN et al. (1994): G, —
carbonos da unidade de B-D-galactopiranose ndo redutora; DA, — carbonos da unidade de 3,6-anidro-
o-D-galactopiranose 2-sulfato; G, — carbonos da unidade de B-D-galactopiranose ligada a unidade

reduzida; DA, — carbonos da unidade de 3,6-anidro-D-galactitol 2-sulfato.

FIGURA 51 - ESTRUTURA MOSTRANDO A UNIDADE DE 3,6-ANIDRO-0-D-
GALACTOPIRANOSE 2-SULFATO PRESENTE NAS CARRAGENANAS.
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FIGURA 52 - ESPECTRO DE RMN DE COSY DE NEC-025-1.
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Experimento realizado a 30°C. * Nomenclatura andloga a usada por KNUTSEN et al. (1994): G, —
protons da unidade de B-D-galactopiranose ndo redutora; DA, — prétons da unidade de 3,6-anidro-o.-
D-galactopiranose 2-sulfato; G, — protons da unidade de PB-D-galactopiranose ligada a unidade

reduzida; DA, — protons da unidade de 3,6-anidro-D-galactitol 2-sulfato.

No espectro de COSY sabendo os deslocamentos dos protons de DA-6, em
3,86 ¢ 4,02 ppm, foi possivel observar a correlagdao DAr-6b/DAr-5 (4,01/4,50), em
seguida DA,-5/DA-4 (4,50/4,37), DA,-4/DA,-3 (4,37/4,13), DA,-3/DA,-2 (4,13/4,56) ¢
DAr-2/DAr-1 (4,56/3,88), sendo os respectivos carbonos assinalados no espectro de
HMQC (‘H-"C). Dessa forma, todos os carbonos e protons da unidade de 3,6-anidro-
D-galactitol 2-sulfato do tetrassacarideo foram assinalados, tendo os deslocamentos
quimicos se mostrado semelhantes aos observados na mesma unidade do dissacarideo

carrabiitol 2'4%-disulfato. E interessante observar que com a abertura do anel
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piranosidico, as conectividades entre todos os protons da unidade reduzida podem ser
observadas no espectro de COSY, ao contrario da unidade de 3,6-anidro-ot-D-
galactopiranose 2-sulfato.

Da unidade interna de 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato sabia-se o
deslocamento dos prétons de DA,--1 (5,29 ppm) e DA,-6 (4,11 e 4,28 ppm). No
espectro de COSY foi possivel observar a correlagdo DA,--1/DA,--2 (5,29/4,69) e
DA,-2/DA,-3 (4,69/4,85), sendo assinalado os respectivos carbonos pelo espectro de
HMQC (IH—BC). A correlagdo entre os protons DA,-3/DA,-4 ndo foi observada
devido a baixa constante de acoplamento destes protons (YU et al., 2002). Somente
um dos protons de DA,--6, o que fica quase perpendicular ao plano do anel
piranosidico (DA,»-6%), mostra correlagdo com o proton DA,-5 no espectro de COSY
(KNUTSEN e GRASDALEN, 1992) (Figura 51, p. 90). Através desta correlagao foi
encontrado o deslocamento do proton de DA,,--5 e em seguida do carbono no espectro
de HMQC (1H-13C). A correlagcdo entre o proton de DA,--5 e DA,-4 ndo foi
observada.

Os unicos assinalamentos que faltavam assinalar eram de DA,--4, G,,-5 € G--5.
No espectro de HMQC ('H-"C) duas correla¢des ndo haviam sido ainda identificadas
em 78,0/4,69 e 74,4/3,84 ppm. Por comparag¢do ao assinalmento da iota-carragenana
(VAN de VELDE et al., 2002) a correlagao 78,0/4,69 foi atribuida a DA,--4. A
correlacao 74,4/3,84 foi interpretada como uma sobreposic¢ao, e atribuida a G,-5 € G-
5.

Os experimentos de RMN permitiram assinalar os protons e carbonos, além de
confirmar a estrutura do tetrassacarideo carratetraitol 21,42,23,44-tetrasulfato (Figura
49, p. 88) na fragdo NEC-025-1. Na Tabela 5 sdo apresentados os assinalamentos
completos dos 'H ¢ "°C de cada uma das unidades do tetrassacarideo carratetraitol

2! 42 23 4% tetrasulfato.
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TABELA 5 - ASSINALAMENTO QUIMICO DOS “C E 'H DO CARRATETRAITOL
2',4%2° 4>-TETRASULFATO.

UNIDADE ATOMOS® Pc H
Gnr-1 102,5 4,62
B-D-Galp- G2 70,6 3,50
4-sulfato-(1— Gnr-3 71,5 3,81
nao redutora G4 76,4 4,68
Gn-5 74,4 3,84
Gun-6 60,7 3,83
DAr-1 91,6 5,29
—4)-3,6-Anidro DAr-2 74,4 4,69
o-D-Galp- DAn-3 77,3 4,85
2-sulfato-(1—> DAw--4 77,9 4,69
DA-5 76,4 4,68

DA.u-6 69,3 a=4,11 e b=4,28
Gr-1 102,1 4,63
B-D-Galp- Gr-2 68,8 3,67
4-sulfato-(1— Gr-3 76,4 4,05
interna Gr-4 71,5 491
Gr-5 74,4 3,84
Gr-6 61,0 3,83
DA-1 60,5 3,88
—4)-3,6-Anidro- DA,-2 77,9 4,56
D-galactitol- DA:-3 81,5 4,13
2-sulfato DA-4 86,3 4,37
DA,-5 75,7 4,50

DA-6 72,6 3,86 ¢4,02

* Nomenclatura analoga a usada por KNUTSEN et al. (1994): G,, — carbonos da unidade de B-D-
galactopiranose ndo redutora; DA,- — carbonos da unidade de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-
sulfato; G, — carbonos da unidade de B-D-galactopiranose ligada a unidade reduzida; DA, — carbonos

da unidade de 3,6-anidro-D-galactitol 2-sulfato.
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4.15 ANALISE DA FRACAO NEC-030-1

A monitoragdo do eluicdo da coluna de troca anidnica, pelo método do fenol
acido sulfurico, com solucdo 0,30 M de carbonato de amodnio ndo apresentou
absorbancias muito elevadas conforme mostra a Figura 33 (p. 68). Entretanto a
facilidade de se eliminar o sal por evaporacao a pressao reduzida permitiu agrupar os
tubos correspondentes, formando a fragdo denominada NEC-030-1 (13 mg).

O espectro de RMN de "°C foi semelhante ao da fragio NEC-015-1 (Figura 46,
p. 85), sugerindo uma mistura de oligossacarideos, apresentando basicamente
diferenga no conteudo de grupos sulfato e grau de polimerizagdo. O baixo rendimento
e a complexidade da mistura ndo permitiram uma purificagdo dos oligossacarideos

presentes na mistura.

4.16 ANALISE DA FRACAO NEC-040-1

A fragdo NEC-040-1 (30 mg) foi analisada por RMN de °C, conforme mostra a
Figura 53a. Na regido anomérica (90 a 110 ppm) ¢ possivel observar o sinal de maior
intensidade em 91,6 ppm correspondente a C-1 das unidades de 3,6-anidro-ot-D-
galactopiranose 2-sulfato. A presenca de trés sinais, na regido de carbono anomérico
beta, em 102,6, 102,0, 101,7 ppm de mesma intensidade sugerem a presenga de
hexassacarideos alditéis nesta fragdo. Em campo mais alto observa-se os sinais em
60,4 ¢ 62,7 ppm correspondentes a C-1 da unidade de 3,6-anidro-D-galactitol sulfatada
e ndo sulfatada em C-2, respectivamente. A presenca destas unidades também pode ser
observada pelos sinais em 87,1 ¢ 83,1 ppm (C-4 ¢ C-3 de 3,6-anidro-D-galactitol) e
86,3 ¢ 81,5 ppm (C-4 e C-3 de 3,6-anidro-D-galactitol 2-sulfato). Estes sinais indicam
a possibilidade de duas extremidades reduzidas diferentes nos hexassacarideos
presentes nesta fracao.

Dois sinais de menor intensidade na regido anomérica de carbono alfa, em 94,4
e 93,8 ppm, que ja tinham sido observados nas fragdes NEC-015-1 e NEC-030-1, estao
presentes também no espectro de RMN de °C de NEC-040-1.
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FIGURA 53 - ESPECTRO DE RMN DE “C (a) E 'H (b) DE NEC-040-1.
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O sinal em 94,4 ppm deve corresponder a C-1 de unidade de 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose (VAN de VELDE et al., 2002). O espectro de RMN de 'H de NEC-
040-1 confirma a presenca desta unidade pela observacao do deslocamento quimico de
H-1 em 5,10 ppm (Figura 53b). Além do sinal em 5,29 ppm de H-1 das unidades de
3,6-anidro-0-D-galactopiranose 2-sulfato, foi observado o sinal em 5,25 ppm. Segundo
VAN de VELDE et al. (2002) este sinal poderia corresponder a H-1 das unidade de o-
D-galactopiranose 6-sulfato. Entretanto, o sinal de C-1 esperado para esta unidade, em
98,2 ppm, nio foi observado no espectro de RMN de "°C.

Uma forma de verificar se o sinal em 5,25 ppm pertenceria a H-1 da o-D-
galactopiranose 6-sulfato seria submeter a fragdo NEC-040-1 ao tratamento alcalino e
verificar se este sinal sumiria ap6s o ensaio.

Ap6s o tratamento alcalino, a fragdo agora denominada NEC-040-1-TA (23 mg)
apresentou o espectro de RMN de '"H (ndo mostrado) igual ao da fracdo nativa (NEC-
040-1) na regido de H-1 das unidades alfa. Isto ¢, os sinais em 5,29, 5,25 ¢ 5,10 ppm
ainda permaneciam. Entretanto, o espectro de RMN de "’C apresentou-se bastante
diferente (Figura 54). A mudanga mais evidente foi o desaparecimento dos sinais em
86,3 e 60,4 ppm correspondentes a C-4 e C-1 da unidade de 3,6-anidro-D-galactitol 2-
sulfato. Estes resultados indicam que o grupo sulfato presente em C-2 destas unidades
¢ sensivel as condicoes alcalinas.

Estudos utilizando carboidratos sulfatados tém mostrado que a liberacdo de
sulfato, em meio alcalino, ndo € um processo hidrolitico e sim resultado de uma
eliminagdo catalisada por base produzindo um anel anidro. Um grupo sulfato ligado a
carbono secundario ¢ label, sob condi¢des alcalinas, somente se existe uma hidroxila
livre trans, adjacente (TURVEY, 1965). Estas condi¢cdes podem ser observadas, por
exemplo, no 1,2-O-isopropilideno-3-O-metil-a-D-glucofuranose 6-sulfato. DUFF e
PERCIVAL (1947) ap6s tratarem esta molécula com metoxido de s6dio, a 40°C por 3

h, obtiveram seu derivado anidro (Figura 55a).
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FIGURA 54 - ESPECTRO DE RMN DE *C DE NEC-040-1-TA.
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FIGURA 55 - DESULFATACAO ALCALINA EM MONOSSACARIDEO (a) E NA
UNIDADE DE 3,6-ANIDRO-D-GALACTITOL 2-SULFATO (b).
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A desulfatacdo das unidades de 3,6-anidro-D-galactitol 2-sulfato, presente nos
oligossacarideos de NEC-040-1, deve ter o mesmo mecanismo de outros carboidratos
sulfatados e resultar na forma¢do de um anel anidro. A ligacao entre C-1 e C-2 pode
sofrer rotagdo, possibilitando o arranjo estereoquimico necessario para que ocorra a
reacao. Sob condigdes alcalinas haveria formagdo do anion alcoéxido em C-1 e
posterior ataque nucleofilico a C-2. A eliminacdo do grupo sulfato resultaria na
formacao de um epoxido (Figura 55b).

A intensidade dos sinais de C-1, C-3 e C-4 da unidade de 3,6-anidro-D-
galactitol 2-sulfato no espectro de RMN de *C de NEC-040-1 (Figura 53° p. 95),
indica que haveria uma grande quantidade deste residuo, semelhante a unidade de 3,6-
anidro-D-galactitol pela comparacao entre as intensidades dos sinais de cada unidade.
Se o produto final da desulfatagdo for o derivado 1,2-anidro, seria esperado no RMN
de °C de NEC-040-1-TA sinais referentes a esta unidade. No C-1 participando da
ligacdo epdxido haveria um deslocamento para campo mais baixo deste carbono.
Entretanto, o espectro de RMN de ’C DEPT de NEC-040-1-TA (Figura 56) mostra
apenas a inversao dos sinais esperados para oligossacarideos alditdis: 62,9 ¢ 72,8 ppm,
correspondente a C-1 e C-6 de 3,6-anidro-D-galactitol respectivamente; 69,5 ppm,
correspondente a C-6 de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato; 60,9 a 61,2 ppm,
correspondentes a C-6 das unidades de -D-galactopiranose.

O anel epoxido pode ser aberto por tratamento acido ou alcalino em qualquer
um dos seus lados, com a formag¢do do aglcar original (dessulfatado) e de um novo
agucar (DUARTE, 1990). E provavel que o anel 1,2-anidro seja um intermediario,
tendo se formado e em seguida rompido durante o tratamento alcalino. Este
rompimento resultaria na formagao de 3,6-anidro-D-galactitol e 3,6-anidro-D-talitol,
que ndo seriam diferenciados por RMN de "°C.

O carbonato de amodnio € um sal basico, que deixou o pH dos eluatos obtidos da
coluna de troca anidnica em torno de 8,1. As condi¢des durante a evaporagdao dos
eluatos a pressao reduzida, tanto de pH quanto temperatura, foram bem mais brandas
que as realizadas com a fragdo NEC-040-1, na presenca de hidroxido de s6dio 1M a

80°C. E muito pouco provavel que a formagio das unidades de 3,6-anidro-D-galactitol,



99

encontradas nos oligossacarideos das varias fragdes, tenham se formado pela perda do
grupo sulfato de C-2 de unidades de 3,6-anidro-D-galactitol 2-sulfato durante a
evaporagdo dos eluatos. O fato da unidade nao sulfatada ter sido encontrado em
oligossacarideos presentes na fragdo NEC-H20O-1, nao eluida com carbonato de
amonio, juntamente com o isolamento de oligossacarideos puros nas fracdes NEC-
010-1 e NEC-025-1 contendo somente 3,6-anidro-D-galactitol-2-sulfato como terminal
reduzido, descarta a possibilidade de desulfatagdao durante a concentragdo dos eluatos.
A hipdtese mais provavel continua sendo que a perda de grupo sulfato da extremidade
reduzida, dos oligossacarideos encontrados nas diversas fragdes, tenha ocorrido devido

as condicdes da hidrolise redutiva parcial e ndo por desulfatagcdo alcalina.

FIGURA 56 - ESPECTRO DE RMN DE "*C DEPT DE NEC-040-1-TA.
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Ainda no espectro de RMN de “C de NEC-040-1-TA (Figura 54, p. 97) a
presenga de dois sinais chamaram ateng¢do em 66,0 e 66,9 ppm, sendo apenas este
ultimo observado na fragdo nativa (NEC-040-1). Na revisdo publicada por VAN de
VELDE et al. (2002) é comentada a possibilidade de E. denticulatum sintetizar
galactanas contendo residuos de xilose ligada a C-3 da unidade de a-D-galactopiranose
(unidade B). Os sinais observados em torno de 66 ppm poderiam ser de C-5 de
residuos de xilose. Entretanto, conforme mostra o espectro de RMN de "°C DEPT na
Figura 56, ndo houve inversdo dos sinais em 66,2 ¢ 67,0 ppm, sendo descartada a
presenca de xilose.

Outros dois sinais chamaram a atengio nos espectros de "°C, tanto de NEC-040-
1 quanto NEC-040-1-TA em 94,3 e¢ 93,8 ppm (Figuras 53a ¢ 54, p. 95 ¢ 97). Para
tentar explicar a origem destes sinais foram realizados experimentos de RMN
bidimensionais.

O sinal em 94,3 ppm pertence a C-1 das unidades de 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose, conforme mostrou a correlagio no espectro de HMQC ('H-"*C)
(Figura 57) em 94,3/5,10 ppm, uma vez que H-1 destas unidades possui deslocamento
quimico de 5,10 ppm (VAN de VELDE et al., 2002).

O sinal em 93,8 ppm correlaciona no espectro de HMQC ('H-"°C) com o 'H
anomérico em 5,25 ppm (Figura 57). Utilizando o espectro de COSY (Figura 58) foi
possivel obter a correlagao H-1/H-2 (5,25/4,61) e H-2/H-3 (4,61/4,73) sem, entretanto,
ter sido observada a correlacdo H-3/H-4. Na unidade de 3,6-anidro-D-galactopiranose
a constante de acoplamento H-3/H-4 ¢ muito baixa, de forma que nao ¢ observada
correlacdo no espectro de COSY (YU et al., 2002). Estes dados indicam que o sinal em
93,8 ppm corresponde a C-1 de unidade de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose. O
deslocamento quimico de H-2 desta unidade em campo baixo, 4,61 ppm, indica ainda
um substitui¢do por grupo sulfato em C-2 desta unidade. Os deslocamentos quimicos
dos protons H-1 (5,25), H-2 (4,61) e H-3 (4,73) foram semelhantes aos assinalados
para a unidade de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato no tetrassacarideo

carratetraitol 2',2*-disulfato obtido por GONCALVES et al. (em preparo).
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FIGURA 57 - ESPECTRO DE HMQC (‘*H-"C) DE NEC-040-1-TA. AMPLIACAO DA
REGIAO ANOMERICA.
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FIGURA 58 - ESPECTRO DE COSY DE NEC-040-1-TA.

é

ppm (2)

Experimento realizado a 55°C.

4,61/4,73 (H-2/H-3

&=

=N 5.25/4,61 (H-1/H-2)

5.00 4.50 4.00 3.50

O deslocamento de C-1 de 3,6-anidro-o-D-galactopiranose 2-sulfato em 93,8
ppm e ndo em 91,5 ppm indica que estas unidades estariam ligadas a B-D-
galactopiranose, numa estrutura do tipo alfa-carragenana (ver Tabela 1, p. 03). Isto
explica a presenca dos sinais em 66,0 e 66,9 ppm, que correspondem a C-4 livre das
unidades de B-D-galactopiranose (VAN de VELDE et al., 2002).

O fato de ter sido encontrado este tipo de estrutura em oligossacarideos obtidos
por hidrélise redutiva parcial ndo permite afirmar com certeza se estes
oligossacarideos seriam produtos da hidrolise de estruturas polissacaridicas do tipo
alfa-carragenana, ou produtos gerados a partir da perda de grupo sulfato em C-4 de

polissacarideos do tipo iota-carragenana.
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Desta forma os principais oligossacarideos presentes na fragdo NEC-040-1 sdo
hexassacarideos derivados de iofa-carragenana, podendo ter a extremidade reduzida
sulfatada ou ndo em C-2. Os oligossacarideos contendo estrutura semelhante a alfa e
kappa-carragenana sao minoria dentro desta fragao.

A Figura 59 mostra, resumidamente, os passos de purificacao e oligossacarideos

obtidos da hidrdlise redutiva parcial dos polissacarideos de E. denticulatum.
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5. CONCLUSOES

Durante os processos de purificagdo dos oligossacarideos obtidos por hidrolise
redutiva parcial, a cromatografia de troca cationica mostrou-se um processo eficiente e
fundamental. Através desta cromatografia foi possivel retirar a 4-metil-morfolina,
subproduto do agente redutor borano 4-metil-morfolina usado em grande quantidade
na hidrdlise.

Outro processo de purificacdo que se mostrou fundamental foi a didlise fechada
em membrana capaz de reter moléculas com massa molecular maior ou igual a 2000
Da. Este passo de purificagdo permitiu separar do hidrolisado o anion trifluoracetato,
proveniente do TFA, também utilizado em grandes quantidades no processo
hidrolitico.

A cromatografia de troca anidnica, embora ndo tenha retido totalmente os
oligossacarideos sulfatados durante a purificagdo dos hidrolisados de E. denticulatume
G. domingensis, ¢ a melhor forma de separar os oligossacarideos naturalmente
sulfatados obtidos por hidrdlise redutiva parcial. A elui¢ao com gradiente descontinuo
¢ preferivel, pois permitiu uma purificacdo mais efetiva dos oligossacarideos. A
utilizacao de solugdes de carbonato de amonio na eluicdo mostrou-se mais vantajosa
que a com cloreto de sddio, pois evitou a necessidade de desalificacdo das amostras.

A hidrolise redutiva parcial permitiu isolar fragmentos que representam
estruturas polissacaridicas minoritarias sintetizadas pelas algas. Em E. denticulatum
foi identificada a presenca da unidade de 4,6-O-(1’-carboxietilideno)-f3-D-
galactopiranose, nunca antes relatada. Em G. domingensis foi observado a presenca da
unidade de o-L-galactopiranose 6-sulfato, precursora da unidade 3,6-anidro.

A presenga de tetra e hexassacarideos, no hidrolisado de E. denticulatum e
principalmente de dissacarideos no de G. domingensis, indicam um padrao de
fragmentacdo pela hidrolise redutiva altamente dependente dos grupos substituintes
dos polissacarideos. Embora as condigdes de hidrolise favorecam a quebra das
ligagdes 3,6-anidro-o-galactosidicas, a quebra das ligagdes [3-galactosidicas também

ocorre em menor percentagem. Foi observado também que as condi¢des de hidrélise
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facilitam a perda de grupos sulfatos ligados a C-2 das unidades de 3,6-anidro-o-D-
galactopiranose, conforme observado nos oligossacarideos obtidos de E. denticulatum.

Do hidrolisado de G. domingensis foram isolados e caracterizados por métodos
espectroscopicos os dissacarideos:

e agarobiitol (3-D-galactopiranose-(1—4)-3,6-anidro-L-galactitol);

e 6°-O-metil agarobiitol (B-D-galactopiranose-6-O-metil-(1—4)-3,6-anidro-L-
galactitol);

e agarobiitol 6°-sulfato  (B-D-galactopiranose-6-sulfato-(1—4)-3,6-anidro-L-
galactitol).

Do hidrolisado de E. denticulatum foram isolados e caracterizados os
oligossacarideos:

e carrabiitol 2',4°-disulfato (B-D-galactopiranose-4-sulfato-(1—4)-3,6-anidro-D-
galactitol-2-sulfato);

e carratetraitol 2',4°,2° 4*-tetrasulfato (B-D-galactopiranose-4-sulfato-(1—4)-3,6-
anidro-o-D-galactopiranose-2-sulfato-(1—3)-B-D-galactopiranose-4-sulfato-
(1—4)-3,6-anidro-D-galactitol-2-sulfato).

Dos cinco oligossacarideos obtidos trés deles - agarobiitol 6°-sulfato, carrabiitol
2! 4%disulfato e carratetraitol 2',4% 2° 4*-tetrasulfato — n3o haviam sido ainda isolados
no laboratorio de quimica de carboidratos de algas marinhas da UFPR. Os dois
dissacarideos obtidos a partir da hidrdlise das carragenanas de E. denticulatum sao de
estrutura inédita, sendo pela primeira vez isolados e caracterizados.

Os oligossacarideos foram obtidos com um elevado grau de pureza que

permitird sua utilizacdo em varios estudos (IES-EM, EC, CLAE, entre outros).
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