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a imaginagcdo é mais importante
que o conhecimento
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RESUMO

Galactanas sulfatadas do tipo DL-hibrida apresentam grande dispersao estrutural em
funcdo da diversidade de substituintes e suas posi¢cdes, além da presenca de
unidades B pertencentes a ambas as séries enantioméricas D- e L-, fato que
intensifica a complexidade estrutural destes biopolimeros. Neste trabalho utilizou-se
0 processo de hidrolise redutiva parcial para obtencao de produtos de menor massa
molecular (galactanas despolimerizadas) a partir dos polissacarideos extraidos da
alga Cryptonemia seminervis. Estes foram extraidos com solugédo tampao (0,025M,;
pH 6,5; 1,5% m/v; 80°C, 6h). Os polissacarideos obtidos (S) foram tratados com KCI
2M originando as fragbes precipitada SP (5%) e soluvel SS (95%). A fragdo SS foi
submetida a hidrolise redutiva parcial (complexo redutor borano 4-metil-morfolina,
concentracao final TFA 0,38M, 65°C, 6 h). O hidrolisado resultante (DS) foi dialisado
(6 a 8 kDa) originando a fragado DSi retida durante a dialise, a qual foi fracionada por
cromatografia de troca anidnica (DEAE-Sephacel). As galactanas despolimerizadas
(76,5% de rendimento) obtidas DSi-1 (51.600Da), DSi-2e (60.110Da), DSi-3
(63.770Da), DSi-4 (~86.820Da) e DSi-5 (~144.000Da) foram analisadas por métodos
quimicos e espectroscopicos. As fragdes homogéneas DSi-1, DSi-2e e DSi-3 séo
enriquecidas com estruturas de agaranas ([a]p -34,0° -23,5° -12,0°,
respectivamente), enquanto DSi-4 e DSi-5 sdo ricas em estruturas de carragenanas
([alp +25,0° +36,0°). A fragdo DSi-1 (14,1% NaSOs3) contém uma substituicdo por
acetal de acido piruvico a cada 33 unidades e apresenta 25% das unidades A
sulfatadas em C-2. As unidades B, na forma anidrogalactosidica sé&o 34%
glicosiladas em C-2 por unidade simples de xilose e/ou galactose, enquanto as
galactosidicas sao 13% sulfatadas em C-6. A fragdo DSi-2e (23,7% NaSOs;) contém
uma substituicdo por acetal de acido piruvico a cada 22 unidades. As unidades A
(45%, G2S e G2SP) e B (29 a 26%, LA2S), séo altamente sulfatadas em C-2. A
fragdo DSi-3 (29,9% NaSOs3) também € piruvatada, com unidades A representadas
por -D-galactose(2S) e B-D-galactose-4,6-O-(1'-carboxietilideno) sulfatadas ou nao
em C-2, enquanto as unidades B sdo compostas, em parte, por 3,6-anidro-a-D-
galactose e 3,6-anidro-a-L-galactose na proporcéao de 1:7,4. A fracédo DSi-4 (31,7%
NaSO;) apresenta unidades de [-D-galactose, sulfatadas ou ndo, ligadas
principalmente a unidades de a-D-galactose sulfatadas e 3,6-anidro-a-D-galactose
(2S) mostrando aproximadamente 94% das unidades B como D-enantibmeros. A
fracdo DSi-5 (38,5% NaSOs3;) é constituida principalmente por estruturas de
carragenanas com unidades de 3,6-anidro-a-D-galactose e 3,6-anidro-a-L-galactose
na proporcao de 4:1. A galactana S2S-4 (332.400Da) de C. seminervis, a amostra
polissacaridica SS e as galactanas despolimerizadas DSi-1, DSi-2e e DSi-3, foram
avaliadas frente aos virus Herpes simplex HSV-1 e HSV-2. S2S-4 e SS
apresentaram altos indices de seletividade principalmente contra HSV-2 (>11.111 e
>18.182, respectivamente). A galactana despolimerizada DSi-1 apresentou baixa
atividade contra HSV-1, enquanto DSi-2e e DSi-3 n&o foram ativas. Estes resultados
mostram a dependéncia da atividade anti-HSV em relacdo a massa molecular e a
proporgao e posigdo dos grupos sulfato nas moléculas ativas. A porcentagem de
galactanas despolimerizadas com maior carater de agaranas esta de acordo com os
resultados previamente obtidos para as galactanas nativas de C. seminervis e com a
constituicdo de blocos de agaranas e carragenanas para as galactanas sulfatadas
do tipo DL-hibrida.

Palavras-chave: galactanas DL-hibridas, hidrolise redutiva parcial, Cryptonemia
seminervis.



ABSTRACT

DL-hybrid sulfate galactans show highly dispersion of structures due to the amount
and position of substituent groups, in addition B units reveal D- or L- configuration
that intensify the complexity of their structure. In this work partial reductive hydrolysis
was used to produce low molecular weight galactans (depolymerizated galactans)
from polysaccharides biosynthesized by red seaweed Cryptonemia seminervis. The
algae was extracted with phosphate buffer (0,025M; pH 6,5; 1,5% w/v; 80°C, 6h) and
the polysaccharides (S) were purified by treatment with KCI 2M, giving rise to the
precipitated SP (5%) and soluble SS (95%) fractions. SS was submitted to a partial
depolymerization (4-methylmorpholine borane, TFA 0,38M final concentration, 65°C,
6 h). The products (DS) were dialyzed (6 to 8 kDa cut off) yielding the retained DSi
fraction, which was fractionated by anion-exchange chromatography (DEAE-
Sephacel). Depolymerizated galactans (76.5% yield) DSi-1 (51,600Da), DSi-2e
(60,110Da), DSi-3 (63,770Da), DSi-4 (~86,820Da) and DSi-5 (~144,000Da) were
analyzed by chemical and spectroscopic methods. The homogeneous fractions DSi-
1, DSi-2e and DSi-3 are enriched by agarans structures ([a]p -34.0°; -23.5°; -12.0°,
respectively), while DSi-4 and DSi-5 show major carrageenans structures ([a]p
+25.0°% +36.0°). DSi-1 (14.1% SO3Na) contains one pyruvate acetal group every 33
units and presents 25% of 2-O-sulfated A units. Anhydrogalactosidic B units present
high degree of glycosylation on C-2 (34%) by xylosyl and galactosyl units besides
13% of galactosidic B units 6-O-sulfated. DSi-2e (23.7% SOsNa) contains one
pyruvate acetal group/22 units and presents the A and B units highly sulfated on C-2
(45%, G2S and G2SP) and (29 to 26%, LA2S), respectively. DSi-3 (29.9% SOsNa) is
also pyruvylated. A units are represented by B-D-galactose(2S) and B-D-galactose-
4,6-0O-(1’-carboxyethylidene)(2S) and B units are composed partly by 3,6-anhydro-a-
D-galactose e 3,6-anhydro-a-L-galactose (1:7.4). DSi-4 (31.7% SOsNa) presents (3-D-
galactose (sulfated or not) linked mainly to sulfated a-D-galactoses and 3,6-anidro-a-
D-galactose 2-sulfate, accordingly to ~94% of B units belong to D-enantiomeric
series. DSi-5 (38.5% SO3;Na) consists mainly in carrageenans structures, showing
3,6-anhydro-a-D-galactose and 3,6-anhydro-a-L-galactose in a ratio of 4:1. The
galactan S2S-4 (332,400Da) obtained from C. seminervis, the polysaccharide
fraction SS and the depolymerizated galactans DSi-1, DSi-2e and DSi-3 were
evaluated against Herpes simplex viruses HSV-1 and HSV-2. S2S-4 (332,400 kDa)
and SS showed potent antiherpetic activity with very high selectivity indices (HSV-2
>11.111 and >18.182, respectively). DSi-1 exhibited low activity against HSV-1, while
DSi-2e and DSi-3 showed no activity. These results indicate anti-HSV activity
depends of molecular weight as well as of the ratio/position of sulfate groups. The
ratio of agaran-like depolymerizated galactans agree with previous results obtained
to native galactans from C. seminervis and with the block’s theory about DL-hybrid
sulfated galactans.

Key words: DL-hybrid sulfated galactans, partial reductive hydrolysis, Cryptonemia
seminervis.
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1 INTRODUGAO

As algas sao, possivelmente, os organismos mais antigos na histéria
evolutiva do planeta (PAINTER, 1983). A divisdo Rhodophyta, que inclui a maioria
das algas vermelhas, contempla quase 25% de todos os taxons classificados como
algas (ALGAE BASE, 2010), compondo um nivel taxonémico de ampla
biodiversidade, a qual se reflete nos compostos produzidos por suas espécies.

A utilizagdo de algas como alimento é relatada desde os séculos IV, no
Japao, e VI, na China (McHUGH, 2003). Dentre os diversos usos que o ser humano
atribui as algas vermelhas, destaca-se a extracao de hidrocoloides empregados em
varios setores industriais e biotecnoldgicos, sendo as agaranas e carragenanas 0s
mais valorizados comercialmente. Na Irlanda ha relatos da extragao de ficocoldides
a partir de algas vermelhas desde o século XIX (CAMPO et al., 2009).

Polimeros obtidos de fontes naturais sdo gradativamente mais valorizados por
representarem uma nova categoria de materiais ambientalmente seguros para se
explorar as aplicagdes (SIMKOVIC, 2008).

A comercializagdo de produtos derivados de algas movimenta bilhdes de
dolares por ano. O setor das industrias alimenticias contribui com grande parcela
deste mercado, pois carragenanas e agaranas apresentam propriedades
geleificantes e viscosantes essenciais para o0 processamento de alimentos
(McHUGH, 2003; CAMPO et al., 2009).

Estes polissacarideos tado apreciados economicamente s&o polimeros de
galactose substituidos por uma grande variedade de grupamentos quimicos, que
originam compostos extremamente interessantes do ponto de vista biotecnoldégico.

As galactanas sulfatadas, como sdo chamados estes polimeros, também se
destacam como compostos bioativos, capazes de suprir necessidades atuais de
novas drogas para o tratamento de diversas doengas. Deste modo, a caracterizagao
quimica detalhada destes ficocoldides mostra-se fundamental nos avancos

biotecnologicos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALGAS VERMELHAS

Algas vermelhas estdo distribuidas principalmente no ambiente marinho,
alcancando maior diversidade em regibes tropicais (RAVEN et al., 2001). Elas
compdem um grupo taxondmico polifilético de origem evolutiva muito antiga. As
espécies distribuidas nas seis classes do filo Rhodophyta, pertencem ao reino
Plantae e constituem a grande maioria dos taxons deste filo (ALGAE BASE, 2010). A
quimica de carboidratos de algas vermelhas contempla, em sua maioria, as
macrofitas marinhas pertencentes as ordens Ceramiales, Gelidiales, Gigartinales,
Gracilariales, Halymeniales, Plocamiales e Rhodymeniales, contidas na classe
Florideophyceae que abriga 5.879 espécies.

As paredes celulares da maioria das algas vermelhas incluem um
componente interno rigido, que consiste em microfibrilas de polissacarideos, e uma
camada externa mucilaginosa composta geralmente por galactanas sulfatadas,
polimeros sulfatados de galactose (RAVEN et al., 2001; PAINTER, 1983).

A flexibilidade e textura escorregadia caracteristicas das algas vermelhas séo
decorrentes desta camada mucilaginosa, a qual auxilia na redugdo da colonizagao
da superficie por organismos oportunistas e reduz a exposi¢cdo a luz solar. Esta
matriz polissacaridica pode estar envolvida com a regulagdo mecénica, osmdética ou
ibnica das algas, garantindo a adaptagdo ao meio marinho, pois polissacarideos
sulfatados ndo sdo observados em plantas terrestres e em algas de agua doce
(KLOAREG e QUATRANO, 1988; RAVEN et al., 2001).

As galactanas sulfatadas apresentam carboidratos singulares com diversos
padroes de substituicao: éter de metil, éster de sulfato, acetal de acido piravico e
glicosilagbes (PAINTER, 1983; ZIBETTI et al., 2009).

As algas vermelhas também produzem polissacarideo de reserva, o “amido
das florideas”, que consiste num polimero de a-D-glucose com ligagdes glicosidicas
a(1—4) e pontos de ramificagdo em C-6 (PAINTER, 1983).

Além do interesse industrial e biomédico, a determinagao da estrutura quimica
de galactanas sulfatadas também pode ser utilizada a fim de esclarecer a posi¢céo
taxondmica das algas vermelhas, adicionando-se a quimiotaxonomia aos critérios

classicos de morfologia, anatomia e ciclo de vida das algas (USOV, 1998).



2.2 GALACTANAS SULFATADAS DE ALGAS VERMELHAS

A estrutura das galactanas esta fundamentada em cadeias lineares de
residuos de -D-galactopiranose ligados glicosidicamente através das posi¢des 1 e 3
(unidades A) e residuos de a-galactopiranose ligados glicosidicamente através das
posicdes 1 e 4 (unidades B), formando um arranjo alternado de unidades A e B (AB),
(Figura 1), as quais sdo denominadas diades. As unidades A podem apresentar
substituigdes por grupos éster de sulfato e/ou metil em C-2, C-4 ou C-6, além de
acetal de acido piruvico e algumas vezes outros monossacarideos. As unidades B
podem estar ciclizadas formando unidades de 3,6-anidrogalactose ou substituidas
em C-2, C-3 e C-6 por grupos sulfato e/ou metil (PAINTER, 1983; USOV, 1998).

Portanto, apesar da estrutura basica repetitiva, as galactanas apresentam
grande diversidade estrutural, devido aos diferentes tipos de substituintes na cadeia
principal, o que origina moléculas complexas (PAINTER, 1983).

As galactanas podem ser divididas em grupos conforme a configuragao
enantiomérica das unidades B (a-galactopiranose). Estas unidades podem ser
pertencentes as seéries estereoquimicas L-, D- ou L- € D- na mesma molécula,

caracterizando o grupo das agaranas, carragenanas e galactanas do tipo DL-

HO
ﬁ&
- o _OH
) o)

OH
HO

hibridas, respectivamente.

OH o
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FIGURA 1 - ESTRUTURA BASICA REPETITIVA DAS GALACTANAS

2.2.1 GALACTANAS DO TIPO CARRAGENANA

As carragenanas sao organizadas em unidades alternantes de (1—3)-B-D-

galactopiranose (unidade A) e (1—4)-a-D-galactopiranose (unidade B) (Figura 2). A



unidade B pode ser encontrada na forma totalmente ciclizada de 3,6-anidro-o-D-
galactose, ou ainda na sua forma precursora de anidro-agucar a-D-galactose 6-
sulfato. Geralmente as carragenanas apresentam uma alta porcentagem de grupos

sulfato e uma baixa porcentagem de grupos O-metil naturais (PAINTER, 1983).

rRo _OR
0
o _OR
OR 0
RO
OR o
- -n
R = H, 803_, CH3

[(—3-p-D-galactopiranose-(1— 4)-a-D-galactopiranose-(1—)]n
L I L ]

T T
Unidades A Unidades B

FIGURA 2 - ESTRUTURA BASICA REPETITIVA DE CARRAGENANAS

As carragenanas podem ser classificadas de acordo com a posigao dos
grupos sulfato, além da presenga de 3,6-anidro-a-D-galactose. Rees (1963)
introduziu um sistema de nomenclatura que associa letras gregas a unidades ideais
que se repetem nas carragenanas, de maneira a dividir as carragenanas em quatro
familias: kappa (k), lambda (A\), omega (w) e beta (B) e alguns subtipos (Tabela 1).
No entanto, na natureza, estas familias de carragenanas podem ocorrer em forma
de estruturas hibridas, onde diades das diferentes familias intercalam-se formando
uma cadeia de carragenana com proporgdes caracteristicas de kappa- e iota-
carragenanas, por exemplo (PAINTER, 1983).

Esta nomenclatura baseada em letras gregas mantém-se relevante na
classificagdo e estudos estruturais e na comercializagado de carragenanas, visto que
os polissacarideos de cada familia sdo obtidos de diferentes fontes dentre as algas
produtoras de carragenanas, conhecidas como carragenofitas (CAMPO et al., 2009).

A diversidade de substituintes que modificam as estruturas idealizadas das
carragenanas aponta a variabilidade e a complexidade estrutural destes
biopolimeros, por isso Knutzen et al. (1994) propuseram uma nomenclatura que

simplifica a denominagao das diades ideais (Tabela 1).



TABELA 1 - CLASSIFICACAO DAS CARRAGENANAS DE ACORDO COM ESTRUTURAS
IDEALIZADAS PARA AS DIADES ENTRE UNIDADES A E B’
Estrutura Subtipo R R, R, R, Rs Diade?
% - ® oo | Kappa (K) H - - G4S-DA
> lota (1) SO, | - - G4S-DA2S
\&(’3 o OR: Mu (u) - H | SOs G4S-D6S
gﬁ Nu (v) . S0y | SOy G4S-D2S,6S
Familia Kappa (k) Omicron (o) - SO; | H G4S-D2S
N | Lambda () = - | SOy SOy H H | G2S-D2S,6S
Xi (§) - 1S0; | H H H | G2S-D2S
° ORg
ai% ;o Pi () - |80y | H | Pir®| Pir. | GP2S-D2S
HO!
" o__ | Theta (6) | SOs - - - | G2S-DA2S
Familia Lamda (\)
HO o O\O .
s:@% © " | Beta (B) H - - G-DA
HO E . Alfa (a) SOy | - - G-DA2S
A o _ORs
oH &C’: Gamma (y) - H | SO5 G-D6S
HO
"o | Delta (5) - | so5 | sO; G-D2S,6S
Familia Beta (B)
Ho _0SOg o
-~ o =
OH RiO
Ho OSO5 Omega (w) H - G6S-DA
© o _ORe
aiﬁ ;o Psi () - | SOy G6S-D6S

Familia Omega (w)

' Modificado de KNUTSEN et al. (1994) e DUCATTI (2005).
2Nomenclatura proposta por Knusten et al., 1994.
*Pir. = substituigdo por acido piravico.




2.2.2 GALACTANAS DO TIPO AGARANA

As galactanas do tipo agarana apresentam a cadeia principal formada por
unidades de (1—3)-B-D-galactopiranose (unidade A) e (1—4)-a-L-galactopiranose
(unidade B), assim diferem das carragenanas na estereoquimica da unidade B. Da
mesma maneira como nas carragenanas a unidade B pode estar na forma do seu
derivado ciclizado 3,6-anidrogalactose (Figura 3) (PAINTER, 1983).

Em meados da década de 50, acreditava-se que as agaranas eram misturas
de um polissacarideo neutro, a agarose, representada por sequéncias repetidas de
[—>3)B-D-galactose(1—4)a-L-3,6-anidrogalactose(1—] e agaropectina, que seria
formada pelas mesmas unidades da agarose, porém suas unidades B poderiam
estar substituidas por grupamentos éster de sulfato ou ainda constituidas por D-
galactopiranose substituidas por acetal de acido piruvico. Porém, na década de 70,
com auxilio de técnicas mais elaboradas, as caracterisicas das agaranas puderam
ser descritas de maneira mais eficaz, porém sua classificagdo ndo é tdo marcante
como nas carragenanas (DUCKWORTH e YAPHE, 1971).

Algumas agaranas com estrutura classica repetitiva, como a agarose, podem
ser obtidas de fontes naturais, contudo a maioria das espécies de algas
biossintetizam agaranas com grande dispersdao estrutural, de maneira que esta
classificagdo nao € eficaz. Agarose € o unico termo desta classificacdo que possui
um significado quimico correspondente (USOV, 1998).

R’ =H, SO3’, CH3

[(—3-B-D-galactopiranose-(1— 4)-a-L-galactopiranose-(1—)la
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FIGURA 3 - ESTRUTURA BASICA REPETITIVA DAS AGARANAS



A agarose representada pela repeticdo da diade [—»3)-p-D-galactose-(1—4)-a-
L-3,6-anidrogalactose-(1—] € a agarana de maior valor comercial devido a sua
capacidade de geleificagdo. Elevados teores de 3,6-anidrogalactose adicionados de
baixos teores de sulfato sdo essenciais para esta capacidade. Portanto, a presenca
de grupos substituintes na estrutura da agarose modifica as propriedades deste
ficocoléide diminuindo o poder de geleificacdo e consequentemente seu valor
comercial (USOV, 1998; McHUGH, 2003).

Agaranas extraidas de algas vermelhas do género Porphyra, denominadas
porfiranas, constituem polissacarideos sulfatados que possuem unidades alternantes
de residuos de [—3)-B-D-galactose-(1—] e [—4)-a-L-galactose-(1—] ou seus
derivados, os quais contém grupos sulfato apenas no C-6 da unidade B, ou ainda
grupamentos éter de metil em C-6 das unidades A (NOSEDA et al., 2000).

2.2.3 GALACTANAS DO TIPO DL-HIBRIDA

Algumas ordens do filo Rhodophyta possuem algas que biossintetizam
galactanas com estruturas intermediarias as agaranas e carragenanas como
polissacarideo majoritario. Estas estruturas tém sido descritas principalmente entre
espécies dos géneros Grateloupia, Halymenia, Pachymenia, Phyllymenia e Aeodes
na ordem Halymeniales (ZIBETTI et al., 2005). O termo carragar era utilizado
informalmente para denominar tais estruturas mistas (CHOPIN et al., 1999), porém
para diferenciar do termo hibrido aceito para as carragenanas, Stortz e Cerezo
(2000) adotaram o termo galactana DL-hibrida.

As galactanas DL-hibridas apresentam unidades B pertencentes a diferentes
configuragbes enantioméricas na mesma molécula (Figura 4) e podem ser divididas
de acordo com a proporcao destas unidades pertencentes a série enantiomérica D-
ou L-, em DL-hibrida com um predominio da estrutura de carragenana e DL-hibrida
com um predominio da estrutura de agarana.

Estas galactanas comegaram a ser relatadas em maior frequéncia na década
de 90, desde entdo aumenta o numero de espécies descritas como produtoras deste
tipo de galactana (ZIBETTI, 2005). Isto se deve, possivelmente, aos avangos nas
metodologias utilizadas para a analise estrutural de polissacarideos, principalmente



ao que diz respeito aos estudos em enantiomericidade (ERREA et al.,, 1998;
NAVARRO e STORTZ, 2003).

R” =H, SO3, CHs3
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FIGURA 4 - ESTRUTURA BASICA REPETITIVA DE UMA GALACTANA DO TIPO pL-HIBRIDA

O conceito de galactanas DL-hibridas deriva da constatagdo de galactanas
que nao correspondem a estruturas “puras” de carragenanas ou agaranas quando
submetidas a analise da configuragdo absoluta. Porém este carater hibrido também
pode ser devido a falta de técnicas que possibilitem a separagao de polissacarideos
enantiobmeros (ZIBETTI et al., 2009).

Uma metodologia auxiliar no isolamento de galactanas DL-hibridas baseia-se
nas propriedades de formagdo de géis em cadeias regulares de estruturas de
kappaliota-carragenanas na dependéncia de interagcbes especificas com o ion
potassio. Neste caso, sistemas de galactanas DL-hibridas que contenham cadeias
de kappaliota-carragenanas precipitam, enquanto cadeias de mu/nu-carragenanas
permanecem soluveis, juntamente com agaranas e cadeias DL-hibridas com
estruturas predominantes de agaranas (agaranas DL-hibridas), na fragdo soluvel em
cloreto de potassio na concentracao de 2M (ESTEVEZ et al., 2001).

Supde-se que uma molécula de galactana DL-hibrida apresenta-se em blocos
de agaranas e carragenanas, onde um bloco de diades com unidades B na
configuracéo L- liga-se com outro de configuragcédo D-, formando zonas de juncéo na
molécula. Desta forma, estas zonas irregulares apresentam-se mais suscetiveis a
quebra hidrolitica, o que acaba por render baixissimas quantidades de
oligossacarideos DL-hibridos (ESTEVEZ et al., 2001; STORTZ e CEREZO, 2000).



Estudos de enantiomericidade correspondem ao principal método de
confirmacédo do carater hibrido destes biopolimeros, de forma a determinar a
configuragdo predominante no polissacarideo, caracterizando-o como galactana DL-

hibrida com predominio de agarana ou carragenana (STORTZ e CEREZO, 2000).

2.3 RELEVANCIA ECONOMICA DAS GALACTANAS

As galactanas sulfatadas que compdem os ficocoldides extraidos de algas
vermelhas apresentam propriedades geleificantes e viscosantes em sistemas
aquosos (McHUGH, 2003; CAMPO et al., 2009).

As agaranas sao utilizadas como agentes geleificantes em alimentos
processados, cosméticos e produtos farmacéuticos. As algas dos géneros Gelidium
e Gracilaria sdo as principais fontes para extracao de agar. Espécies de Gelidium
proporcionam agar de alta qualidade, medida pela for¢a do gel. As algas do género
Gracilaria eram consideradas improprias para producado de agar. Porém com o
advento do tratamento alcalino na década de 50 a industria do agar teve
consideravel expansao. A adigdo de solugbes basicas durante a extragdo do agar
permite maior rendimento em unidades 3,6-anidrogalactosidicas a partir de suas
unidades precursoras como a-galactose 6-sulfato e a-galactose 2,6-disulfato, de
forma que a forga do gel é aprimorada (McHUGH, 2003; ZIBETTI et al., 2005).

As carragenanas sdo amplamente utilizadas na industria devido a suas
propriedades espessantes, geleificantes e estabilizantes. Tais efeitos permitem o
melhoramento da textura de alimentos e controle da viscosidade. S&o capazes de
estabilizar preparagdes para pasta de dentes e absorver fluidos corporais quando
utilizados na fabricagdo de curativos. Também podem ser utilizados como
excipientes na fabricagdo de formas farmacéuticas, devido a sua boa
compressibilidade, alta robustez e viscoelasticidade persistente durante a producéao
do comprimido (CAMPO et al., 2009).

A capacidade de agaranas e carragenanas formarem géis e solugdes
viscosas é relacionada com a conformacgao estrutural do polissacarideo: razdo molar
entre unidades de 3,6-anidrogalactose e galactose, bem como a presenga de grupos
sulfato (USOV, 1998; USOV e KLOCHKOVA, 1992).
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Unidades monossacaridicas de 3,6-anidrogalactopiranose sdo encontradas
somente em galactanas de algas vermelhas, o que as distingue dos demais
polissacarideos produzidos por outros vegetais. As unidades anidrogalactosidicas
sao formadas naturalmente na alga através da atividade da enzima sulfohidrolase a
partir de unidades precursoras (USOV, 1984; WONG e CRAIGIE, 1978).

A ciclizagdo das unidades precursoras de 3,6-anidrogalactose também pode
ocorrer em condigdes alcalinas e presengca de temperatura, processo conhecido
como tratamento alcalino (ZIBETTI et al., 2005; CIANCIA et al., 1993; NOSEDA e
CEREZO, 1995; VIANA et al., 2004). Quando ha unidades precursoras, estas podem
ser ciclizadas de forma que: (1) ocorre ionizagdo do grupo hidroxila em C-3,
produzindo a repulsdo do oxigénio equatorial em C-3 e do sulfato em C-6 (e do
sulfato em C-2 quando a unidade precursora for a-galactose 2,6-disulfato), e
consequentemente, a desestabilizacdo da conformacdo “C; da unidade; (2) a
mudanca para a conformacdo 'C4 ocorre numa tentativa de posicionar os grupos em
C-3 e C-6 (e C-2) o mais distante possivel; nesta configuragcéo o oxigénio em C-3 e o0
sulfato em C-6 estdo em posigcdo paralela axial; (3) entdo ocorre uma reagao de
substituigdo nucleofilica bimolecular (Sy2), em que o grupo sulfato em C-6 é liberado
num processo de eliminagao seguido pela formagao do anel 3,6-anidro, com a perda
de uma molécula de agua; (4) finalmente toda a molécula reacomoda-se. Portanto, a
forca direcional para este processo € a ionizagdo do grupo hidroxila em C-3 de
unidades precursoras, 0 que € proporcionado por temperatura e meio basico
(CIANCIA et al., 1993; NOSEDA e CEREZO, 1995).

Estudos analiticos da cinética da reagao de ciclizagdo permitem adicionar
informagdes importantes para que os processos industriais sejam otimizados, visto
que a propor¢cdo de unidades 3,6-anidrogalactosidicas é relacionada ao poder
geleificante dos polissacarideos.

O estudo das reacdes de ciclizacdo durante o tratamento alcalino também
auxilia na caracterizagao estrutural das galactanas, de forma que permite quantificar
as unidades precursoras de 3,6-anidrogalactose e inferir a presenga de grupos
substituintes, os quais alteram os tempos de reacao (CIANCIA et al., 1993; NOSEDA
e CEREZO, 1995; VIANA et al., 2004).
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2.4 ALGAS PRODUTORAS DE GALACTANAS DL-HIBRIDAS

As ordens Rhodymeniales e Halymeniales destacam-se pela producédo de
galactanas DL-hibridas.

Oligossacarideos obtidos da alga Lomentaria catenata (Lomentariaceae,
Rhodymeniales) indicam a co-existéncia de estruturas de agarose e carragenana.
Uma das fragbes possui razdo agarose:carragenana de 1:1,7, o que aponta para
uma galactana DL-hibrida com predominio de agarana (TAKANO et al., 1994).

A extinta ordem Cryptonemiales somada a ordem Gigartinales compreendiam
60% das familias da divisdo Rhodophyta, sendo dificil a diferenciacdo dentre
especies das duas ordens.

Os dados moleculares do sequenciamento do gene do rRNA 18S de espécies
representantes da ordem Cryptonemiales (familias Dumontiaceae, Endocladiaceae,
Halymeniaceae e Kallymeniaceae) e da ordem Gigartinales (familias de
Mychodeaceae, Phyllophoraceae, Schizymeniaceae e Sebdeniaceae) permitiram
validar a jungao taxon6mica da ordem Cryptonemiales a ordem Gigartinales. As
familias excluidas do agrupamento, passaram a formar a ordem Halymeniales
(SAUNDERS e KRAFT, 1996).

A ordem Halymeniales possui 268 espécies. E representada apenas pela
familia Halymeniaceae, na qual se destacam os géneros Cryptonemia, Grateloupia e
Halymenia, correspondentes a 71% das espécies (ALGAE BASE, 2010).

Observa-se um alto grau de heterogeneidade quimica nas galactanas
produzidas por algas pertencentes a ordem Halymeniales. As galactanas
biossintetizadas sdo semelhantes a carragenanas, porém com L-galactose em
baixas porcentagens, graus variaveis de metoxilagcdo e padrdes incomuns de
sulfatacao (STORTZ e CEREZO, 2000).

Dentre os polissacarideos das algas ja estudadas pertencentes a 8 diferentes
géneros da ordem Halymeniales destacam-se [lambda-/kappa-liota- e pi-
carragenanas, além de aeodanas e galactanas DL-hibridas (Tabela 2).

As aeodanas, assim nomeadas porque foram obtidas pela primeira vez de
algas do género Aeodes, nunca tiveram sua estrutura geral claramente estabelecida.
Acredita-se que as aeodanas possuem uma estrutura basica de carragenana com
uma pequena porcentagem de a-L-galactose, enquanto os grupos sulfato se

localizam apenas nas unidades A, principalmente em C-2 e C-4, e os grupos metoxil
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estdo localizados em C-6 das unidades A e em C-2 das unidades B (NUNN e
PAROLIS, 1968; ALLSOBROOK et al., 1971 e 1975; USOV et al., 1980).

A galactana biossintetizada pela alga Grateloupia indica (Halymeniaceae,
Halymeniales) foi caracterizada como do tipo DL-hibrida. Os autores analisaram o
produto da metandlise parcial do polissacarideo nativo e encontraram uma
propor¢gao de carrabiose:agarobiose de 1:0,21. Ja o polimero dessulfatado e
metilado permitiu a quantificacdo de unidades B pertencentes as séries D- e L- (D-
galactose:L-galactose = 1:1,81). Este polimero ainda apresentou uma potente
atividade anticoagulante (SEN et al., 2002). E importante ressaltar que anteriormente
o polissacarideo biossintetizado pela mesma espécie G. indica foi classificado como
uma galactana do tipo lambda-carragenana (PAREKH et al., 1989), no entanto neste
estudo o polimero foi analisado apenas por espectroscopia de infravermelho e
dosagem colorimétrica do teor de 3,6-anidrogalactose e sulfato.

A espécie Pachymenia lusoria (Halymeniaceae, Halymeniales) produz uma
galactana com alto grau de complexidade, constituida por galactose, 6-O-metil e 2-
O-metilgalactose, 3,6-anidrogalactose, 2-O-metil-3,6-anidrogalactose e xilose. A
estrutura desta galactana foi estudada por Miller et al. (1995) com auxilio de distintos
meétodos: (1) hidrélise redutiva total e parcial, para determinar a composi¢cdo de
agucares bem como analisar os tipos de ligagdes entre eles; (2) trideuteriometilacéo,
para determinar a posi¢cao dos derivados naturalmente metilados; (3) dessulfatagao;
(4) tratamento alcalino; (5) ressonancia magnética nuclear, além de (6) derivatizacéo
quimica com um alcool quiral para determinacdo da configuracdo absoluta dos
agucares neutros. As unidades dos monossacarideos, 6-O e 2-O-metilgalactose,
pertencem exclusivamente a série D-, enquanto as unidades de D- e L-galactose
apresentam-se em uma propor¢ao de aproximadamente 4:1 (MILLER et al., 1995).
Entende-se que polissacarideos complexos demandam técnicas diferenciadas para
que sua estrutura seja analisada, porém devido a esta complexidade é muito dificil

determinar a sequéncia monossacaridica destas galactanas (ZIBETTI et al., 2005).
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Em 1990 foi realizada uma revisdo das algas encontradas na costa brasileira.
Neste trabalho, a alga Cryptonemia crenulata (Halymeniaceae, Halymeniales) foi
classificada como produtora de iota-carragenana (SAITO e OLIVEIRA, 1990). No
entanto, Zibetti et al. (2005) estudaram os polissacarideos de C. crenulata por
métodos quimicos e espectroscopicos, demonstrando que esta alga sintetiza
galactanas DL-hibridas, com alto grau de sulfatagdo em C-2, tanto nas unidades A
(B-D-galactose 2-sulfato) quanto nas unidades B (3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato).
Neste estudo foram obtidas duas galactanas homogéneas majoritarias substituidas
também por acetal de acido piruvico em C-4 e C-6. A galactana sulfatada C2S-3
apresentou 55% da sua estrutura com caracteristica de agarana e 45% com
caracteristica de carragenana.

Estes estudos estruturais de polissacarideos biossintetizados por diferentes
espécies de algas da ordem Halymeniales demonstram que além da diversidade de
agaranas e carragenanas produzidas, muitas espécies sintetizam galactanas DL-
hibridas. Estes polimeros DL-hibridos produzidos por algas da ordem Halymeniales
apresentam caracteristicas estruturais recorrentes (Tabela 2), como presenga de -
D-galactose 2-sulfato e unidades de a-galactose e/ou 3,6-anidro-a-galactose nas

configuragdes L- e D-, as quais podem estar metoxiladas em C-2.

2.4.1 GALACTANAS DL-HIBRIDAS PRODUZIDAS POR C. seminervis

A espécie Cryptonemia seminervis, estudada por Zibetti et al. (2009), sintetiza
galactanas do tipo DL-hibridas sulfatadas em C-2 das unidades A (B-D-galactose 2-
sulfato) e piruvatadas, com 70% da sua estrutura com caracteristica de agarana e
30% com caracteristica de carragenana. As galactanas sdo compostas por a-D- e a-
L-galactose e 3,6-anidro-D- e L-galactose e em menor quantidade unidades
metiladas como 2-O-metil-3,6-anidro-a-L-galactose, 2-O-metil-, 4-O-metil- e 6-O-
metilgalactoses, indicando a producao de polimeros altamente complexos.

Esta variabilidade estrutural esta baseada em cinco fatores estruturais: (1) a
quantidade e a posigdo dos grupos substituintes sulfato, acetal de acido piruvico,
metoxilagdes e glicosilagdes (cadeias laterais de 4-O-metilgalactose e/ou xilose); (2)

a proporcao de galactose/3,6-anidrogalactose nas unidades B; (3) a razdo de D,L-
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galactoses e D,L-3,6-anidrogalactoses nas unidades B; (4) formagéo de diades e (5)
a sequéncia de diades na cadeia polissacaridica.

Em decorréncia desta variabilidade encontra-se no minimo 18 unidades
monossacaridicas distintas que se arranjam de forma a constituir galactanas com
alto grau de complexidade estrutural. A caracterizagdo estrutural das duas fragdes
majoritarias S2S-3 e S2S-4 permitiram determinar a composigdo de cinco
monossacarideos principais (Figura 5): B-D-galactose 2-sulfato, (B-D-galactose 2-
sulfato 4,6-O-(1’-carboxietilideno), B-D-galactose 2,6-sulfato, 3,6-anidro-a-L-galactose

e 3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato, além de outras unidades em menor quantidade.

Derivado S28-3 S28-4
(mol %)  (mol %)
o _OH
o]
o O._  B-D-galactose 2-sulfato 20,0 11,9
0S0,
-00C CH,4

__ B-p-galactose 2-sulfato 4,6-O-(1'-carboxietilideno) 8,9 6,0

Ho _0SOy

(0]
i o_  B-D-galactose 2,6-disulfato 54 18,6

0S0,

o (0]

J OH 3,6-anidro-a-L-galactose 11,4 7,3
O .
o) -

o (0]

J 0380 o 3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato 4,9 15,4

e} IR

FIGURA5-  PRINCIPAIS UNIDADES MONOSSACARIDICAS PRESENTES NAS GALACTANAS
S2S-3 E S2S-4 OBTIDAS DE C. seminervis (ZIBETTI et al., 2009)
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O tratamento alcalino preparativo realizado para a galactana S2S-3 de C.
seminervis assinala a estimavel formag¢ao de unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose a
partir de unidades precursoras. Sendo que os estudos cinéticos da ciclizacdo destas
unidades precursoras apontam para presencga de diades do tipo G — L6S/2,6S.

A estrutura majoritaria da galactana S2S-3 esta sumarizada na Figura 6.
Analises quimicas, espectroscopicas e os estudos cinéticos sugerem que a

galactana S2S-3 é composta principalmente por diades caracteristicas de agaranas.

blocos de agarana blocos de carragenana

o R,0 ORa
0]
OR, T o
RgO
OR70\
- -2 -1

- -n
R1= 303_, R2=R3= H R4= Hou SO3_ R1= 803_, R2=R3= H R7:R8:R9: H

R1=SO03’, Ro/R3= acetal de pirtvico
R1=R3= SO3_, R2= H

R1=R2=R3= H
R1=R2= H, R3= Xil ou 4-MeGal

FIGURAG6 -

Rs/Re= anel anidro

R4=R5= H, R5= 303
R4=R6= 303_, R5= H

R1=S03", Ro/R3= acetal de piruvico
R1=R3= SO3_, R2= H

R1=R>=R3=H
R1=R= H, R3= Xil ou 4-MeGal

R7=803", Rg=Rg=H
R7=R¢= H, Rg= SO3
R7=Rs= SO3’, Ro= H
Rs=R¢= SO3’, R7= H

PRINCIPAIS DIADES PRESENTES NA GALACTANA DL-HIBRIDA S2S-3 DE C.

seminervis (ZIBETTI et al., 2009)

Diante da complexidade estrutural apresentada pelas galactanas sulfatadas
torna-se indispensavel a composicdo de diferentes estratégias para a completa

elucidacao estrutural de galactanas DL-hibridas.

2.5 DETERMINACAO ESTRUTURAL EM GALACTANAS DL-HIBRIDAS

A determinacao estrutural

detalhada em polissacarideos

requer

0]

conhecimento da sequéncia, posigdo das ligagdes, anomericidade e configuragao

absoluta dos monossacarideos constituintes, bem como a posicdo dos diversos
substituintes (GEYER e GEYER, 1994).
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Galactanas DL-hibridas apresentam estruturas muito mais complexas do que
agaranas e carragenanas. Portanto, sua caracterizagao estrutural dispde de diversos
métodos, dentre os quais se destacam (1) métodos analiticos gerais de dosagem de
carboidratos totais, grupos sulfato, proteina, acido piruvico, determinagao da rotagao
optica especifica; (2) estudos espectroscépicos de RMN de ¥C e 'H em suas
modalidades mono e bidimensionais; (3) métodos cromatograficos; (4) métodos
quimicos de dessulfatagdo, metilagao, acetilagao, tratamento alcalino, hidrélises e
derivatizagbes que auxiliam a determinacdo da configuragdo absoluta dos
monossacarideos constituintes. Deste modo alguns detalhes destes métodos sao
enfatizados a seguir, outros sdo aprofundados em Materiais e Métodos.

Espectroscopia de RMN de 3C e "H consistem num instrumento essencial
para a determinacdao de detalhes estruturais especificos como a conexao entre
residuos de agucares em polissacarideos que apresentam grau significante de
regularidade estrutural (USOV, 1984), bem como no monitoramento das
modificagdes quimicas realizadas. Analises espectroscépicas de RMN sdo muito
uteis nos estudos estruturais de galactanas sulfatadas, porém a alta complexidade
apresentada nos espectros, muitas vezes, nao permite que as diferentes estruturas
diastereoisbmeras de unidades de 3,6-anidrogalactopiranose sejam detectadas.
Portanto, analises de metilacdo e a determinacdo da enantiomericidade somadas
aos dados de espectrometria de RMN s&o ferramentas importantes utilizadas no
estudo detalhado das galactanas DL-hibridas (ESTEVEZ et al., 2001).

2.5.1 ANALISE DE METILACAO

Grande parte do enorme potencial para a diversidade quimica e estrutural dos
polissacarideos decorre da variedade de formas de ligagdo entre os acgucares.
Portanto uma das etapas fundamentais para se entender a estrutura tridimensional
dos carboidratos é determinar como os monossacarideos estao ligados. O método
mais amplamente utilizado na determinagdo da posi¢cdo das ligagbes entre os
mondmeros de um polissacarideo é a analise de metilagdo por cromatografia
liguido-gasosa de derivados alditéis acetato de acgucares neutros parcialmente
metilados (CARPITA e SHEA, 1990).
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Apesar dos avangos metodolégicos, a estratégia basica permanece: o0s
grupos hidroxila livres do polissacarideo sdo completamente metilados e uma
subsequente hidrolise do polimero metilado expde novas hidroxilas, as quais
indiretamente revelam a posi¢cao da ligagao glicosidica clivada durante a hidrolise. A
reducdo dos carbonos anoméricos aos seus respectivos alcodis, com auxilio de um
agente redutor, permite a acetilagdo de todas as posigdes remanescentes,
estabelecendo quais carbonos participam das ligagdes glicosidicas (CARPITA e
SHEA, 1990).

Com o advento da combinagdo entre cromatografia e espectrometria de
massa as técnicas de analise tém se refinado, sendo que pequenas quantidades de
amostra sao suficientes para fornecer informacgdes sobre ligagcdes e substituicdes em
polissacarideos complexos (CARPITA e SHEA, 1990).

A literatura esclarece que galactanas sulfatadas possuem dois tipos de
ligacdes glicosidicas bem estabelecidas (unidades A ligadas 1—3 e unidades B
ligadas 1—4) (PAINTER, 1983), de forma que outras posigdes que nao sao
metiladas correspondem a substituintes.

As galactanas DL-hibridas apresentam grupos sulfato em posi¢des variaveis.
Apds o processo de metilagdo tais posi¢des permanecem com grupos sulfato e ndo
sdo acetiladas, de forma que podem resultar em enganos quanto a posigdo das
ligacbes e substituicbes. Por conseguinte é importante realizar a dessulfatagao
solvolitica do material. A analise de metilacdo do polissacarideo dessulfatado
comparado ao nativo permite identificar a posicdo dos grupos sulfato na galactana
original (MILLER et al., 1995; FALSHAW e FURNEAUX, 1995).

A posicao dos grupos O-metil naturais pode ser confundida com grupos metil
adicionados na metilacdo quimica. Este problema pode ser resolvido através da
metilagdo com agente metilante deuterado (trideuterometilagdo), assim os espectros
de massa indicardo o aumento de trés unidades nos fragmentos m/z dos derivados
metilados, enquanto aqueles com grupos metil naturais permanecem com relagao de
miz normais. Um exemplo deste método: unidades A (3 ligadas) substituidas em C-
2, que sao derivatizadas em 4,6-di-O-CDs;-metilgalactose apés a trideuterometilagao,
resultam em fragmentos m/z 167, 107 e 48, enquanto unidades A (3 ligadas)
substituidas em C-2 e metiladas naturalmente em C-6 s&o derivatizadas em 4-O-

CDs-metilgalactose, resultando em fragmentos m/z 164, 104 e 45. Ao correlacionar a
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intensidade dos fragmentos é possivel quantificar os derivados (CARPITA e SHEA,
1990; MILLER et al., 1995).

O processo de metilagdo € uma sintese de Williamson multipla. Os grupos
hidroxila dos monossacarideos sao mais acidos que os alcodis comuns, pois
monossacarideos possuem muitos atomos de oxigénio eletronegativo, todos os
quais exercem efeitos indutivos de retirada de elétron sobre os grupos hidroxila
vizinhos. Em meio alcalino, os grupos hidroxila sdo convertidos a ions alcéxidos, e
cada um deles, por sua vez, reage com o agente metilante em uma reagdo de
substituigdo nucleofilica bimolecular (Sy2) para produzir o polissacarideo metilado
(Figura 7a). Este processo é chamado de metilacdo exaustiva e ocorre em solvente
polar aprético (DMSO) com agente metilante em excesso. O solvente aproético é
necessario para que haja a formagao do ion alcoxido na presenca de NaOH, o qual
ioniza as hidroxilas. O meio alcalinizado acaba por produzir reagdes paralelas entre
o agente metilante (ICH3) e o NaOH, por isso é necessario ICH; em excesso (Figura
7b). A presenca da base permite a formacao do ion alcéxido, mas ela atua também
como agente dissecante, pois a caracteristica higroscépica do NaOH permite a
retirada da agua formada durante a reagao de metilagdo (CIUCANU e KEREK, 1984,
SOLOMONS e FRYHLE, 2002).

(a) Ho OH Ho 9©
0 )
Je) -+ HO —= .0 .~ + H0

‘ OH - OH
vo O S\2 ho _O—CHs
0 0

o .-+ I=CH;3 0 +
- OH / OH
(b) HO  + I—CHs == HO<CHy + |

FIGURAT - ESQUEMA GERAL DA REACAO DE METILAGCAO
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2.5.2 DETERMINACAO DA CONFIGURAGCAO ABSOLUTA

Faz-se necessario entender como séo realizadas as derivatizagbes quimicas
que permitem identificar as quantidades relativas de enantidmeros presentes nas
galactanas DL-hibridas, frente a importancia do método na caracterizagdo destes
biopolimeros.

Isdbmeros sado definidos como compostos quimicos diferentes que possuem a
mesma férmula molecular. Compostos isbmeros que possuem a mesma
conectividade, mas diferem no arranjo dos atomos no espaco sdo denominados
estereoisdmeros. Existem dois grupos de compostos estereoisobmeros: (1)
enantidmeros: compostos que sao imagens especulares um do outro e que nao se
sobrepdem; (2) diastereocisbmeros: compostos que nao sao imagens especulares
um do outro (Figura 8). A enantiomeria ocorre apenas com compostos que possuem
centros quirais, sendo que o termo utilizado para designar o arranjo espacial em trés
dimensdes dos atomos de uma molécula no espago denomina-se estereoquimica
(SOLOMONS e FRYHLE, 2002).

Enantiémeros (imagens especulares) Enantidmeros (imagens especulares)

Diastereoisdomeros (ndo sdo imagens especulares)

FIGURA8-  ESTEREOISOMEROS DO COMPOSTO BUTANO 2,3-DISUBSTITUIDO (n = 2
CENTROS QUIRAIS, POR ISSO 2n = 4 ESTEREOISOMEROS) (NELSON e COX,
2002)

Diferentemente dos compostos diastereocisdbmeros, os quais diferem quanto
ao ponto de fusdo, solubilidade e pressdo de vapor, compostos enantibmeros
possuem as mesmas propriedades fisicas. O unico fator capaz de diferencia-los é a
rotacdo do plano de luz plano-polarizada, pois enantidmeros sdo opticamente ativos.
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Ninguém antes de 1951 foi capaz de demonstrar com certeza qual era o
arranjo espacial real dos grupos em qualquer molécula quiral e determinar a
configuracdo absoluta de um composto opticamente ativo. Portanto apenas a
configuracao relativa das moléculas quirais era conhecida.

O sistema de designacdo estereoquimica relativa para quimica de
carboidratos foi montada em 1906 e considerava a configuragdo dos agucares com
relagdo as moléculas dos enantibmeros do (+)-gliceraldeido e (-)-gliceraldeido, os
quais foram convencionalmente denominados D-gliceraldeido e L-gliceraldeido,
respectivamente. Mesmo com o desenvolvimento de técnicas que permitem
determinar a configuragdo absoluta, a nomenclatura permaneceu usual em quimica
de carboidratos: agucares enantidbmeros como (+)-galactose e (-)-galactose séao
denominados D-galactose e L-galactose, respectivamente (SOLOMONS e FRYHLE,
2002).

A determinacdo da configuragdo absoluta dos agucares D-galactose e L-
galactose é dificil porque eles consistem em imagens especulares um do outro
(Figura 9), de forma que ambos possuem as mesmas propriedades fisicas. Logo as
técnicas cromatograficas convencionais sao incapazes de separa-los.

Desta forma os métodos para resolucdo de enantibmeros envolvem duas
estratégias: (1) separagcdo com auxilio de enzimas, as quais possuem especificidade
pelo substrato e sdo capazes de realizar modificagdes estruturais que permitam a
separacao de uma mistura de enantidmeros; (2) reacdo da mistura de enantibmeros
com um unico enantidmero de algum outro composto, sendo esta segunda opgéo

mais interessante para a quimica de carboidratos.

H——OH HO—H
HO—H  H—OH
HO—H  H—OH

H——OH HO—H

OH HO

D-(+)-galactose L-(-)-galactose

FIGURAO - ENANTIOMEROS DA GALACTOSE
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Interacbes moleculares sao invariavelmente estereoespecificas, portanto
requerem estereoquimica especifica nas moléculas interativas. Quando uma mistura
de enantibmeros (D- e L-) interage com apenas um unico enantibmero (D- ou L-)
forma-se uma mistura de diastereoisdmeros, 0os quais sao suscetiveis a separagao
por métodos cromatograficos, pois possuem solubilidade diferenciada em solventes
comuns e pontos de ebuligdo e fusédo diferentes (SOLOMONS e FRYHLE, 2002).

A determinagdo da configuragcdo absoluta através de analise em GLC de
agucares neutros derivatizados com alcodis quirais (2-butanol e 2-octanol) foi
proposta em 1978 (GERWIG et al., 1978; LEONTEIN et al., 1978). Porém quando
estes métodos sdo aplicados a agucares complexos resultam em cromatogramas
dificeis de serem resolvidos, devido a variedade dos monossacarideos.

Em 1995 foi proposta a utilizagdo de aminas quirais: 1-amino-2-propanol (AP)
e a-metilbenzilamina (MBA) para a derivatizagdo de agucares enantibmeros em um
meétodo capaz de determinar a configuragdo absoluta de agucares monometilados
(CASES et al., 1995).

Porém apenas em 1998 desenvolveu-se um método capaz de determinar a
configuragcéo absoluta das unidades de 3,6-anidrogalactose. De acordo com Errea e
colaboradores (1998) os enantidmeros sdo submetidos a hidrdlise oxidativa levando
a formagdo de acidos aldbnicos, os quais sao derivatizados com alcodis quirais,
esterificados e entdo acetilados para analise em GLC. A determinagdo do agucar
dimetilado 2,6-di-O-metilgalactose foi proposta em 2001, considerando a
derivatizagdo com a amina quiral MBA (ERREA et al., 2001).

Devido as diversas etapas reacionais (ERREA et al.,, 1998) propbs-se um
processo mais simples que envolve dupla hidrélise acoplada a aminagao redutiva
com aminas quirais para determinar a configuragao absoluta de unidades metiladas
e 3,6-anidrogalactosidicas (NAVARRO e STORTZ, 2003).

Este método sugere o uso da amina quiral (S)-1-amino-2-propanol (AP)
(Figura 10a) para resolugéo dos enantibmeros de galactose, 6-O-metilgalactose, 4-
O-metilgalactose e 3-O-metilgalactose, enquanto a (S)-a-metilbenzilamina (MBA)
(Figura 10b) deve ser utilizada na derivatizagdo dos agucares 2-O-metilgalactose,

3,6- anidrogalactose e 2-O-metil- 3,6-anidrogalactose.
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H,;C
H3C\(\NH2
OH NH,
(a) (b)

FIGURA 10- AMINAS QUIRAIS (S)-1-AMINO-2-PROPANOL (a) E (S)-a-METILBENZILAMINA (b)

A resolucado dos enantibmeros perfaz cinco passos reacionais: (1) hidrélise
suave que cliva as ligagdes glicosidicas pertencentes a unidades de 3,6-
anidrogalactose; (2) primeira aminagao redutiva (Figura 11) que pode ser realizada
com AP ou MBA e resulta na aminagdo das unidades de 3,6-anidrogalactose, as
quais estavam em sua forma aldeidica e s&o faciimente reduzidas apdés uma
substituigdo nucleofilica unimolecular (Sy1), reagdo em que o carbono aldeidico da
unidade de 3,6-anidrogalactose sofre um ataque nucleofilico da amina primaria,
formando o intermediario hemiaminal ou imina, os quais, por sua vez, sofrem
reducdo formando o derivado aminado; (3) hidrolise forte que cliva o restante das
ligagdes glicosidicas, originando monossacarideos na forma aldeidica; (4) segunda
aminacao redutiva (com a mesma amina quiral) em que todos os monossacarideos
sdo derivatizados em seus correspondentes compostos aminados; (5) acetilagéo
(NAVARRO e STORTZ, 2003).

R' '
RO | (-H0) | R

c=0 + HoN—R" =—= R—C—NHR" | =—= C=NR"
/ U R/
R OH
Aldeido Amina 12 Hemiaminal Imina
l[H]
Rl
R—CH—NHR"
Amina 22

FIGURA 11 - MECANISMO DE AMINACAO REDUTIVA (SOLOMONS e FRYHLE, 2002)
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O resultado final do processo de dupla hidrolise-aminacédo redutiva com uma
amina S (Figura 12) é uma mistura de diastereoisbmeros: D/(S) e L/(S), os quais
possuem tempos de eluicdo diferenciais e, portanto podem ser separados e
quantificados através de cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CLG-EM) (NAVARRO e STORTZ, 2003).

<
DI(S)
DIASTEREOISOMEROS
OH
HO OH CH,
) CH—NH=*
<
W®
L
LI(S)

FIGURA 12- RESULTADO DA DUPLA HIDROLISE-AMINACAO REDUTIVA PARA UNIDADES DE
3,6-ANIDROGALACTOSE UTILIZANDO-SE (S)-a-METILBENZILAMINA:
DIASTEREOISOMEROS p/(S), L/(S)

2.5.3 O PAPEL DOS OLIGOSSACARIDEOS

A identificacdo de oligossacarideos constitui uma tatica tradicional na
determinacdo da sequéncia de unidades nos polissacarideos (FALSHAW e
FURNEAUX, 1995). Estudos de RMN em moléculas com menor grau de
polimerizagao produzem informagdes estruturais importantes (LAHAYE et al., 1989).

As estratégias utilizadas na obtencdo de oligossacarideos empregam
metandlise parcial (ARAKI e HIRASE, 1954; IZUMI, 1973; TAKANO et al., 1998),
hidrolise acida parcial convencional (HIRASE, 1957; IZUMI, 1973; YU et al., 2002;
PENMAN e REES, 1973), hidrélise enzimatica (YOUNG et al., 1978; ROCHAS et al.,
1986; DE RUITER e RUDOLPH, 1997) e hidrolise redutiva parcial (USOV e
ELASHVILI, 1991; USOV e KLOCHKOVA, 1992; FALSHAW e FURNEAUX, 1995;
ZIBETTI, et al., 2005; ZIBETTI et al., 2009).
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2.5.3.1 METANOLISE PARCIAL

Reacgbdes de substituicdo nucleofilica na qual o nucledfilo € uma molécula do
solvente sdo chamadas solvélise. Logo metandlise € a clivagem mediada por
moléculas de metanol presentes no meio reacional (SOLOMONS e FRYHLE, 2002).

Na década de 50 o tratamento do agar comercial com acido cloridrico e
metanol em refluxo originou uma fragdo cristalina identificada como agarobiose
dimetilacetal (ARAKI e HIRASE, 1954). No inicio dos anos 70, com auxilio de
metandlise parcial foram feitas analises comparativas de RMN de 'H entre
agarobiose e polissacarideos extraidos de algas vermelhas, sendo identificados
dissacarideos dimetilacetal de 4,6-O-(1’-carboxietilideno)-agarobiose (IZUMI, 1973).

Oligossacarideos obtidos com este método auxiliaram a identificacdo de
algumas diades constituintes dos polissacarideos extraidos de Gloiopeltis furcata
(Gigartinales, Rhodophyta) (TAKANO et al., 1998).

A reagdo de metandlise parcial origina oligossacarideos contendo 3,6-
anidrogalactose dimetilacetal como unidades terminais, pois as ligagdes 3,6-
anidrogalactosidicas sdo metanolisadas de maneira preferencial (Figura 13) (ARAKI
e HIRASE, 1954; 1IZUMI, 1973; TAKANO et al., 1998).

oy OH
o
A o 0 OR;
OH
) on &
o}
H
Ri=R; = H

R R1/R» = acetal de acido pirtvico "
Metanolise Parcial (@) (b) Metandlise Parcial
(Araki e Hirase, 1954) (Izumi, 1973)
ooo CH,
v v
OH OH
(0]
____—OH -0
HO&/O o CH, &/ O—CH3
OH —%<
OH O—CHs OH  "0—CH,
(0]
agarobiose dimetilacetal 4,6-0O-(1-carboxietilideno)- agaroblose dimetilacetal

FIGURA 13- PRODUTOS DE METANOLISE PARCIAL DE AGARANAS
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2.5.3.2 HIDROLISE ACIDA PARCIAL CONVENCIONAL

As condigbdes da hidrdlise acida parcial convencional determinam os tipos de
oligossacarideos produzidos. Tipos de monossacarideos, de anel e configuragéo
das ligacdes glicosidicas interferem no tempo de hidrélise (ADAMS, 1965).

Agaranas hidrolisadas em condi¢gdes suaves originam oligossacarideos com
numero par de unidades, semelhantes aos obtidos por degradagdo enzimatica,
rendendo principalmente agarobiose em sua forma de aldeido hidratado (Figura 14)
(1ZUMI, 1973).

Em condigdes de hidrolise mais intensa ocorre a degradacao das unidades de
3,6-anidrogalactose, o0 que resulta em oligossacarideos com numero impar de
unidades monossacaridicas. Assim as extremidades sdo sempre unidades A na
forma de terminais redutores e ndo redutores (Figura 15a) (YU et al., 2002).

Com o propésito de localizar a posi¢cdo dos grupos sulfato em polissacarideos
sulfatados com alta proporcdo de 3,6-anidrogalactose, Penman e Rees (1973)
desenvolveram uma hidrolise oxidativa com H,SO,4 0,25M na presenga de bromo.
Nestas condi¢gbes ocorre quebra das ligagdes 3,6-anidrogalactosidicas e posterior
oxidagdo pelo bromo dos residuos de 3,6-anidrogalactose a acido 3,6-
anidrogalacténico (Figura 15b).

As condigdes de hidrdlise devem ser muito bem controladas, pois as
variagdes estruturais dos polissacarideos (repetitividade estrutural e distribuicdo das
ligagcdes glicosidicas mais suscetiveis) podem promover uma despolimerizagao
parcial da qual se obtém misturas de oligossacarideos com massa molecular

relativamente baixa e, em alguns casos, fragmentos resistentes (PAINTER, 1983).
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> J OH “on

agarobiose (aldeido hidratado)

FIGURA 14 - PRODUTOS DE HIDROLISE ACIDA PARCIAL CONVENCIONAL SUAVE EM
AGARANAS (MODIFICADO DE GONGCALVES, 2005)
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2.5.3.3 HIDROLISE ENZIMATICA

Outra possibilidade para obtengao de oligossacarideos reside na utilizagao de
enzimas como (- e a-agarases capazes de fornecer oligossacarideos redutores e
oligossacarideos redutores na forma de seu aldeido hidratado, respectivamente
(ROCHAS et al., 1986; YOUNG et al., 1978) (Figura 16). Dentre as carragenases
estudadas, as principais possuem a k- e I-carragenanas como substratos principais.
A enzima k-carragenase, isolada da bactéria Alteromonas carrageenovora, tem
atividade de [-hidrolase e cliva ligagdes B-(1—4) envolvendo os residuos de
galactose 4-sulfato (unidade A) e 3,6-anidrogalactose (unidade B) e produz
oligossacarideos contendo 3,6-anidrogalactose como terminal nao redutor (Figura
17) (DE RUITER e RUDOLPH, 1997).
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FIGURA 16 - HIDROLISE DA AGAROSE POR a- E B-AGARASES (MODIFICADO DE DUCATTI,
2005)
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FIGURA 17 - HIDROLISE DA k-CARRAGENANA POR k-CARRAGENASE

Contudo, considerando o estudo de galactanas complexas, altamente
substituidas, a utilizagcdo de enzimas torna-se ndo muito atraente, visto que a
atividade de agarases e carragenases é dependente do padrdo de substituicado do

polissacarideo. Além disso, o uso de enzimas significa encarecimento metodoldgico.

2.5.3.4 HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL

Unidades monossacaridicas de 3,6-anidrogalactose sdo degradadas na
condigao padrao de hidrélise acida em meio aquoso utilizada no estudo estrutural de
oligo e polissacarideos. As alternativas até o final da década de 80 eram metandlise
(ARAKI e HIRASE, 1954) ou mercaptolise (HIRASE e ARAKI, 1954) para evitar a
perda das unidades labeis em meio acido. A estratégia encontrada foi a adigdo do
complexo redutor borano 4-metil-morfolina, resistente a degradagdo em meio acido,
durante o processo de hidrdlise. Assim os monossacarideos liberados sob condigao
acida sao rapidamente reduzidos a aldit6is (GAREGG et al., 1988).

Deste modo protocolos de hidrélise redutiva total e parcial foram
estabelecidos na presenca do complexo borano 4-metil-morfolina.

A hidrdlise redutiva total é utilizada na obtencdo da composicéo
monossacaridica total de oligos e polissacarideos. Este método consiste em duas

etapas: (1) primeiro realiza-se uma hidrolise em condi¢cdes suaves capaz de clivar
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apenas as ligagbes 3,6-anidrogalactosidicas, entdo o complexo borano 4-metil-
morfolina reduz as extremidades de 3,6-anidrogalactose bem como unidades
liberadas pela hidrélise, (2) entdo se realiza uma segunda hidrélise mais drastica
ap6s adicao de mais agente redutor. Desta forma todas as ligagdes glicosidicas séao
clivadas e por fim adiciona-se novamente agente redutor. As amostras sao
acetiladas em meio acido e podem ser analisadas por CLG e ou CLG-EM
(STEVENSON e FURNEAUX, 1991).

A hidrdlise redutiva parcial emprega uma condigdo suave de hidrélise em
presenga do complexo redutor borano 4-metil-morfolina que resulta na clivagem
seletiva das ligagdes 3,6-anidrogalactosidicas e origina oligossacarideos com
unidades terminais de 3,6-anidrogalactitol’ em sua extremidade redutora. Observa-
se retengao substancial dos grupos sulfato (USOV e ELASHVILI, 1991).

Os oligossacarideos alditdéis produzidos neste tipo de hidrolise sao
usualmente denominados de acordo com sua origem e numero de unidades,
adicionando-se o sufixo itol. Quando apresentam unidades precursoras de 3,6-
anidrogalactose (galactose 6-sulfato), acrescenta-se o prefixo pre.

Os oligossacarideos resultantes da hidrolise redutiva parcial sdo mais
estaveis e mais convenientes para separagdo por métodos cromatograficos em
comparagdo com os produtos de metandlise ou hidrolise parcial com acidos
inorganicos (USOV e ELASHVILI, 1991).

Desta forma a hidrolise redutiva parcial constitui um método barato que
apresenta uma especificidade interessante para obtengdo de oligossacarideos e
auxilio na determinacgao estrutural de galactanas complexas.

Este método consiste na solubilizagdo do polissacarideo em agua (1,3% m/v),
aquecimento da solugdo a 60°C e adigdo do complexo redutor borano 4-metil-
morfolina (6,75g/1g de polissacarideo), seguida da adi¢do de TFA 2M (25mL/1g de
polissacarideo) e incubacéo a 65°C por 8h (USOV e ELASHVILI, 1991).

Usov e Elashvili (1991) utilizaram a hidrdlise redutiva parcial para analisar as
galactanas sulfatadas produzidas pela alga Laurencia nipponica (Ceramiales,
Rhodophyta). O hidrolisado foi submetido a cromatografia de exclus&o por tamanho,
originando uma fragdo de alto peso molecular (HMF, 10% de rendimento) e uma

mistura de oligossacarideos neutros e carregados.

' A nomenclatura correta seria 1,4-anidrogalactitol, porém para facilitar a relagdo com o
monossacarideo de origem mantém-se aqui o termo 3,6-anidrogalactitol.
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A mistura de oligossacarideos foi separada por cromatografia de troca ibnica
e de fase reversa originando oligossacarideos neutros e sulfatados: agarobiitol, 2'-
O-metil-agarobiitol,  agarobiitol ~ 2%-sulfato,  preagarotetraitol  22,6-dissulfato,
preagarotetraitol 6°,2*-dissulfato e preagarotetraitol 3>-xilosil-6°,2-dissulfato.

A fragdo HMF de alto peso molecular diferencia-se da fragdo polissacaridica
parental quanto a composicdo monossacaridica: ndo apresenta 3,6-anidrogalactose
e é enriquecida com xilose, galactoses metiladas e sulfato. Todos os assinalamentos
de RMN de "®C caracteristicos dos tetrassacarideos isolados (preagarotetraitol 22,6°-
dissulfato, preagarotetraitol 6°,2*dissulfato e preagarotetraitol 3>-xilosil-6°,2*
dissulfato) foram encontrados para HMF juntamente com ressonancias em 58,9 ppm
e 57,3 ppm referentes aos grupos metil dos residuos de 6-O-metil- e 3-O-
metilgalactose. Os oligossacarideos isolados da alga L. nipponica por hidrélise

redutiva parcial sdo resumidos na Figura 18.
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FIGURA 18 - OLIGOSSACARIDEOS ALDITOIS ISOLADOS DE L. nipponica (CERAMIALES,
RHODOPHYTA) (USOV E ELASHVILI, 1991)
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Os autores enfatizam que a hidrélise redutiva parcial € muito eficaz no auxilio
da caracterizagao estrutural de polissacarideos complexos de agarana. Posta sua
capacidade de clivar seletivamente ligagcdes 3,6-anidro-a-L-galactosidicas sem
alterar a posicdo de outros substituintes, rendendo oligossacarideos que mantém
grupos sulfato e substituicdes por xilose. Os principais produtos da hidrolise
constituem derivados de agarobiitol e tetrassacarideos, caracteristicos de porfiranas,
em menor quantidade. A obtencdo de fragmentos de alto peso molecular,
desprovidos de unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose, proporcionam informacgoes
importantes quanto a estrutura e o grau de regularidade do polissacarideo parental
(USQV e ELASHVILI, 1991).

O processo de hidrolise acida parcial aplicado a biomassa algal sem o prévio
isolamento dos polissacarideos foi realizado por Usov e Klochkova (1992). A
abordagem foi realizada na analise de espécies de algas pertencentes a diferentes
ordens da divisdo Rhodophyta. A identificagdo dos dissacarideos agarobiitol e
carrabiitol por CLG obtidos na hidrdlise redutiva parcial permitiu distribuir as algas
como produtoras de agaranas ou carragenanas. A maioria das algas analisadas
produz agaranas, mas foi observada a presenga simultdnea de agarobiitol e
carrabiitol nos géneros Callophyllis e Cirrulicarpus. Dentre as mais de 40 espécies
analisadas apenas seis produziram carrabiose (USOV e KLOCHKOVA, 1992).

Destaca-se ainda que o rendimento dos dissacarideos redutores agarobiitol e
carrabiitol obtidos por hidrolise redutiva parcial € dependente ndo apenas da
proporgao de 3,6-anidrogalactose e galactose, mas também do grau regularidade na
molécula de polissacarideo (USOV e KLOCHKOVA, 1992).

Oligossacarideos neutros e acidos foram obtidos através da hidrdlise redutiva
parcial de uma agarana de Acanthophora spicifera (Ceramiales) previamente tratada
com alcali por Gongalves et al. (2002). Os dissacarideos alditdis foram
caracterizados por ionizagao por eletrospray acoplada a espectrometria de massa e
RMN mono e bidimensionais. Foram isolados: (A) agarobiitol; (B) agarobiitol 4*,6%-O-
(1’-carboxietilideno); (C) agarobiitol 2%sulfato e (D) agarobiitol 426%0-(1-
carboxietilideno) 22-sulfato, um dissacarideo inédito até entao (Figura 19).

Utilizando hidrdlise redutiva parcial, Ducatti (2005) obteve oligossacarideos a
partir das carragenanas de Gracilaria domingensis (Gracilariales) e das agaranas de
Eucheuma denticulatum (Gigartinales) com o objetivo de determinar a estrutura dos

compostos isolados através de técnicas de RMN, além de comparar métodos de
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purificacdo e fracionamento dos oligossacarideos. Foram purificados e
caracterizados cinco oligossacarideos: agarobiitol; 6°-O-metil agarobiitol; agarobiitol
62-sulfato; carrabiitol 2',4%-dissulfato e carratetraitol 2' 42,23 4*-tetrasulfato, sendo os

dois ultimos isolados pela primeira vez (Figura 20) (DUCATTI, 2005).
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A hidrdlise redutiva parcial utilizada por Zibetti et al. (2005) na galactana
majoritaria (C2S-3) produzida por Cryptonemia crenulata, apresenta algumas
diferengas quanto ao tempo e concentragdo do acido, proporcionando condi¢des
mais suaves de hidrélise. Assim, os oligossacarideos formados apresentam grau de
polimerizagdo maior do que os compostos isolados por de Usov e Elashvili (1991),
Usov e Klochkova (1992), Gongalves et al. (2002) e Ducatti (2005).

A fragao C2S-3 (M,, 236.200 Da) sulfatada homogénea foi despolimerizada
com 0,375M de TFA a 65°C por 6h e a mistura obtida foi submetida a cromatografia
de troca anidnica. Foi isolada uma fragdo homogénea correspondente a massa
molar de 25.000 Da. A analise espectrométrica de RMN de "*C desta fragéo aponta
a presencga das diades: G (104,3 ppm) — D(6S) (96,1 ppm) ou D2M (93,3 ppm);
G(P) (103,1 ppm) — L(6S) (100,7 ppm) e G(P) (102,1 - 102,5 ppm) — LA2M (98,7
ppm) ou LA2S (96,1 - 96,7 ppm) (ZIBETT]I et al., 2005).

O mesmo tipo de abordagem foi realizada na galactana homogénea S2S-3
biossintetizada por Cryptonemia seminervis (ZIBETTI et al., 2009). Esta fragédo foi
também submetida ao processo de despolimerizagao parcial com 0,375M de TFA a
65°C por 6h na presenga de agente redutor, originando o despolimerizado CS.

O oligossacarideo sulfatado CS (21,4% NaSO3) é constituido principalmente
por galactose e 3,6-anidrogalactose (54,0 e 25,8 mol%), além de 3,6-anidro-2-O-
metilgalactose, 2-O-metilgalactose, 3e/ou4-O-metilgalactose, 6-O-metilgalactose e
xilose em menores quantidades (5,6; 4,7; 3,6; 1,0 e 5,3 mol%, respectivamente).

A analise de metilagdo da fragdo CS mostra um perfil complexo compativel
com a galactana original S2S-3, diferenciando-se principalmente pelo aumento do
derivado 2,4,6-tri-O-metilgalactose e concomitante diminuicdo do derivado 4,6-di-O-
metilgalactose.

As andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de '*C indicam a
presenca de unidades piruvatadas bem como o predominio de unidades B

pertencentes a série enantiomérica L- no despolimerizado CS (Tabela 3).
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TABELA3- DESLOCAMENTOS QUIMICOS (ppm) DAS DIADES PRESENTES NA
GALACTANA DESPOLIMERIZADA CS (ZIBETT]I et al., 2009)

Diade Unidade A Unidade B
G—-D 104,2 96,1

G(P) —-LA2M 102,7 98,3

G(P) — LA 102,5 98,3

G2S — LA 100,7 98,3
G(P)2S — LA 100,7 98,3
G(P)—L n.d. 100,5
G(P) — LA2S n.d. 96,7

n.d.= ndo determinado

As galactanas produzidas pelas algas C. seminervis e C. crenulata possuem
algumas similaridades: (1) todas unidades de 3,6-anidro-2-O-metilgalactose
pertencem a série enantiomérica L-; (2) quase todas unidades de 2-, 4- e 6-O-
metilgalactose pertencem a série enantiomérica D-. Enquanto que as principais
diferengas entre as familias destas galactanas consistem: (1) na elevada quantidade
de L-agucares nas galactanas de C. seminervis, a qual corrobora com estruturas
majoritarias de agaranas e valores de rotagdo Optica negativa. Enquanto que nas
galactanas de C. crenulata prevalecem estruturas de carragenanas, o que resulta
em valores de rotagcao 6ptica positiva; (2) na natureza e posigéo das glicosilagdes,
que podem ser compostas por D-xilose e/ou D-galactose em C-6 das unidades A
para as galactanas de C. crenulata e D-xilose e/ou 4-O-metil-D-galactose dispostas
em C-6 das unidades A e/ou em C-2 das unidades de 3,6-anidro-L-galactose
(unidades B) para as galactanas de C. seminervis; (3) em C. crenulata ha
substituicdes por acetal de acido piruvico a cada 30-40 unidades monomeéricas,
enquanto que em C. seminervis estas substituicbes ocorrem a cada 8-12 unidades.

E importante ressaltar que valores absolutos altos (60-70°) e negativos de
rotacdo Optica especifica condizem com galactanas do tipo agaranas, as quais
possuem unidades B pertencentes a série enantiomérica L-. Enquanto valores
absolutos altos e positivos estdo correlacionados com galactanas do tipo
carragenanas (unidades B pertencentes a série D-). As galactanas majoritarias
sintetizadas pelas algas do género Cryptonemia possuem rotacdo Optica com
valores intermediarios entre os extremos (-8,0° para C.seminervis e +23,5° para C.
crenulata), de forma que a rotagao Optica negativa ou positiva indica a prevaléncia
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entre as estruturas de agaranas ou carragenanas (ESTEVEZ et al., 2001; ZIBETTI et
al., 2005; ZIBETTI et al., 2009).

Outra particularidade na estrutura das galactanas de C. crenulata e C.
seminervis € a caracteristica dos grupos substituintes: hidrofébicos (metoxil e
unidades ciclizadas em 3,6-anidrogalactose) e hidrofilicos (sulfato e glicosilagdes),
os quais estdo presentes em diferentes unidades estruturais. Somando-se a estes
grupos ainda ocorre a substituicdo por acetal de acido piravico, o qual encerra
ambas as caracteristicas, hidrofobicidade do grupo metil e hidrofilicidade do grupo
carboxil (ZIBETTI et al., 2009).

Destaca-se que a galactana majoritaria de C. crenulata apresenta atividade
bioldgica contra alguns virus envelopados (TALARICO et al., 2004; TALARICO et al.,
2005; TALARICO et al., 2007).

2.6 ATIVIDADE BIOLOGICA DE GALACTANAS

As diversas fung¢des desempenhadas por carboidratos em sistemas biologicos
correlacionam-se com a complexidade e diversidade estrutural destas moléculas.
Polissacarideos e oligossacarideos agem no reconhecimento e adeséao célula-célula,
migragao celular, resposta imune, cicatrizagdo de lesdes, entre outros. De forma que
carboidratos apontam como moléculas com grande potencial biotecnolégico.

O carater acido das galactanas sulfatadas as permite ligar proteinas de
carater basico, em diferentes niveis de especificidade. Esta caracteristica direciona
suas propriedades fisico-quimicas, de forma que podem se ligar e modificar a
atividade de diversas proteinas, acarretando atividades biologicas ndo especificas.
No entanto, diversos sistemas polissacaridicos com diferentes padrdes de sulfatacéo
destacam-se por conferir alta afinidade por uma proteina em particular e sinalizam
eventos de reconhecimento celular e molecular. Interagdes complexas entre
proteinas e galactanas sulfatadas influenciam a difusdo das proteinas através dos
tecidos e modelam a resposta celular a estas moléculas (MULLQOY, 2005).

Sabe-se que substancias polianibnicas causam efeitos inibitérios na
replicacéo de diversos virus. Por isso os polissacarideos sulfatados obtidos de algas
marinhas apresentam grande potencial antiviral (WITVROUW e DE CLERQC, 1997).
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A atividade antiviral contra virus envelopados (virus que apresentam uma
camada lipidica envolvendo o capsideo viral) aumenta com o aumento da massa
molecular e com o grau de sulfatacdo. O mecanismo de acao antiviral de
polissacarideos sulfatados pode estar correlacionado com o bloqueio dos sitios
carregados negativamente localizados nas glicoproteinas do envelope viral. Estas
sdo essenciais na aderéncia do virus a superficie celular. A camada de heparan
sulfato na superficie da célula é o sitio de ligagao primario, depois outras interagdes
mais especificas ocorrem entre receptores CD4 e células CD4", portanto, em geral,
as galactanas sulfatadas atuam bloqueando a adesdo dos virus as células
(WITVROUW e DE CLERQC, 1997).

As carragenanas da alga Gigartina skottsbergii (Gigartinales) foram testadas
contra o virus Herpes simplex (HSV) tipos 1 e 2 e revelaram uma inibigao seletiva na
replicagao viral in vitro. A atividade antiviral foi correlacionada com os residuos de a-
D-galactose 2,6-disulfato presentes no polissacarideo. Possivelmente estes residuos
mimetizam os grupos sulfato das unidades de a-D-glucosamina 2,6-disulfato do
heparan sulfato presente na superficie celular. Galactanas submetidas a tratamento
alcalino (maior numero de unidades ciclizadas em 3,6-anidrogalactose) tiveram
atividade antiviral consideravelmente reduzida (CARLUCCI et al., 1997).

O grau de sulfatagéo, a posi¢cao dos grupos sulfato e o peso molecular dos
polissacarideos estao correlacionados com a atividade antiviral destas moléculas.

Duarte et al. (2001) testaram a atividade de agaranas sulfatadas obtidas de
Bostrychia montagnei (Ceramiales) frente aos virus HSV-1 e HSV-2, causadores do
herpes labial e genital, respectivamente. As fragcbes polissacaridicas testadas
apresentam sulfato em C-6 e C-4 das unidades A e em C-3 das unidades B. A
atividade antiviral mostrou-se durante o periodo de adsorgao viral as células, porém
apenas para as galactanas com maior grau de sulfatacdo (22,0-24,0% NaSO;) e
maior peso molecular (34.000-43.700 Da). Os autores destacam que o padrao de
sulfatacdo observado nao é estritamente necessario para o bloqueio da infecgao
viral, visto que as galactanas com o mesmo padrdo de substituicdes por sulfato,
baixo peso molecular e baixo grau de sulfatagcdo ndo apresentam atividade. Deste
modo, a atividade diferencial dos extratos pode estar correlacionada com a
distribuicdo dos grupos sulfato e consequentemente com a conformacgao estrutural

das cadeias polissacaridicas.
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Agaranas sulfatadas com unidades A altamente sulfatadas em C-2 e unidades
B 6-O-sulfatadas, obtidas da alga Acanthophora spicifera (Ceramiales), apresentam
altos indices de atividade contra os virus HSV-1 e HSV-2. Estas agaranas parecem
repetir em suas unidades dissacaridicas um padrao de sulfatagdo que se assemelha
a sequéncia minima de ligagdo ao heparan sulfato e pode ser responsavel pela
atividade antiviral (DUARTE et al., 2004).

Modelos moleculares das zonas de ligagcao ibnicas minimas verificados na
presenga de grupos 2-O e 6-O-sulfato direcionados para o mesmo lado da molécula
apresentam superficies mais ou menos hidrofébicas devido a ligagdes C-H axiais e
orbitais com pares de elétrons ndo compartilhados. O ajuste das cargas negativas e
superficies hidrofobicas do polissacarideo a zona de ligagao da glicoproteina C viral
pode ser facilitado pela rotacdo das unidades de agucar através de suas ligagcbes
glicosidicas. As forgas ibnicas e hidrofébicas atuam em conjunto na formagao do
complexo polissacarideo sulfatado-superficie viral, resultando num efeito sinérgico
de estabilizagdo. As forgas hidrofébicas séo fortalecidas pela alta forga ibnica
produzida pelos grupos carregados (DUARTE et al., 2004).

O dissacarideo agarobiitol 22-sulfato e glicosideos semi-sintéticos sulfatados e
alquilados (compostos 12, 13, 22 e iso-mix® - Figura 21), obtidos de polissacarideos
sulfatados de algas marinhas e modificados quimicamente, foram submetidos a
ensaios de atividade antiviral frente aos virus HSV-1 (F), HSV-2 (G) e HSV-1 (MS)
(cepa responsavel por casos de herpes genital em pacientes acometidos por
esclerose multipla). Os resultados mostram que o composto 22 é ativo contra as trés
cepas de HSV estudadas, apresentando Clso® igual a 29,82; 24,80 e 15,08 pg/mL
contra HSV-1 (F), HSV-2 (G) e HSV-1 (MS), respectivamente; a mistura iso-mix é
ativa apenas contra HSV-1 (F) (Clso igual a 36,1 pyg/mL), porém com atividade
inferior ao composto 22; e os compostos 12, 13 e agarobiitol 2%-sulfato n&o
apresentaram atividade significativa contra HVS-1 (F) e portanto ndo foram testados
perante outras cepas (GONCALVES, 2005).

2 iso-mix &€ uma mistura de isémeros disulfatados/monoalquilados, em que o principal componente é o
glicosideo B-D-galactopiranose 3,6-dissulfato-(1—4)-3,6-anidro-1-tetradecil-L-galactitol.

Clso = concentragéo inibitéria 50%, que corresponde a concentragao de determinado composto que
ocasiona 50% de inibicdo na formagéo de placas de virais.
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FIGURA 21- ALQUILGLICOSIDEOS SULFATADOS SUBMETIDOS AOS ENSAIOS DE
ATIVIDADE ANTI-HSV (GONGCALVES, 2005)

A relagado entre alta massa molecular e a atividade antiviral é afirmada pela
falta de atividade do dissacarideo agarobiitol 22-sulfato, enquanto seu polissacarideo
precursor, agarose 2-sulfato, apresenta atividade anti-HSV (DUARTE et al., 2004).
Ainda é possivel inferir que o fator hidrofobicidade € menos importante que o grau
de sulfatagao, visto os resultados para o composto 13 e mistura iso-mix. As Unicas
diferengas entre os compostos 12 e 22 consistem na posi¢do dos grupos sulfato e
na configuragao absoluta das unidades galactitol. De forma que a atividade antiviral
do composto 22 foi correlacionada com o grupo sulfato em C-4 do anel -
galactosidico e/ou com a isomeria Optica da unidade de 3,6-anidrogalactitol,
pertencente a série D (GONCALVES, 2005).
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No entanto, segundo Duarte et al. (2004), a enantiomeria das unidades B nao
consiste em fator de primeira importancia na atividade antiviral. A configuragéo
destas unidades influenciaria apenas na possibilidade dos polissacarideos em
adequar sua forma para posicionar os grupos sulfato na formagcdo do complexo
polissacarideo-virus.

Estudos com a galactana homogénea C2S-3 de C. crenulata mostram a
atividade anti-HSV desta fragdo contra cepas de HVS-1 e HSV-2 resistentes a
Acyclovir® com baixissima citotoxicidade (TALARICO et al., 2004). Segundo Zibetti
et al. (2005), o detalhe estrutural representado pela diade G2S — D(L)6S, presente
na fragdo C2S-3, é estruturalmente analogo a sequéncia minima de ligagao
necessaria para a interagao do heparan sulfato com a glicoproteina gC do virus da
herpes e portanto responsavel pela promissora atividade anti-HSV observada. Esta
galactana apresentou ainda uma potente inibigdo seletiva contra a multiplicacédo do
subtipo DENV-2 do virus da dengue em células Vero, com efetividade muito maior
que a heparina, polissacarideo padrao de referéncia (TALARICO et al.,, 2005 e
2007).
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3 JUSTIFICATIVA

A obtencao de oligossacarideos a partir de galactanas complexas através de
hidrolise redutiva parcial auxilia na caracterizagdo estrutural destas moléculas.
Porém o rendimento dos oligossacarideos é dependente dos padrdes de
substituigdo e regularidade do polissacarideo, o que pode resultar em baixos
rendimentos dos oligossacarideos isolados apds purificagcao.

Além disso, oligossacarideos de tamanho muito reduzido, em geral, mesmo
que sulfatados, ndo apresentam atividade antiviral.

Tendo em vista a complexidade estrutural da familia de galactanas
biossintetizada por C. seminervis e o potencial antiviral se seus polissacarideos, a
utilizagdo da hidrolise redutiva parcial em condigdes suaves quanto a concentragao
de acido e tempo de hidrélise, permite a obtencdo de moléculas despolimerizadas
que podem esclarecer a dispersao estrutural dos polissacarideos produzidos pela
alga, bem como podem ser testadas em ensaios de atividade biolégica como
atividade antiviral.

A determinacdo da estrutura quimica fina das fragdes despolimerizadas

podera permitir correlagdes entre estrutura quimica e atividade antiviral.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo geral o estudo da estrutura quimica dos
produtos de hidrdlise redutiva parcial obtidos a partir de galactanas sulfatadas do
tipo DL-hibrida isoladas da macroalga Cryptonemia seminervis (Halymeniales,

Rhodophyta), bem como a avaliagcdo da atividade antiviral destes compostos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extracdo em meio aquoso das galactanas sulfatadas de C. seminervis

» Hidrdlise redutiva parcial das galactanas sulfatadas para obtengdo de

produtos de menor massa molecular (galactanas despolimerizadas)

» Purificagdo das galactanas despolimerizadas por método cromatografico

» Determinagdo da estrutura quimica das galactanas despolimerizadas
homogéneas por métodos quimicos e espectroscopicos

» Avaliagdo da atividade anti-HSV das galactanas sulfatadas despolimerizadas

obtidas de C. seminervis

» Correlagao entre estrutura quimica de galactanas sulfatadas e atividade anti-
HSV
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

Exemplares da alga Cryptonemia seminervis (C. Agardh) J. Agardh,
pertencente a divisdo Rhodophyta, classe Florideophyceae, ordem Halymeniales,
familia Halymeniaceae, foram coletados em substratos rochosos da praia de
Marataizes, no estado do Espirito Santo, Brasil, em fevereiro de 2009.

Os exemplares de alga foram lavados com agua doce, secos a sombra,
moidos em moinho de faca (WILEY MILL) e depois submetidos aos processos de

extragao.

5.2 EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS

A alga seca e moida (30 g) foi submetida a nove extragdes sequenciais com
tampao fosfato 0,025M, pH 6,5 (1,5% m/v) sob agitagdo mecanica por seis horas a
80°C. Os extratos foram reunidos e centrifugados (10.000 g por 5 minutos). Apos
evaporagao a pressao reduzida a fim de se reduzir o volume, o sobrenadante foi
adicionado de trés volumes de etanol. A solugao ficou em repouso a 4°C por 90
minutos entdo foi adicionado acetato de potassio (0,1% m/v), que auxilia na
precipitacdo dos polissacarideos. Apos centrifugacdo (10.000 g por 10 minutos), o
precipitado etandlico foi ressolubilizado em &gua destilada e dialisado
sequencialmente contra agua destilada, NaCl 1M, agua destilada e liofilizado,
originando a fragao polissacaridica bruta S. A retirada do sal em excesso na dialise
foi monitorada com o teste do AgNO3; (ASSUMPCAO e MORITA, 1968), que indica a

presenca dos ions CI".

5.3 TRATAMENTO DOS POLISSACARIDEOS

A fracdo S foi solubilizada em agua destilada (0,25% m/v) e adicionada de
KCl sdlido (concentragdo final 2M) sob agitagdo até completa solubilizagao,
permanecendo em repouso por seis horas a 2°C. A centrifugagao (11.100 g por 30
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minutos) do extrato polissacaridico tratado originou um precipitado e um
sobrenadante, os quais foram dialisados contra agua destilada e liofilizados. De
forma que o tratamento com KCI 2M originou a fracdo SP insoluvel em KCI 2M e a

fragdo SS soluvel (Figura 26).

5.4 METODOS ANALITICOS GERAIS

5.4.1 DOSAGEM DE ACUCAR TOTAL

As dosagens de agucar total (carboidratos) foram realizadas pelo método
colorimétrico do fenol - acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956), que possui intervalo
linear entre 10 - 85 ug de galactose. As amostras foram preparadas em triplicata e
as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de
490nm. As curvas-padrdo foram montadas a cada dosagem utilizando-se como
padrdo galactose em concentragdes equivalentes a 10, 30, 50, 70 e 80 ug de
agucar. As amostras foram diluidas em solugbes aquosas de 1mg/mL, sendo

utilizados 70uL desta solugéo para a dosagem.

5.4.2 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

As dosagens de proteinas totais foram realizadas por método colorimétrico
(LOWRY et al., 1951) com intervalo linear entre 5 - 100 ug de proteina. As amostras
foram preparadas em triplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotémetro,
no comprimento de onda de 660nm. As curvas-padrdo foram preparadas a cada
dosagem utilizando-se como padrdao soro-albumina bovina cristalina em
concentragbes equivalentes a 10, 20, 40, 60 e 80 ug de proteina. As amostras foram
diluidas em agua na concentragao de 1mg/mL, sendo utilizados 500uL da solugéo

de amostra na dosagem.



45

5.4.3 DOSAGEM DE SULFATO

Os teores de sulfato foram determinados pelo método de Dodgson (1961),
ap6s hidrélise das amostras com HCI 1M durante 5 horas a 105-110°C. As amostras
adiciona-se o reativo gelatina-bario, no qual o cloreto de bario esta soluvel e ao
entrar em contato com o sulfato da amostra forma o sal insoluvel sulfato de bario,
que fica suspenso no fluido gelatinoso, resultando na turbidez do meio reacional. O
padrao utilizado consiste em uma solugio de sulfato de sédio diluida em HCI 1M, na
concentracdo 1mg/mL. As amostras foram organizadas em triplicata e as leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 360nm. A
linearidade do método € de 20 - 200 pg de sulfato. As curvas-padrdo foram
preparadas a cada dosagem utilizando-se o padrédo em concentragdes equivalentes
a 30, 60, 90, 120 e 150 ug de sulfato de sddio. O peso das amostras variou entre 2 a
4 mg antes da solubilizagdgo em HCL 1M para hidrolise. Os valores das massas

pesadas foram anotados para corre¢cado da porcentagem de sulfato apés a dosagem.

5.4.4 DETERMINACAO DA ROTACAO OPTICA

A determinagdo da rotagdo optica especifica ([a]p) foi realizada a 20°C em
polarimetro Rudolph Research, modelo Autoplol Ill, com as amostras na
concentracéo de 0,2% (m/v) em agua. Os valores de rotagcéo optica especifica foram

calculados pela seguinte férmula:

[@p=a . 100 /L .C

a é a rotagao observada em graus (valor obtido no equipamento)
L € o comprimento do caminho éptico em dm

C é a concentragdo da solugdo em g/100mL

As amostras foram centrifugadas antes da andlise e apods liofilizagdo do
precipitado, o material recuperado permitiu a correcdo da concentragao utilizada na

analise.
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5.5 HIDROLISES

5.5.1 HIDROLISE ACIDA TOTAL

A hidrdlise acida total (MATULEWICZ et al.,, 1990) na presenga de acido
férmico 45% a 100°C por 16 horas foi realizada para a quantificagdo de 3-O-metil e
4-O-metilgalactose. As amostras foram reduzidas com boroidreto de sédio deuterado
(NaBD4) por 12 horas e depois neutralizadas com acido acético para retirada do
excesso de agente redutor. Posteriormente as amostras foram co-destiladas trés
vezes com metanol, o que permite a retirada do acido boérico produzido, na forma de
borato de trimetila, um composto volatil. Apds liofilizagdo, as amostras foram
adicionadas de acido acético anidro e aquecidas por 90 minutos a 120°C.

As amostras na forma de alditol acetato com a ponta redutora adicionada de
um deutério foram submetidas a cromatografia liquido-gasosa acoplada a

espectrometria de massa (CLG-EM).

5.5.2 HIDROLISE ACIDA TOTAL DO TIPO REDUTIVA

As composi¢cbes monossacaridicas foram determinadas com 0,7 - 1 mg de
polissacarideo, de acordo com o método de Jol et al. (1999), modificado de
Stevenson e Furneaux (1991), que se processa pela chamada hidrélise acida total
do tipo hidrdlise redutiva, que utiliza acido trifluoracético (TFA) e agente redutor
complexo borano 4-metil-morfolina (B 4-MM) na concentragéo de 80mg/mL.

O método se processa em duas etapas de hidrdlise: (1) as amostras sao
adicionadas de 100 yL de TFA 6M e agente redutor B 4-MM (100 pL) e aquecidas a
80°C por 30 minutos; apos a hidrolise suave adiciona-se mais agente redutor (100
ML) e as amostras sdo evaporadas até adquirirem aspecto de xarope; (2) a hidrélise
intensa é realizada na presencga de 100 yL de TFA 4M e 100 uL de agente redutor a
120°C por 90 minutos; apds a segunda hidrélise s&o adicionados 100 yL de agente
redutor, as amostras sdo evaporadas até secura e acetiladas.

A acetilacao foi realizada em presenca de TFA. Os derivados alditdis foram
solubilizados em acido acético anidro e TFA na proporcao de 2:1, mantidos a 50°C
por 15 minutos. As amostras na forma de alditol acetato foram extraidas em
cloroférmio, lavadas com bicarbonato de sédio e agua, para retirada dos acidos e
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sais formados. Apos evaporagao do cloroformio as amostras foram analisadas por

cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (CLG-EM).

5.5.3 HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL

A hidrdlise redutiva parcial foi realizada segundo o método de Usov e Elashvili
(1991) (TFA 2M, 65°C por 8h na presenga do complexo redutor borano 4-metil-
morfolina), salvas algumas modificagcbes na concentracdo do TFA e no tempo de
hidrolise, conforme as condi¢des utilizadas por ZIBETTI et al. (2005 e 2009). A
fracdo polissacaridica SS (1,1 g) foi solubilizada em agua destilada (73 mL) e
adicionada de complexo borano 4-metil-morfolina (6,6 g). A dissolugdo de do agente
redutor foi realizada com auxilio de temperatura (65°C). Entao foi adicionado TFA
1,5M (25 mL) (concentragao final 0,38M de TFA). A mistura foi mantida a 65°C por 6
horas. Ao término deste intervalo o residuo de TFA foi removido por co-destilacdo
com agua destilada a pressao reduzida. Para a retirada do residuo de agente
redutor utilizou-se dialise contra agua destilada em membrana de 6.000 - 8.000 Da.
Assim moléculas maiores que 6.000 Da foram retidas pela membrana, enquanto
oligossacarideos menores e residuos reacionais permaneceram na agua de dialise.

Os produtos da hidrélise redutiva parcial da fragdo polissacaridica SS foram
denominados DS. Esta fracdo DS, apds o processo de purificagdo por dialise,
originou as fragdes DSi e DSo, que correspondem a fragao retida na membrana e a

agua de dialise, respectivamente.

5.6 METODOS CROMATOGRAFICOS

5.6.1 FRACIONAMENTO DAS GALACTANAS OBTIDAS POR HIDROLISE
REDUTIVA PARCIAL

A fragdo DSi (789 mgq) foi submetida a cromatografia de troca aniénica em
coluna de vidro (24 cm x 5 cm d.i.) contendo DEAE-Sephacel (CI'). A amostra foi
eluida com agua destilada e solugbes de cloreto de sodio em concentragdes
crescentes (0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,5 e 2,0M de NaCl). As eluigdes foram

monitoradas pelo teste colorimétrico do fenol - &cido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).
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As amostras recuperadas do fracionamento por troca ibnica, apds evaporacgao
a pressao reduzida e didlise em agua destilada até CI" negativo (teste do AgNOs; -
ASSUMPCAO e MORITA, 1968) foram liofilizadas e denominadas DSi-w, para a
fragdo eluida com agua e DSi-1, DSi-2, DSi-3, DSi-4, DSi-5 e DSi-6 para as fragoes
eluidas com solugdes de NaCl 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,5 e 2,0M, respectivamente.

A fragdo DSi-2, de maior rendimento, foi recromatografada nas mesmas
condigbes que DSi, originando as fragdes DSi-2w, DSi-2a, DSi-2b, DSi-2c, DSi-2d,
DSi-2e, DSi-2f, DSi-2g e DSi-2h eluidas com agua e solugdes de NaCl 0,1; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 1,0M, respectivamente (Figura 26).

5.6.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDO-GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSA (CLG-EM)

As anadlises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas foram realizadas em cromatografo a gas da marca Varian 3800, equipado
com coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 pym) DB-225MS
(Durabond) e um espectrometro de massa do tipo lon Trap, marca Varian Saturn
2000R. A temperatura do injetor foi de 250°C e a temperatura inicial do forno foi de
50°C, seguido de aumento gradual de 40°C por minuto, até 220 °C para alditol
acetato e 210°C para alditol acetato parcialmente metilado, mantendo-se constante
a partir de 25 e 30 minutos, respectivamente. Utilizou-se como gas de arraste o gas
hélio com fluxo de 1,0 mL/minuto. Os espectros de massas foram obtidos por
impacto de elétrons a 70 eV, com m/z (relagdo massa/carga) de 80 a 220. Os
cromatogramas foram analisados e integrados em software Saturn Workstation 5.1.
Esse método foi utilizado para quantificacdo relativa de acetatos de alditéis e
acetatos de alditdis permetilados, sendo identificados por meio de seus tempos de
retencdo e perfis caracteristicos de fragmentacdo por impacto de elétrons
(JANSSON et al., 1976) e comparados com padrdes produzidos por SASSAKI et al.
(2005).
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5.6.3 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA DE ALTA PRESSAO
(HPSEC) ACOPLADA A DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO (IR)
DIFERENCIAL E ESPALHAMENTO DE LUZ EM MULTIANGULOS (MALLS)

Para as analises de homogeneidade e de determinacdo da massa molecular
ponderal média (M,,) foram preparadas solu¢gdes de 1 mg de amostra em 1 mL de
nitrito de sodio (NaNO3 0,1M) e azida de sédio (NaN3 200ppm) dissolvidas em agua
MilliQ. As amostras foram filtradas em membrana Millipore (acetato de celulose) de
0,22um.

Os ensaios de homogeneidade e determinagdo da massa molecular foram
realizados em cromatografo de exclusdo estérica de alta pressdao (HPSEC)
WATERS, equipado com um detector de indice de refragéo (IR) diferencial WATERS
modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em multidngulos (MALLS)
WAYTT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP, com 18 detectores dispostos ao redor
da fotocélula em diferentes angulos. Utilizaram-se quatro colunas de gel filtragédo
WATERS, com limites de exclusdo de 7x10° 4x10° 8x10* e 5x10°® (Colunas

|tm

Ultrahydrogel™ 2000, 500, 250 e 120, respectivamente) em série. O eluente utilizado
foi uma solugao de nitrito de sédio (NaNO3; 0,1M) contendo azida de sodio (NaN3 200
ppm), pressao de 920 psi a 20°C.

A taxa de variagéo do indice de refragdo com relagéo a concentragao (dn/dc)
foi determinada para amostras homogéneas, utilizando solugbes de 0,2; 0,4; 0,6 e
0,8 mg das amostras em 1 mL de nitrito de sédio (NaNO3; 0,1M) e azida de sodio
(NaN3 200 ppm). As massas molares foram determinadas a partir do perfil de elui¢ao

e valores de dn/dc. Os calculos foram efetuados pelo software ASTRA.
5.7 DETERMINACAO DA CONFIGURACAO ABSOLUTA

A determinacao da configuragdo absoluta das unidades de galactose e suas
variantes foi realizada pelo método descrito por Navarro e Stortz (2003). Nesta
metodologia o0s polissacarideos sofrem aminagdo redutiva (agente redutor
cianoborohidreto de sédio), na presenga da amina quiral (S)-1-amino-2-propanol ou
(S)-a-metilbenzilamina e acetilagdo, formando assim os derivados 1-deoxi-1-(2’-

hidroxipropilamina) ou 1-deoxi-1-(1’-feniletilamina) alditéis, respectivamente. Os
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alditéis sao separados e quantificados por CLG-EM. Para verificacdo da
enantiomericidade da galactose e dos seus derivados naturalmente metilados 6-O-,
4-0- e 3-O-metilgalactose utiliza-se a amina quiral (S)-1-amino-2-propanol, enquanto
que a os monossacarideos 2-O-metilgalactose, 3,6-anidrogalactose e 2-O-metil-3,6-
anidrogalactose devem ser derivatizados com (S)-a-metilbenzilamina.

A analise dos derivados aminados foi realizada por cromatografia liquido-
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CLG-EM) em equipamento Varian
3800, detector do tipo lon Trap 4000 MS, utilizando-se coluna Agilent/Varian VF1-
MS (30m x 0,25mm d.i.), hélio como gas de arraste com fluxo de 1mL/minuto,
pressao de 17,7 psi com razdo de split de 1:10. O programa de injegao utilizado para
os derivados 1-deoxi-1-(2’-hidroxipropilamina) alditois foi iniciado com 50°C, mantido
por 1 minuto, seguido de aumento gradual de 20°C por minuto, até 200°C, entdo 5°C
por minuto até 250°C completando 40 minutos. Para os derivados 1-deoxi-1-(1’-
feniletilamina) alditéis o programa de injegdo foi iniciado com 50°C, mantido por 1

minuto, seguido de aumento gradual de 20°C por minuto, até 230°C.

5.8 DESSULFATACAO POR TRATAMENTO SOLVOLITICO

5.8.1 PREPARO DO SAL DE PIRIDONIO

O processo de solvélise foi conduzido com os polissacarideos na forma de sal
de piridonio. Este sal é formado através da solubilizagdo dos polissacarideos em
agua e adicdo da resina catibnica Dowex 50 x 8 na forma H*, sob agitacéo
magneética a temperatura ambiente por 30 minutos. O filtrado foi neutralizado com
piridina, até pH 7,0 e liofilizado (NAGASAWA et al., 1979).

5.8.2 SOLVOLISE

O polissacarideo, na forma de sal de piridénio, foi solubilizado em uma
mistura de dimetilsulfoxido (DMSQO), metanol e piridina, na proporgédo de 89:10:1
v/vlv, respectivamente, respeitando-se a relagédo de 10 mg de polissacarideo para 3
mL de mistura (NAGASAWA et al., 1979).
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A solucdo resultante foi mantida a 100°C durante 4 horas. Apds o
resfriamento, as amostras solvolisadas foram dialisadas contra agua destilada e
entéao liofilizadas. Os polissacarideos dessulfatados foram identificados pela adicéo
da letra “D” (dessulfatados) ao nome da fragao original e analisados quanto a sua

composi¢cdo monossacaridica (5.5.2) e teor de sulfato (5.4.3).

5.9 ANALISE DE METILAGAO

5.9.1 PREPARO DO SAL DE TRIETILAMONIO

Os polissacarideos devem apresentar-se na forma de sal de trietilaménio para
que possam permanecer soluveis no meio reativo do processo de metilagao
(STEVENSON e FURNEAUX, 1991). Desta forma, 5 - 10 mg das amostras
polissacaridicas foram solubilizadas em agua e colocadas em dialise contra solugao
de trietilamina 1% (m/v) durante 24h. Depois de 5h em dialise contra agua destilada

com trés trocas da agua de dialise, os polissacarideos foram liofilizados.

5.9.2 METILAGAO E DERIVATIZACAO

O processo de metilagdo dos polissacarideos na forma de sal de trietilamonio
foi conduzido de acordo com o método de Ciucanu e Kerek (1984). Apos
solubilizagdo dos polissacarideos em DMSO (1 mL/15 mg de polissacarideo),
adicionou-se hidréxido de sédio (NaOH) pulverizado (30 mg) e a mistura
permaneceu sob agitacdo mecanica vigorosa por 30 minutos. Apds esse intervalo de
tempo, adicionou-se ao meio iodometano (ICHs) (0,1 mL/15 mg de polissacarideo)
sob agitacdo mecanica vigorosa por mais 30 minutos. Este processo (adicao de
NaOH e iodometano) foi repetido por mais duas vezes, completando-se assim a
primeira etapa de metilacdo. As fragdes sofreram duas ou trés etapas de metilacéo,
sendo que apos cada etapa as fragbes foram neutralizadas (acido acético),
dialisadas contra agua destilada e liofilizadas, seguindo-se de hidrélise acida total do
tipo hidrdlise redutiva (Jol et al., 1999), acetilagdo (5.5.2) e analise por CLG-EM, na

forma de acetatos de alditois parcialmente metilados.
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5.10 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As anadlises de ressonancia magnética nuclear mono e bidimensionais foram
realizadas em espectrometro da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance,
em tubos de 5 mm de diametro, sendo as amostras dissolvidas em agua deuterada
99% (D,0). Os deslocamentos quimicos, expressos em ppm, foram determinados
utilizando acetona como padrdo interno, tanto para as analises de "*C (30,20 ppm)

como para 'H (2,224 ppm).

5.10.1 TECNICAS DE RMN MONODIMENSIONAIS

5.10.1.1 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO-13 (RMN DE '°C)

Os espectros desacoplados de RMN de "*C foram obtidos na freqiiéncia base
de 100,61 MHz, com intervalo de aquisicdo de sinal de 0,6 segundos, fazendo-se,
em media, 66.400 aquisi¢des, utilizando-se um intervalo de 0,1 segundo entre os
pulsos. As amostras foram dissolvidas em DO, em uma concentragdo de ~40

mg/mL.

5.10.1.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE CARBONO-13 DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarization)

Os experimentos de DEPT diferem quanto ao angulo de transferéncia de
polarizacdo (6, = 45°, 90° ou 135°) para observar os carbonos ('*C) acoplados a
hidrogénios ('H). A variagdo do angulo na transferéncia de polarizagdo permite a
visualizagdo de carbonos CH, CH, e/ou CH3; como sinais negativos em relagéo a
linha de base, sendo que em qualquer experimento de DEPT os sinais de carbonos
ndo ligados diretamente a hidrogénios n&o aparecem.

Nos experimentos de RMN de ">C-DEPT foram utilizados o angulo 6, de 135°,
situacdo em que os carbonos CH e CH3; aparecem em fase positiva em relacédo a
linha de base, enquanto carbonos CH, aparecem em fase negativa. Os espectros
foram obtidos na frequéncia base de 100,61 MHz, com intervalo de aquisicdo de

sinal de 0,6 segundos, fazendo-se, em média, 23.000 aquisi¢cdes, utilizando-se um



53

intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos. As amostras foram dissolvidas em D0,

em uma concentracéo de ~40 mg/mL.

5.10.1.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO (RMN DE "H)

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos na freqiiéncia base de 400,13
MHz, sendo necessario promover a troca dos hidrogénios das hidroxilas por deutério
e a remogao das moléculas de agua presentes, através da dissolugéo das fragdes
em D,0, congelamento e liofilizagao (este processo foi repetido por, no minimo, trés
vezes), com a finalidade de diminuir a intensidade do sinal relativo ao hidrogénio
ligado a oxigénio, o qual prejudica a qualidade do espectro obtido. As amostras

foram dissolvidas em D,O, em uma concentragao de ~10 mg/mL.

5.10.2 TECNICAS DE RMN BIDIMENSIONAIS

5.10.2.1 COSY (Correlation Spectroscopy)

Esta €& wuma técnica homonuclear utilizada para correlacionar os
deslocamentos quimicos dos nucleos de 'H que estdo acoplados um com o outro.
Assim, nos carboidratos o0 H-1 de um monossacarideo apresenta acoplamento com
o0 H-2 da mesma unidade, sendo possivel observar esta interacdo na forma de um
pico cruzado (cross peak) entre os mesmos sinais, quantificar esta interagao através
da determinacdo da constante de acoplamento (°J) e ainda determinar o
deslocamento quimico do H-2 a partir do H-1. Desta forma a partir do sinal de H-2
pode ser determinado o H-3 e assim sucessivamente ao longo do anel. Como cada
unidade monossacaridica apresenta um padrdao de constantes de acoplamento
caracteristico, com estes resultados € possivel determinar o tipo de acucar presente

na estrutura.
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5.10.2.2 HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)

Esta técnica heteronuclear, permite determinar quais atomos de hidrogénio
('H) estao ligados aos respectivos atomos de carbono (*C) a partir de sinais de *C
conhecidos ou de 'H ja determinados por COSY ou pela literatura.

As amostras para os experimentos bidimensionais seguem 0 mesmo

protocolo do preparo para RMN de 'H.

5.11 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTI-HSV DAS GALACTANAS DE C.

seminervis

As analises antivirais apresentadas neste trabalho foram realizadas no
laboratério de Virologia do Departamento de Virologia da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ) pelo grupo de pesquisa orientado pela Professora Dra. Maria

Teresa Villela Romanos.

5.11.1 CELULAS

As células utilizadas nos ensaios antivirais foram células Vero (linhagem de
células de rim de macaco verde africano Cercopitheccus aethiops), crescidas em
meio minimo essencial de Eagle (MEM) suplementado com L-glutamina 2mM,
50ug/mL de gentamicina, 2,5ug/mL de fungizona e 10% de soro fetal bovino (SFB),

mantidas a 37°C em ambiente contendo 5% de CO..

5.11.2 VIRUS

Os virus Herpes simplex tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) foram isolados de
lesbes labiais e genitais, respectivamente, no Departamento de Virologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As amostras foram tipadas por
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) wusando primers especificos
(MARKOULATOS et al., 2001).
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5.11.3 TITULACAO VIRAL

A titulagdo dos virus foi realizada com a finalidade de estabelecer a dose
capaz de produzir efeito citopatogénico em 50% das células em cultura (TCIDso/mL),
de acordo com o calculo estabelecido por Reed e Muench (1938).

Foram feitas diluicdes logaritmicas decimais (10" a 107) das suspensdes
virais, utilizando-se o meio de manutengao celular (MEM sem SFB) como diluente.
Em seguida, cada diluicdo foi inoculada em culturas de células anteriormente
preparadas em microplacas de 96 pogos, onde o meio de crescimento (MEM com
10% de SFB) foi retirado e substituido pelo meio de manutencdo. As culturas

inoculadas foram incubadas a 37°C por 48 horas em ambiente contendo 5% de CO..

5.11.4 CITOTOXICIDADAE

A toxicidade foi determinada baseando-se na alteragdo morfoldgica das
células (DE CLERCQ et al.,, 1980) e na viabilidade celular (NEYNDORFF et al.,
1990).

5.11.4.1 VERIFICACAO DA ALTERAGAO DA MORFOLOGIA CELULAR

A galactana homogénea S2S-4, a fragao polissacaridica SS soluvel em KCI
2M extraida e as fragdes despolimerizadas antes (DSi) e depois da purificagdo em
cromatografia aniénica (DSi-1, DSi-2e e DSi-3) obtidas da alga C. seminervis foram
submetidas a diluicbes seriadas na razdo 2 (200 a 3,1 pg/mL), utilizando-se MEM
sem SFB como diluente e colocadas em contato com a monocamada de células
confluentes em microplacas de 96 pogos previamente preparadas. As culturas foram
incubadas a 37°C durante 48 horas em ambiente contendo 5% de CO, sendo
examinadas ao microscopio Optico invertido (Leitz) e comparadas ao controle de
células, que nao entrou em contato com os polissacarideos. A maior concentragao
empregada em que ndo foi observada alteragcdo morfolégica foi denominada

concentracdo maxima nao toxica (CMNT).
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5.11.4.2 VERIFICAGCAO DA VIABILIDADE CELULAR

O efeito da fragédo polissacaridica SS, das galactanas despolimerizadas (DSi,
DSi-1, DSi-2e e DSi-3) e da galactana homogénea S2S-4 na viabilidade celular foi
determinado através da técnica denominada dye-uptake (NEYNDORFF et al., 1990),
com pequenas modificagcbes. A técnica consiste na incorporagdo do corante
vermelho neutro pelas células vivas e sua posterior quantificacado por leitura em
espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 492 nm. A porcentagem de células
viaveis foi obtida pela formula: [(DO do extrato)-(DO do controle de células)])/[(DO do
Vermelho Neutro)-(DO do controle de células)] x 100. A concentragao citotéxica 50%
(CCsxp) foi calculada como a concentragdo do polissacarideo necessaria para reduzir

a viabilidade celular em 50% quando comparada ao controle.

5.11.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

5.11.5.1 REDUCAO DO TiTULO VIRAL

Inicialmente foi feita uma triagem dos polissacarideos sulfatados quanto a
atividade antiviral, empregando a concentragdo maxima nao toxica. Culturas de
células foram inoculadas com HSV-1 ou HSV-2 na presenga dos polissacarideos na
CMNT ou do meio de cultura (controle de virus). As culturas de células foram
incubadas a 37°C por 48 horas. Apds incubagao os sobrenadantes dos testes e do
controle foram titulados com base no método estatistico de Reed e Muench (1938).

O grau de atividade antiviral foi expresso em indice de inibicao viral (lIV) e
porcentagem de inibic&o (PI).

O IIV foi obtido pela formula proposta por Lagrota (1978):

V=B-A

B € o titulo do virus na cultura de células sem substancia (controle)

A é o titulo do virus na cultura de células com substancia
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A PI foi calculada de acordo com a féormula proposta por Nishimura, Toku e
Fukuyashu (1977):

Pl =[1 - (antilog T / antilog C)] x 100

T corresponde as unidades infecciosas na cultura de células tratadas com a
substancia
C corresponde as unidades infecciosas na cultura de células nao tratadas

(controle)

5.11.5.2 CINETICA DE INIBICAO VIRAL

Os polissacarideos sulfatados foram diluidos a partir da CMNT e avaliados de
acordo com a metodologia de redugéo do titulo viral em relagéo ao controle. O titulo
viral encontrado em cada concentracao foi plotado no grafico concentragdo dos
polissacarideos sulfatados x porcentagem de inibicdo (Pl), sendo determinada a
dose efetiva capaz de causar 50% de inibicdo (EDsp) e, a partir desse dado, foi
calculado o indice de seletividade (IS = CCso /EDsp), que corresponde a relagéo
entre a concentragédo do polissacarideo necessaria para reduzir a viabilidade celular

em 50% e a concentragdo de polissacarideos capaz de causar 50% de inibig&o viral.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 OBTENCAO E ANALISE DOS POLISSACARIDEOS DE C. seminervis

6.1.1 EXTRAGAO E OBTENGAO DOS POLISSACARIDEOS

A alga Cryptonemia seminervis coletada na praia de Marataizes-ES em
fevereiro de 2009, foi lavada com agua doce e seca a sombra, originando 30 g de
material apés moagem. O material moido foi submetido a nove extragdes aquosas
sequenciais (1,5% m/v) a 80°C em tampao fosfato 0,025M, pH 6,5 por seis horas.
Considerando a caracteristica acida das galactanas sulfatadas, a extracdo a quente
em solucao tampé&o visa afastar a possibilidade de autohidrélise e perda de unidades
labeis como 3,6-anidrogalactose. Este tipo de extracao foi realizada por Miller et al.
(1995) durante os estudos dos polissacarideos da alga Pachymenia Iusoria
(Halymeniales).

Os nove extratos obtidos de C. seminervis foram reunidos e centrifugados. O
sobrenadante foi adicionado de trés volumes de etanol absoluto para precipitagéo
dos polissacarideos. O precipitado etandlico foi ressolubilizado em agua destilada e
dialisado sequencialmente contra agua destilada, NaCl 1M e agua destilada. Desta
forma garante-se que os polissacarideos estdo na forma sddica, seus grupos
carregados negativamente levam o mesmo contra ion, sédio.

Apos didlise, os polissacarideos foram liofilizados originando a fragdo S
(1,80g) com rendimento de 6% (m/m) em relagc&o a alga seca submetida a extragao.
Este valor esta de acordo com o rendimento obtido por Zibetti et al. (2009) para a
mesma alga durante as extragdes a quente.

Os rendimentos em peso seco dos polissacarideos obtidos de algas da ordem
Halymeniales apresentam-se variaveis. Observa-se que algas do género Grateloupia
possuem os maiores rendimentos (32 - 74%), enquanto o género Halymenia traz
rendimentos intermediarios (26 - 59%) e os menores rendimentos sdo encontrados
em algas dos géneros Phyllymenia, Pachymenia, Aeodes e Cryptonemia, que
variam entre 5 a 10% (CHOPIN et al., 1994). Isto pode estar correlacionado as
caracteristicas das frondes das espécies. A alga Grateloupia turuturu, que apresenta

74% de rendimento em polissacarideos, possui frondes largas e grandes, sem
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muitos recortes, enquanto Grateloupia filicina (32% de rendimento) apresenta
caracteristica filiforme e tende a formar espécimes de menor tamanho. As espécies
de Cryptonemia possuem frondes estreitas, ndo muito espessas, além alcancgar
tamanhos menores (ALGAE BASE, 2011). E possivel que a producdo de
polissacarideos em espécimes de maior tamanho possa ser mais estimulada pela

planta, pois a espessura e a superficie a serem recobertas sdo maiores.

6.1.2 TRATAMENTO DA FRAGAO S COM KCI 2M

Com o objetivo de purificar os polissacarideos brutos, a fragdo S foi
submetida ao tratamento com cloreto de potassio (KCI).

Na familia de galactanas extraida da alga Gymnogongrus torulosus
(Gigartinales) os polissacarideos que permanecem soluveis em KClI 2M sao
agaranas e galactanas DL-hibridas (ESTEVEZ et al., 2001).

As galactanas DL-hibridas produzidas por algas da ordem Halymeniales
(Cryptonemia crenulata e C. seminervis) permanecem na fragdo soluvel apés
tratamento com KCI 2M. A fragdo soluvel teve maior rendimento e as fragdes
precipitadas apresentaram baixo rendimento, altas quantidades de proteina, baixo
teor de sulfato e significativa presencga de glucose (ZIBETTI et al., 2005 e 2009).

ions potassio interagem com regides negativas de carragenanas com
estruturas repetitivas, neutralizando a repulsdo e permitindo a formacao de duplas-
hélices e consequentemente ocasionando a geleificagdo. Diferentes galactanas, de
acordo com o grau de sulfatagao, geleificam em diferentes concentragdes de KCI
(CEREZO, 1967; NOSEDA, 1994). Este método foi descrito para fracionar os
diferentes tipos de carragenanas, porém seu uso revelou-se numa ferramenta de
purificacdo, pois também permite a precipitacdo de elementos pigmentados e
proteinas, considerados contaminantes das fragcdes polissacaridicas.

O método original prevé a adicdo 0,1M de KCI aos poucos (0,1 em 0,1M) até
a concentragao final de 2M (CEREZO, 1967), contudo foi modificado de forma a
obter diretamente a fragdo soluvel em KCI 2M (ZIBETTI et al., 2005 e 2009).

Assim, a partir da fragao polissacaridica S foram obtidas as fragbes soluvel

SS e precipitada SP (de acordo com o descrito no ponto 5.3).
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6.1.3 ANALISES QUIMICAS DAS FRAGCOES SS E SP

As fragbes soluvel SS e precipitada SP apresentam, respectivamente, 95 e
5% de rendimento com relagdo ao polissacarideo recuperado apds tratamento
(Tabela 4). Resultados semelhantes foram obtidos no tratamento dos
polissacarideos de C. seminervis com KCI 2M por Zibetti et al. (2009).

Os espécimes de C. seminervis estudados por Zibetti et al. (2009) foram
coletados em Marataizes-ES em margo de 2002. A extracdo dos polissacarideos
consistiu em duas extracbes aquosas a 25°C, que renderam a fracdo S1; duas
extracdes a 80°C em tampéo fosfato 0,025M, pH 6,5, que renderam a fragdo S2; e
uma terceira extragdo a quente nas mesmas condi¢bes da anterior, de onde se
obteve a fracdo S3. Estes polissacarideos foram tratados com KCI 2M, rendendo as
fragdes soluveis S1S, S2S e S3S, respectivamente.

No presente trabalho foram realizadas nove extracdes a quente nas mesmas
condigcbes de Zibetti et al. (2009), porém os nove extratos foram reunidos e tratados
com KCI 2M, originando a fragdo SS. As analises quimicas realizadas com SS séo
comparaveis a média encontrada para as fragcbes correspondentes obtidas por
Zibetti et al. (2009).

TABELA 4 -  RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES SS E SP

Eracso Rendimento®  Carboidrato® Sulfato® Proteina® [a]p®
¢ (%) (%) (%) (%) )

SP 5,0 13,0 10,4 15,6 -54,5

SS 95,0 52,5 19,1 2,6 -18,5

? Rendimento em relagdo ao peso seco do extrato polissacaridico S utilizado no tratamento com KCI
2M para obter SP e SS; b e d Determinagbes de acordo com os métodos de Dubois et al. (1956),
Dodgson (1961) e Lowry et al. (1951), respectivamente; ® Rotacdo optica especifica, determinada a
20°C em solugdes aquosas 0,2% (m/v).

A fracdo precipitada SP, além de baixo rendimento, apresenta baixa
porcentagem de carboidratos totais (13,0%), menor teor de sulfato e um alto teor de
proteina (15,6%). A rotagdo Optica especifica de SP é alta e negativa (-54,5°),
portanto ndo condiz com a presenga de carragenanas no precipitado. De forma que

a fracao SP nao foi estudada no presente estudo.
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A fragdo SS de maior rendimento apresenta rotagdo optica negativa, porém
com valor absoluto baixo (-18,5°) e teores consideraveis de carboidratos e sulfato
(52,5 e 19,1%, respectivamente), além de baixa porcentagem de proteina (2,6%).

A rotagao optica especifica mostra um valor intermediario entre agaranas e
carragenanas e condizente com a presencga de galactanas hibridas, com prevaléncia
de estruturas de agaranas. Estes valores séo similares aos encontrados nas fragdes
soluveis em KCI 2M de C. seminervis obtidas por Zibetti et al. (2009).

A porcentagem de sulfato encontrada em algas da ordem Halymeniales esta
na média de 25%, sendo o maior valor encontrado para Pachymenia carnosa
(32,5%) e o menor para Grateloupia indica (17,3%) (CHOPIN et al., 1994).

Frente a alta porcentagem de proteinas (15,6%) encontrada para a fragao SP,
o teor protéico encontrado para SS (2,6%) comprova a eficacia do tratamento com

KCI em relacdo a purificagdo do material (Tabela 4).

6.1.4 COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES SS E SP

A composicdo monossacaridica das fragdes tratadas com KCI (Tabela 5)
mostra que os principais monossacarideos constituintes sdo galactose (64,1 e 62,3
mol%) e 3,6-anidrogalactose (10,3 e 15,9 mol%). Outros monossacarideos
monometilados (6-O-metilgalactose, 3-O-metil e/ou 4-O-metilgalactose, 2-O-
metilgalactose, 2-O-metil-3,6-anidrogalactose) e xilose sdo encontrados em menores

porcentagens.

TABELA5-  COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES TRATADAS COM KClI

Composigao monossacaridica # (mol%)

Fracdes

Gal® AG 2AG 2Gal 6Gal 3/4Gal Xil Glc
SP 64,1 10,3 - 2,9 4,7 - 6,2 11,8
SS 62,3 15,9 1,8 2,1 3,3 3,5 4,9 6,0

? Determinada de acordo com Jol et al. (1999); ®Gal = galactose, AG = 3,6-anidrogalactose, 2AG = 2-
O-metil-3,6-anidrogalactose, 2Gal = 2-O-metilgalactose, 6Gal = 6-O-metilgalactose, 3/4Gal = 3-O-
metil e/ou 4-O-metilgalactose, Xil = xilose, Glc = glucose.
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A presenca de glucose € proveniente da contaminagéo por glucanas (“amido
das florideas”) (USOV, 1992). A fragdo soluvel em KCI 2M apresenta menor
quantidade de glucose, o que pode indicar co-precipitacdo deste polissacarideo de

reserva durante o tratamento com KCI.

6.1.5 ESPECTROSCOPIA DE RMN DA FRAGAO SS

A fracdo SS foi submetida a espectroscopia de RMN de '*C, originando o
espectro da Figura 22, que reflete a grande heterogeneidade quimica desta familia
de galactanas extraida da alga C. seminervis, postos 0s numerosos sinais € 0
alargamento de varios deles.

A regiao anomérica (90 - 110 ppm) mostra os sinais referentes aos C-1 das
unidades monossacaridicas. Destaca-se o deslocamento quimico em 100,8 ppm,
referente ao C-1 de unidades de B-D-galactose 2-sulfatadas (G2S), que se sobrepde
ao sinal de C-1 de a-L-galactose (L) presente na mesma regiao. O deslocamento em
96,1 ppm pode ser referente aos C-1 de unidades de a-D-galactose (D) e/ou de a-L-
3,6-anidrogalactose 2-sulfato (LA2S). Unidades de a-L-3,6-anidrogalactose (LA)
apresentam C-1 na regido de 98,3 ppm (MILLER, 2003; FALSHAW et al., 2003;
MILLER e BLUNT, 2000).

A presenca de sulfato altera a ressonancia dos carbonos vizinhos e do
substituido. Em galactanas de algas o sinal de C-2 de unidades de -D-galactose (na
regiao de 70,0 ppm) é deslocado para mais ppm quando sulfatado, pois o carbono
substituido fica menos blindado, acabando por ressonar na regidao de 77 - 78 ppm.
Esta alteragcdo € chamada efeito a, em que a ressonancia do carbono substituido é
deslocada para mais 6 a 10 ppm. Entretanto os carbonos vizinhos ao C-2
substituido, C-1 e C-3, sofrem o chamado efeito 3, que consiste no deslocamento da
ressonancia para menos 1 a 2 ppm (USQV, 1984). Do modo similar unidades de a-L-
3,6-anidrogalactose nao sulfatadas apresentam C-1 em 98,3 ppm, enquanto o C-1
da unidade de a-L-3,6-anidrogalactose 2 sulfato ressona em 96,1 ppm. O efeito do
C-2 sulfatado desloca o sinal do carbono vizinho C-1 de mais ppm (98,3 ppm) para

menos (96,1 ppm) (efeito B).
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O deslocamento quimico em 99,7 ppm pode ser atribuido ao C-1 de unidades
de a-D-glucopiranose (4-O-ligadas), correspondentes ao amido das florideas
(FALSHAW et al., 1998), o que estad de acordo com a presenga de 6,0 mol% de
glucose na composi¢cao monossacaridica da fracao SS (Tabela 5).

Ainda destaca-se o deslocamento em 25,2 ppm, referente ao carbono metilico
de acetal de acido piruvico (GAREGG et al., 1979). Unidades de [3-galactopiranose
(unidade A) substituidas por acetal de acido piruvico nos carbonos 4 e 6 foram
encontradas em baixas proporgdes em outros géneros da ordem Halymeniales. As
especies Grateloupia elliptica e G. filicina apresentam 2,92 e 0,18% de piruvato,
respectivamente (HIRASE et al., 1967; ZABLACKIS e PEREZ, 1990).

As fragdes polissacaridicas obtidas de Cryptonemia crenulata por Zibetti et al.
(2005) mostram porcentagens variaveis de piruvato, sendo que fracionamentos
cromatograficos permitem o isolamento de subfra¢cdes enriquecidas (4,5%) ou néo
(0,4%) com piruvato. O mesmo ocorre nas fragdes polissacaridicas de C. seminervis,
sendo que esta ultima possui substituicdes por acetal de acido piravico a cada 8-12
unidades monoméricas, enquanto em C. crenulata estas substituigdes ocorrem a
cada 30-40 unidades. Portanto C. seminervis aparentemente € mais rica em
unidades piruvatadas (ZIBETTI et al., 2005 e 2009).

6.2 HIDROLISE REDUTIVA PARCIAL DA FRAGAO SS: OBTENCAO DA FRAGAO
DSi

Com a finalidade de obtencdo de fragmentos de galactanas com menor
massa molar, a fracdo soluvel SS foi submetida ao processo de hidrélise redutiva
parcial em condi¢gdes mais suaves que as determinadas por Usov e Elashvili (1991)
(como descrito no ponto 5.5.3).

O hidrolisado foi co-destilado com agua a presséo reduzida para retirada do
acido trifluoracético e depois dialisado contra agua destilada em membrana de 6.000
- 8.000 Da para remogao do agente redutor, que permanece na forma de borato e 4-
metil-morfolina (4-MM) apds a hidrdlise.

No decorrer da reagao de reducdo, o complexo entre a 4-MM e o borano é
desfeito: o borano é oxidado a borato e a 4-MM permanece nesta forma. A 4-MM é

uma amina terciaria formada por um anel de seis atomos: quatro carbonos, um
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nitrogénio e um oxigénio, possuindo um grupo metil ligado ao nitrogénio do anel
(Figura 23). Adicionalmente, a didlise € eficaz em retirar possiveis vestigios do acido
trifluoracético que é capaz de formar o sal trifluoracetato de 4-metil-morfolina com a
amina terciaria (DUCATTI, 2005).

Este procedimento permitiu a obtencdo de uma fragdo com moléculas
maiores que 6.000 Da que ficou retida na membrana de dialise e uma fracéo
oligossacaridica com moléculas menores que 6.000 Da na agua de dialise. A fragcédo
oligossacaridica denominada DSo (“D” = despolimerizada; “S” = seminervis; “0” = out
= fora da membrana) foi armazenada para estudos futuros, enquanto a analise

detalhada da fragdo denominada DSi (“D” = despolimerizada; “S” = seminervis; “i” =

in = dentro da membrana) é apresentada no presente trabalho (Figura 26).

6.2.1 ANALISES QUIMICAS DA FRAGCAO DSi

As galactanas hidrolisadas obtidas na fragdo DSi (840 mg, 76,5% de
rendimento) apresentam rendimento bem maior que o obtido para CS (15,0%)
resultante da despolimerizagédo da fragdo homogénea S2S-3 (ZIBETTI et al., 2009).

Os trabalhos que utilizaram a hidrélise redutiva parcial nas condi¢coes
estabelecidas por Usov e Elashvili (1991) obtiveram no maximo 30% de rendimento
em oligossacarideos apds purificagdbes por métodos cromatograficos (USOV e
ELASHVILI, 1991; GONCALVES et al., 2002).

No entanto, o alto rendimento de DSi (obtido neste trabalho) frente ao
hidrolisado CS (obtido por Zibetti et al., 2009), que possui relativa semelhancga
quanto ao procedimento de hidrolise e processamento pds-hidrélise, pode estar
correlacionado com o limite de exclusdo na membrana de dialise utilizada. Para a
fracao CS foi utilizada uma membrana de 14.000 Da de limite de poro, enquanto a
fracdo DSi foi isolada com uma membrana de 6.000 a 8.000 Da que permite a
retencao de moléculas de tamanhos menores.

Além disso, a heterogeneidade do material, ou seja, do pool de galactanas
hidrolisado no presente trabalho pode ter modificado o rendimento. A fragdo SS que
originou o despolimerizado DSi foi obtida por tratamento com KCI 2M apdés extragao,
nao sendo submetida ao processo de purificagdo por cromatografia. De modo

diferente, a fragdo S2S-3 que originou CS, possuia perfil homogéneo por HPSEC-
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MALLS, tendo sido obtida apdés cromatografia de troca anibnica e representou
aproximadamente 2% de todos os polissacarideos extraidos de C. seminervis.

As analises quimicas referentes a fracdo DSi sdo apresentadas juntamente
com os dados da fragdo SS (mostrados anteriormente) que a originou, a fim de
facilitar a comparacgao dos dados.

As dosagens de carboidratos totais (57,9%), sulfato (20,8%) e proteinas totais
(2,5%), obtidas para o hidrolisado DSi, ndo apresentam grandes desvios dos valores

encontrados para a fracdo SS (Tabela 6).

TABELA6- RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DA FRACAO DSi

Eracso Rendimento  Carboidrato® Sulfato® Proteina® [a]o
¢ (%) (%) (%) (%) )

SS 95,0? 52,5 19,1 2,6 -18,5

DSi 76,5° 57,9 20,8 2,5 -15,5

? Rendimento em relagdo ao peso seco do extrato polissacaridico S utilizado no tratamento com KCI
2M para obter SS; ® Rendimento em rela(?éo ao peso seco da fracdo SS utilizada no processo de
hidrélise redutiva parcial para obter DSi; © “ ® Determinagbes de acordo com os métodos de Dubois et
al. (1956), Dodgson (1961) e Lowry et al. (1951), respectivamente; " Rotagdo optica especifica,
determinada a 20°C em solugdes aquosas 0,2% (m/v).

A fracao DSi conservou a média de sulfatacdo da fracdo nativa, comprovando
que estes substituintes foram retidos durante a hidrolise redutiva parcial (USOV e
ELASHVILI, 1991). No entanto ha relatos de perda de grupos sulfato em C-2 das
unidades A durante hidrélise redutiva parcial nas condi¢des original (GONCALVES
et al., 2002) e suave (ZIBETTI et al., 2005 e 2009). Sugere-se que a versao suave
da HRP também cliva ligagbes galactosidicas, visto que Zibetti et al. (2009)
observaram aumento de unidades B em detrimento de unidades A. Durante a
autohidrélise de carragenanas também s&o observadas hidrélise/decréscimo de
unidades A e perda preferencial de grupos sulfato em C-2 das unidades de [-D-
galactose (NOSEDA e CEREZO, 1993).

A rotagao Optica especifica de DSi (-15,5°) ndo apresenta grande desvio com
relagédo a fragdo nativa SS (-18,5°) (Tabela 6). A pequena alteragado observada pode
ser derivada do processo de hidrélise e resultante da modificagcdo estrutural,
podendo estar correlacionada com a perda da atividade optica do C-1 das unidades

de 3,6-anidrogalactose que sofreram redugao.
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6.2.2 COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRACAO DSi
A composicdo monossacaridica da fracdo DSi também apresenta alta
porcentagem de galactose e 3,6-anidrogalactose, como a fragdo polissacaridica de

origem SS (Tabela 7).

TABELA7-  COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DA FRAGAO DSi

Composigao monossacaridica # (mol%)

Fracdes

Gal® AG 2AG 2Gal 6Gal 3/4Gal Xil Glc
SS 62,3 15,9 1,8 21 3,3 3,5 4,9 6,0
DSi 58,6 16,7 21 3,0 3,3 4,4 53 6,6

? Determinada de acordo com Jol et al. (1999); ®Gal = galactose, AG = 3,6-anidrogalactose, 2AG = 2-
O-metil-3,6-anidrogalactose, 2Gal = 2-O-metilgalactose, 6Gal = 6-O-metilgalactose, 3/4Gal = 3-O-
metil e/ou 4-O-metilgalactose, Xil = xilose, Glc = glucose.

Ambas as fragdes SS e DSi possuem o mesmo perfil de agucares (Tabela 7),
onde se encontram as mesmas unidades monossacaridicas: galactose, 3,6-
anidrogalactose, 2-0O-metil-3,6-anidrogalactose, 2-O-metilgalactose, 6-0O-
metilgalactose, 3-O-metil e/ou 4-O-metilgalactose e xilose, além da presenca de
glucose, proveniente da contaminagao por amido das florideas (USOV, 1992).

E interessante destacar que a fracdo despolimerizada CC, obtida da
galactana C2S-3 de C. crenulata, ndao apresentou xilose na sua composi¢cao
monossacaridica, enquanto o polissacarideo original continha 2,7 mol% de xilose
(ZIBETTI et al., 2005). Ja em Laurencia nipponica (USOV e ELASHVILI, 1991) e C.
seminervis (ZIBETTI et al., 2009) as unidades de xilose foram mantidas apos
hidrdlise redutiva parcial.
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6.2.3 ESPECTROSCOPIA DE RMN DA FRAGAO DSi

O espectro de RMN de "*C de DSi (Figura 23) é complexo, mostrando um
perfil semelhante ao da fragdo SS. De modo similar a fragcdo SS, também se
destacam oito sinais na regido anomérica (110 a 90 ppm), correspondentes as
diades®: G (104,4) — D (96,5); G(P) (102,9) — LA (98,2) e G(P)2S (100,7) — LA
(98,2) (FALSHAW et al., 2003; LAHAYE et al., 1989; MILLER e BLUNT, 2000). O
sinal em 104,4 ppm também pode ser atribuido ao C-1 das unidades de B-D-xilose
ligadas ao C-6 das unidades A.

O espectro de *C da fracdo DSi também apresenta o deslocamento em 99,7
ppm atribuido ao C-1 de unidades de a-D-glucopiranose (4-O-ligadas), devido a
contaminagao por amido das florideas (FALSHAW et al., 1998).

Destaca-se a intensidade do deslocamento em 1754 ppm referente ao
carbono carboxilico de acetal de acido piruvico, além do sinal em 25,2 ppm referente
ao carbono metilico deste substituinte (GAREGG et al., 1979). A fragdo original SS
nao mostrou sinal acentuado na regido de 175-176 ppm.

E importante ressaltar a presenga dos sinais referentes as unidades de 3,6-
anidrogalactitol (AGOH) produzidas durante a hidrélise redutiva parcial. O
deslocamento quimico em 63,2 ppm € atribuido ao C-1 das unidades de AGOH,
enquanto os carbonos 2, 3, 4, 5 e 6 sao indicados pelos sinais em 71,1; 83,5; 86,3;
75,3 e 73,0 ppm, respectivamente. Sendo o sinal em 86,3 ppm referente ao C-4 da
unidade de AGOH ligada a B-D-galactose 2-sulfato (GONCALVES et al., 2002).

A hidrdlise redutiva parcial se processa em presenga de muito agente redutor
borano 4-metil-morfolina (B 4-MM), de forma que é possivel verificar residuos deste
reagente na fragdo DSi mesmo apos didlise, pois a 4-MM é uma amina terciaria
(carga positiva) capaz de interagir com os grupos sulfato (carga negativa) presentes
nas galactanas.

Os sinais afilados (*) sdo atribuidos aos carbonos do anel da amina terciaria
4-metil-morfolina (4-MM), sendo o sinal em 63,7 ppm referente aos carbonos 2 e 6,
enquanto os carbonos 3 e 5 sao representados pelo deslocamento em 53,3 ppm. O
espectro apresenta ainda o sinal em 43,3 ppm (ndo mostrado) referente ao carbono
metilico ligado ao nitrogénio do anel (GONCALVES et al., 2002).

* nomenclatura de Knutsen et al. (1994).
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6.2.4 ANALISE POR HPSEC-MALLS-IR DA FRACAO DSi

O produto de hidrélise redutiva parcial DSi foi submetido a analise de
homogeneidade em cromatografia de exclusdo estérica, acoplada a detectores de
espalhamento de luz e de indice de refracdo (HPSEC-MALLS-IR) (Figura 24). O
perfil cromatografico (indice de refracdo) ndo simétrico de DSi indica a presenca de
uma mistura de polimeros com massas moleculares diferentes.

Na analise por HPSEC-MALLS-IR utiliza-se quatro colunas de gel filtracdo em
série com limites de exclusdo de 7x10°, 4x10°, 8x10* e 5x10° Da, portanto a familia
de galactanas despolimerizadas obtidas em DSi possui massa molecular acima de
5.000 Da.

Pode-se observar na Figura 24 que o detector de espalhamento de luz
permaneceu instavel durante a analise. O processo de hidrolise redutiva parcial
conduziu a produgdo de galactanas de baixa massa molecular de forma que os
detectores-multiangulos ndo foram capazes de detectar tais moléculas. Assim, o
resultado obtido pelos detectores de espalhamento de Iluz nao adicionou
informacgdes.

Na Figura 25 sao apresentados os perfis de eluicdo das fragdes SS e DSi. De
acordo com o detector de indice de refracdo, moléculas de menor tamanho estao
presentes na fragcdo DSi quando comparada a fragcdo SS, posto que o tempo de
retencdo para DSi foi maior (~ 55 minutos) do que para SS (45 minutos).
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FIGURA 25- PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC COM DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO
DAS FRACOES SS E DSi

6.3 FRACIONAMENTO DAS GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS

A fragdo heterogénea DSi (789 mg) foi submetida a cromatografia de troca
aniébnica em DEAE-Sephacel (CI). A amostra foi eluida com agua destilada e
solucdes de cloreto de sodio em concentracbes crescentes, sendo as eluigdes
monitoradas pelo teste do fenol - acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956) (Figura 26).

As amostras recuperadas da purificacdo por troca idnica, apds evaporacao a
pressao reduzida e dialise em agua destilada foram liofilizadas e nominadas DSi-w,
para a fragao eluida com agua e DSi-1, DSi-2, DSi-3, DSi-4, DSi-5 e DSi-6 para as
fracbes eluidas com solugbes de NaCl 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 1,5 e 2,0M,
respectivamente (Figura 26).

As fragdes DSi-1 e DSi-3, eluidas com 0,25 e 0,75M de NaCl,
respectivamente, apresentaram perfil homogéneo perante cromatografia de exclusao
estérica, acoplada a detectores de espalhamento de luz e de indice de refragéo
(HPSEC-MALLS-IR) (Figuras 29 e 31).

No entanto a fracdo DSi-2, de maior rendimento (35,0%) eluida em NaCl
0,50M, mostrou um perfil assimétrico (Figura 28) em HPSEC-MALLS-IR, de forma
que foi recromatografada nas mesmas condi¢ées que DSi, originando as fragdes
DSi-2w, DSi-2a, DSi-2b, DSi-2c, DSi-2d, DSi-2e, DSi-2f, DSi-2g e DSi-2h eluidas
com agua e solugbes de NaCl 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5, 0,6; 0,7 e 1,0M,
respectivamente (Figura 26). O refracionamento de DSi-2 originou uma fragdo com
perfil homogéneo, eluida com 0,5M de NaCl denominada DSi-2e (24,0% de

rendimento) (Figura 37).



siveuUIWes ") A SOAVZIYANITO4SAA SOIAJHYOVSSITOd SOd OLNINVYNOIOVYHL 3 OYIVd1X3 3a YININDSI

_ %0'v uz-lsa T‘
NO‘L I1DBN

%g's Bz-ISa T‘
NZ0 10BN

‘|

g N9‘0 10BN

“

ING‘0 10BN

%0'€E PZ1SA |«
NV 0 10BN

%028 9T18a [«
%s'e gzisd |«
NZ'0 10BN

%Cl erisa |«
10 10BN

%G'0 MZISa T|m_
enfbe

[9oeydas Iv3a

VIdVYOOLVINOYD

¢l

ede)s eped wa opeladnoal |B10) 008s 0sad oe oedejal we wabejuadlod we sossaldxa sojuswipusy

%S |
ds
NC 1OM
OLNIWVIVHL
%6 |
SS
-/

yg Jod 9, G9 B NG L V4L + WN-¥ 9
AVIOdvVd VAILLNA3Y
3SI710dAlH

v
oavsiiodalH
(eax 8-9) esielp

%z oisa |«
INOO‘Z 10BN

%8's  61sa T‘
NOS‘L 10BN

%6 visd |«
INOO‘L 1DBN

%SL €1sa j«
‘ INGZ'0 1DeN

%0'SE  z-1Sa f‘
NOS‘0 10BN

%e6Z 1Isd j«
’ INGZ'0 1DBN

%'z MISd T‘
enbe

[eoeydes 3v3qQ
VIAVEDO0LYINOND

%lLL
Isa

%€
osd

- 92 vdNold

%9

A

(MW %s L) yg Jod O, 08
(x¢) (G'9 Hd) NSZ0'0
ojejso} oedwe)
S303vy1X3

6og
Vo1V



73

6.3.1 ANALISE POR HPSEC-MALLS-IR DAS GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS

As galactanas DSi-1, DSi-2, DSi-3, DSi-4 e DSi-5 obtidas por cromatografia
de troca anibnica em DEAE-Sephacel foram submetidas a analise de
homogeneidade em cromatografia de exclusdo estérica, acoplada a detectores de
espalhamento de luz e de indice de refragdo (HPSEC-MALLS-IR) (Figuras 27, 28,
29, 30 e 31).
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Dentre as fracbes obtidas do refracionamento da fracdao DSi-2, apenas as
aquelas de maior rendimento, DSi-2c (27,0%), DSi-2d (33,0%) e DSi-2e (24,0%),
eluidas com NaCl 0,3; 0,4 e 0,5M, respectivamente, foram submetidas a analise de
homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR (Figuras 32, 33 e 34).
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A massa molecular ponderal média (M,) das fragbes homogéneas foi
determinada baseando-se na taxa de variacdo do indice de refracdo com relagao a

concentracéo (dn/dc), calculada com auxilio do Software ASTRA (Tabela 8).

TABELA 8-  MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA (M,) CALCULADA PARA AS FRACOES

HOMOGENEAS
Fracdo dn/dc? M.,
DSi-1 0,143 51.600 Da
DSi-2e 0,134 60.110 Da
DSi-3 0,143 63.770 Da

® Taxas de variacdo dos indices de refracdo com relagdo a concentragéo calculadas pelo Software
ASTRA.

6.4 ANALISE ESTRUTURAL DAS GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS

Apesar de apenas trés das galactanas despolimerizadas apresentarem perfil
homogéneo, a analise conjunta de todas as galactanas despolimerizadas obtidas por
cromatografia anibnica permite destacar informagdes importantes sobre os

polissacarideos produzidos pela alga Cryptonemia seminervis.
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6.4.1 GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS: ANALISES QUIMICAS

A cromatografia de troca aniénica em resina DEAE-Sephacel empregada no
fracionamento de DSi foi utilizada com o intuito de separar as familias de galactanas
despolimerizadas de acordo com a forgca ibnica que estes polimeros apresentam,
caracteristica esta que esta correlacionada com a quantidade de grupos carregados
negativamente presentes nestas galactanas, como os grupos sulfato.

No entanto a eluicdo com agua promove a eluicdo de moléculas neutras, de
forma que isto pode ser utilizado para realizar a retirada de glucanas provenientes
da contaminagdo por amido das florideas. Posto que os resultados de RMN de '*C
da fragdo DSi, mostram o sinal em 99,7 ppm referente ao C-1 de a-D-glucose.

A fracdo DSi-w, eluida com &gua, apresenta baixo rendimento (2,7%) e
rotagcao oOptica positiva com alto valor absoluto (+112,5) (Tabela 9). Isto se deve ao
alto teor de glucose (amido das florideas) presente nesta fragdo. Os dados de
composi¢do monossacaridica corroboram com este valor de rotagdo 6ptica, posto

que a fracdo DSi-w possui aproximadamente 52 mol% de D-glucose (Tabela 10).

TABELA9-  RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS DAS GALACTANAS
DESPOLIMERIZADAS

Fracao Rendimento®  Carboidrato® Sulfato® Proteina® [a]p®
(%) (%) (%) (%) )

DSi-w 2,7 96,7 n.d. 0,7 +112,5
DSi-1 29,3 66,3 14,1 3,6 - 34,0
DSi-2 35,0 n.d. 25,1 n.d. -44,0
DSi-3 15,4 53,3 29,9 0,9 -12,0
DSi-4 9,0 38,5 31,7 0,8 + 25,0
DSi-5 5,8 28,7 38,5 1,2 + 36,0
DSi-6 2,8 n.d. n.d. 1,7 -1,0

n.d. = ndo determinado; * Rendimento em relagdo ao peso seco da fragdo DSi utilizada no

fracionamento em DEAE-Sephacel para obter as galactanas despolimerizadas; b e d Determinagoes
de acordo com os métodos de Dubois et al. (1956), Dodgson (1961) e Lowry et al. (1951),
respectivamente; ° Rotag&o Optica especifica, determinada a 20°C em solugdes aquosas 0,2% (m/v).
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Observando-se os valores de rotacdo optica das outras fragdes obtidas por
cromatografia em DEAE-Sephacel, nota-se que as fragdes eluidas com 0,25; 0,50 e
0,75M de NaCl (DSi-1, DSi-2 e DSi-3) apresentam valores absolutos intermediarios e
negativos (-34,0°; -44,0° e -12,0°, respectivamente), o que indica a prevaléncia de
estruturas de agaranas e confirma pouca ou nenhuma contaminagdo glucose,
conforme mostram também os dados da composigdo monossacaridica (Tabela 10).

No entanto as fracbes DSi-4 e DSi-5, eluidas com 1,0 e 1,5M de NaCl,
apresentam valores de rotagao Optica intermediarios e positivos (+25,0° e +36,0°,
respectivamente) o que indica a prevaléncia de estruturas de carragenanas, visto
que o teor de glucose para estas galactanas € baixo (tragos, menos que 1 mol%)
(Tabela 10).

As fragcdes DSi-1, DSi-2 e DSi-3 onde as estruturas de agaranas sao
predominantes, segundo os valores de rotagao 6ptica, também apresentam maiores
rendimentos quando comparadas as fragbes DSi-4 e DSi-5 (predominantemente
estruturas de carragenanas) (Tabela 9). Isto condiz com a razdo molar entre as
estruturas de agaranas e carragenanas de aproximadamente 2:1, publicada para as
galactanas de C. seminervis (ZIBETTI et al., 2009).

Os maiores rendimentos em carboidratos pertencem as fragcdes que possuem
menor teor de sulfatagcdo DS-1, DSi-2 e DSi-3, as quais apresentam 14,1; 25,1 e
29,9% de sulfato (NaSOs3) (Tabela 9). De acordo com a cromatografia ibnica
utilizada, quanto maior a quantidade de grupos sulfato (negativos) maior é a forga
ibnica necessaria para desfazer as interagdes entre a amostra e a resina, de forma
que as fragbes mais sulfatadas séo eluidas nas maiores concentracées de NaCl. As
fracbes DSi-4 e DSi-5 possuem os maiores teores de sulfato (31,7 e 38,5%,
respectivamente) e as menores porcentagens em carboidratos (38,5 e 28,7%,
respectivamente). Apesar do baixo rendimento, as fragbes DSi-4 e DSi-5 parecem
corresponder a estruturas com predominio de carragenanas altamente sulfatadas.

Todas as fragdes obtidas por cromatografia em DEAE-Sephacel apresentam
baixas porcentagens de proteinas (Tabela 9).

A fracdo DSi-6, além de seu baixo rendimento, ndo apresentou ressonancia
em qualquer regido da janela de analise de RMN de '*C ou detecgdo por HPSEC-
MALLS-IR e portanto nio foi estudada.
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6.4.2 GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS: COMPOSICAO MONOSSACARIDICA

Analisando-se a Tabela 10, percebe-se que, exceto a fracdo DSi-w, eluida
com agua, todas apresentam galactose como principal monossacarideo e derivados
metilados em menores porcentagens, enquanto que as porcentagens de 3,6-
anidrogalactose sao variaveis.

As fragdes eluidas com menor forga ibnica apresentam maiores
porcentagens de 3,6-anidrogalactose e seu derivado metilado 2-O-metil-3,6-
anidrogalactose, de forma que as fragcbes com maior grau de sulfatacdo apresentam

menores proporgdes destes agucares anidrogalactosidicos.

TABELA 10 - COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS

Composigdo monossacaridica # (mol%)

Fracdes

Gal® AG 2AG 2Gal 6Gal 3/4Gal Xil Glc
DSi-w 20,6 8,3 - - 9.4 - 9,7 51,9
DSi-1 60,4 15,5 2,1 2,7 3,7 6,0 6,0 3,7
DSi-2 74,2 10,5 1,4 2.4 2,6 4.5 3,5 tr.
DSi-3 85,0 6,7 2,2 1,2 1,5 1,3 1,4 tr.
DSi-4 89,7 5,1 tr. 1,0 1,7 - 1,5 tr.
DSi-5 89,4 2,0 2,6 tr. 1,2 - 2.0 2,2

tr. = tragos (menor que 1,0 mol%); ® Determinada de acordo com Jol et al. (1999); ® Gal = galactose,
AG = 3,6-anidrogalactose, 2AG = 2-O-metil-3,6-anidrogalactose, 2Gal = 2-O-metilgalactose, 6Gal = 6-
O-metilgalactose, 3/4Gal = 3-O-metil e/ou 4-O-metilgalactose, Xil = xilose, Glc = glucose.

A galactana homogénea DSi-1 destaca-se por apresentar as maiores
porcentagens em monossacarideos metilados 2-O-metil, 6-O-metil, 3-O-metil e/ou 4-
O-metilgalactose e xilose, sendo a fragdo mais rica em unidades
anidrogalactosidicas.

Enquanto a outra galactana homogénea DSi-3, apresenta menores
quantidades de xilose e monossacarideos metilados, além de menos unidades
anidrogalactosidicas e maior porcentagem de galactose.

As fragbes DSi-4 e DSi-5 possuem altas porcentagens de galactose, poucos
agucares anidrogalactosidicos e baixas porcentagens de xilose e monossacarideos
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metilados de galactose, sendo que unidades de 3-O-metil e/ou 4-O-metilgalactose
nao foram detectadas (Tabela 10).

Devido ao seu perfil ndo homogéneo, a fragcdo DSi-2 foi refracionada em
cromatografia anibnica, originando as fragoes dispostas na Tabela 11.

A galactana homogénea DSi-2e (23,7% de sulfato; [a]p -23,5°) possui as
mesmas caracteristicas das composicdées monossacaridicas das fracdes do primeiro
fracionamento e mostra quantidades intermediarias de sulfato e unidades

anidrogalactosidicas com relagao as galactanas homogéneas DSi-1 e DSi-3.

TABELA 11 - RENDIMENTO E COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS GALACTANAS
DESPOLIMERIZADAS OBTIDAS DO REFRACIONAMENTO DE DSi-2

. Rendimento Composigdo monossacaridica * (mol%)

Fracdes o

(%) Gal® AG 2AG 2Gal 6Gal 3/4Gal Xl Gl
DSi-2a 1,2 36,0 13,1 - - - - 23,2 27,8
DSi-2b 3,5 58,0 10,3 - 2,3 2,0 57 9,0 12,4
DSi-2c 27,0 70,8 12,0 1,5 3,7 1,7 6,4 2,3 1,7
DSi-2d 33,0 71,7 12,8 2,2 3,2 1,3 4,2 4.1 tr.
DSi-2e 24,0 73,9 14,3 1,2 2,5 1,6 3,2 2,6 tr.
DSi-2f 3,0 80,2 5,5 tr. - 7,6 tr. 29 29
DSi-2g 3,8 77,9 6,2 - - 6,6 - 4,2 5,0
DSi-2h 4,0 75,1 7,2 - tr. 6,9 - 6,1 4,1

tr. = tragos (menor que 1,0 mol%); ® Determinada de acordo com Jol et al. (1999); ® Gal = galactose,
AG = 3,6-anidrogalactose, 2AG = 2-O-metil-3,6-anidrogalactose, 2Gal = 2-O-metilgalactose, 6Gal = 6-
O-metilgalactose, 3/4Gal = 3-O-metil e/ou 4-O-metilgalactose, Xil = xilose, Glc = glucose.

Nota-se que no refracionamento de DSi-2 também ha diminuicdo das
porcentagens de agucares anidrogalactosidicos conforme aumenta a forga ibnica
aplicada na cromatografia. Porém as fragdes de menor rendimento (DSi-2a, DSi-2b,
DSi-2f, DSi-2g e DSi-2h) apresentam poucos ou nenhum monossacarideo metilado,
enquanto a fragdo homogénea DSi-2e e as outras duas fragbes de maior rendimento
(DSi-2c e DSi-2d) apresentam os mesmos derivados apresentados pelas fragdes do

primeiro fracionamento (Tabela 11).
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As fracbes homogéneas DSi-1, DSi-2e e DSi-3, ainda foram submetidas a
hidrélise total com &acido férmico e redugdo com boroidreto de sédio deuterado
(NaBD,) a fim de determinar as porcentagens dos monossacarideos 3-O-metil e 4-

O-metilgalactose (Tabela 12).

TABELA 12 - DETERMINAGAO DOS MONOSSACARIDEOS NATURALMENTE METILADOS 3-O-
METIL E 4-O-METILGALACTOSE

Monossacarideos Fragdes

(mol%) DSi-1 DSi-2e DSi-3
3-O-metilgalactose 1,0 0,6 0,3
4-0O-metilgalactose 50 2,6 1,0

Estes acucares possuem o mesmo tempo de eluicdo e o mesmo perfil de
fragmentacdo em CLG-EM, pois correspondem a moléculas simétricas (Figura 35)
ap6s redugao convencional com boroidreto de sddio (NaBH,4). Por isso, apos a
hidrélise total, as amostras foram reduzidas com boroidreto de sodio deuterado
(NaBD,) por 12 horas e depois neutralizadas com acido acético para retirada do
excesso de agente redutor. Posteriormente as amostras foram co-destiladas trés
vezes com metanol, o que permite a retirada do acido bérico produzido, na forma de
borato de trimetila. Apds liofilizagdo, as amostras foram adicionadas de acido acético
anidro e aquecidas por 90 minutos a 120°C.

As amostras na forma de alditol acetato com a ponta redutora adicionada de
um deutério foram submetidas a cromatografia liquido-gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CLG-MS). Desta forma os agucares 3-O-metil e 4-O-
metilgalactose podem ser diferenciados pelos fragmentos m/z 130 e 129 (Figura 36),
e a quantificacdo € feita analisando-se as proporgcdes destes fragmentos com

relagédo a area correspondente a estes aglicares no cromatograma.
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Pode-se observar (Tabela 12) a predomindncia do monossacarideo 4-O-
metilgalactose em relacdo ao 3-O-metilgalactose nas fragdes homogéneas DSi-1,
DSi-2e e DSi-3. Devido ao padrao de ligagcdes glicosidicas apresentado pelas
galactanas, as quais sao organizadas em cadeias lineares de unidades de [B-D-
galactopiranose ligadas através das posigdes 1 e 3 (unidades A) e unidades de a-
galactopiranose ligadas através das posig¢des 1 e 4 (unidades B), conclui-se que os
monossacarideos 3-O-metilgalactose representam unidades B, enquanto as
unidades de 4-O-metilgalactose devem representar unidades A e/ou terminais nao
redutores, como unidades simples, ramificando a cadeia polissacaridica.

A presenca de unidades de 4-O-metilgalactose na forma de terminais nao
redutores tem sido observada nas galactanas S2S-3 e S2S-4 de C. seminervis
obtidas por Zibetti et al. (2009).

6.4.3 GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS: ANALISE ENANTIOMERICA

A determinacdo da configuragdo absoluta foi realizada pelo método descrito
por Navarro e Stortz (2003). Para verificagcdo da enantiomericidade da galactose e
dos monossacarideos naturalmente metilados 6-O-, 4-O- e 3-O-metilgalactose
utiizou-se a amina quiral (S)-1-amino-2-propanol, enquanto que o0s
monossacarideos  2-O-metilgalactose, 3,6-anidrogalactose e 2-O-metil-3,6-
anidrogalactose foram derivatizados com (S)-a-metilbenzilamina.

As fragdes SS, DSi, DSi-1, DSi-2c, DSi-2d, DSi-2e, DSi-3, DSi-4 e DSi-5
foram submetidas ao processo de dupla hidrdlise-aminacéo redutiva com as aminas
quirais (S)-1-amino-2-propanol e (S)-a-metilbenzilamina na presengca de agente
redutor cianoborohidreto de sodio. Apds acetilacdo os respectivos derivados alditéis
de cada amina 1-deoxi-1-(2’-hidroxipropilamina) e 1-deoxi-1-(1’-feniletilamina) foram
analisados por CLG-EM.

A analise dos dados foi realizada com auxilio do Software MS Data Review
versao 6.9.1, Varian MS Workstation, de forma que a quantificacdo dos derivados foi
realizada apos selecdo dos ions que os identificam. A proporcdo de derivados na
forma L- ou D- foi relacionada com a quantidade em mol%), de cada monossacarideo,

obtida pela composicdo monossacaridica.
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Os resultados da andlise da configuragdo absoluta estdo apresentados na
Tabela 13. A andlise dos derivados de galactose e 6-metil-galactose né&o

determinados sera realizada posteriormente.

TABELA 13- COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E ANALISE ENANTIOMERICA DAS
GALACTANAS DE C. seminervis
Composigado monossacaridica® (mol%)
Frages  Gare AG 2AG 2Gal 6Gal  agal 4Gal  Xi
D L D L D L D D L
SS nd nd 21 158 0,1 1,7 21 nd nd 3,5 4,9
DSi nd nd 10 157 03 18 3,0 nd nd 09 35 53
DSi-1 nd nd 12 143 01 20 27 nd nd 10 50 6,0
DSi-2c nd nd 05 11,5 02 1,3 3,7 nd nd 6,4 2,3
DSi-2d nd nd 05 123 03 19 3.2 nd nd 4,2 4,1
DSi-2e nd nd 10 133 02 10 25 nd nd 06 26 26
DSi-3 nd nd 08 59 06 16 1,2 nd nd 03 10 14
DSi-4 886 1,1 3,1 20 0,2° 1,0 1,7 - - 1,5
DSi-5 nd nd 16 04 10 16 0,5° nd nd - 2,0

nd = ndo determinado; — = n&o detectado; ® Composicdo monossacaridica determinada de acordo
com Jol et al. (1999); ® Analise de enantiomericidade das unidades de galactose, derivados metilados
e unidades anidrogalactosidicas foi determinada de acordo com Navarro e Stortz (2003); ° Gal =
galactose, AG = 3,6-anidrogalactose, 2AG = 2-O-metil-3,6-anidrogalactose, 2Gal = 2-O-
metilgalactose, 6Gal = 6-O-metilgalactose, 3Gal = 3-O-metilgalactose, 4Gal = 4-O-metilgalactose, Xil
= xilose; ¢ A quantificacdo dos derivados 3-O-metil e 4-O-metilgalactose foi realizada com auxilio de
redugdo com NaBD,; ° Quantidade insuficiente para diferenciar entre unidades D- ou L-.

Destaca-se que o monossacarideo 2-O-metil-3,6-anidrogalactose ocorre
principalmente na sua forma L- em todas as fragdes, enquanto que as unidades de
3,6-anidro-a-D-galactose ocorrem em maior proporgéo nas fragdes DSi-4 e DSi-5, o
que condiz com a rotagao Optica positiva destas (Tabela 9).
sendo

A fracdo DSi-4 apresenta carater marcante de carragenana,

aproximadamente 94% das unidades B pertencentes a série enantiomérica D-.
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6.4.4. DESSULFATAGCAO DAS GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS

A dessulfatagdo solvolitica das galactanas DSi-1, DSi-2e e DSi-3 foi
conduzida posto que galactanas dessulfatadas viabilizam a determinacéo da posigao
dos grupos sulfato quando acompanhadas por analise de metilagdo e em geral
proporcionam espectros de RMN mais simplificados que auxiliam a analise estrutural
destes biopolimeros.

Dentre os produtos da hidrélise redutiva parcial as galactanas
despolimerizadas possuem porcentagens variaveis de sulfato, sendo a fragdo DSi-1
a menos sulfatada com 14,1% de sulfato, contra 23,7 e 29,9% para DSi-2e e DSi-3,
respectivamente. Estas fragbes foram submetidas a dessulfatacdo solvolitica pelo
método de Nagasawa et al. (1979) originando as fragdes dessulfatadas DSi-1D, DSi-
2eD e DSi-3D que mostraram rendimento de 73,0; 54,0 e 67,0%, respectivamente.
As fragdes dessulfatadas DSi-1D, DSi-2eD e DSi-3D apresentam 1,5; 0,1 e 1,8% de
sulfato, o que corresponde a 89,6; 99,5 e 93,9% de dessulfatacao, respectivamente.

A composicao monossacaridica das fragées dessulfatadas foi realizada para
atestar se o processo de dessulfatagdo solvolitica n&do causou degradagdo na

estrutura das galactanas.

TABELA 14 - COMPOSAIQAO MONOSSACARIDICA DAS GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS
HOMOGENEAS NATIVAS E DESSULFATADAS

Composigao monossacaridica # (mol%)

Fracdes

Gal® AG 2AG 2Gal 6Gal 3/4Gal Xil Glc
DSi-1 60,4 15,5 2,1 2,7 3,7 6,0 6,0 3,7
DSi-1D 60,7 14,5 2,2 3,4 4,2 6,7 55 29
DSi-2e 73,9 14,3 1,2 2,5 1,6 3,2 2,6 tr.
DSi-2eD 70,5 14,5 1,1 3,8 1,7 4,9 3,3 tr.
DSi-3 85,0 6,7 2,2 1,2 1,5 1,3 1,4 tr.
DSi-3D 85,7 6,9 1,2 1,5 1,2 1,2 1,6 tr.

tr. = tragos (menor que 1,0 mol%); * Determinada de acordo com Jol et al. (1999); ® Gal = galactose,
AG = 3,6-anidrogalactose, 2AG = 2-O-metil-3,6-anidrogalactose, 2Gal = 2-O-metilgalactose, 6Gal = 6-
O-metilgalactose, 3/4Gal = 3-O-metil e/ou 4-O-metilgalactose, Xil = xilose, Glc = glucose.
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Nota-se que a composicdo monossacaridica das fracbes dessulfatadas é
bastante semelhante a das fragbes nativas (Tabela 14), portanto n&do houve perda
significativa de monossacarideos, principalmente de unidades de 3,6-
anidrogalactose que sao caracteristicamente mais labeis.

O método de dessulfatagdo por solvolise em meio contendo dimetilsulféxido,
metanol e piridina permite promover a dessulfatacdo sem a perda de unidades
anidrogalactosidicas ou despolimerizagdo das moléculas devido a quebra das
ligagbes glicosidicas, como ocorre em métodos que se utilizam de catalise acida
(TAKANO, 2002).

Ainda é possivel afirmar que os substituintes 4,6-O-(1’-carboxietilideno) que
compdem as unidades piruvatadas também sao substancialmente mantidos apos a
dessulfatacdo, pois, como sera destacado adiante, os espectros de RMN de '*C das
fragdes dessulfatadas DSi-1D, DSi-2eD e DSi-3D apresentam sinais nas regides de
25,0 e 175 ppm, as quais se referem, respectivamente, aos carbonos metilico e

carboxilico das unidades monossacaridicas substituidas por acido piruvico.

6.5 ESPECTROSCOPIA DE RMN DAS GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS:
ASPECTOS GERAIS

Os deslocamentos quimicos dos carbonos anoméricos das unidades de
galactose nas galactanas ndo depende apenas do tipo de ligagdo com a unidade
vizinha [a(1—3) ou B(1—4)] e dos efeitos secundarios causados pelos substituintes,
depende também da configuracdo absoluta destes residuos, além das condi¢des
determinadas pelo ambiente quimico da vizinhanca (USOV et al., 1980).

Em geral, as unidades A (B-D-galactose ligada a a-L-galactose) de agaranas
originam um sinal de C-1 em 103,7 ppm enquanto a mesma unidade de [B-D-
galactose nas carragenanas ligadas a a-D-galactose apresenta o sinal em 104,8
ppm. Nestes casos as unidades de a-L-galactose aparecem no intervalo de 100,9-
101,1 ppm, enquanto a-D-galactose em 96,1 ppm, 3,6-anidro-a-L-galactose em 98,0-
98,5 ppm e 3,6-anidro-a-D-galactose em 95,1-95,7 ppm. No entanto devido a
complexidade dos polissacarideos e as altas massas moleculares, as galactanas
sulfatadas originam espectros que apresentam regides anomeéricas complexas com

sinais alargados, de maneira que deslocamentos menos intensos podem n&o ser



87

visualizados. Assim baixas porcentagens de enantibmeros podem ndo ser
detectadas por RMN de *C (STORTZ e CEREZO, 2000).

A intensidade do sinal de um carbono em RMN de *C depende do seu tempo
de relaxagdo e da contribuicdo do efeito nuclear Overhauser® (efeito NOE), o qual
intensifica os sinais e diminui o tempo de aquisicdo dos espectros desacoplados.
Portanto, a principio, experimentos de RMN de "*C nao permitem correlacéo entre a
intensidade de deslocamentos quimicos com a quantidade de monossacarideos
correspondentes. No entanto nas condigbes de aquisicdo dos espectros de
polissacarideos todos os atomos de carbono estdo totalmente relaxados e a
amplificagdo das diferentes ressonéncias pelo efeito NOE mantém-se no mesmo
nivel e proximo ao valor maximo, de maneira que a razao entre as intensidades dos
diferentes sinais séo relacionados, de forma semi-quantitativa, com a proporcao das
diferentes unidades de agucar nos polissacarideos (USOV, 1984).

Os espectros de RMN de ®C das fragcdes despolimerizadas DSi-1, DSi-2e,
DSi-3, DSi-4 e DSi-5 sdo apresentados nas Figuras 37 e 38, sendo que a ultima
destaca as regides anoméricas. Ressalta-se que estas fragdes nao apresentam os
deslocamentos referentes a 4-metil-morfolina residual proveniente do agente redutor
utilizado na despolimerizagéo. Isto indica que as galactanas estdo livres deste
residuo reacional, de forma que a amina terciaria 4-MM provavelmente foi trocada
pelo ion sédio durante o fracionamento na cromatografia de troca anibénica em
DEAE-Sephacel, desfazendo-se a interagdo entre a 4-metil-morfolina e os grupos
sulfato destas galactanas.

Estas cinco frages sdo piruvatadas posto que seus espectros de RMN de *C
apresentam o deslocamento quimico na regiao de 25 ppm (Figura 37), referente ao
carbono metilico do acetal de acido piruvico substituinte nos carbonos 4 e 6 das
unidades A em configuragédo R (GAREGG et al., 1979).

Como discutido anteriormente, de acordo com a analise da composicao
monossacaridica, a quantidade de unidades anidrogalactosidicas foi sendo reduzida
conforme as fragbes foram eluidas com maior forga ibnica durante a cromatografia

de troca anidnica (sentido DSi-1 — DSi-5).

® O efeito NOE consiste na aplicacao de energia aos hidrogénios durante o relaxamento e ao término
do pulso de energia estes hidrogénios transferem a energia recebida para os carbonos vizinhos.



88

A comparacdo dos espectros de RMN de '*C das fragdes despolimerizadas
DSi-1, DSi-2e, DSi-3, DSi-4 e DSi-5 mostra a redu¢ao na quantidade de unidades de
3,6-anidrogalactitol, que pode ser identificada pela intensidade dos sinais referentes
aos C-1 (63,2 ppm), C-2 (71,1 ppm), C-3 (83,5 ppm), C-4 (86,3 ppm), C-5 (75,3 ppm)
e C-6 (73,0 ppm). O sinal de C-4 corresponde a unidades de 3,6-anidrogalactitol
ligadas a B-D-galactose 2-sulfato (Figura 37) (GONCALVES et al., 2002).

Desta forma pode-se concluir que a hidrdlise redutiva parcial foi capaz de
ocasionar maior numero de clivagens em regides mais ricas em unidades
anidrogalactosidicas produzindo fragmentos de menor massa molecular ricos nestas
unidades (DSi-1, DSi-2e e DSi-3) e fragmentos de maior massa molecular, altamente
sulfatados (Tabela 9) e pobres em 3,6-anidrogalactose e seu derivado metilado 2-O-
metil-3,6-anidrogalactose (DSi-4 e DSi-5).

Os espectros de RMN de ®C das galactanas obtidas por hidrélise redutiva
parcial apresentam regides anoméricas bastante complexas, com numerosos
deslocamentos e alargamento dos sinais. Isto € devido a variedade de agucares
constituintes destas moléculas, bem como a heterogeneidade de substituigcbes por
grupos sulfato e de diades ao alongo do polimero que causam variagdes nos
deslocamentos e consequente sobreposicéo e alargamento dos sinais (Figura 38).

A analise dos perfis de RMN de '>C das regides anoméricas das fracdes
(Figura 38), demonstra que as galactanas homogéneas DSi-1, DSi-2e e DSi-3 sao
enriquecidas por unidades pertencentes a série enantiomérica L-, enquanto as
galactanas presentes nas fragdes DSi-4 e DSi-5 sdo compostas principalmente por
unidades da série D-, como discutido a seguir.

O carater predominantemente de carragenanas para as ultimas galactanas foi
comprovado com a analise da configuragcdo absoluta (Tabela 13) e com os valores
positivos de rotagcdo Optica (Tabela 9). De modo diferente, as rotagdes Oopticas
negativas observadas para DSi-1, DSi-2e e DSi-3 indicam a prevaléncia de unidades

com carater de agarana.
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6.6 ESPECTROSCOPIA DE RMN DAS GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS:
ANALISES MONO E BIDIMENSIONAIS

As galactanas despolimerizadas foram avaliadas por RMN de "*C, "H, HSQC,
DEPT135 e COSY nas suas formas nativas (DSi-1, DSi-2e, DSi-3, DSi-4, DSi-5) e
dessulfatadas (DSi-1D, DSi-2eD, DSi-3D).

6.6.1 ANALISES ESPECTROSCOPICAS DE DSi-1 E DSi-1D

O espectro de RMN de "*C da galactana despolimerizada DSi-1 apresenta na
regido anomérica pelo menos dez sinais (Figura 39). Dentre estes o sinal mais
intenso em 100,7 ppm foi atribuido a unidades de (B-D-galactose 2-sulfato e/ou a-L-
galactose. Apos dessulfatacdo o significativo decréscimo deste sinal com o
concomitante aumento do sinal de C-2 livre em 69,8 ppm (Figura 40) confirma que a
galactana DSi-1 é sulfatada em C-2 nas unidades A. Considerando a alta
porcentagem de dessulfatacdo de DSi-1 (89,6%) o sinal em 100,7 ppm no espectro
de DSi-1D foi atribuido ao C-1 de unidades de a-L-galactose, o qual esta sobreposto
no espectro de DSi-1 ao de [(-D-galactose 2-sulfatada (MILLER e BLUNT, 2000;
ZIBETTI et al., 2005 e 2009).

Na regido anomérica do espectro de DSi-1 outro sinal de alta intensidade em
98,2 ppm também corresponde a unidades enantioméricas da série L- (3,6-anidro-a-
L-galactose). Estas unidades podem estar ndo substituidas em C-2 e substituidas
neste carbono por grupos O-metil e O-glicosil (MILLER e BLUNT, 2000). A
glicosilagcdo em C-2 de unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose tem indicacado pelos
resultados de metilagao (item 6.7).

Ap6s dessulfatacdo o espectro de RMN de *C da fragdo DSi-1D apresenta
um sinal fino em 97,9 ppm correspondente ao C-1 de unidades de 3,6-anidro-a-L-
galactose e em 98,4 ppm correspondente a estas unidades substituidas em C-2 por
grupos O-metil e/ou O-glicosil (ZIBETTI et al., 2005).

Sinais anoméricos em 96,5 e 95,9 ppm no espectro de RMN de *C de DSi-1
foram atribuidos a unidades de a-D-galactose sulfatadas circundadas por diferentes
ambientes quimicos. O sinal em 95,9 ppm também pode corresponder a unidades
de 3,6-anidro-a-D-galactose assim como o sinal em 94,3 ppm. O desaparecimento
destes sinais no espectro de DSi-1D indica sulfatacdo destas unidades e/ou
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influéncia de unidades vizinhas sulfatadas (unidades B) (USOV et al., 1980;
FALSHAW et al., 2003).

Adicionalmente o sinal em 95,9 ppm pode ser em parte atribuido a unidades
de 3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato. Ressalta-se que o prévio assinalamento do C-
1 deste anidro agucar sulfatado (em 96,1 - 96,2 ppm) nas galactanas nativas
homogéneas de Cryptonemia crenulata e C. seminervis foi corroborado pelo seu
desaparecimento nos correspondentes espectros das galactanas dessulfatadas e
pelos resultados de metilagdo (presenga de 3,6-anidrogalactose entre os produtos
de metilagcdo do polimero nativo e incremento correspondente do derivado 3,6-
anidro-2-O-metilgalactose entre os produtos de metilacdo do polimero dessulfatado)
(ZIBETTI et al.,, 2005 e 2009). No presente trabalho os resultados de metilagao
indicam que as unidades de 3,6-anidrogalactose ndo sao sulfatadas em C-2.

Experimentos homonucleares de correlacdo 'H/'H (COSY) e heteronucleares
de "H/*C (HSQC) das fragdes DSi-1 e DSi-1D confirmam os assinalamentos dos C-
2 néao substituidos e sulfatados em 69,8 e 77,9 ppm, respectivamente.

No espectro de HSQC da fragdo DSi-1 a correlagdo do C-1 das unidades de
3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato (C-1 em 95,9 ppm) com o H-1 é representado pelo
sinal em 5,39 ppm, o qual correlaciona com o H-2 de sinal 4,68 ppm no experimento
de COSY. O experimento de HSQC da fragdo DSi-1 indica a correlagéo 4,68/77,9
entre 0 H-2 e o C-2 das unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato, confirmando
o carater sulfatado do carbono representado pelo sinal em 77,9 ppm.

O espectro de HSQC da fragdo DSi-1D apresenta a correlagao 104,8/4,65
referente a unidades de [-D-galactose. No espectro de COSY da fragao
dessulfatada o sinal de H-1 em 4,65 ppm acopla com o H-2 em 3,75 ppm e este
acopla com o C-2 em 69,8 ppm no espectro de HSQC de DSi-1D, o que caracteriza
o C-2 nao substituido desta fragao.

A comparagdo dos espectros de RMN de "*C das fragdes DSi-1 e DSi-1D, na
regiao do anel, permite perceber a diminuicdo do sinal em 77,9 ppm na fragao

dessulfatada como concomitante aumento do sinal em 69,8 ppm.
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Pelo menos quatro sinais anoméricos correspondentes a unidades de [B-D-
galactose estdo presentes nos espectros de RMN de ™C da galactana
despolimerizada DSi-1 (104,3; 103,4; 102,7 e 102,0 ppm) e dessulfatada DSi-1D
(104,8; 103,0; 102,6 e 101,9 ppm) (Tabela 16).

Adicionalmente o espectro destas galactanas apresentam sinais em 25,2 e
175,8 ppm correspondentes ao grupo metil e carboxil de acetal de acido piruvico
(GAREGG et al., 1979).

Ressalta-se que na regido do anel alguns sinais se apresentaram invertidos
em RMN de "*C-DEPT135, experimento em que os sinais de CH, aparecem em fase
negativa com relagdo a linha de base. Os sinais DEPT invertidos em 68,9; 64,7,
60,9; 61,3 e 65,3/65,1 ppm sao correspondentes aos C-6 de 3,6-anidrogalactose, [3-
D-galactose piruvatada (C-5 em 66,1 ppm), B-D-galactose, a-D-galactose e C-5 de
xilose, respectivamente. A presenca de unidades precursoras de 3,6-
anidrogalactose e/ou [-D-galactose 6-sulfato € confirmada pelo sinal, de baixa
intensidade em 67,1 ppm (DEPT invertido).

O desaparecimento do deslocamento em 67,1 ppm apos dessulfatagao indica
que o mesmo esta relacionado com grupos sulfato.

O processo de hidrdlise redutiva parcial promove a clivagem das ligagbes
anidrogalactosidicas originando unidades de 3,6-anidrogalactitol como extremidade
redutora (USOV e ELASHVILI, 1991). Estas unidades puderam ser identificadas nos
experimentos de RMN de C, de forma que os C-1 de 3,6-anidro-a-L-galactitol
(LAGOH) sao assinalados pelos sinais em 63,1 e 62,9 ppm nas fragdes nativa DSi-1
e dessulfatada DSi-1D, respectivamente, os quais se mostram invertidos nos
experimentos de RMN de *C-DEPT135. Neste experimento também se observa a
inversdo dos sinais em 73,0 ppm em ambas as fragdes, evidenciando a presenca
dos C-6 das unidades de 3,6-anidrogalactitol (GONCALVES et al., 2002).

As unidades de 3,6-anidrogalactitol podem estar ligadas a diferentes tipos de
unidades A como [(-D-galactose, 4,6-O-(1-carboxietilideno)-3-D-galactose, [-D-
galactose 2-sulfato e 4,6-O-(1-carboxietilideno)-p-D-galactose 2-sulfato (Figura 41).

A comparacédo dos dados de RMN de '*C obtidos para as fragdes DSi-1 e
DSi-1D permite apontar a diminuicdo na intensidade dos sinais em 75,2 e 70,9 ppm
na fracdo dessulfatada, correspondentes ao C-5 e C-2 das unidades de
anidrogalactitol ligadas a 4,6-O-(1’-carboxietilideno)-B-D-galactose 2-sulfato
(GONCALVES et al., 2002).
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R20 Ri= R;=Rs = H
o]
o OH Rs=H, Ry/R3 = acetal de pirtvico
- ° /V/O\H Ri=S03, R,=R3=H

CH,0H R4= SO3’, Ry/R3 = acetal de pirtvico

FIGURA 41 - REPRESENTAGCAO DAS POSSIVEIS UNIDADES A LIGADAS AS EXTREMIDADES
DE 3,6-ANIDRO-a-L-GALACTITOL NA GALACTANA DESPOLIMERIZADA DSi-1

Os espectros de HSQC das fragcdes nativa e dessulfatada permitem o
assinalamento dos carbonos e hidrogénios correspondentes as unidades de 3,6-
anidro-a-L-galactitol (Tabela 15) ligadas a diferentes unidades A (Figura 41)

presentes na galactana despolimerizada DSi-1.

TABELA 15- CORRELAGOES PRESENTES NOS ESPECTROS DE HSQC DAS FRAGCOES
NATIVA DSi-1 E DESSULFATADA DSi-1D ATRIBUIDAS AS UNIDADES DE 3,6-
ANIDRO-a-L-GALACTITOL (LAGOH) LIGADAS A DIFERENTES UNIDADES A

DSi-1 DSi-1D
C H Unidade A — LAGOH C H Unidade A — LAGOH
1 63,1 3,67 G2S 62,8 366 G
3,73 GP e GP2S 3,70 GP
2 710 39 GP 709 396 GP
4,26 GP2S -
3 836 39 GPeGP2S 834 391 G
3,95 GP
4 855 434 G 854 433 G
86,3 4,31 G2S -
5 753 442 GP2S 75,2 4,40 GP
6a , 4,01 3,98
&b 73,0 386 G2S 73,0 3.86 G

# Os hidrogénios 3,67 e 3,73 que correlacionam com o carbono 63,1 correspondem a H-1 de
diferentes unidades de LAGOH; ° Os hidrogénios 4,01 e 3,86 que correlacionam com o carbono 73,0
correspondem aos H-6a e H-6b da metila de um s6 tipo de unidades LAGOH, as ligadas a G2S.
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As correlacbes esquematizadas da Tabela 15 sdo indicadas pelos espectros
de HSQC na regido de anel das fracées DSi-1 e DSi-1D (Figuras 42 e 43), sendo
que as correlagcbes marcadas com apostrofe (‘) representam a diferenca de
deslocamentos de acordo com o tipo de unidade A que se liga a unidade de 3,6-
anidrogalactitol.

E interessante ressaltar que o carbono em 86,1 ppm da fracdo dessulfatada
DSi-1D nao apresenta correlagdo no espectro de HSQC, o que indica a
dessulfatacdo das unidades de B-D-galactose 2-sulfato, que quando ligadas a 3,6-
anidrogalactitol originam a correlacéo 86,3/4,31 observada na fracao nativa (insertos
das Figuras 42 e 43).

Os espectros de RMN de 'H das galactanas despolimerizadas DSi-1 e DSi-1D
estao representados nas Figuras 44 e 45.

O espectro de DSi-1 apresenta na regido a-anomérica (Figura 44) sinais
principais em 5,15; 5,31 e 5,39 ppm além de outros sinais de menor intensidade
(5,00; 5,08; 5,48; 5,55 e 5,74 ppm). No espectro de DSi-1D esta regido € modificada
pela diminuicdo da intensidade dos sinais em 5,30 e 5,39 ppm e aparecimento do
sinal em 5,24 ppm.

Para ambas as galactanas a substituicdo por acetal de acido piruvico é
comprovada pelos sinais em 1,47 e 1,49 ppm, correspondentes aos hidrogénios do
grupo metil deste substituinte (CHIOVITTI et al., 1997).

Adicionalmente os sinais em 3,41 e 3,53 ppm podem ser atribuidos aos
hidrogénios dos substituintes O-metil em unidades de 6-O-metil-3-D-galactose e 2-O-
metil-3,6-anidro-a-L-galactose (MURANO et al., 1992).

Experimentos de HSQC com as fragées DSi-1 e DSi-1D permitiram assinalar
varios hidrogénios presentes nos respectivos espectros de RMN de '"H bem como
confirmar a presenca das diades esquematizadas na Tabela 16.
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FIGURA 44 - ESPECTROS DE RMN de 'H DAS fRAQOES NATIVA DSi-1 (ACIMA) E
DESSULFATADA DSi-1D (ABAIXO): REGIAO a-ANOMERICA
Solvente: D,0O (70°C); acetona como padrdo interno (2,224 ppm)
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6.6.2 ANALISES ESPECTROSCOPICAS DE DSi-2e E DSi-2eD

O espectro de RMN de "*C da galactana despolimerizada DSi-2e apresenta
na regiao anomérica pelo menos oito sinais (Figura 46). Dentre estes o sinal de
maior intensidade em 100,7 ppm foi atribuido a unidades de B-D-galactose 2-sulfato.
O desaparecimento deste sinal apds dessulfatacdo e o concomitante aumento do
sinal de C-2 livre em 69,4 ppm (Figura 47) confirma que a galactana DSi-2e é
sulfatada em C-2 nas unidades A. Considerando a alta porcentagem de
dessulfatagdo de DSi-2e (99,5%) o sinal em 100,5 ppm no espectro de DSi-2eD foi
atribuido ao C-1 de unidades de a-L-galactose, o qual esta sobreposto no espectro
de DSi-2e ao de B-D-galactose 2-sulfatada (MILLER e BLUNT, 2000; ZIBETTI et al.,
2005 e 2009). Enquanto que o sinal em 100,8 ppm foi atribuido ao carbono acetalico
das unidades substituidas por acetal de acido piravico (carbonos metilico e
carboxilico em 25,2 e 175,5 ppm, respectivamente) (GAREGG et al., 1979).

Segundo Gorin et al. (1982), o tempo de relaxamento (T4) do carbono
acetalico pode impedir sua deteccdo por espectroscopia de RMN de "*C, mesmo
quando unidades substituidas por acetal de acido piruvico estdo presentes em
quantidades significativas. Portanto a ressonancia do carbono acetalico comumente
ndo é observada no espectro de RMN de '*C de galactanas de algas vermelhas. No
entanto o fato do sinal em 100,8 ppm nao apresentar qualquer correlagdo no
espectro de HSQC da fragdo DSi-2eD pode indicar a presenga deste tipo de carbono
acetalico, o qual esta ligado a um grupo metil, um grupo carboxilico e a dois
oxigénios, de forma que nao apresenta acoplamentos com quaisquer hidrogénios.

Na regido anomérica do espectro de DSi-2e outro sinal, em 98,2 ppm,
corresponde a unidades enantioméricas da série L- (3,6-anidro-a-L-galactose), as
quais podem estar ndo substituidas em C-2 ou substituidas neste carbono por
grupos O-metil e/ou O-glicosil. A presenca dos sinais em 82,4 e 81, 9 ppm, que
correspondem ao C-3 de [3-D-galactose ligada a unidades de 2-O-metil-3,6-anidro-a-
L-galactose e 3,6-anidro-a-L-galactose, respectivamente, comprovam a presencga
das diades G — LA2M e G — LA (MILLER e BLUNT, 2000).
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Os sinais anoméricos em 96,0 e 96,5 ppm no espectro de RMN de °C de
DSi-2e foram atribuidos a unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato, sendo que
unidades de a-D-galactose sulfatadas também podem estar representadas pelo sinal
em 96,0 ppm. Na fragcdo dessulfatada DSi-2eD o sinal em 95,7 foi atribuido ao C-1
das unidades de a-D-galactose nao substituida (USQV et al., 1980; FALSHAW et al.,
2003; ZIBETTI et al., 2005).

O desaparecimento dos sinais em 96,0 e 96,5 ppm no espectro de RMN de
3C na fracao dessulfatada DSi-2eD e o aumento da intensidade do sinal em 97,8
ppm permite concluir que este é referente ao C-1 das unidades de 3,6-anidro-a-L-
galactose nao substituidas em C-2 (ZIBETTI et al., 2005). O sinal em 96,9 ppm no
espectro de RMN de 3C de DSi-2eD foi atribuido, em parte, ao C-1 de unidades de
2-O-metilgalactose, posta a correlagéo de 96,9 ppm com hidrogénios em 5,39 ppm.

Experimentos homonucleares de correlacdo 'H/'H (COSY) e heteronucleares
de "H/"*C (HSQC) das fragdes DSi-2e e DSi-2eD confirmam os assinalamentos dos
C-2 nao substituidos e sulfatados em 69,4 e 78,0 ppm, respectivamente.

No espectro de HSQC da fragdo DSi-2e a correlagao do C-1 das unidades de
B-D-galactose 2-sulfato (C-1 em 100,7 ppm) com o H-1 é representado pelo sinal em
4,75 ppm, o qual correlaciona com o H-2 de sinal 4,66 ppm no experimento de
COSY. No experimento de HSQC da fragéo nativa o sinal em 4,66 ppm correlaciona
com o C-2 em 78,0 ppm, o que confirma o carater sulfatado do carbono.

O espectro de HSQC da fracdo DSi-2eD apresenta a correlacdo 102,8/4,47
referente a unidades de [-D-galactose. No espectro de COSY desta fragao
dessulfatada o sinal de H-1 em 4,47 ppm acopla com o H-2 em 3,67 ppm, que por
sua vez acopla com o C-2 em 69,4 ppm no espectro de HSQC de DSi-2eD, o que
caracteriza o C-2 nado substituido desta fragdo. Estes experimentos permitem
caracterizar o efeito a sofrido pelo C-2 das unidades de [-D-galactose quando
sulfatadas neste carbono.

Ha diferentes sinais anomeéricos correspondentes a unidades de [-D-
galactose presentes nos espectros de RMN de '*C da galactana despolimerizada
DSi-2e (104,3; 103,3; 102,6 e 102,1 ppm) e dessulfatada DSi-2eD (104,3; 103,2;
102,8; 102,5 e 101,9 ppm) (Tabela 18).
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A regido do anel dos espectros de DSi-2e e DSi-2eD apresentou alguns sinais
invertidos em RMN de '*C-DEPT135. Os sinais DEPT invertidos em 64,6/64,8;
60,9/60,8; 61,3/61,0 e 65,2 ppm sao correspondentes aos C-6 de B-D-galactose
piruvatada (C-5 em 66,1/66,3 ppm), p-D-galactose, a-D-galactose e C-5 de xilose,
respectivamente. A presencga de unidades precursoras de 3,6-anidrogalactose e/ou
B-D-galactose 6-sulfato € confirmada pelo sinal alargado centrado em 67,1 ppm, o
qual é intensamente diminuido na fragao dessulfatada (67,3 ppm) (DEPT invertidos).

As galactanas DSi-2e e DSi-2eD apresentam, assim como em DSi-1 e DSi-
1D, unidades de 3,6-anidrogalactitol, as quais puderam ser identificadas nos
experimentos de HSQC. A Tabela 17 mostra os assinalamentos dos carbonos e
hidrogénios correspondentes as unidades de 3,6-anidro-a-L-galactitol ligadas a
diferentes unidades A. No entanto percebe-se que as fragbes DSi-2e e DSi-2eD
mostram intensidades diminuidas dos sinais de 3,6-anidro-a-L-galactitol quando
comparadas com as fragdes DSi-1 e DSi-1D. Por isso, algumas correlagbes n&o séo

claras e nao puderam ser assinaladas.

TABELA 17 - CORRELAGOES PRESENTES NOS ESPECTROS DE HSQC DAS FRACOES
NATIVA DSi-2e E DESSULFATADA DSi-2eD ATRIBUIDAS AS UNIDADES DE 3,6-
ANIDRO-a-L-GALACTITOL (LAGOH) LIGADAS A DIFERENTES UNIDADES A

DSi-2e DSi-2eD
c H  Unidade A — LAGOH C H  Unidade A — LAGOH
1 630 366 G2S 630 365 G
372 GPeGP2S 371 GP
2 709 425 GP2S 712 394 GP
393 G2S
3 836 393 G2S 835 391 G
3,96 GP
4 - 856 4,31 GP
434 G
5 754 440 GeGP 751 441 GeGP
4,44 G2SeGP2S
6a 4,00 4,00
73,0 G2S 73,0 GP

6b 3,84 3,87




108

Os espectros de RMN de 'H das galactanas despolimerizadas DSi-2e e DSi-
2eD estao representados nas Figuras 48 e 49.

O espectro de DSi-2e apresenta na regidao a-anomérica (Figura 48) sinais
principais em 5,39 e 5,31 ppm além de outros sinais de menor intensidade (5,18 e
5,16 ppm). No espectro de DSi-2eD esta regido é modificada pela diminuicdo da
intensidade dos sinais em 5,39 e 5,31 ppm e aumento da intensidade dos sinais em
5,24 e 5,15 ppm.

O aumento consideravel do sinal em 5,15 ppm esta correlacionado com a
dessulfatagdo das unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato (C-1 em 96,0 e
96,5 ppm; H-1 em 5,31 e 5,39 ppm). Com a retirada do substituinte em C-2 as
unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose apresentam C-1 em 97,8 ppm e H-1 em 5,15
ppm (ZIBETTI et al., 2009).

As substituicdes por acetal de acido piravico presentes nas galactanas DSi-2e
e DSi-2eD sédo comprovadas pelos sinais em 1,46 e 1,49 ppm, correspondentes aos
hidrogénios do grupo metil deste substituinte, os quais acoplam com os carbonos em
25,2 e 25,1 ppm (CHIOVITTI et al., 1997).

Adicionalmente o sinal em 3,52 ppm pode ser atribuido aos hidrogénios dos
substituintes O-metil em unidades de 2-O-metil-3,6-anidro-a-L-galactose, enquanto o
sinal em 3,47 ppm, que acopla com 56,4 ppm pode ser referente a unidades 3-O-
metil substituidas (MURANO et al., 1992; NAVARRO e STORTZ, 2008).

Experimentos de HSQC com as fragdes DSi-2e e DSi-2eD permitiram
assinalar diversos hidrogénios presentes nos respectivos espectros de RMN de H

bem como confirmar a presenca das diades esquematizadas na Tabela 18.
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DESSULFATADA DSi-2eD (ABAIXO): REGIAO a-ANOMERICA
Solvente: D,0O (70°C); acetona como padréo interno (2,224 ppm)
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6.6.3 ANALISES ESPECTROSCOPICAS DE DSi-3 E DSi-3D

O espectro de RMN de "*C da galactana despolimerizada DSi-3 (Figura 50)
apresenta na regido anomerica pelo menos nove sinais bastante alargados, o que
condiz com o alto teor de sulfato (29,9%) para esta fragdo. Dentre estes os sinais de
maior intensidade em 100,8 e 102,9 ppm foram atribuidos a unidades de [-D-
galactose 2-sulfato e B-D-galactose, respectivamente. O desaparecimento do sinal
em 100,8 ppm apés dessulfatacdo e o concomitante aumento do sinal de C-2 livre
em 69,4 ppm (Figura 51) confirma que a galactana DSi-3 é sulfatada em C-2 nas
unidades A. Considerando a alta porcentagem de dessulfatacdo de DSi-3 (93,9%) o
sinal em 100,4 ppm no espectro de DSi-3D foi atribuido ao C-1 de unidades de a-L-
galactose, o qual esta sobreposto no espectro de DSi-3 ao de [B-D-galactose 2-
sulfatada (MILLER e BLUNT, 2000; ZIBETTI et al., 2005 e 2009).

Na regido anomérica do espectro de DSi-3 outros sinais também
correspondem a unidades enantioméricas da série L-. O sinal em 96,5 ppm
corresponde a unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato, enquanto o sinal em
98,2 ppm refere-se a unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose, as quais podem estar
nao substituidas em C-2 e substituidas neste carbono por grupos O-metil. A
presenga dos sinais em 82,4 e 81, 9 ppm, que correspondem ao C-3 de [B-D-
galactose ligada a unidades de 2-O-metil-3,6-anidro-a-L-galactose e 3,6-anidro-o-L-
galactose, respectivamente, comprovam as diades G —» LA2M e G — LA (MILLER e
BLUNT, 2000).

O sinal anomérico em 93,2 ppm no espectro de RMN de C de DSi-3 foi
atribuido a unidades de 3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato e/ou a-D-galactose 2,6-
disulfato (CIANCIA et al., 1993).

Ap6s dessulfatacdo o espectro de RMN de C da fragdo DSi-3D mostra
sinais mais definidos e intensos. O sinal intenso em 97,8 ppm refere-se ao C-1 de
unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose, enquanto os sinais em 95,7 e 94,7 ppm foram
atribuidos a unidades de a-D-galactose e 3,6-anidro-a-D-galactose, respectivamente
(USQV et al., 1980; ZIBETTI et al., 2005).
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Os experimentos homonuclear de correlacdo 'H/'H (COSY) e heteronuclear
de 'H/"*C (HSQC) da fracdo DSi-3D confirmam o assinalamento dos C-2 nao
substituidos em 69,4 ppm. O hidrogénio H-1 em 4,57 ppm das unidades 3,6-anidro-
a-L-galactose indicam no experimento de COSY o H-2 em 3,66 ppm, este por sua
vez correlaciona com o C-2 em 69,4 ppm (HSQC). Nao foi possivel a confirmagéo
dos C-2 sulfatados na fragdo nativa DSi-3 por experimentos bidimensionais, mas
sugere-se a presencga destes pelo sinal intenso e alargado em 78,0 ppm, o qual é
significativamente diminuido na fragao dessulfatada DSi-3D.

Ha diferentes sinais anoméricos correspondentes a unidades de [3-D-
galactose presentes nos espectros de RMN de '*C da galactana despolimerizada
DSi-3 (104,3; 102,9; 102,1 e 100,8 ppm) e dessulfatada DSi-3D (104,3; 104,0; 103,2;
102,5; 101,9 e 100,4 ppm) (Tabela 20).

Os espectros destas galactanas ainda apresentam sinais em 25,1 e 175,3
ppm correspondentes ao grupo metil e carboxil de acetal de acido piruvico
substituintes nos carbonos C-4 e C-6 (GAREGG et al., 1979).

A regiao do anel dos espectros de DSi-3 e DSi-3D também apresenta sinais
invertidos em RMN de '*C-DEPT135. Os sinais DEPT invertidos em 64,6/64,8;
61,0/60,8 e 61,3/61,0 sdo correspondentes aos C-6 de (-D-galactose piruvatada (C-
5 em 66,1/66,3 ppm), B-D-galactose e a-D-galactose, respectivamente. A presenca
de unidades precursoras de 3,6-anidrogalactose e/ou [B-D-galactose 6-sulfato é
confirmada pelo sinal largo de alta intensidade em 67,0 ppm, o qual é fortemente
diminuido na fragao dessulfatada DSi-3 (67,1 ppm) (DEPT invertidos).

As galactanas DSi-3 e DSi-3D também apresentam unidades de 3,6-
anidrogalactitol, que puderam ser assinaladas com auxilio de experimentos de
HSQC (Tabela 19). O espectro de RMN de '*C da fragdo nativa DSi-3 (Figura 51)
nao indica o sinal em 86,6 ppm, no entanto o experimento de HSQC mostra a
correlagao 86,6/4,30 referente ao C-4 de unidades de 3,6-anidrogalactitol ligadas a

B-D-galactose 2-sulfato.
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TABELA 19- CORRELAGOES PRESENTES NOS ESPECTROS DE HSQC DAS FRACOES
NATIVA DSi-3 E DESSULFATADA DSi-3D ATRIBUIDAS AS UNIDADES DE 3,6-
ANIDRO-a-L-GALACTITOL (LAGOH) LIGADAS A DIFERENTES UNIDADES A

DSi-3 DSi-3D
C H Unidade A — LAGOH C H Unidade A — LAGOH

1 63,1 3,67 G2S 63,0 366 G

3,72 GP e GP2S 3,71 GP
2 710 39 GP 71,1 3,93 GP
3 835 393 G2S 835 392 G
4 866 430 G2S 856 434 G
5 754 444 G2SeGP2S 751 441 GeGP
6a 4,00 4,00
oh 72,9 386 G2S 73,0 387 GP

Os espectros de RMN de 'H das galactanas despolimerizadas DSi-3 e DSi-3D
estao representados nas Figuras 52 e 53.

O espectro de DSi-3 apresenta na regido a-anomérica (Figura 52) sinais
principais em 5,40, 5,31 e 5,18 ppm além de outros sinais de menor intensidade
(5,49, 5,25 e 5,03 ppm). No espectro de DSi-3D esta regido € modificada pelo
aumento da intensidade dos sinais em 5,30 e 5,16 ppm.

Substituicdes por acetal de acido piruvico presentes nas galactanas DSi-3 e
DSi-3D sao comprovadas pelos sinais em 1,49 e 1,47 ppm, correspondentes aos
hidrogénios do grupo metil deste substituinte, os quais acoplam com os carbonos em
25,1 e 25,0 ppm (CHIOVITTI et al., 1997).

Experimentos de HSQC com as fragbes nativa DSi-3 e dessulfatada DSi-3D
permitiram assinalar diversos hidrogénios presentes nos respectivos espectros de
RMN de 'H bem como confirmar a presenca das diades esquematizadas na Tabela
20.
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Solvente: D,0O (70°C); acetona como padréo interno (2,224 ppm)
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6.6.4 ANALISES ESPECTROSCOPICAS DE DSi-4

No espectro de RMN de "*C da fracdo DSi-4 (Figura 54) destaca-se na regigo
anomérica o sinal em 104,3 ppm atribuido ao C-1 das unidades de B-D-galactose
(substituidas em C-4 e/ou C-6, por grupos sulfato ou acetal de acido piravico)
ligadas a a-D-galactose, as quais podem estar sulfatadas em C-6 (95,6 ppm) e/ou
disulfatadas em C-2 e C-6 (93,4 ppm). Os sinais em 102,8 e 102,5 ppm
correspondem a unidades de B-D-galactose galactose (substituidas em C-4 e/ou C-
6, por grupos sulfato ou acetal de acido piruvico) ligadas a unidades de 3,6-anidro-a-
D-galactose (95,6 ppm) ou 3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato (93,4 ppm) (FALSHAW
e FURNEAUX, 1995; FALSHAW et al., 2005; USQV et al., 1980).

Deslocamentos quimicos na regido de 93,0 ppm n&do s&o comuns na
literatura. De acordo com Chopin et al. (1994) e Van de Velde et al. (2004),
deslocamentos quimicos em 93,4 e 93,7 ppm podem ser atribuidos a unidades de a-
D-galactose sulfatadas. No presente trabalho, a atribuigcdo do sinal centrado em 93,4
ppm a unidades de a-D-galactose e/ou 3,6-anidro-a-D-galactose sulfatadas foi
corroborada pelos experimentos bidimensionais de HSQC, como discutido adiante.

O sinal em 25,0 ppm confirma a presenca de unidades A piruvatadas por ser
atribuido ao carbono metilico em posi¢cao equatorial de unidades de B-D-galactose
4,6-0O-(1'-carboxietilideno) substituidas ou ndo em C-2 (GAREGG et al., 1979).

O espectro de RMN de *C da fragdo DSi-4 ainda apresenta um sinal em
100,8 ppm de baixa intensidade, referente pelo menos em parte a unidades da série
L-. Portanto é possivel a presencga da diade G(P) (103,2 ppm) — L(6S) (100,8 ppm)
em menor quantidade, de acordo com os dados de enantiomericidade (Tabela 13)
(LAHAYE et al., 1985). Ainda é possivel apontar a presenca da diade G2S (100,8
ppm) — DA2S (95,6 ppm), posta a presenca de C-2 sulfatado evidenciada pelo sinal
alargado em 77,7 ppm (FALSHAW e FURNEAUX, 1994).

Na regido do anel do espectro de RMN de *C de DSi-4 alguns sinais se
apresentaram invertidos em RMN de '*C-DEPT135 como 61,0 e 61,3 ppm que
correspondem ao C-6 livre das unidades de [(-galactose e a-galactose,
respectivamente (USOV e SHASHKOV, 1985; CHIOVITTI et al.,, 1997). Os
deslocamentos em 67,1 e 67,4 ppm podem ser atribuidos a C-6 sulfatados e em
64,5 ppm ao C-6 de unidades de B-D-galactose substituidas por acetal de acido
piravico (TAKANO et al., 1995).
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122

E importante ressaltar a intensidade dos sinais em 67,1 e 67,4 ppm e 77,7
ppm, referentes a C-6 e C-2 sulfatados, respectivamente, de forma que o alto teor de
sulfato desta fragdo (31,7%) pode ser derivado, pelo menos em parte, destas
substituigdes. Também se pode atribuir o sinal de 72,5 ppm ao C-4 de unidades de
B-D-galactose 4-sulfato (CACERES et al., 2000; TAKANO et al., 1995).

Na regido a-anomérica do espectro de RMN de 'H (Figura 55) de DSi-4
destacam-se os sinais em 5,50; 5,46; 5,31 e 5,18 ppm, sendo que os dois primeiros,
mais intensos, referem-se a hidrogénios menos blindados, que estao presentes em
ambientes quimicos possivelmente sulfatados.

O experimento de correlacdo heteronuclear C/'H (HSQC) mostra a
correlagdo 93,4/5,50 (Figura 56). Segundo Ciancia et al. (1993) o hidrogénio
anomérico de unidades de a-D-galactose 2,6-disulfato aparecem em 5,50 ppm,
assim o sinal em 93,4 ppm foi atribuido a esta unidade disulfatada.

Outra correlagédo em 93,7/5,46 ppm permite atribuir o sinal em 93,7 ppm a
unidades de 3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato, posto que o sinal em 92,7 ppm que
também correlaciona com 5,46 ppm é referente a unidades de 3,6-anidro-a-D-
galactose 2-sulfato, as quais podem estar ligadas a (-D-galactose 4-sulfato (USOV e
SHASHKOQV, 1985).

A correlagdo 95,6/5,18 ppm permite atribuir o sinal em 5,18 ppm a H-1 de
unidades de a-D-galactose e 3,6-anidro-a-D-galactose, a qual pode estar ligada a (3-
D-galactose 4-sulfato (C-1 em 102,5 ppm) ou ainda, segundo Falshaw et al. (2003), a
B-D-galactose-4,6-O-(1’-carboixietilideno).

O sinal em 5,31 pode ser referente aos H-1 de unidades de a-D-galactose 6-
sulfato (C-1 em 95,6 ppm) ou ainda a de unidades de 3,6-anidro-a-D-galactose 2-
sulfato (C-1 em 95,6 ppm) ligadas a B-D-galactose-4,6-O-(1’-carboixietilideno) 2-
sulfato (C-1 em 100,8 ppm), enquanto o sinal em 5,18 ppm € atribuido a unidades de
a-D-galactose e 3,6-anidro-a-D-galactose (C-1 em 95,6 ppm) (CIANCIA et al., 1993;
ZIBETTI et al., 2009).

Na regido B-anomeérica o sinal em 4,66 ppm é referente ao H-1 de unidades
de [B-D-galactose, as quais compdéem a diade G (104,3 ppm) — D (95,6 ppm),
enquanto o sinal em 4,57 ppm indica hidrogénios de unidades de (3-D-galactose (C-1
em 102,5 ppm) ligadas a unidades de a-D-3,6-anidrogalactose (C-1 em 96,5 ppm)
(ZIBETTI et al., 2009).
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O espectro de RMN de 'H destaca o sinal centrado em 3,79 ppm que pode
ser atribuido aos H-6 n&o substituidos de [(-D-galactose (KOLENDER e
MATULEWICZ, 2004). Ja o sinal em 3,41 ppm alargado e de baixa intensidade pode
ser atribuido, pelo menos em parte, aos hidrogénios de grupos metil substituintes em
C-6 de unidades de galactose, posto que o teor de 6-O-metilgalactose nesta fragcéo
é baixo (1,7 mol%) (NELSON et al, 1994; GROS et al., 1971).

E possivel assinalar também o sinal em 1,49 ppm referente aos hidrogénios
do grupo metil de acetal de acido piravico. O sinal em 1,45 ppm ppm nao foi
assinalado (CHIOVITTI et al., 1997; ZIBETTI et al., 2009).

Os H-1 pertencentes as unidades de (B-D-galactose, piruvatadas ou nédo, sao
indicados pelo sinal em 4,66 ppm, posta a correlagao 104,3/4,66 ppm (FALSHAW e
FURNEAUX, 1995; FALSHAW et al., 2005; USOV et al., 1980; ZIBETTI et al., 2009).

Ainda no espectro de HSQC de DSi-4 (inserto da Figura 56) pode-se destacar
a correlagao 61,0/3,79 ppm referente aos C-6 livres de unidades de B-D-galactose
(KOLENDER e MATULEWICZ, 2004). Enquanto a correlacdo 67,4/4,24 também
confirma a presenca de unidades de [(-D-galactose 6-sulfato (USOV e ELASHVILI,
1997; TAKANO et al., 1995).
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FIGURA 56 - ESPECTRO DE HSQC DA REGIAO ANOMERICA DA FRACAO DSi-4
Solvente: D,O (70°C); calibragéo por metil de acetal de acido piravico (25,0/1,49 ppm)

Inserto: correlagédo 61,0/3,79 referente aos C-6 livres de unidades de B-D-galactose

6.6.5 ANALISES ESPECTROSCOPICAS DE DSi-5

O espectro de RMN de "*C da fragdo DSi-5 (Figura 56) destaca os sinais em
104,3 e 102,8 ppm que podem ser atribuidos ao C-1 das unidades de B-D-galactose,
(substituidas em C-4 e/ou C-6, por grupos sulfato ou acetal de acido piravico)
(FALSHAW et al., 2003; CIANCIA et al., 1993; USOV e SHASHKOV,1985).

Ressalta-se que o espectro de RMN de *C da fragdo DSi-5 mostra-se com os
sinais 104,3 e 102,8 mais definidos quando comparado ao da fragao DSi-4, o que
indica um espectro menos complexo com relagcdo as outras galactanas
despolimerizadas. No entanto o grupo de sinais centrado em 93,4 ppm mostra picos

alargados e variados, os quais sao atribuidos a unidades de a-D-galactose e/ou 3,6-
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anidro-a-D-galactose sulfatadas (FALSHAW et al., 1996; LIAO et al., 1993; USOV e
SHASHKOV, 1985; CIANCIA et al., 1993; CACERES et al., 2000).

O espectro de RMN de "*C da fragdo DSi-5 ndo apresenta sinal 100,8 ppm,
que seria correspondente a B-D-galactose 2-sulfato e/ou a-L-galactose. A presenca
de acetal de acido piruvico € indicado pelo sinal em 25,0 ppm referente ao carbono
metilico deste substituinte (GAREGG et al., 1979).

Na regido do anel alguns sinais sdo invertidos em RMN de "*C-DEPT135. Os
sinais invertidos em 61,0 e 61,3 ppm correspondem ao C-6 livre das unidades de [3-
e a-galactose, respectivamente (CHIOVITTI et al., 1997). E possivel atribuir a C-6
sulfatados os sinais em 67,0 e 67,4 ppm, enquanto o C-6 de unidades piruvatadas
pode ser indicado pelo sinal em 64,5 ppm. No entanto este sinal em 64,5 ppm
também corresponde a outros tipos de carbono, posto que sua inversao nao foi total.

O espectro de RMN de ®C da fracdo DSi-5 também apresenta deslocamentos
quimicos na regiao de 93,0 ppm. Sendo que o espectro de HSQC de DSi-5 (Figura
59) mostra a correlagao 93,4/5,51 ppm assim como em DSi-4, o que indica unidades
de a-D-galactose 2,6-disulfato (CIANCIA et al., 1993).

O espectro de RMN de 'H da fracdo DSi-5 (Figura 58) apresenta trés sinais
a-anomericos em 5,51; 5,47 e 5,18 ppm que, com auxilio do experimento de HSQC
(Figura 59), podem ser atribuidos aos H-1 de unidades de a-D-galactose 2,6-
disulfato, 3,6-anidro-a-D-galactose 2-sulfato e as unidades de 3,6-anidro-a-D-
galactose ou a-D-galactose (CIANCIA et al.,, 1993; USOV e SHASHKOV, 1985;
FALSHAW et al., 2003; KNUTSEN et al., 2001).

No entanto ressalta-se que a correlagdo 95,5/5,18 indicativa de H-1 de
unidades 3,6-anidro-a-D-galactose e/ou a-D-galactose € muito préxima do ruido,
posta a menor quantidade da amostra DSi-5 utilizada no experimento de HSQC,
devido ao pequeno rendimento desta fracdo em relagdo aos outros

despolimerizados obtidos apds cromatografia em DEAE-Sephacel.
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Solvente: D,O (70°C); acetona como padrao interno (30,2 ppm)
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No espectro de RMN de 'H de DSi-5, além do sinal em 1,49 ppm, referente a
unidades piruvatadas, destacam-se ainda o sinal em 3,80 que pode ser atribuido aos
H-6 ndo substituidos de B-D-galactose e o sinal de baixa intensiade em 3,42 ppm é
atribuido, em parte, aos hidrogénios de grupos metil substituintes em C-6 de
unidades de B-D-galactose, posto que a porcentagem de 6-O-metilgalactose é baixa
(1,2%) (CHIOVITTI et al., 1997; KOLENDER e MATULEWICZ, 2004; NELSON et al,
1994; GROS et al., 1971).

Do experimento de HSQC de DSi-5 pode-se ainda mencionar as correlagdes
102,8/4,70 que poderia ser referente a unidades de [-D-galactose 4-sulfato e em
104,3/4,66 e em 104,3/4,62 atribuidas a unidades de [(3-D-galactose, piruvatadas ou
nao, ligadas a unidades de a-D-galactose (KNUTSEN e GRASDALEN, 1992;
FALSHAW et al., 2003; CHIOVITTI et al., 1997).

O espectro de HSQC de DSi-5 (inserto da Figura 59) destaca a correlagao
61,3/3,80 referente aos C-6 livres de unidades de a-D-galactose (KOLENDER e
MATULEWICZ, 2004). As unidades de [(-D-galactose 6-sulfato sdo indicadas pela
correlagao 102,8/4,70 e confirmadas pela correlagao 67,4/4,24, que corresponde aos
C-6 sulfatados destas unidades (USOV e ELASHVILI, 1997; TAKANO et al., 1995).

Os dados de RMN mono- e bidimensional permitem sugerir a presengca de
algumas diades na fragdo DSi-5 como:

G (104,3/4,66 ppm) — D (96,4 ppm);

GP (104,3/4,62 ppm) — D (95,5/5,18 ppm);

G(6S)(4S) (102,8/4,70 ppm) — DA (95,5/5,18 ppm);

G(6S)(4S) (102,8/4,70 ppm) — D2S (94,1/5,47 ppm);

G(6S) (102,8/4,70 ppm) — D2,6S (92,7/5,47 ppm) e

G(4S) (102,8/4,70 ppm) — DA2S (93,4/5,51 ppm) (FALSHAW et al., 2003;
CIANCIA et al., 1993; USOV e SHASHKOV, 1985; FALSHAW et al., 1996; LIAO et
al., 1993; CACERES et al., 2000).
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As consideragdes estruturais obtidas com os experimentos de RMN das
fragdes DSi-4 e DSi-5 em conjunto com as analises de enantiomericidade deixam
clara a caracteristica predominante de carragenanas presente nestes produtos de
hidrolise redutiva parcial das galactanas sulfatadas extraidas da alga C. seminervis.

O baixo rendimento destas em relagdo as galactanas despolimerizadas DSi-1
DSi-2e e DSi-3 esta de acordo com os dados estruturais obtidos para as galactanas

ja estudados onde predomina o carater de agarana (ZIBETTI et al., 2009).
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FIGURA 59 - ESPECTRO DE HSQC DA REGIAO ANOMERICA DA FRACAO DSi-5
Solvente: D,O (70°C); calibragéo por metil de acetal de acido piravico (25,0/1,49 ppm)

Inserto: correlagdo 61,3/3,80 referente aos C-6 livres de unidades de a-D-galactose
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6.7 ANALISE DE METILACAO DAS GALACTANAS DESPOLIMERIZADAS
NATIVAS DSi-1 E DSi-2e E DESSULFATADAS DSi-1D E DSi-2eD

As andlises de metilacdo das fragbes homogéneas nativas DSi-1 e DSi-2e e
dessulfatadas DSi-1D e DSi-2eD foram conduzidas através do método de Ciucanu e
Kerek (1984) usando ICHs3, apds tratamento prévio das galactanas em solugéo de
trietilamina (1 g%) (STEVENSON e FURNEAUX, 1991). As galactanas na forma de
sal de trietilamonio, portanto soluveis no meio reacional (DMSO), foram submetidas
a trés etapas de metilagdo. Os derivados foram hidrolisados (JOL et al., 1999) e
analisados na forma de acetatos de alditéis parcialmente metilados por
cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (GLC-EM) em
coluna de silica fundida DB225.

O derivado metilado 4,6-Mej-galactose co-elui com 3,6-anidrogalactose na
coluna DB225, portanto a proporgéo destas unidades foi feita com auxilio dos dados
de composigao monossacaridica. Durante o processo de metilacdo as unidades de
3,6-anidrogalactose nao substituidas em C-2 sdo metiladas nesta posicéao
produzindo o derivado 2-O-metil-3,6-anidrogalactose (2-AG, Tabela 21), portanto o
teor de 3,6-anidrogalactose naturalmente metilada presente na composigéao
monossacaridica deve ser descontado do total do derivado 2-O-metil-3,6-
anidrogalactose presente entre os produtos de metilagdo. A utilizacdo do agente
metilante 1CD3; permitiria marcar as unidades naturalmente metiladas. Os resultados
da analise de metilagdo dos derivados parcialmente metilados obtidos das fracdes
nativas e dessulfatadas séo dispostos na Tabela 21.

A analise da metilagcdo de DSi-1 apresenta como principais derivados os
correspondentes as unidades A (B-D-galactopiranose 4-ligada), 2,4,6-Mes-galactose
e 4,6-Me,-galactose (14,0 e 12,0 mol%, respectivamente). Estes sdo atribuidos a
unidades A nao sulfatadas e sulfatadas em C-2, respectivamente. A presenca de -
D-galactose 2-sulfato estad de acordo com as andlises de RMN de "*C (sinais em
100,7 e 77,9 ppm relativos ao C-1 e C-2 de unidades de (B-D-galactose 2-sulfato). A
presenga dos derivados galactose e 2-Me-galactose foi atribuida as unidades A
substituidas por acetal de acido piravico, sulfatadas ou nao em C-2,

respectivamente.
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A anadlise dos derivados metilados da fragdo dessulfatada DSi-1D comprova
os resultados obtidos na metilagao da fragao nativa, posto o aumento dos derivados
2,4,6-Mes-galactose e 2-Me-galactose concomitantemente com a diminuigcdo do
derivado 4,6-Me,-galactose e desaparecimento da galactose nao metilada.

A galactana despolimerizada DSi-1 & ainda constituida por unidades de o-
galactose nao substituida (15 mol%) e menores proporgbes destas unidades
sulfatadas em C-6 (5 mol%) e em C-2 (1,5 mol %). Em relacdo as unidades
anidrogalactosidicas a presenca do derivado 2-Me-3,6-anidrogalactose (2-AG) (5
mol%) estd de acordo com a porcentagem de 2-O-metil-3,6-anidrogalactose
determinada na composi¢cdo monossacaridica de DSi-1 (2,1 mol%, Tabela 10) e com
a presenca de unidades ndo substituidas em C-2 (2,9 mol%).

Destaca-se a presenga de 13,5 mol% do derivado 3,6-anidrogalactose (AG).
Este pode indicar que a galactana despolimerizada DSi-1 contém unidades de 3,6-
anidrogalactose substituidas em C-2 por grupos sulfato e/ou O-glicosil.

Resultados obtidos por Zibetti et al. (2005 e 2009) demonstram que as
unidades de 3,6-anidrogalactose sulfatadas em C-2 apresentam o C-1 em 96,0-96,1
quando presentes nos polissacarideos nativos de C. seminervis e C. crenulata, ou
em 96,7 ppm como na galactana despolimerizada CS de C. seminervis. De fato o
espectro de RMN de "C de DSi-1 apresenta um sinal anomérico em 96,5 ppm que
poderia corresponder pelo menos em parte a este tipo de unidade sulfatada.

No entanto, a analise dos produtos de metilagdo de DSi-1D mostra 12,4 mol%
do derivado 3,6-anidrogalactose (AG), cuja porcentagem € similar a da fragado nativa
DSi-1 (13,5 mol%). Este resultado pode indicar que a galactana DSi-1 é constituida
por unidades anidrogalactosidicas glicosiladas em C-2. Alternativamente o processo
de metilagdo conduzido com DSi-1 néo teria sido efetivo na metilagdo do C-2 das
unidades anidrogalactosidicas.

De acordo com os resultados de HSQC da fragdo DSi-1 (Tabela 16) pode-se
observar que o sinal de C-1 em 98,4 ppm acopla com diferentes hidrogénios. Entre
estes estdo os acoplamentos 98,4/5,25 e 98,4/5,15 caracteristicos de C-1/H-1 de
3,6-anidro-a-L-galactose e 2-O-metil-3,6-anidro-a-L-galactose adjacentes ou néao,

respectivamente, a unidades de (3-D-galactose piruvatadas.
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O sinal de C-1 em 98,4 ppm também acopla com sinais de H-1 em 5,38 e
5,48 ppm, os quais podem ser correspondentes a unidades de 3,6-anidro-a-L-
galactose glicosiladas em C-2 por unidades simples de galactose e/ou xilose (13,5
mol%, Tabela 21).

Paralelamente a presenca do derivado 2,6-Me,-galactose entre os produtos
de metilagdo de DSi-1 (12 mol%) e DSi-1D (11 mol%) pode ser devida tanto a
presenca de unidades de B-D-galactose 4-substituida como de unidades de a-
galactose 3-substituida. Considerando a porcentagem destas unidades e de 3,6-
anidrogalactose glicosilada seria esperado um total de 23,4 mol% de terminais n&o
redutores contra 13,5 mol% obtidos entre os produtos de metilagdo de DSi-1D. Este
fato pode ser explicado pela alta volatilidade e/ou degradag¢ao dos derivados 2,3,4-
tri-O-metilxilose e 2,3,4,6-tetra-O-metilgalactose durante o processo de derivatizagéo
dos produtos da metilacdo (NEEDS e SELVENDRAN, 1994). De acordo com os
resultados obtidos a fracdo DSi-1 apresenta elevado grau de ramificacdo por
unidades simples de galactose e/ou xilose, glicosilando o C-2 de 3,6-anidrogalactose
e 0 C-3 e/ou C-4 de unidades galactosidicas.

O processo exaustivo de extracdo dos polissacarideos de C. seminervis
conduzidos no presente trabalho (nove extragdes a 80°C), contra trés extragbes
(uma a temperatura ambiente de 25°C e duas a 80°C) realizadas por Zibetti et al.
(2009) pode ter sido responsavel pela obtencdo de polissacarideos contendo alta
porcentagem de unidades anidrogalactosidicas 2-O-glicosiladas. Este tipo de
unidade havia sido detectada apenas em baixas porcentagens nas galactanas
homogéneas de C. seminervis (ZIBETTI et al., 2009).

Assim pelos resultados de metilagdo conclui-se que a galactana
despolimerizada DSi-1 apresenta 25% das unidades A sulfatadas em C-2 e 29% de
unidades néo substituidas. Adicionalmente aproximadamente 6% das unidades A
sdo piruvatadas, sendo 67% destas sulfatadas em C-2. De forma que ao considerar
a porcentagem de unidades de B-D-galactose piruvatadas (sulfatadas ou nédo em C-
2), a galactana DSi-1 contém uma substituicdo por acetal de acido piruvico a cada
33 unidades monossacaridicas.
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Adicionalmente as unidades B, na forma anidrogalactosidica, sao
predominantemente glicosiladas em C-2 (34%), enquanto 13% das formas
galactosidicas sao sulfatadas em C-6, contra 38% destas unidades nao substituidas.

Os resultados de metilagdo comprovam a grande complexidade estrutural da
galactana DSi-1, a qual ¢ intensificada pelo carater hibrido da molécula comprovado
pelas analises enantioméricas e de RMN.

A Tabela 21 também apresenta os resultados de metilagdo para a galactana
despolimerizada DSi-2e, a qual apresenta 4,6-Mej-galactose (18,5 mol%) como
principal derivado correspondente a unidades A de B-D-galactose 2-sulfato, além de
10,5 mol% destas unidades nao sulfatadas em C-2.

A presenga de unidades de B-D-galactose 2-sulfato € comprovada pela
presenca dos sinais em 100,7 e 78,0 ppm no espectro de RMN de "*C da fracéo
DSi-2e, os quais correspondem aos C-1 e C-2 destas unidades.

A presenca de galactose ndo metilada e de 2-Me-galactose foi atribuida as
unidades A substituidas por acetal de acido piruvico, sulfatadas ou ndo em C-2,
respectivamente.

Os produtos de metilacdo da fragdo dessulfatada DSi-2eD comprovam os
resultados obtidos na metilacdo da fracdo nativa, posto o aumento dos derivados
2,4,6-Mes-galactose e 2-Me-galactose concomitantemente com a diminuigdo do
derivado 4,6-Me,-galactose e desaparecimento da galactose nao metilada.

A galactana despolimerizada DSi-2e é constituida por quantidades similares
de unidades de a-galactose n&o substituida (9,5 mol%) e sulfatadas em C-6 (9,4
mol%), além de possuir 3,8 mol% de a-galactose 2-sulfato, representada pelo
derivado 3,6-Me,-galactose, o qual desaparece na fracdo dessulfatada juntamente
com 2,3-Me;,-galactose, equivalente as unidades de a-galactose 6-sulfato.

Unidades anidrogalactosidicas s&o representadas pelos derivados 2-Me-3,6-
anidrogalactose (2-AG) (3,7 mol%) e 3,6-anidrogalactose (AG) (11,0 mol%). A
presencga do derivado 2-Me-3,6-anidrogalactose (2-AG) corresponde a porcentagem
de 2-O-metil-3,6-anidrogalactose determinada na composigdo monossacaridica de
DSi-2e (1,2 mol%, Tabela 11) e com a presenca destas unidades n&o substituidas
em C-2 (2,5 mol%).
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A presenca de 11,0 mol% do derivado 3,6-anidrogalactose (AG) na fragao
nativa DSi-2e e sua diminuicdo na fragdo dessulfatada DSi-2eD (3,0 mol%)
comprova que as unidades de 3,6-anidrogalactose sao sulfatadas em C-2.

Os resultados das analises de metilacdo corroboram com os dados obtidos
por RMN de "*C onde os sinais em 96,0 e/ou 96,5 ppm correspondem a unidades de
3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato. No espectro de RMN de BC da fragdo
dessulfatada (DSi-2eD) estes sinais desaparecem paralelamente ao aumento do
sinal em 97,8 ppm correspondente a unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose nao
substituidas em C-2.

Segundo os resultados de metilagdo, a fragdo dessulfatada DSi-2eD contém
de 44,6 a 50,6 mol% de unidades B onde as unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose
representam de 30 a 27%, deste total, explicando assim a alta intensidade do sinal
em 97,8 ppm no espectro de RMN de *C da galactana despolimerizada DSi-2eD.
Adicionalmente, nesta as unidades de 3,6-anidrogalactose podem estar ligadas a
unidades de [B-D-galactose piruvatadas ou nao (sinais em 101,9 - 102,8 ppm)
(Tabela 18).

Desta forma a fragcdo DSi-2e representaria os blocos de galactanas
enriquecidas por unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose 2-sulfato, enquanto a
galactana despolimerizada DSi-1 seria correspondente a blocos enriquecidos por
unidades de 3,6-anidro-a-L-galactose 2-O-glicosiladas. O primeiro tipo de
substituicdo esta presente em porcentagem significativa na galactana homogénea
S2S-4 obtida de C. seminervis por Zibetti et al. (2009), enquanto o segundo tipo
ainda nao havia sido descrito.

A presencga do derivado 2,6-Mej-galactose entre os produtos de metilagéo de
DSi-2e (6,5 mol%) e DSi-1D (6,8 mol%) foi atribuida a presencga de unidades de a-
galactose 3-O-glicosilada, que junto aos 3,1 mol% do derivado 2,4-Me,-galactose
para a fracdo dessulfatada, referente a unidades A de [(-D-galactose 6-O-glicosil,
resultaria em aproximadamente 9,5 mol% de terminais n&do redutores. A fragdo DSi-1
apresenta 7,4 mol% de unidades como terminais ndo redutores (xilose e galactose).
A alta volatilidade e/ou degradagdo destes derivados durante o processo de
derivatizagao dos produtos da metilagao resulta em porcentagens menores do que a
esperada (NEEDS e SELVENDRAN, 1994).
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Os resultados de metilagdo da galactana despolimerizada DSi-2e permitem
concluir que dos 41,7 mol% correspondentes as unidades A, 45% sao sulfatadas em
C-2 (G2S e G2SP). Ao considerar a porcentagem de unidades de B-D-galactose
piruvatadas, a galactana DSi-2e é menos piruvatada que DSi-1, contendo uma
substituicdo por acetal de acido pirdvico a cada 22 unidades monossacaridicas.

As unidades B nesta galactana despolimerizada sdo constituidas
principalmente por unidades anidrogalactosidicas sulfatadas em C-2 (29 a 26%),
enquanto as unidades galactosidicas sao principalmente sulfatadas em C-6 e nao
substituidas, em porcentagens similares (21 a 19%).

Os resultados de metilacdo unidos as informagdes obtidas por RMN
demonstram as diferencgas estruturais das galactanas despolimerizadas DSi-1 e DSi-

2e e estao de acordo com o maior grau de sulfatagdo de DSi-2e em relagao a DSi-1.

6.8 CLIVAGEM DAS GALACTANAS DE C. seminervis POR HIDROLISE REDUTIVA
PARCIAL

Ao analisar os dados obtidos para as galactanas despolimerizadas DSi-1,
DSi-2e, DSi-3, DSi-4 e DSi-5 obtidas da alga C. seminervis, destaca-se que a
hidrdlise redutiva parcial permitiu a obtencéo de fragbes ricas em unidades da série
enantiomérica L- e fragdes ricas em unidades da série D-.

As fracbes homogéneas DSi-1, DSi-2e e DSi-3, além de apresentarem
prevaléncia de diades de agaranas também mostram altas porcentagens de
unidades anidrogalactosidicas e baixos teores de sulfato quando comparadas com
as fragcdes DSi-4 e DSi-5. Estas apresentam altos teores de sulfato, poucas
unidades anidrogalactosidicas e carater de carragenanas.

Outro aspecto importante a ser enfatizado ¢ a massa molecular destas
galactanas (Figura 60). A massa molecular ponderal média (M,,) das fracdes
homogéneas foi determinada baseando-se na taxa de variagao do indice de refragao
com relagdo a concentragao (dn/dc) (Tabela 8). As galactanas DSi-4 e DSi-5, que
apresentam perfil heterogéneo, tiveram suas massas moleculares (M,,) estimadas,
considerando-se o valor de dn/dc igual a 0,143, que corresponde a média da relagao
de dn/dc obtida para as galactanas homogéneas obtidas na primeira purificagao por

cromatografia de troca ibnica em DEAE-Sephacel.
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Os valores de massa molecular ponderal média estimados para DSi-4 e DSi-5
correspondem a 86.820 e 144.000 Da, respectivamente. A comparagao dos perfis de
eluicdo destas galactanas em cromatografia de exclusao estérica (HPSEC) permite
correlacionar as massas moleculares calculadas com os tempos de retencao, de
forma que as moléculas menores possuem tempo de retengcdo maior (Figura 60).

Durante a cromatografia de troca ibnica de polissacarideos sulfatados ha uma
forte tendéncia das cadeias maiores serem eluidas em maiores concentracbes do
eluente, pois quanto maior a cadeia, mais grupos sulfato podem estar presentes.

As informagdes da Figura 60 permitem propor a existéncia de fragmentos
resistentes a hidrdlise redutiva parcial no pull de polissacarideos da fracdo SS.
Porgcdes que possuem menor quantidade dos agucares 3,6-anidrogalactose e 2-O-
metil-3,6-anidrogalactose e altos teores de sulfato sdo mais resistentes a clivagem.
As caracteristicas das fragcdes despolimerizadas indicam a especificidade da
hidrolise redutiva parcial em quebrar as ligagbes anidrogalactosidicas, porém a
presencga de substituicdbes por grupos sulfato pode ocasionar resisténcia na quebra
destas ligagdes.

A produgdo de oligossacarideos a partir da agarose 6-sulfato e das
carragenanas do tipo kappa e theta através de hidrélise redutiva parcial foi realizada
por Gongalves (2005). Da hidrolise das carragenanas foram obtidos di- e
tetrassacarideos, enquanto que a partir da agarose 6-sulfato foram obtidos apenas
dissacarideos.

As diades ideais para a kappa-carragenana sao compostas por G4S — DA,
enquanto a theta-carragenana apresenta G2S — DA2S. Na agarose 6-sulfato as
diades s&o compostas por G6S — LA. Estas carragenanas apresentam grupos
sulfato distantes a uma ligagédo de distancia dos carbonos que participam da ligagcéo
glicosidica, enquanto a agarana apresenta o grupo sulfato a trés ligagdes de
distdncia do carbono envolvido na ligagdo glicosidica. Logo a formacao de
tetrassacarideos a partir da hidrolise das carragenanas sugere que os grupos sulfato
provoquem certa resisténcia das ligagbes glicosidicas proximas a substituicao
(GONGCALVES, 2005).

Nota-se que no presente trabalho, conforme aumentam os teores de sulfato
nas galactanas despolimerizadas obtidas na eluicdo com forga ibnica crescente em
DEAE-Sephacel, também aumentam as massas moleculares (Figura 60). De forma
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que o aumento da massa molecular condiz com o aumento dos teores de sulfatagao
nas galactanas despolimerizadas (DSi-1 — DSi-5) e a concomitante diminuigdo de
unidades anidrogalactosidicas, conforme indica a composi¢gao monossacaridica.

A hidrdlise das ligacbes glicosidicas em meio acido envolve o ataque
nucleofilico do oxigénio da ligagdo glicosidica a um atomo de hidrogénio dos ions
hidrébnio formados no meio. Isto leva a formagdo de uma estrutura intermediaria,
onde o hidrogénio do meio permanece ligado ao oxigénio da ligagao até a formacéao
do carbocation, que é estabilizado por ressonancia com auxilio do oxigénio do anel.
Esta estrutura estabilizada por ressonancia sofre mutarrotacdo originando os
anémeros a e B (SOLOMONS e FRYHLE, 2002). Grupos substituintes grandes
como éster de sulfato a uma ligagao de distancia do carbono envolvido na ligagcéo
glicosidica provavelmente causam impedimento estérico na formagdo do
intermediario que origina o carbocation, de forma a dificultar a hidrélise, mesmo que
das ligacdes glicosidicas mais labeis, como as anidrogalactosidicas.

A obtencéao de fragbes despolimerizadas com caracteristicas de agaranas ou
de carragenanas através de hidrélise redutiva parcial (HRP) condiz com a teoria dos
blocos. Esta teoria propde que nas galactanas DL-hibridas as diades caracteristicas
de agaranas e carragenanas estdo dispostas na forma de blocos, de maneira que
existem porgcbes das moléculas onde se concentram unidades B da série D- e
porcdes onde se concentram unidades B da série L- (STORTZ e CEREZO, 2000).

Nota-se que a fragdo DSi-3 exibe rotagao optica de carater intermediario mais
intenso em comparagédo com as outras quatro galactanas despolimerizadas isoladas,
pois dentre estas, DSi-3 mostra o valor mais baixo e carater negativo (-12,0°). Além
disso, DSi-3 apresenta o espectro de RMN de ">C com maior complexidade de sinais
na regido anomeérica e porcentagens maiores de unidades na configuragdo D quando
comparada com as fragbes DSi-1 e DSi-2e. Isto indica que a galactana DSi-3
apresenta um carater de maior hibridez quando comparada com as outras
galactanas obtidas apds a despolimerizagdo da fracao polissacaridica SS. Estes
resultados podem indicar que a fracdo DSi-3 represente uma molécula derivada da
clivagem de uma galactana DL-hibrida que mantém alto grau de complexidade,
podendo corresponder a um ponto de jungdo entre os blocos de agarana e

carragenana constituintes das galactanas DL-hibridas.
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Considerando a estrutura da galactana majoritaria e homogénea S2S-3 obtida
de C. seminervis por Zibetti et al. (2009) e as caracteristicas estruturais gerais das
galactanas DSi-1, DSi-2e, DSi-3, DSi-4 e DSi-5 é possivel esbogar um padrao de
clivagem capaz de originar as galactanas despolimerizadas.

O polissacarideo S2S-3 apresenta uma proporgao aproximada de dois blocos
constituintes de agarana para um de carragenana (ZIBETTI et al., 2009). Dentre as
galactanas despolimerizadas obtidas da fragdo polissacaridica SS, existem trés
fragdes onde predominam monossacarideos da série enantiomérica L- e duas onde
predominam monossacarideos da série D-, de forma que a propor¢cao de blocos
constituintes encontrada para a galactana majoritaria e homogénea S2S-3 obtida de
C. seminervis se repetiu apds a despolimerizagdo da fracdo polissacaridica SS

soluvel em KCI 2M obtida da mesma espécie de alga durante este trabalho.

DSi-1
qeo L p L D L D L D L D
DSi-2e Aumenta
60.110 Da L D L D Mw
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valores de [a],

DSi-3 Lo

% de 3,6AG
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86.820 Da D L D L

DSi-5
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NOTA: as proporgdes de estruturas de agaranas (letras L) e carragenanas (letras D) para cada fracdo séo
representativas das propor¢des das unidades B nas diades propostas em acordo com os dados de RMN.

FIGURA 61 - RENDIMENTO PROPORCIONAL DAS FRACOES DESPOLIMERIZADAS DSi-1, DSi-
2e, DSi-3, DSi-4 E DSi-5 (5:2:3:2:1) OBTIDAS A PARTIR DA HRP DA FRAGAO
POLISSACARIDICA SS SOLUVEL EM KCI 2M OBTIDA DE C. seminervis

A proporgcao de cada fragao despolimerizada obtida do hidrolisado da fracéo
polissacaridica SS ¢é apresentada na Figura 61 em concordédncia com oOs
rendimentos em peso seco de cada fragdo com relagdo a porgao polissacaridica
soluvel recuperada apds o tratamento com KCI 2M. Enquanto a Figura 62 mostra
pontos de clivagem hipotéticos que poderiam originar as fragbes despolimerizadas,

as quais foram representadas por diferentes cores, numero de unidades



142

monossacaridicas e propor¢ado de unidades de 3,6-anidrogalactose. No entanto é
importante destacar que estas figuras sdo complementares, pois na verdade o pull
de polissacarideos da fragdo SS apresentaria o equivalente a cinco por¢gdes de DSi-
1, duas porgdes de DSi-2e, trés porgdes de DSi-3, duas por¢des de DSi-4 para uma
porcao de DSi-5.

A massa molecular ponderal média (M,) estimada para o pull de
polissacarideos da fracdo SS (dn/dc = 0,138°) corresponde a 362.800 Da, enquanto
que a meédia ponderada dos valores de M, encontrados para as galactanas
despolimerizadas € igual a 66.759 Da, de maneira que a relagdo entre a massa
original e a média encontrada para as fragdes apés HRP apontam para um grau de
despolimerizacédo de 5,4. Assim os pontos de clivagem determinaram o rendimento
de cinco principais galactanas com menor grau de polimerizagdo, determinando
fracdes com caracteristicas diferenciadas.

Seria possivel sugerir que os blocos DSi-2e, DSi-3, DSi-4 e DSi-5, em sua
forma original, antes da HRP, constituiriam as diferentes galactanas hibridas de C.
seminervis estudadas até o presente. Antes da HRP os blocos ndo possuiriam
unidades de 3,6-anidrogalactitol, ndo apresentariam perdas de sulfato em C-2 ou
maior propor¢ao de unidades B frente as unidades A, como ocorre para DSi-2e
(dados de metilagdo). A diferengca na propor¢do de unidades A e B pode ser
explicada pela competicdo entre os processos de autohidrélise das ligagdes
galactosidicas e a hidrdlise redutiva parcial, que leva a perda de unidades B
(NOSEDA e CEREZO, 1993; ZIBETTI et al., 2009).

Assim € possivel que o bloco DSi-2e, enriquecido com unidades de 3,6-
anidro-a-L-galactose, seja parte constituinte da galactana homogénea S2S-4, a qual
apresenta grande quantidade destas unidades segundo Zibetti et al. (2009).

Os blocos DSi-3, DSi-4 e DSi-5 poderiam compor a galactana S2S-3,
arranjados de forma a assegurar a propor¢ao de aproximada de dois blocos
constituintes de agarana para um de carragenana encontrada para S2S-3 por Zibetti
et al. (2009).

® O valor de dn/dc = 0,138 & equivalente a média das taxas de variagdo do indice de refracdo com
relagdo a concentragio das fragdes homogéneas S2S-3 e S2S-4 obtidas por Zibetti et al. (2009).
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6.9 ATIVIDADE ANTI-HSV DAS GALACTANAS DE C. seminervis

Devido as suas caracteristicas polianibnicas os polissacarideos sulfatados
obtidos de algas marinhas apresentam grande potencial antiviral causando efeitos
inibitérios na replicagao de diversos virus (WITVROUW e DE CLERQC, 1997).

O grau de sulfatagcdo, a posi¢gao dos grupos sulfato e o peso molecular dos
polissacarideos estao correlacionados com a atividade antiviral destas moléculas.

Com o objetivo de correlacionar atividade antiviral das galactanas sulfatadas
obtidas da alga C. seminervis com a estrutura quimica apresentada por estes
biopolimeros a galactana homogénea S2S-4, obtida por Zibetti et al. (2009) a fragao
polissacaridica SS, obtida neste trabalho e os produtos de hidrdlise redutiva parcial
de SS, representados pelo hidrolisado DSi e pelas galactanas despolimerizadas e
homogéneas DSi-1, DSi-2e e DSi-3 as quais ndo haviam sido avaliadas quanto a
sua atividade antiviral; foram testados contra o HSV-1 e o HSV-2 isolados de lesdes
labiais e genitais, respectivamente.

A avaliagdo da atividade destas galactanas sobre os virus herpes simplex
tipos 1 e 2 foi realizada no laboratério de Virologia do Departamento de Virologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) pelo grupo de pesquisa da
Professora Dra. Maria Teresa Villela Romanos, com o qual o Laboratério de Quimica
de Carboidratos de Algas da Universidade Federal do Parana (UFPR) possui
colaboracéo cientifica.

6.9.1 TESTE DE CITOTOXICIDADE DAS GALACTANAS DE C. seminervis S2S-4,
SS, DSi, DSi-1, DSi-2e E DSi-3

A galactana homogénea S2S-4, o extrato polissacaridico SS tratado com KCI
2M, o seu hidrolisado DSi e as galactanas homogéneas DSi-1, DSi-2e e DSi-3 foram
primeiramente testados quanto a sua citotoxicidade em relagcdo as células Vero
através da verificagdo da alteragdo morfologica das células e da viabilidade das
células quando tratadas com estas galactanas sulfatadas.

A maior concentracdo empregada em que nao foi observada alteragao
morfolégica foi denominada concentragdo maxima ndo toxica (CMNT) e a
concentragao citotdéxica 50% (CCsp) foi calculada como a concentragdao das
galactanas necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50% quando comparada
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ao controle. Nenhum efeito toxico para as células Vero foi observado, mesmo em

concentragcdes maiores que 200 ug/mL.

6.9.2 TESTE DE ATIVIDADE ANTIVIRAL DAS GALACTANAS SULFATADAS
CONTRA HSV-1 E HSV-2

Nao foram verificados efeitos citotdéxicos para as galactanas S2S-4, SS, DSi,
DSi-1, DSi-2e e DSi-3. Portanto, inicialmente foram feitos ensaios para avaliar a
possivel atividade das amostras de galactanas contra o HSV-1 e o HSV-2,
empregando a concentragdo maxima nao toxica. O grau de atividade antiviral foi
expresso em indice de inibi¢cdo viral (1IV) e porcentagem de inibicdo (Pl), através do
método de redugao do titulo viral (Tabela 22).

O indice de inibicado viral foi calculado pela diferenga entre o titulo viral na
auséncia das galactanas e na presenga das galactanas, de forma que quanto maior
o resultado desta diferenga, maior € a ag&o antiviral da galactana. Se o titulo viral na
presencga da galactana € menor que na auséncia dela, isto significa que a galactana
promove de alguma forma a diminuigao do titulo viral, atuando como antiviral.

A porcentagem de inibig&o viral foi calculada por [1 - (antilog T / antilog C)] x
100, sendo que T corresponde as unidades infecciosas na cultura de células
tratadas com a substancia e C corresponde as unidades infecciosas na cultura de
células nao tratadas (controle). Isto significa que quanto menor for a quantidade de
unidades infecciosas na cultura de células tratadas com a galactana em relagéo a
cultura controle, maior sera a porcentagem de inibic&o viral e mais eficiente € a agéo
antiviral da galactana.

Tendo em vista os resultados da Tabela 22 nota-se que as galactanas
presentes nas fragcdes polissacaridicas S2S-4 e SS apresentam alto grau de
atividade antiviral contra HSV-1 e HSV-2 visto as elevadas porcentagens de inibigao
viral obtidas para estas fracdes. A fracdo DSi, obtida apds hidrélise redutiva parcial
de SS, também apresenta alto grau de atividade antiviral contra as duas cepas virais
testadas (Pl = 92,2 e 96,8, para HSV-1 e HSV-2, respectivamente). No entanto

percebe-se uma leve diminuicdo dos indices para a fragédo hidrolisada DSi.
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As galactanas despolimerizadas DSi-2e e DSi-3 apresentaram baixos graus
de atividade antiviral para HSV-1 e HSV-2, medidos pelos indices de inibi¢do viral
(IIV) e porcentagem de inibi¢ao viral (PIl) (Tabela 22). O mesmo acontece para DSi-1
contra o virus HSV-2. Portanto os ensaios para determinar a cinética de inibigao viral

contra os respectivos virus nao foram realizados para estas galactanas.

TABELA 22 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DAS GALACTANAS DE C. seminervis

Galactanas CCs® HSV-1 HSV-2
sulfatadas (Mg/mL) 1\ PI° 1\ PI
$2S-4¢ > 200 2,90 99,9 3,50 99,9
SS > 200 2,61 99,7 3,50 99,9
DSi > 200 1,11 92,2 2,50 96,8
DSi-1 > 200 0,35 55,3 0 0
DSi-2e > 200 0,14 27,5 0 0
DSi-3 > 200 0 0 0,20 36,9

® CCs, = concentracdo citotdxica para 50% das células em cultura; ° IV = indice de inibigdo viral
(diferenca do titulo do virus na auséncia e na presenga da galactana); ° Pl = porcentagem de inibigao
(P1'=[1 - (antilog Teste / antilog Controle)] x 100); ¢ Galactana homogénea obtida de C. seminervis
por Zibetti et al. (2009).

A cinética de inibicdo viral origina um grafico que correlaciona as diferentes
concentragcdes testadas das galactanas com a porcentagem de inibicao que elas
apresentam. A partir desta curva dose-resposta € determinada a dose efetiva para
reduzir o titulo viral em 50% (EDso). O indice de seletividade (IS) relaciona a
concentracdo antiviral efetiva das galactanas (EDsy) com a citotoxicidade (CCsp)
apresentada (Tabela 23).

Os dados da Tabela 23 mostram que as concentragdes efetivas para reduzir o
titulo viral em 50% (EDsy) apresentadas pelas fragbes S2S-4 e SS séao
significantemente mais baixas que a concentragao citotoxica (CCsp). De forma que
estas apresentam indices de seletividade (CCso/ EDsp) da ordem de >37,7 / >24,4 e
>11.111 / >18,182, para os virus HSV-1 e HSV-2, respectivamente. Elevados indices
de seletividade demonstram a especificidade do efeito inibitério dos compostos
contra os virus. O valor de IS € um parametro utilizado para avaliar o potencial de
um composto como agente antiviral e estd na ordem de 1000-20000 para os
compostos mais ativos, os quais sao representados por polissacarideos sulfatados

(DAMONTE et al., 2004). Os elevados indices de seletividade apresentados por
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S2S-4 e SS demonstram que estes agentes antivirais sdo promissores candidatos
para estudos futuros com os virus Herpes simplex e outros virus envelopados como
HIV (HARDEN et al., 2009).

TABELA 23 - DOSE EFETIVA PARA REDUZIR O TiTULO VIRAL EM 50% (EDs;) E INDICE DE
SELETIVIDADE (IS) DAS GALACTANAS DE C. seminervis

HSV-1 HSV-2

Galactanas  CCs® - -
sulfatadas  (ug/mL) EDso 1S EDso IS

(bg/mL) (CCso/ EDsy) (Mg/mL) (CCso/ EDsy)
S2S-4¢ > 200 5,3 >37,7 0,018 >11.111
SS > 200 8,2 >24.4 0,011 >18.182
DS;i > 200 22,7 >8,81 38,1 >5,25
DSi-1 > 200 183,0 >1,10 n.r. n.r.
Acyclovir® > 200 0,8 >250 1,38 >144,9

n.r. = ndo realizado (ver texto); * CCs, = concentragao citotoxica para 50% das células em cultura; °
EDs, = dose efetiva capaz de inibir 50% da propagacéo viral; © IS = indice de seletividade (CCsy/
EDso); ¢ Galactana homogénea obtida de C. seminervis por Zibetti et al. (2009).

A fragdo DSi apresenta valores maiores de concentragcbes efetivas para
reduzir o titulo viral em 50% (EDsp) e menores indices de seletividade quando
comparados as fragdes S2S-4 e SS .

A galactana despolimerizada DSi-1 apresenta alto valor relativo de EDsg frente
ao HSV-1, o que resulta em um baixo indice de seletividade e uma atividade nao
significativa frente ao HSV-1, embora signifique 55,3% de inibicdo. Em relagcdo ao
virus HSV-2 a galactana DSi-1 ndo desempenha qualquer atividade.

A galactana homogénea S2S-4 e a fragdo polissacaridica SS apresentam
indices de seletividade muito superiores aos apresentados pelo Acyclovir® quando
testadas frente ao HSV-2. A fracdo S2S-4 possui indice de seletividade cerca de 77
vezes maior que o medicamento referéncia contra HSV-2. Enquanto a fracdo SS é
mais efetiva contra o HSV-2 em 125 vezes com relagdo ao Acyclovir®.

A fracdo DSi, representativa do pull de estruturas derivadas da hidrdlise
redutiva parcial da fracdo SS, possui efetividade anti-HSV intermediaria com relacéo
as galactanas de maior massa molecular (S2S4 e SS) e a galactana

despolimerizada DSi-1, que possui menor massa molecular.
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A avaliagdo da atividade de agaranas sulfatadas obtidas de Bostrychia
montagnei (Ceramiales) frente ao HSV-1 e ao HSV-2 revelou que a atividade
antiviral foi efetiva para as galactanas com maior grau de sulfatagdo e maior massa
molecular (DUARTE et al., 2001).

A galactana homogénea S2S-4 (M,, 332.400 Da) possui teor de sulfatagéo de
26,6%, sendo formada principalmente por unidades de B-D-galactose 2-sulfato (11,9
mol%), B-D-galactose 2-sulfato 4,6-O-(1’-carboxietilideno) (6,0 mol%), B-D-galactose
2,6-disulfato (18,6 mol%), 3,6-anidro-a-L-galactose (7,3 mol%) e 3,6-anidro-o-L-
galactose 2-sulfato (15,4 mol%).

O espectro de RMN de *C da frac&o polissacaridica SS com 20,0% de sulfato
sugere elevado teor de unidades de B-D-galactose 2-sulfatadas além de unidades de
a-L-galactose e a-D-galactose (C-6 sulfatadas ou n&o), 3,6-anidro-a-L-galactose 2-
sulfato e 3,6-anidro-a-L-galactose.

A fragdo DSi (21% de sulfato) corresponde aos produtos de hidrélise redutiva
parcial de SS e originou as galactanas homogéneas DSi-1, DSi-2e e DSi-3, as quais
possuem porcentagem de sulfato de 14,1; 23,7 e 29,9% e apresentam M, de
51.600, 60.110 e 63.770 Da, respectivamente.

Dentre as fracdes testadas S2S-4 apresenta os melhores resultados de acao
antiviral enquanto as fragbes despolimerizadas apresentam baixa ou nula atividade
contra HSV-1 e HSV-2. Mesmo que a fragdo DSi-3 (29,9% de sulfato) apresente
maior porcentagem de sulfato que S2S-4 (26,6%) esta possui uma M, cerca de
cinco vezes menor que S2S-4. Além da massa molecular ressalta-se que tanto DSi-3
assim como DSi, DSi-1 e DSi-2e, sao produtos de hidrélise redutiva parcial,
processo este que paralelamente leva a perda dos grupos sulfato em C-2 das
unidades de B-D-galactose (ZIBETTI et al., 2005 e 2009).

Segundo Zibetti et al. (2005), o detalhe estrutural representado pela diade
G2S — D(L)6S, presente na galactana C2S-3 obtida de C. crenulata, que apresenta
atividade antiviral contra cepas de HVS-1 e HSV-2 resistentes a Acyclovir® com
baixissima citotoxicidade (TALARICO et al., 2004), é estruturalmente analogo a
sequéncia minima de ligagado necessaria para a interagdo do heparan sulfato com a
glicoproteina gC do virus HSV-1.

Desta forma a perda de grupos sulfato substituintes em C-2 de B-p-galactose
aliada a massas moleculares menores, pode levar a perda significativa da atividade
anti-HSV.
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A fracdo despolimerizada DSi-1 apresentou baixa atividade frente a HSV-1,
no entanto as fragdes DSi-2e e DSi-3 apresentaram indices de inibicao viral nao
significativos contra HSV-1 e HSV-2. Isto pode ser devido ao incremento de
glicosilagbes por xilose na fragdo DSi-1, como discutido na analise de metilagao e
espectroscopia de RMN desta fragcdo, que podem aumentar o carater hidrofébico
destas moléculas.

De acordo com Duarte et al. (2004) ajuste das cargas negativas e superficies
hidrofébicas do polissacarideo a zona de ligagao da glicoproteina C viral pode ser
facilitado pela rotagdo das unidades de agucar através de suas ligagdes glicosidicas.
As forgas ibnicas e hidrofébicas atuam em conjunto na formacdo do complexo
polissacarideo sulfatado-glicoproteinas virais, resultando num efeito sinérgico de
estabilizacao.

Em relacédo a enantiomericidade da unidade de galactose a galactana S2S-4,
fragbes SS e DSi possuem carater DL-hibrido apresentando estruturas de
carragenanas e agaranas, enquanto que as galactanas despolimerizadas DSi-1,
DSi-2e e DSi-3 sao enriquecidas com diades de agaranas, como discutido durante
nas analises espectroscopicas destas fragdes.

A enantiomeria das unidades B nao consiste em fator de primeira importancia
na atividade antiviral desde que carragenanas e agaranas podem apresentar
elevada atividade anti-HSV (DUARTE et al., 2001a, DUARTE et al., 2001b, DUARTE
et al.,, 2004; GHOSH et al.,, 2009). Destaca-se, no entanto, que a configuragéo
destas unidades pode influenciar na possibilidade dos polissacarideos em adequar
sua forma para posicionar os grupos sulfato na formagcdo do complexo
polissacarideo-virus (DUARTE et al., 2004).

Em geral polissacarideos sulfatados com elevados teores de sulfato (igual ou
maior que 20%) possuem tendéncia em apresentar atividade antiviral (GHOSH et al.,
2009). No entanto a posicdo destes grupos é de grande importéncia para o
desempenho da atividade antiviral posto que moléculas com baixo teor de sulfato
podem apresentar regides, ao longo do polimero, altamente sulfatadas e com grupos
sulfato localizados em posi¢cdes adequadas de modo a interagir fisicamente com
regides carregadas positivamente da glicoproteina gC. Este pode ser o caso da
galactana DSi-1, que com 14% de sulfato apresentou baixa atividade enquanto DSi-
2e e DSi-3 (23,7 e 29,9% de sulfato, respectivamente) foram desprovidas de

atividade antiviral.
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7 CONCLUSAO

A partir da hidrolise redutiva parcial das galactanas de C. seminervis foram
obtidos cinco tipos estruturais distintos de galactanas despolimerizadas as quais

mantém o carater DL-hibrido.

Importantes diferencas estruturais tais como, predominancia de estruturas de
agaranas ou de carragenanas, teor e posicionamento de grupos sulfato, glicosil,
presencga de acetal de acido piruvico e massa molecular aliadas ao baixo rendimento
das galactanas despolimerizadas constituidas majoritariamente por diades com

enantidmeros da série D- permitem destacar que:

Os resultados obtidos demonstram que as galactanas DL-hibridas sao
constituidas por blocos ricos em agaranas e blocos ricos em carragenanas.

As galactanas despolimerizadas com maior carater de agarana, menores
massas moleculares e menores graus de sulfatagdo representam os blocos
constituintes principais das galactanas nativas de C. seminervis.

Considerando a massa molecular das principais galactanas nativas de C.
seminervis (415-332 kDa) e das galactanas despolimerizadas com maior carater de
agarana (52-64 kDa) e de carragenana (87-144 kDa), estas podem, em sua forma
original, representar diferentes combinagbes que constituem as galactanas DL-
hibridas produzidas por C. seminervis. De forma que pode ser estimada uma
proporgao teorica de 6-4:1 das diferentes galactanas despolimerizadas com carater

de agarana e de carragenana, respectivamente.

Outro aspecto importante deste estudo foi a possibilidade de identificar por
RMN, nas galactanas despolimerizadas com maior carater de carragenana, os sinais
correspondentes a diades de carragenanas, que por estarem em baixa percentagem

nos polissacarideos nativos ainda ndo haviam sido assinaladas.

A avaliagéo da atividade anti-HSV das galactanas nativas e despolimerizadas
frente aos virus HSV-1 e HSV-2 demonstrou que as galactanas nativas apresentam
potente e seletiva atividade principalmente contra HSV-2, enquanto as galactanas
despolimerizadas apresentam baixa ou nula atividade. Assim fatores como massa
molecular, porcentagem e posigcao de grupos sulfato sao de fundamental importancia

para o desempenho da atividade anti-HSV destas galactanas DL-hibridas.
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