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RESUMO

Macroalgas verdes pertencentes ao género Ulva constituem uma fonte renovavel para
a obtencdo de compostos bioativos. Dentre esses compostos, merecem destaque 0s
polissacarideos sulfatados conhecidos como ulvanas. Ulvanas F. UF e ULT caracterizadas no
presente trabalho apresentaram como principal componente o um dissacarideo composto por
unidades de ulvanobiose constituida de unidades de o-L-ramnosep 3-sulfato e B-D-xilosep
respectivamente. O enfoque central deste estudo estd na producgo de produtos fosforilados com
diferentes massas molares, a partir das ulvanas de U fasciata, por meio de reagdes de
fosforilagdo quimica. Os produtos resultantes, antes e depois da fosforilagdo quimica, foram
submetidos a analises quimicas e espectroscopicas, bem como avaliados em relagdo as suas
atividades anticoagulantes, propriedades fisico-quimicas e macromoleculares. Foi possivel
obter ulvanas com diversos niveis de fosfatacdo, alcancando um teor maximo de fosfato de
1,3% através da fosforilacido em meio aquoso. Ja para a fosforilagdo em meio organico, o teor
maximo de fosfato obtido foi de 2,6%. Adicionalmente, realizou-se a reagao de metacrilago,
onde as fragdes UFM e GBM apresentaram graus de substituicao de 0,3 € 0,5, respectivamente.
Atividade anticoagulante das ulvanas e seus derivados quimicamente modificados foi
examinada in vitro, por meio de andlises do tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT) e
do tempo de protromblna (PT). Ulvanas fosforiladas em meio aquoso exibiram uma atividade
anticoagulante superior em comparagdo com as ulvanas nativas, e essa atividade foi mais
pronunciada do que a observada para ulvanas fosforiladas emmeio organico. As caracteristicas
macromoleculares das ulvanas e de seus produtos fosforilados em solu¢do foram investigadas
utilizando técnicas como cromatografia de exclusdo de tamanho (HPSEC) e dicroismo circular
(CD). Os produtos fosforilados e metacrilados demonstraram alteragdes macromoleculares e
conformacionais no polissacarideo, decorrentes das modificagdes quimicas aplicadas. Tanto as
ulvanas nativas quanto seus derivados fosforilados e metacrilados representaram uma classe
inédita de moléculas com potencial aplicagdo em diferentes areas biotecnologicas.

Palavraschave: Macroalgas verdes. Ulvanas. Fosforilagdo. Metacrilagdo. Atividade
anticoagulante. Propriedades macromoleculares. Propriedades  fisico-
quimicas.



ABSTRACT

Green macroalgae belonging to the Ulva genus constitute a renewable source for
obtaining bioactive compounds. Among these compounds, sulfated polysaccharides known as
ulvanas stand out. Ulvanas F. UF and ULT characterized in this work presented as the main
component a disaccharide composed of ulvanobiose units consisting of units of a-L-thamnosep
3-sulfate and 3-D-xylosep respectively. The central focus of this study lies in the production of
phosphorylated products with different molecular weights from Ulva fasciata ulvans through
chemical phosphorylation reactions. The resulting products, before and after chemical
phosphorylation, underwent chemical and spectroscopic analyses and were evaluated for their
anticoagulant activities, physicochemical properties, and macromolecular characteristics.
Ulvanswith varying degtees of phosphorylation were obtained, reaching amaximum phosphate
content of 1.3% through aqueous phosphorylation. In contrast, the maximum phosphate content
achieved through organic phosphorylation was 2.6%. Addltlonally, a methacrylation reaction
was conducted, with UFM and GBM fractions having substitution degrees of 0.3 and 0.5,
respectively. The anticoagulant activity of ulvans and their chemically modified derivatives was
examined in vitro through activated partial thromboplastin time (APTT) and prothrombin time
(PT) analyses. Aqueously phosphorylated ulvans exhibited higher anticoagulant activity
compared to native ulvans, and this activity was more pronounced than that observed for
organically phosphorylated ulvans. The macromolecular charactenistics of ulvans and their
phosphorylated products in solution were investigated using techniques such as size-exclusion
chromatography (HPSEC) and circular dichroism (CD). The phosphorylated and methacrylated
products showed macromolecular and conformational changes in the polysaccharide resulting
from the applied chemical modifications. Both native ulvans and their phosphorylated and
methacrylated derivatives represent a novel class of molecules with potential applications in
various biotechnological fields.

Keywords: Green macroalgae. Ulvans. Phosphorylation. Methacrylation. Anticoagulant
activity. Macromolecular properties. Physicochemical properties.
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1 INTRODUCAO

A modificacdo quimica de polissacarideos vem despertando grande interesse na area
da quimica e da bioquimica, pois a introducdo de grupos fosfato em suas estruturas pode
desencadear uma série de efeitos significativos em suas propriedades fisicas e biologicas. A
fosforilagdo, que consiste na incorporagdo de grupos fosfato em polissacarideos, tem se
mostrado uma estratégia promissora para aprimorar as funcionalidades dessas biomoléculas,
tomando-as mais soliiveis em 4gua e alterando sua massa molar e conformagao.

Diversos polissacarideos, como celulose, quitosana, amido e dextrana, tém sido alvo
de fosforilacdo quimica, resultando em moléculas renovaveis e com potenciais aplicagdes
biotecnologicas. Essa modificagdo quimica pode conferir aos polissacarideos propriedades
bioativas, incluindo atividades antitumorais, antivirais, antioxidantes e anticoagulantes,
tomando-os candidatos promissores para o desenvolvimento de novos farmacos e biomateriais.

Entretanto, as vias de fosforilagdo quimica em polissacarideos sdo desafiadoras,
especialmente considerando que muitos desses compostos sdo insoliiveis em agua ou solventes
organicos. A escolha cuidadosa do solvente ¢ essencial para garantir o sucesso da reagdo de
fosforilagdo, e diversas metodologias tém sido empregadas para superar esse obstaculo.

Neste contexto, este trabalho busca explorar as diferentes metodologias para a
introducdo de grupos fosfato em polissacarideos, destacando os agentes fosforilantes mais
utilizados, como acido fosforico e seu anidrido, oxicloreto de fosforo, fosfato e pentdxido de
fosforo. Sera também abordada a importancia do conhecimento prévio da estrutura quimica do
polissacarideo para a defini¢ao das condi¢des adequadas de fosforilacao.

Ao compreender os mecanismos de fosforilagdo quimica e suas mplicagdes nas
propriedades bioldgicas dos polissacarideos, este trabalho contribui para o desenvolvimento de
novas aplicacoes € avangos na drea da quimica de biomoléculas, oferecendo uma base para
futuras investigagdes nesse campo Promissor.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Ulvanas biosintetizadas por macroalgas verdes sdio uma fonte para obtengdo de
compostos bioativos de baixo custo com potencial aplicagdo biomédica, como a atividade
anticoagulante. Apesar ulvanas possuirem grupos sulfato e carboxila, conferindo-lhes um
carater i0nico, quando comparadas a outros polissacarideos i6nicos apresentam um efeito
menor no tempo de coagulagdo sanguinea. Para a obtencdo de derivados com diferentes
propriedades bioldgicas atividade anticoagulante, se faz necessario substituir grupos quimicos
atraveés de modificagdes quimicas.

Estratégia de modificagdo quimica proposta neste trabalho consiste na adicao de
grupos funcionais fosfato ocasionando o aumento da carga negativa, promovendo assim uma
maior afinidade por proteinas coagulantes. Os derivados obtidos por fosforilagdo podem
potencializar a atividade anticoagulante, bem como alterar as propriedades fisico-quimicas e
macromoleculares (massa molar, viscosidade intrinseca e conformagao).

Os derivados fosforilados foram avaliados quanto a sua possivel acdo na cascata de
coagulagdo sanguinea. Destaca-se que a presenca de grupos sulfato e fosfato em umamolécula
podem aumentar a afinidade com o célcio, cation associado com fatores da cascata de
coagulacdo, além de um possivel sinergismo entre esses grupos funcionais o que toma estes
derivados potenciais agentes anticoagulantes. Para tanto, o composto poderd apresentar o
maximo de atividade anticoagulante e baixo risco hemorragico e de efeitos colaterais.

E necessario buscar novas moléculas com propriedades anticoagulantes, ja que a
heparina, um polissacarideo amplamente utilizado na pratica médica, tem seu uso limitado
devido aos efeitos colaterais que pode causar em pacientes, além do risco potencial de
contaminacao viral associado a sua origem animal. Portanto, o objetivo deste trabalho € obter
ulvanas e seus derivados fosforilados e avaliar como essas moléculas se comparam as ulvanas
nativas em termos de suas propriedades fisico-quimicas, macromoleculares e biologicas.

Adicionalmente ulvanas e heteroramnanas foram submetidas metacrilacdo que de
maneira semelhante a fosforilagdo pode ser usada para modificar suas propriedades fisico-
quimicas do polissacarideo. Por exemplo, pode-se alterar a solubilidade, a resisténcia mecanica,
a biodegradabilidade, entre outras propriedades dos polissacarideos. Isso pode ser
particulatmente Util na &rea de biomateriais, onde os polissacarideos modificados podem ser
usados para uma variedade de aplicagdes, como a liberagdo controlada de medicamentos,
engenharia de tecidos, entre outros.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Fosforilar e Metacrilar quimicamente heteropolissacarideos sulfatados obtidos de
macroalgas verdes e analisar a atividade anticoagulante in vitro, propriedades fisico-quimicas
e macromoleculares dos polissacarideos nativos e de seus produtos modificados.

1.2.2 Objetivos especificos

1) Extrair, purificar e caracterizar as ulvanas da macroalga verde Uhu fasciata e Uhva
laetevirens;,

2) Fosforilar ulvanas de Uhu fasciata,

3) Metacrilar ulvanas de Ulva fasciata e heteroramnanas de Gayralia brasiliensis;

4) Caracterizar quimicamente € espectroscopicamente ulvanas nativas e de seus produtos
modificados quimicamente apds fosforilagao ou metacrilagao;

5) Determinar a homogeneidade por analise de HPSEC de ulvanas nativas e de seus
produtos modificados quimicamente apos fosforilagao ou metacrilagao;

6) Determinar conformagao secundaria por dicroismo circular de ulvanas nativas e de seus
produtos modificados quimicamente apos fosforilagao ou metacrilago;

7) Avaliar a agdo anticoagulante in vitro de ulvanas nativas e de seus produtosmodificados
quimicamente apos fosforilacdo ou metacrilagao.



2 METODOLOGIA

2.1 POSICIONAMENTO SISTEMATICO DAS ESPECIES ESTUDADAS
2.1.1 Uhva fasciata

Super-Reino: Eucariota
Reino: Plantae

Sub-reino: Viridaeplantae
Filo: Chlorophyta

Sub-filo: Chlorophytina
(Classe: Ulvophyceae
Ordem: Ulvales

Familia: Ulvaceae

Género: Ulva

Espécie: Ulva fasciata Delile

FIGURA 1 - Ulva fasciata

=

Fonte: Ulva fasciata Delile : AlgaeBase
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2.12 Ulva laetevirens

Super-Reino: Eucariota

Reino: Plantae

Sub-reino: Viridaeplantae

Filo: Chlorophyta

Sub-filo: Chlorophytina

Classe: Ulvophyceae

Ordem: Ulvales

Familia: Ulvaceae

Género: Ulva laetevirens J. E. Areschoug

FIGURA 2 - Ulva laetevirens

%

Gary W. Saunders, 2010,

ik

® :
Fonte: University of New Brunswick.
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2.1.3 Gayralia brasiliensis

Super-Reino: Eucariota

Reino: Plantae

Sub-reino: Viridaeplantae

Filo: Chlorophyta

Sub-filo: Chlorophytina

Classe: Ulvophyceae

Ordem: Ulotrichales

Familia: Gayraliaceae

Género: Gayralia brasiliensis Pellizzari, M.C.Oliveira & N.S.Yokoya

FIGURA 3 - Gayralia brasiliensis

Fonte: YOKOYA etal., 2023

2.2 COLETA E PROCESSAMENTO

Os exemplares da alga verde Uha fasciata (Clorophyta) (fig. 1) foram coletados em
Matinhos-PR em novembro de 2019 e identificados pela bidloga Vanessa Sayuri Osaki
mestranda no Programa de Pds-graduagao em Botanica do Instituto de Biociéncias (USP).

Os exemplares de Gayralia brasiliensis (fig. 3) foram coletados em seu ambiente
natural na baia de Paranagud, no municipio de Paranagua-PR, identificadas e cedidas pela Dra.
Franciane Maria Pellizzari (Departamento de Ciéncias Bioldgicas — Universidade Estadual do
Parand— Campus de Paranagud)
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2.3 EXTRACAO

Os exemplares da macroalga verde Uhu fasciata foram secos em estufa de circulacdo
forgada de ar a 60 °C por 24 horas, moidos em liquidificador e entdo submetidos a extragao
aquosa (5% m/v) a 80 °C sob agitagdo mecanica por 5 horas. Os extratos foram centrifugados
a 7700 g por 20 minutos a 4 °C. Apos centrifugacao o sobrenadante foi concentrado a pressao
reduzida em rotaevaporador, adicionados etanol (3:1 v/v) e acetato de potassio. O precipitado
etandlico foi ressolubilizado em agua, dialisado sequencialmente (membrana de 12-14 kDa)
contra NaCl 1,0 mol.L-! (16 h), contra 4gua destilada e agua ultrapura, acompanhada por
condutivimetro, até que a dgua da dialise apresentasse condutividade igual a da agua ultrapura.
Apos didlise, a amostra foi congelada, liofilizada e armazenada em dessecador, dando origem
a fracdo F (fig. 4) (CARVALHOet al., 2018; COLODI et al., 2021).

FIGURA 4 - FLUXOGRAMA DE EXTRACAO AQUOSA DOS POLISSACARIDEOS DE Uhu fasciata

Extragdo aquosa 80°C por 5 horas

Centrifugacdoa 7700 g por 20 mina 4 °C
Residuo < » Sobrenadante

Precipitagao
(Etanol 3:1 v/v)
Dialise (12 -14 kDa)

Liofilizagao

FracaoF

Fonte: O autor, 2023
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Os exemplares da macroalga Gayralia brasilienses secos € moidos foram submetidos
a extragdes aquosas por. A extracdo foi realizada na concentragdo 3% (m/v), a 80°C, sob
agitacdo mecanica por 5 h. Na sequéncia os extratos foram tratados com etanol (3:1 v/v) e
acetato de potassio (CH3(COOK) para precipitagdo dos polissacarideos. Apds a precipitagdo o
material obtido foi centrifugado (7700 x g, 20 minutos, 5°C). Os polissacarideos foram
ressolubilizados em &4gua destilada em sequéncia os polissacarideos foram dialisados
sequencialmente (membrana de 12 a 14 kDa) contra agua destilada, NaCl 1,0 mol.L'! e agua
destilada e posteriormente liofilizados (figura 5).

FIGURA 5 - FLUXOGRAMA DE EXTRACAO AQUOSA DOS POLISSACARIDEOS DE Gayrulia Brasiliensis

Extracdo aquosa 80°C por 5 horas

Centrifugacdaoa 7700 g por 20 mina 4 °C
Residuo « » Sobrenadante

Precipitagao
(Etanol 3:1 v/v)
Dialise (12 -14 kDa)
Liofilizagao

[ Fracao GB ]

Fonte: o autor, 2023.
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2 4 MODIFICACOES QUIMICAS DE ULVANAS

O fluxograma com as modificagdes quimicas realizadas no presente trabalho, bem

como a denominagao das fragdes obtidas apos estas reagdes, estdo apresentados na figura 6.

FIGURA 6 - MODIFICACOES QUIMICAS DE ULVANAS DE Ul fasciata REALIZADAS
NO PRESENTE TRABALHO

—_

Ulvana

Ulvana

Ulvana

Metacrilacdo

Ulvana

Meio aquoso

— Fosforilagdo

Meio organico

Fonte: O autor, 2023

2.5 METODOS DE FOSFORILACAO QUIMICA

2.5.1 Método de fosforilagao quimica em meio aquoso

Ulvanas de Uhva fasciata foram fosforiladas pelo método (STMP-STPP), as fragoes
foram dissolvidas em 4gua destilada na concentragdo de 10 mgml:! entdo adicionados os
agentes fosforilantes trimetafosfato de sddio (STMP) e tripolifosfato de sodio (STPP) em
diferentes concentragdes, correspondendo a igual concentracao do polissacarideo.

A reagdo teve micio em diferentes temperaturas (30 — 100 °C) com 5 a 24 horas de
duragdo (FENGet al., 2017; JIANG et al., 2020) pH 7 — 10. Ao término da reagdo foi realizada
a precipitacdo com etanol (reagdes 1R a 6R) (3 volumes) e posterior dialise emmembrana de 6
- 8 kDa e liofilizacdo. A fracdo 9R foi dialisada emmembrana de 6 - 8 kDa sem a precipitagdo
em etanol 3 volumes e posterior liofilizagao.
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TABELA 1 - FOSFORILACAO QUIMICA EM MEIO AQUOSO

Fracao Agente fosforilante Condicoes Referéncias
1R 1:2 - STMP-STPP H0O—-30°C-pH7 - 24 horas O autor, 2023
2R 1:2 - SIMP-STPP HO—-30°C-pH 10 - 24 horas O autor, 2023
3R 1:2 - STIMP-STPP HO-30°C-pH7 - 5horas O autor, 2023
4R 1:2 - STMP-STPP HO—-60°C-pH7 - 5horas (FENG et al., 2017)
5R 1:2 - STMP-STPP H0O—-80°C-pH7 - 5horas O autor, 2023
6R 1:6 - STMP-STPP HO—-100°C-pH?9 -7 horas (JIANG et al., 2020)
9R 1:6 - STMP-STPP H0-30°C-pH7 - 6horas O autor, 2023

2.5.2 Método de fosforilagdo quimica em meio organico

Ulvanas de Uhva fasciata foram fosforiladas em meio organico por de diferentes
meétodos de fosforilagao (tabela 2) usando dimetilformamida (anidra) (DMF(a)) como solvente
organico. Ao témino das reagdes com &cido fosforico foi realizada a neutralizagdo com solugao
saturada de bicarbonato de sddio, € posteriormente foi realizada a precipitagdo com etanol (3
volumes) e posterior dialise emmembrana de 6 - 8 kDa e liofilizagdo.

Adicionalmente s foi usado 3,5 g de ureia e 3,0 equivalentes de tributilamina para cada
mmol de acido fosfdrico, a adicdo de moléculas nitrogenadas tem como principal fungio
neutralizar os dcidos formados no decorrer da reago, evitando a degradagao do polissacarideo
ocasionado por hidrdlise ou pelo processo de fosfordlise.

TABELA 2 - FOSFORILACAO QUIMICA EM MEIO ORGANICO

Fragcdo Agente fosforilante Condicbes Referéncias
XP1  STPP (3,5 mmol L)@ DMF(a)— 120 °C-6 horas  (WHISTLER; TOWLE, 1969)®)
XP2  STMP (3,5 mmol L)@ DMF(a)— 120 °C-6 horas  (WHISTLER; TOWLE, 1969)®)
XP3  STPP (3,5 mmol L)@ DMEF(@a)—30°C-24 horas (INOUE etal., 1983)®
XP4  STMP (3,5 mmol.L1)® DMEF(a)—30 °C—24 horas  (INOUE etal., 1983)®

UF-P  Acido Fosforico (20,0 mmolL)©  DMF(@)—30°C-6horas  (COLEMANet al., 2011)®)

UF-P1  Acido Fosforico (10,0 mmol.L)®  DMF(@)—30°C-6horas  (COLEMANet al., 2011)®

UF-P2  Acido Fosforico (15,0 mmol.L)®  DMF(a)—-30°C-6horas  (COLEMANGet al., 2011)®

UF-P3  Acido Fosforico (5.0mmol.L1)®  DMF@a)—-30°C-6horas  (COLEMANet al., 2011)®

®3,0 eq. de tribulilamina. ® adaptado . © 3,5 g de ureia.
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2.6 METACRILACAO QUIMICA

Ulvanas de Uhua fasciata ¢ heteroramnanas de Gayralia brasilienses foram
funcionalizadas pela adi¢o de grupos metacrilato usando anidrido metacrilico (MA) de acordo
com um protocolo de Morelli et al. 2012. Uma solugdo contendo ulvanas ou heteroramnanas
(1g, 0,0025 mol de diades repetitivas de ulvanas) em é4gua deionizada (20 mL), anidrido
metacrilico (26,9 mL, 0,181 mol) foi adicionado lentamente para evitar mudangas abruptas de
pH e temperatura meio reacional. Uma solugdo aquosa de NaOH 5,0 mol.L! (razdo molar de
1,12 em relagdo a MA) foi entdo adicionada gota a gota ao meio reacional para manter o pH
entre 7,5 e 8,0. O meio reacional foi deixado sob agitacdo por 2 h a temperatura ambiente e
mais 24 h a4 °C. O produto foi recuperado apds precipitacdo em etanol 3V e posterior didlise
contra gua e posterior liofilizagdo.

2.7 METODOS ANALITICOS GERAIS
2.7.1 Determinagao do teor de carboidratos

A determinacao do teor de carboidratos totais foi realizada através do método fenol-
acido sulftrico Dubois et al., 1956 utilizando como padrdo uma solugdo de ramnose (70%) e
acido glucurénico (30%). Essa metodologia apresenta uma linearidade entre 10 — 40 pg de
carboidratos ¢ leitura da absorbancia no 480 nm.

2.7.2 Determinagdo do teor de proteinas

A determinagdo do teor de proteinas foi realizada pelo método de Lowry et al., 1951
utilizando como reativo Folin-Ciocalteau. Essa metodologia apresenta uma linearidade de 5 —
100 pg de proteina. Como solugdo padrdo foi utilizada uma solugio de albumina de soro bovino
(BSA) 1,0 mgmlL-! como solugdo padrio e leitura da absorbancia em 660 nm.

2.7.3 Determinagao de grupos sulfato
Para a determinagdo dos teores de grupos sulfato presentes nos polissacarideos, foi

utilizado o método de acordo com Dodgson e Price, 1962, usando como reagente a mistura
gelatina-bario. Inicialmente foi realizada a hidrolise total dos polissacarideos utilizando HCI
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IN, por 5 horasa 105°C, para liberagao dos grupos sulfato. Foi utilizadouma solucdo de sulfato
de sddio diluido em HCI (100 pg/100 pul) como paddo. Essa metodologia a apresenta
linearidade entre 20 — 200 pg de grupos sulfato com leitura da absorbancia em 360 nm

2.7 4 Determinacao de &cidos urbnicos

As dosagens de 4cidos urbnicos foram realizadas pelo método determinagdo em
microplaca de 96 pocos com m-hidroxidifenil. (HOOGEN et al., 1998). Uma diluicdo seriada
do padrdo (4cido glucurdnico e das amostras (50 pL, 1 mgml_1) foi colocada em uma placa de
96 pocos. Posteriormente, 200 L de tetraborato de sodio 25 mM em H.SO; solugdo foi
adicionada. Em seguida, a placa foi aquecida a 80 °C por 60 min em estufa, adicionou-se 50 uLL
de m-hidroxidifenil em DMSO foi cuidadosamente adicionado. Foi realizada a leitura antes e
apos a adicao m-hidroxidifenil, a leitura da absorbancia foi realizada em 540 nm.

2.7.5 Determinagao de teores de fosforo

As dosagens de fosfatos foram realizadas pelo método de molibidato de aménio/acido
ascorbico método baseia-se na liberacdo do fosforo como ortofosfato em solucao de HCI 0,4
mol.L! e posterior andlise colorimétrica. Os ortofosfatos liberados reagem com o molibidato
formando um complexo fosfomolibdico. Este complexo ¢ reduzido pelo acido ascorbico
formando um complexo intensamente azulado. A cor desenvolvida ¢ proporcional a
concentracdo de fosforo e lida em espectrofotometro. Foi utilizado uma solugao padrdo fosfato
de sodio 1,0 mol.L-! diluido (100 pg/100 pL) como padrdo Essa metodologia a apresenta
linearidade entre 10 — 2000 pg, a leitura absorbancia realizada em 650 nm (GREENFIELD;
KAIBER, 1954).

2.8 METODOS CROMATOGRAFICOS

Para as analises de HPSEC-MALLS-IR-VIS, as amostras foram solubilizadas na
concentragdo de 1,0 mgmL-! em solugdo de NaNOs 0,1 mol.L! contendo azida de sodio (200
ppm) e filtradas em membranas Millipore (acetato de celulose) de 0,22 pm. As analises foram
realizadas em cromatografo de exclusio estérica de alta pressao (HPSEC) WATERS, equipado
com um detector de indice de refracdo (IR) diferencial WATERS modelo 2410 e com detector
de espalhamento de luzemmultiangulos (MALLS) WAYTT TECHNOLOGY, modelo DAWN
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DSP, com 18 detectores dispostos ao redor da fotocélula em diferentes angulos. Sendo
utilizadas quatro colunas de gel permeagdo WATERS, com limites de exclusio de 7x10°, 4x103,
8x10%e 5x10° gmoL! (Colunas Ultrahydrogeltm 2000, 500, 250 e 120, respectivamente) em
série e utilizado como eluente uma solugao de nitrito de sddio (NaNO; 0,1 mol.L'!) contendo
azida de sodio (200 ppm), pressao de 920 psi a 20 °C.

Para a analises da composicdo de monossacarideos, os polissacarideos foram
hidrolisados (1,0 mol.L-1 TFA, 100 °C, 4h) reduzidos (NaBHa, 16h, 25°C), acetilados (anidrido
acetico 0,5 mL e acetato de sodio como catalisador, 1h, 100 °C) e analisado por GC em
cromatdgrafo Varian 3800. A coluna capilar (30mx0,25mm) foi revestida com DB-225MS
(Durabond). O cromatdgrafo foi programado para funcionar a 50°C por 1 min, depois de 50 a
215 °Ca40 °Cmin!, usando hélio como gas de amraste (1,0 mLmin™). Os acetatos de alditol
foram identificados por tempos de retengao de GC.

2.9 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As andlises de ressonancia magnética nuclear mono (13C, 'H e 31P) e bidimensionais
foram realizadas em espectrometro da marca BRUKER, modelo DRX 400 (400 MHz), série
Avance, em tubos de 5 mm de didmetro, utilizando acetona como padrdo mtemo, tanto para as
andlises de 13C (31,45 ppm) quanto para 'H (2,225 ppm). As andlises monodimensionais de *'P
foram realizadas no equipamento Bruker DPX 200 (200 MHz), equipado com sonda
pentanuclear de observagao direta de dois canais (tH/2He 3C ou 1°F ou 3'P), utilizando o padrao
extemo de acido fosforico 85 % 3'P (0.00 ppm).

2.10 INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

As analises de infravermelho foram realizadas utilizando um espectrometro ALPHA
Bruker com Transformada de Fourier (TF). A andlise direta das amostras foi realizada
utilizando acessorio de reflectancia atenuada - ATR (Centro de Estudos em Biofarméacia -
UFPR). As amostras foram e secas em estufa e analisadas em contato direto com o laser € o
espectro adquirido com 64 varreduras, resolugao de 4 cmr!, na regido entre 4000 e 400 cn!.



29

2.11 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTICOAGULANTE IN VITRO

A atividade anticoagulante das fragdes nativas e modificadas quimicamente foi
avaliada pelos testes de tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT) etempo de
protrombina (PT) Os testes de atividade anticoagulante foram realizados no coagulometro K-
340 (Meizhou Comley Hi-Tech, China) utilizando plasma ovino (Bio Nutrientes - lote 021120-
POC, Brasil) NaCl 0,9% e heparina (1,0 mgmL™). (Calbiochem® USA, 100 KU, 2,5 x 103 g
mol 1) foram usados como controle positivo e negativo da coagulacdo, respectivamente. Os kits
de tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT) e tempo de protrombina (PT) foram
adquiridos da marca HemosIL® Instrumentation Laboratory Company, Bedford, MA, USA.

Para realizar as andlises de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT), foram
incubados 100 pL de plasma ovino com 100 puL de solu¢do salina (controle tempo de
coagulagao nomal) ou amostra (10 - 200 pg de polissacarideo/mL) ou heparina (10 pgmL) ,
a 37 °Cpor 1 minuto, seguido de 100 pL de cefalina de coelho e re-incubagao por 2,5 minutos.
Decorrido este tempo, foram adicionados 100 pL de cloreto de calcio 0,025 M, para iniciar a
coagulacao. O tempo de coagulagdo foi determinado em quadruplicata para cada concentracao.
O coagulometro foi programado para efetuar leituras até 300 s.

Para o teste de PT (Tempo de protrombina), foram incubados 100 pLL de plasma com
100 pL de solugdo salina ou amostra (10 - 200 pg de polissacarideo/mL), ou heparina a 37 °C
por 1 minuto. Em seguida, 100 pL. pré-aquecidos de reagente comercial para ensaio de PT
adicionados para miciar a coagulagdo. O tempo de coagulagdo foi determinado em
quadruplicata. O coagulometro foi programado para efetuar leituras at€ 100 s.

2.12 ANALISES DE DICROISMO CIRCULAR

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos em espectropolarimetro Jasco (J-
815) em comprimentos de onda que variaramentre 197 e 250 nm. As amostras analisadas foram
diluidas em agua ultrapura e analisadas a 37°C. Cada espectro obtido refere-se amédiade 5
mensuragdes repetidas sobre cada amostra, € os dados obtidos foram reportados como
elipicidade molar (deg x cm? x dmol).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 POLISSACARIDEOS BIOSINTETIZADOS POR MACROALGAS VERDES DA
ORDEM ULVALES

A ordem Ulvales ¢ composta por varias espécies de algas verdes, algumas das
principais espécies de algas verdes da ordem Ulvales sdo: Uha lactuca, Ulva fasciata e Ulva
rigida, essas espécies sio comumente conhecidas como alface-do-mar, sendo encontradas em
areas costeiras e estuarios e ainda costoes rochosos € praias.

O género Uhva compreende cerca de 305 espéeies reconhecidas ao redor do globo, nas
quais as macroalgas apresentam morfologias filamentosas ou em laminas. J& para o género
Gayralia sao reconhecidas apenas 3 espécies: Gayralia oxysperma, Gayralia brasiliensis €
Gayralia. Kuroshiensis (ANDISKA; YANG; KIM, 2023). Vérias espécies de género Ulva sao
consideradas comestiveis. A partir dessas algas sdo extraidas os polissacarideos conhecidos
como ulvanas e heteroramnanas (MOREIRA et al., 2022).

3.1.1 Estrutura quimica de ulvanas

As macroalgas verdes da ordem Ulvales (Chlorophyta), como as dos géneros Uha e
Enteromorpha sdo amplamente distribuidas em todo o mundo Embora consumidas durante
séculos as macroalgas verdes ainda sio relativamente inexploradas comercialmente
(MOREIRA et al., 2022). Macroalgas verdes da ordem Ulvales (Chlorophyta), ou seja, dos
géneros Ulva e Enteromorpha que apresentam uma ampla distribuicdo geografica a nivel
mundial. Somente no nicio da década de 50 estudos pioneiros de Branding, Plant ¢ Hardy
(1954) comecaram a lancar luz sobre a estrutura quimica dos polissacarideos produzidos por
estas espécies de macroalgas.

No estudo icial utilizou-se a macroalga verde Uha lactuca, onde foi possivel
determinar que os polissacarideos biosintetizados por essa macroalga eram constituidos por
unidades de D-xilose, L-ramnose, D-glucose e 4cido D-glucuronico. A presenga de grupos O-
sulfato em sua estrutura foi somente sugerida, os quais estariam ligados a unidades de glucose
ou ramnose (BRADING; GEORG-PLANT; HARDY, 1954).

Estudos posteriores com diversos extratos obtidos de macroalgas verdes dos géneros
Ulva e Enteromorpha, ao se utilizarem diversas metodologias de extragdo de polissacarideos,
foi possivel um consenso de que essas macroalgas biosintetizavam um heteropolissacarideo
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soltivel em meio aquoso, constituido por diferentes monossacarideos como xilose, glucose,
acido urbnico e ramnose sulfatada (BRADING; GEORG-PLANT; HARDY, 1954; LAHAYE,
1998; LAHAYE; AXELOS, 1993; LAHAYE; BRUNEL; BONNIN, 1997; LAHAYE; RAY,
1996; ROBICet al., 2009a) Esses polimeros foram denominados como ““ulvanas” por Lahaye
e Axelos (1993). Foi detectada Posteriomente em algumas espécies do género Ulva a presenga
de unidades de acido idurdnico em sua constituicao (QUEMENER; LAHAYE, 1997).

Ulvanas representam cerca de 8 - 29% do peso seco das algas, sua extragao ¢
geralmente realizada com agua quente (80 - 90°C) na presenca ou ndo de oxalato de amdnio,
um agente quelante de calcio, facilitando a extracdo (ROBIC et al., 2009a). Entre os diversos
meios de purificagdo sdo realizadas a precipitacdo com etanol ou ainda com sais de amoénio
quatemario. A massa molecular pode variar de 150 x 103 a 200 x 10* gmol! (PARADOSSI;
CAVALIERI; CHIESSI, 2002).

FIGURA 7 - DIADES PRESENTES EM ULVANAS
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FONTE: O autor, 2023.

Com os avangos na caracterizagao quimica de ulvanas, foi possivel determinar que
baixas porcentagens de grupos sulfato localizadas na posicdo C-2 das unidades de xilose,
enquanto a maioria deles esta localizada na posi¢ao C-3 de unidades de ramnose (figura 7).
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Com relagdo a sua estrutura quimica fina, ulvanas sdo constituidas majoritariamente
pela diade do 4cido ulvanobiuronico 3-sulfato tipo A (A3S): [—4)-B-D-GlcAp(1—4)-o-L-
Rhap 3-sulfato-(1—] (CARVALHO et al., 2018; COLODI et al., 2021; COSTE; CALLEJO;
FERNANDEZ-DIAZ, 2015; FREITAS et al., 2015; ROBIC et al., 2009b).

O 4cido 1durbnico, encontrado em algumas espécies, constitui a diade denominada de
acido ulvanobiuronico tipo B (B3S): [—4)-0-L-IdoAp-(1—4)o-L-Rhap 3-sulfato-(1—].
Unidades de B-D-Xilose constituem a diade de ulvanobiose 3-sulfato (U3s): [—4)- -D-Xylp-
(I—>4)0-L-Rhap 3-sulfato{(1—] (CARVALHO et al., 2018; COLODI et al., 2021; COSTE;
CALLEJO; FERNANDEZ-DIAZ, 2015; LAHAYE, 1998, 1998; ROBIC et al., 2009b).
Quando a xilose encontra-se sulfatada em C-2 essa diade ¢ denominada ulvanobiose 2’ 3-
dissulfato (U2’s,3s): [—=4)-3-D-Xylp 2-sulfato-(1—4)-a-L-Rhap 3-sulfato-(1—].

Adicionalmente unidades de ramnose podem estar ramificadas em C-2 por unidades
de acido glucurénico originando o &cido ulvanobiourdnico 2’acido glucuronico 3-sulfato tipo
A (A2g3s): [4)B-D-GlcAp-(1—4)o-L-Rhap 3-sulfato-2—1)-D-GlcAp| (CARVALHO
etal.,2018; COLODIetal., 2021; COSTE; CALLEJO; FERNANDEZ-DIAZ, 2015; FREITAS
etal.,2015; LAHAYE, 1998, 1998; ROBIC et al., 2009b).

3.1.2 Atividades bioldgicas de ulvanas

As atividades biologicas de polissacarideos, incluindo ulvanas, estdo diretamente
relacionadas a sua estrutura quimica. Essas atividades estdo relacionadas com caracteristicas
estruturais especificas encontradas emulvanas, tais como seu carater ionico (presenga de grupos
sulfato e caboxila), além de apresentar dominio hidrofobico devido a presenga do desoxiagticar
(a-L~ramnose). Ulvanas se apresentam como um biopolimero com potencial aplicacdo na
obtengao de diversos produtos de interesse biomédico e biotecnoldgico, além de apresentarem
atividades bioldgicas como a atividade imunomoduladora, antioxidante, anticancer, antiviral e
na defesa de plantas, mostrando-se assim um biomaterial com alto potencial para producao de
compostos bioativos (ALVES; SOUSA; REIS, 2013; BARAKAT et al., 2022a; CARVALHO
etal., 2018; FREITAS et al., 2015; GARCIA-MARQUEZ et al., 2023).

Fatores estruturais, bem como a presenga € o teor de grupos sulfato, s3o fatores que
ttm sido correlacionados por diversos grupos de pesquisa com as diferentes atividades
bioldgicas apresentadas por ulvanas. Com o objetivo de investigar o efeito do teor de sulfato na
atividade anticoagulante Adrien e colaboradores (2019), isolaram ulvanas de Ulva rigida. A
fragdo obtida foi sulfatada quimicamente, levando a um aumento no teor de sulfato de 11 %
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(ulvan 1) para 20 % (ulvan 2) apds a sulfatacdo. A potencial atividade anticoagulante de ambas
as fracOes foi entdo avaliada usando diferentes ensaios i vitro, visando avaliar sua acdo na via
intrinseca e/ou comum (tempo de tromboplastina parcial ativado), na via extrinseca (tempo de
protrombina) e na via comum (tempo de trombina) € a via dependente de antitrombina
especifica (anti-Xa e anti-Ila) da cascata de coagulagdo. Suas propriedades anticoagulantes
foram comparadas com de anticoagulantes comerciais: heparina e Lovenox®. A atividade
anticoagulante da ulvana quimicamente sulfatada (ulvan 2) foi mais potente que Lovenox®),
quanto seu potencial de agdo nas vias intrinseca quanto a vias de coagulacdo extrinsecas. A
fragdo de ulvana sulfatada quimicamente pode ser uma altemativa interessante as heparinas,
com diferentes alvos e alta atividade anticoagulante (ADRIEN et al., 2019).

Devido a pandemia global de COVID-19, houve uma busca por compostos com
atividade antiviral contra SARS-COV-2. Dentre a compostos bioativos utilizados nessas
buscas, ulvanas obtidas de Ulva sp., fo1 comparada a composigao quimica e a atividade in vitro
anti-SARS-COV-2 de dois extratos ulvanas brutos diferentes: um obtido por extracdo dcida e
extracdo a base de oxalato de aménio. A composigao dos extratos brutos foi analisada, e sua
atividade antiviral foi avaliada em ensaio de reducdo de efeito citopaticoutilizando células Vero
E6. Os protocolos de extracdo apresentaram um impacto significativo na composigao quimica,
na atividade anti-SARS-COV-2 e citotoxicidade desses extratos de ulvanas. O extrato de
ulvanas baseado no protocolo de extragdo com oxalato de amonio apresentou maior massa
molecular médio, e atividade antiviral 11,3 vezes maior do que o extrato obtido emmeio acido
(SHEFER et al., 2021)

Ulvanas de Ulva pertusa obtidas por diferentes métodos de extragdo com agua a 90°,
ultrassOnica, enzimatica e ultrassonica-enzimatica tiveram suas atividades antioxidantes
avaliadas. Os rendimentos obtidos pelos quatro métodos de extracdo acima variaramde 17,88%
a 26,77%. O uso de enzimas aumentou o rendimento da extracdo, sendo que o tratamento
ultrassonico-enzimatico, foi o que obteve o rendimento maximo (26,7%). Além disso, ulvanas
extraidas por tratamento enzimatico e ultrassdnico apresentaram uma maior capacidade
antioxidante em sequestrar o radical DPPH em relagdo as demais fragOes obtidas, apresentando
um ICso de 6,52 mgmL! (CHEN; HUANG; HUANG, 2021).

Ainda em relagao atividade bioldgica Ulvanas de Ulva ohnoi foram avaliadas quanto
a agdo imunomoduldtoria, sendo submetidas previamente a hidrdlise com peroxido de
hidrogénio (H>0») a S0°C por diferentes periodos. Atravésdessa hidrolise foram obtidas fragoes
com massas moleculares de 7, 9, 13, 21 e 209 x 10°gmol-!. As fragdes de ulvanas continham,
48,8 - 54,7 mol% de ramnose, 32,5 - 35,9 mol% de écido glucurdnico, 4,5 - 7,3 mol% de &cido



1durbnico € 3.3 - 5,6 mol% de xilose. Através de analises de RNM de 'H e *C fo1 possivel
observar que a hidrdlise com peroxido de hidrogénio ocorreu nas ligagdes glicosidicas,
entretanto seria possivel através dessa hidrolise a quebra de ligagdes em outros pontos da
estrutura, 0 que ndo ocorreu, mantendo a estrutura oligossacaridica intacta. O efeito
imunomodulatdrio i vitro das fragdes de ulvanas foi quantificado pela medigao de niveis de
moléculas de sinalizagdo inflamatdrias liberadas de macrdfagos RAW 264.7 estimulados pelo
LPS. Todas as fragdes de ulvanas ndo apresentaram toxicidade em células RAW 264.7 em
concentragdes abaixo de 100 pgmL!. A secregdo da interleucina 10 (IL-10) e a prostaglandina
(E2) em dosagens de 100 ugmL demonstraram um efeito anti-inflamatério para ulvanas de
alta massa molecular, em menor taxa essas fragoes também aumentaram a inflamacao induzida
pelo LPS através de pequenos aumentos de IL-1 ¢ IL-6 (KIDGELL, 2021).

Além de efeitos em c€lulas animais, ulvanas sdo polissacarideos conhecidos por
induzir resisténcia e proteger as plantas contra uma ampla gama de patogenos vegetais. Ulvanas
de Uha fasciata foram utilizadas no controle da antracnose do feijao causada por
Colletotrichum lindenuthianum, bem como a influéncia no crescimento das plantas. Para
determinar a acdo de ulvanas sobre antracnose em condi¢des de estufa, as plantas de feijdo
(Phaseolus vulgaris L.). A pulverizagio foliar dos extratos aumentou o peso seco das plantas
de feyao em 20%%. Além disso em condi¢des de estufa, a pulverizagdo de ulvanas a 10 mgml™!
reduziu a gravidade da antracnose em 38% sem afetar o crescimento das plantas. Ulvanas sdo
capazes de induzir resisténcia a antracnose do feijao (PAULERT et al., 2009) .

Ainda com relagdo a doengas ocasionas em plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.),
ulvanas foram utilizadas no controle do murchamento do fefjdo causado por Fusarium
oxysporum f- sp. phaseoli (Fop). A infeccao por Fop resulta em uma redugio significativa no
rendimento das culturas de feijdo. Para avaliar esse efeito foi realizada imersio das sementes
por 4 horas antes do plantio, além da irrigacdo do solo ou a pulverizagao foliar apos 12 dias de
plantio. Com o tratamento houve uma reducdo da gravidade da doenca quando pulverizado nas
folhas, entretanto ndo apresentou efeito significativo quando aplicado via imersdo das sementes
ou irrigagao do solo. Ainda foi avaliado o efeito da frequéncia de pulverizacio de ulvanas no
progresso domurchamento ocasionado por Fusariume na colonizacao fingica. A partir de duas
aplicagdes ulvanas protegeram de forma semelhante as plantas de feijao, reduzindo a
colonizagdo em estagios precoces, mas ndo em estagios posteriores. Como resultados ulvanas
reduziram significativamente a 4rea sob a curva de progresso da doenga em 27%, ou seja,
ulvanas reduzemm os sintomas de murchamento ocasionados por Fop, ainda reduzindo a
colonizacao fingica (DE BORBA; DE FREITAS; STADNIK, 2019).
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Ulvanas s3o conhecidas por induzir resisténcia e proteger plantas contra uma ampla
gama de fungos fitopatogénicos, como Blumeria graminis f- sp. tritici (Bgt), o agente causador
do oidio em trigo. Entretanto os mecanismos de defesa induzidos pela ulvanas contra o0 Bgtem
trigo relacionados a defesa, atividade enzimatica, acimulo de compostos fenolicos e peroxido
de hidrogénio (H>O»), bem como o desenvolvimento das estruturas de infecgdo do Bgt in vitro
e in planta. Os sintomas foram reduzidos em 42% em plantas tratadas com ulvanas. Houve
ainda um aumento da presenga de proteinas relacionadas a defesa e o acmulo de HXO» nos
locais para entrada de Bgt, assim como o teor de compostos fenolicos. Ulvanas promovem
multiplos efeitos nas respostas de defesa do trigo, especialmente a ligados ao actmulo de
compostos fenolicos envolvidos no reforco da parede celular (VELHO et al., 2022).

32 MODIFICACAO QUIMICA DE POLISSACARIDEOS

A modificagdo quimica de polissacarideos ¢ uma area de pesquisa em constante
desenvolvimento que busca métodos adequados para alterar funcionalidades desses
biomateriais, que desempenham papeis essenciais em diversos processos biologicos e
amplamente utilizados em processos industriais, como a indistria alimenticia, cosmética,
farmacé€uticas, de biomateriais e biotecnologia (AHMAD, 2021; BARAKAT et al., 2022b).

O principal objetivo das modificagdes quimicas baseia-se na alteragdo de estrutura
molecular conhecida através da introdugdo de grupos funcionatis, tais como sulfatos, carboxila,
fosfato, entre outros, presentes ou ndo na molécula de origem, podendo assim inserir ou até
mesmo aumentar sua biodisponibilidade. Essas alteragdes ocorrem por meio de reagdes de
sinteses e semi-sinteses e rotas e condigdes especificas com uso de reagentes especificos.

Além das alteragdes bioldgicas as modificagdes quimicas podem melhorar as
propriedades fisico-quimicas e macromoleculares como a solubilidade, estabilidade t€mica,
propriedade reologicas e propriedades hidrodindmicas. Essas alteragdes podem facilitar a
incorporacdo desses polissacarideos em fomulagdes especificas, permitindo assim o
desenvolvimento de materiais com propriedades direcionadas as aplicagdes especificas, como
por exemplo industria alimenticia, por exemplo, eles podem ser utilizados como espessantes,
estabilizantes e emulsificantes, contribuindo para a melhoria das propriedades dos alimentos
processados ou ainda na area farmacéutica, podem ser utilizados como carreadores de
medicamentos, facilitando a liberagdo controlada e direcionada de substancias ativas (CHEN;
HUANG; HUANG, 2021; COSTE; CALLEJO; FERNANDEZ-DIAZ, 2015; XIE et al., 2020).
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Entretanto apesar de avangos significativos nesta area de pesquisa, ainda existem
desafios a serem superados, como por exemplo a selecio adequada de agentes de sintese,
condigdes de reacdo ideais e a manutengao das propriedades biologicas € a seguranga desses
polimeros sdo pontes que devem ser considerados, ou seja, um estudo sobre a compreensio dos
efeitos das modificagdes quimicas € imprescindivel. A modificagdo quimica de polissacarideos
representa uma promissora abordagem para explorar o potencial desses biomateriais naturais,
ampliando suas aplicagdes e contribuindo para o avango da ciéncia e tecnologia de materiais.

3.2.1 Fosforilagao quimica de polissacarideos

A fosforilagdo quimica de carboidratos ¢ um processo de funcionalizagdo em que
grupos fosfato sdo adicionados a uma molécula de carboidrato em condigdes quimicas
controladas, sem a participacdo de enzimas. Esse processo € utilizado em sinteses e semi-
sinteses quimicas com o objetivo de modificar as propriedades moleculares de carboidratos,
tomando-os mais reativos oumodificando suas propriedades fisicas e quimicas. Polissacarideos
fosforilados quimicamente apresentam atividades biologicas como antitumoral (CHEN et al.,
2009), antiviral (MING et al., 2017; ZHANG et al., 2017), antioxidante (CAO et al., 2020) e
anticoagulante (DACE et al., 1997; LIU et al., 2018).

Entretanto suas vias de modificagdo quimica sdo particulammente desafiadoras, ja que
em alguns casos, apds a fosforilacdo quimica, eles podem se tomar insoltveis em dgua ou
solventes organicos. Portanto, a escolha de um solvente apropriado para a reagdo € uma questao
fundamental. Para superar esse problema, diversos solventes sdo utilizados em condigdes
homogeneas e heterogéneas para tomar os polissacarideos acessiveis a modificacdo. Dessa
forma, considerando as mais diversas estratégias utilizadas para a fosforilagdo quimica de
polissacarideos, a utilizacdo da agua como solvente da reacdo e o uso de solventes organicos.

A mtroducdo de grupos fosfato em polissacarideos por esterificacdo tem sido
amplamente realizada ha mais de 60 anos utilizando 4cido fosforico (H3POs) ou seus sais
(NaH2PO4, KH2PO4, Na;HPOy, KoHPOy, NazPO4, NaPOs YWHISTLER; TOWLE, 1969).

Dentre os sais derivados do acido fosforico ressalta-se a fosforilagdo quimica de
polissacarideos em meio aquoso utilizando STPP (tripolifosfato de sodio) e STMP
(trimetafosfato de sddio). Nesta técnica utilizada para modificar a estrutura desses polimeros, o
STPP ¢ um agente fosforilante altamente soltivel em dgua, enquanto o STMP ¢ um derivado do
STPP com um tamanho molecular menor. Isso permite sua adicio com maior facilidade,
evitando possivel impedimento estérico presente no polissacarideo.
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FIGURA 8 - MECANISMO DE FOSFORILACAQ STPP-STMP
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A fosforilacio utilizando STPP-STMP em meio aquoso € realizada em pH alcalino.
Nesse contexto, 0 mecanismo proposto para essa reagao ocorre em duas etapas para a STMP
(fig. 10A) e em trés etapas para STPP (fig. 10B), sendo que as duas primeiras etapas sdo iguais
para ambos os compostos. Na primeira etapa, o polissacarideo ¢ ativado pela presenca de
NaOH, e na etapa posterior, ocorre um ataque nucleofilico ao anion complexo do trimetafosfato
de sodio (SIMP) ou do tripolifosfato de sddio (STPP) pelos grupos hidroxila dos
polissacarideos ativados pelo NaOH (fig. 10), formando um intermediério. Na etapa posterior,
ocorre aabertura do anel de STMP e a ligagdo covalente ocorre com a cadeia aberta. Na tltima
etapa do mecanismo, apos adigao do alcoxido ao STMP e eliminagio de pirofosfato, ocorre a
substituicao do grupo hidroxila pelo grupo fosfato de tripolifosfato (STPP) de sodio, ocorre a
eliminagdo de grupos fosfato.

Para realizar a fosforilagdo quimica, os polissacarideos sio misturados com solugdes
aquosas contendo STPP e STMP em concentragdes variadas (CHEN; HUANG; HUANG,
2021; FENG et al., 2017; SUFLET; CHITANU; DESBRIRES, 2010; XIE et al., 2020). A
reagao ¢ realizada sob condigdes controladas de temperatura € pH (geralmente alcalino), para
garantir uma eficiente fosforilagdo quimica sem degradacdo dos polimeros. A fosforilacao
quimica emmeio aquoso utilizando STPP-STMP pode levar a uma variedade de modificagoes
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estruturais nos polissacarideos, incluindo mudangas na carga superficial, solubilidade em agua
e propriedades de gelificagdo. Essas modificagdes podem ser tteis em diversas aplicagdes,
como na producdo de biopolimero para uso em embalagens, adesivos, revestimentos €
formulagdes farmacéuticas.

Entretanto para que seja possivel realizar essa modificagao, o polissacarideo deve ter
sua estrutura quimica fina determinada previamente, para que ap6s a término da sintese seja
possivel determinar o grau de substituicdo (DS), o qual € definido como o niimero médio de
grupos funcionais substituidos por unidade de monossacarideo. Com relagdo ao DS a utilizagdo
de STPP-STMP emmeio aquoso proporciona polissacarideos com baixos graus de substituigao.

O polissacarideo obtido de Cyclocarya palivrus (CP), planta que cresce amplamente
no sul da China a qual tem suas folhas utilizadas como cha na medicina tradicional chinesa, ¢
constituido por Ara, Rha, Gal, Glc, Xyl, Man, GalA e GlcA. Este polissacarideo foi submetido
a fosforilagdo quimica utilizando STPP-STMP originando a fragao P-CP com DS de 0,14. O
polissacarideo ndo modificado (CP) e seu derivado fosforilado (P-CP) foram investigados
quanto as suas atividades antioxidantes e os efeitos citoprotetores in vitro. O polissacarideo
fosforilado (P-CP) mostrou excelente capacidade de eliminacdo de radicais hidroxila de 73,28
+0,41%na concentragao de 0,25 mg/mL (dose-dependente) por analises de DPPH (2,2-difenil-
1- picrilhidrazila). O polissacarideo modificado (P-CP) proporcionou um efeito protetor
significativo contra 0 estresse oxidativo induzido por perdxido de hidrogénio em células
RAW264, reduzindo o estresse oxidativo, aumentando o contetido da enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD) e diminuindo o contetido de malonaldeido (MDA) em células
danificadas por oxidagdo, além de elimmar ROS diretamente e regulando o ciclo celular,
reduzindo a capacidade de apoptose e melhorando viabilidade celular, consequentemente
atingindo a atividade antioxidante intracelular (XIE et al., 2020).

A dextrana obtida de Astragalus membranaceus, membro da familia Leguminosae
amplamente distribuido nas regides de climas temperados € utilizada na medicina tradicional
chinesa, teve sua atividade antiviral avaliada contra o virus da hepatite A do pato (DHAV).
Polissacarideo constituido por unidades de glucose 4-ligadas, parcialmente ramificadas em C-
6 por unidades simples de glucose a cada 10 unidades, foi fosforilado através do método de
STPP-STMP para obtengdo de seu derivado fosforilado (MING et al., 2017). Neste estudo as
attvidades antivirais dos derivados fosforilados e sulfatados foram avaliadas comparativamente.
As atividades antivirais foram avaliadas in vitro e posteriommente teste i vivo pelo método de
inoculacdo artificial em patos da espécie Anas platyrhynchos (pato-real) com a finalidade de
avaliar a taxa de sobrevivéncia apds a inoculagao com o virus.
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Os resultados mostraram que a concentragao maxima segura foi de 7,8 mgmlL-! para
0 derivado sulfatado € de 31,2 mgmL! para o derivado fosforilado, o que indicou que o
derivado fosforilado apresenta menor toxidade que o derivado sulfatado. A terapia clinica os
efeitos foram avaliados pela taxa de mortalidade, indicadores bioquimicos relacionados a
funcdo hepatica. Os resultados revelaram que o derivado fosforilado inibiu a proliferagdo em
85,1% comuma dose de 7,8 mg.mL! mais eficientemente em todo o processo de multiplicacio
viral do que derivado sulfatado. Para os resultados de método de inoculagao artificial in vivo
apenas o derivado fosforilado melhorou taxa de sobrevivéncia para 33,5%, bem como lesdes
no figado em ensaios clinicos, enquanto para o derivado sulfatado a taxa de sobrevivéncia foi
de 6,7%. Os resultados demonstraram que o derivado fosforilado exibiu maior atividade
antiviral tanto in vitro quanto in vivo MING et al., 2017).

A fosforilagdo quimica de ulvanas da macroalga verde Ulva pertusa foi realizada
utilizando os agentes fosforilantes STMP-STPP com o objetivo de investigar os efeitos das
atividades antioxidante e anti-hiperlipidémica in vivo. Apos a fosforilagdo, houve um
decréscimo (60,4 para 42.,8%) no teor carboidratos totais e redugido na massa molar (143,2 para
83,1 x 10° gmol) com uma recuperagdo de 75,8 % da massa mnicial da reacdo e 10,5 % de
fosfato, e ainda uma redugdo de grupos sulfato de 19,7 para 10,7%. Foram realizadas analises
de infravermelho € de RMN *'P. O espectro de infravermelho da fracdo fosforilada apresentou
novos picos em relagdo ao polimero original em 1132 cmr! € 998 cmr!. O pico em 1132 em! foi
causado pelo estiramento da ligacdo P=0 e o pico de 998 cm! foi relacionada ao estiramento
da ligacdo P-O-C, indicando o sucesso da reagdo. As andlises de RMN de *'P, apresentaram
deslocamentos quimicos atribuidos a trés especies de fosfato, monofosfato (0,18 ppm),
difosfato (-10,40 ppm) e trifosfato (21,41 ppm). Destaca-se que os autores ndo realizaram
outras analises para determinar as posigoes de substituicao (JIANG et al., 2020).

Sdo ainda poucos os relatos na literatura sobre a fosforilagdo quimica de ulvanas e
ainda ha varios questionamentos relacionados a posigao de entrada dos grupos fosfato, os quais
precisam ser esclarecidas e qual sua relacdo com a atividade bioldgica. Outros aspectos que
precisam ser esclarecidos s3o a redugdo da massa decorrente da reagao de fosforilagdo e ainda
a possivel interacdo de grupos fosfato e sulfato presentes em ulvanas apds a fosforilagdo. Ou
seja, busca por respostas se demostra pertinente devido ao fato da insergdo de grupos fosfato
pode potencializara a atividade bioldgica em polissacarideos.

Autilizagao de solventes organicos € outra abordagem utilizada para a fosforilagao de
polissacarideos, pemitindo a introdugdo de grupos fosfato. Os solventes organicos sdo usados
para dissolver tanto o polissacarideo quanto o agente fosforilante ¢ a reacdo de fosforilagao
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ocorre em solugdo. A fosforilagdo quimica de polissacarideos em solvente organico ¢ uma
técnica que envolve a adicdo de grupos fosfato em meio ndo aquoso. Isso pode ser realizado
usando varios agentes fosforilantes em solventes organicos, como o cloreto de fosforila
(POCL), fosfato de trifenila (TPP), 4cido fosforico (H3POs) e anidrido fosforico (P2Os), muitos
dos quais acabam reagindo violentamente com a agua, inviabilizando assim sua utilizacdo.

FIGURA 9 - MECANISMO DE FOSFORILACAO H;PO; - UREIA
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A reagdo de fosforilagdo utilizando acido fosforico (HsPOs) € ureia (NHz)2CO) segue
o principio de fosforilagao de polissacarideos proposto por Inagaki et al., 1976. O tratamento
térmico e a presenga de ureia sdo essenciais para introduzir grupos fosfato no polissacarideo.
No entanto, o papel fundamental nesta reagdo de fosforilagio € desempenhado pela ureia, a qual
apresenta multiplas fungoes em tais reagoes: catalisador e tampao (fig. 11). Manter a
temperatura sobre o ponto de fusdo da ureia, promove sua decomposicao com a liberagao de
amonia ativa que se propde a reagir com fosfato e gerar um fosfato de amonio intermediario,
este intermediario se acumula no polissacarideo e acredita-se que funcione como o principal
reagente fosforilante. Muitos estudos sem sucesso mostraram que a fosforilagao ndo pode ser
conduzida sem a ureia como catalisador e seu efeito tampao (CAO et al., 2020).

A obtengdo de celulose fosforilada (CP) através de uma reagdo de fosforilagao
utilizando acido fosforico e ureia como reagentes. A fosforilagdo de celulose com acido
fosforico e ureia produziu um material com maior estabilidade térmica, bem como propriedades
mecanicas € de adsorgdo de ions melhoradas em comparagio com a celulose nao modificada.
Além disso, a fracao CP apresentou uma capacidade significativa de adsorgao de ions de metais
pesados, como chumbo, cobre e zinco, em solugdes aquosas (SUFLET; CHITANU;
DESBRIRES, 2010)
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A obtengao de polissacarideos quimicamente fosforilados com a finalidade de avaliar
aatividade anticoagulante € pouco relatada na literatura. Entretanto Daceet al, 1997, realizaram
a comparagdo entre 0o mecanismo de agdo de polissacarideos sulfatados e fosforilados
quimicamente. Os polissacarideos comerciais: xilanas, fucoidanas e k-carragenanas foram
fosforilados quimicamente segundo a metologia de Nishi et al, 1984 com sucesso pela reacao
com pentoxido de fosforo em 4acido metanossulfonico. O aumento do teor de fosfato foi
acompanhado pela diminui¢ao da massa molar. A menor atividade dos derivados fosforilados
quando comparada os derivados sulfatados foi relacionada a diminuigdo da massa molar. No
entanto os polissacarideos fosforilados quimicamente apresentaram a atividade anticoagulante
aumentadas com relagdo aos polissacarideos de origem. Para fracdo de origem de «-
carragenanas eram necessarios 500 g para dobrar o tempo de protrombina (PT), avaliadas in
vitro, para a fragdo de k-carragenana fosforilada quimicamente (15 % de grupos fosfato) foram
necessarios 20 g para dobrar o valor de PT. Os autores relacionaram aumento na atividade
anticoagulante a presenca de ligagoes fosfodiester, difosfodiester bem coma presenca de grupos
fosfato (DACE et al., 1997; NISHI et al., 1984).

Um dos grandes desafios na fosforilacdo quimica de polissacarideos e seus derivados
¢ a dificuldade na caracterizacdo dos produtos obtidos apds a modificagdo quimica. Entre os
métodos utilizados para caracterizagdo dos produtos fosforilados esta a espectroscopia de
infravermelho, entretanto devido as limitagdes da técnica ndo € possivel determinar a posicao
a qual houve a ligagao no polimero.

Outra estratégia utilizada € a andlise de espectroscopia de ressonancia nuclear
magnética de 3P, entretanto somente a analise de unidimensional de fosforo ndo € o suficiente
para confirmar a posigao que se encontram os grupos fosfato no polimero, o que ocorre devido
a complexidade dos polissacarideos fosforilados. Portanto, € necessario realizar analises
bidimensionais em conjunto com outros nucleos como 'H, ainda existem poucos relatos
indicando a posicao correta dos grupos fosfato apds a fosforilagdo quimica de polissacarideos
(COLEMAN etal., 2011; WANGet al., 2014; XIE et al., 2020; YE et al., 2013; ZHANG et al.,
2017,2009).
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3.2.2 Metacrilagao de polissacarideos

A metacrilacdo de polissacarideos € um processo quimico de modificacdo que tem
despertado grande interesse na area de biomateriais e engenharia de tecidos. Polissacarideos
naturais, comoa celulose, quitosana, alginato e ulvanas, entre outros, sao amplamente utilizados
devido as suas propriedades biocompativeis, biodegradaveis e abundancia na natureza (DASH
etal., 2018; MORELLI et al., 2016; ROUILLARD et al., 2011).

A mtroducdo controlada de grupos metacrilato (fig. 12) na estrutura dos polimeros
possibilita a modulagao de caracteristicas fisicas e quimicas conferindo-lhes propriedades
adicionais, como solubilidade, estabilidade térmica, propriedades mecanicas e capacidade de
hidratacdo. A incorporagao de grupos metacrilatos em suas estruturas os toram mais versateis
para aplicagdes especificas, comoa formagio de hidrogéis. Isso € alcangado por meio de etapas
de ativacdo e reacdo com agentes metacrilatos, que podem ser desencadeadas por diferentes
métodos, como oxidacdo, aminagao ou ativacao fisica (JONGPRASITKUL et al., 2021; LI et
al.,2004; MIHAILA et al., 2013).

FIGURA 10 - ESQUEMA DE METACRILACAO QUjNHCA DE ULVANAS UTILIZANDO COMO
MODELO A DIADE Ass
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Dentre os principais usos de polissacarideos metacrilados a formagao de hidrogéis por
fotopolimerizagdo demonstra potencial para uso como scaffolds em intmeras aplicagdes de
engenharia de tecidos. A maioria dos hidrogéis fotopolimerizaveis sdo feitos de polimeros
puramente sintéticos. Como objetivo de aumentar a bioatividade de scaffolds e potencialmente
melhorar a regeneracdo tecidual, derivados do biopolimero sulfato de condroitina, componente
principal de cartilagens, tiveram grupos metacrilato adicionados a sua estrutura, usando glicidil
metacrilato comoagente de metacrilagao. Os géisexibiram comportamento viscoelastico tipico
de hidrogéis, havendo um aumento no tamanho dos poros com o aumento da concentragao de
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sulfato de condroitina conforme determinado pela absorcao de agua, houve ainda uma melhora
na resisténcia mecanica observada pela morfologia usando microscopia eletronica de varredura
sugerindo seu possivel uso para a engenharia de tecido cartilagmoso.

Hidrogéis de sulfato de condroitina (CS) tiveram sua (in)estabilidade hidrolitica
avaliada apds a adicao de ésteres de metacrilato (MA). Hidroggis feitos com CS derivado de
glicidil metacrilato (CS(G)MA) ou anidrido metacrilico (CSMA) degradaram apds 2 a 25 dias
de maneira dependente da densidade de reticulagdo (pH 7.4, 37 °C). Os hidrogéis MA de
condroitina dessulfatada se degradam, indicando que os grupos sulfato ndo sio responsaveis
pela sensibilidade hidrolitica do CS(GMA (pH 7,0-8,0, 37 °C). Essa sensibilidade esta
associada a unidades de N-acetil-galactosamina presentes em CS(G)MA ndo formarem pontes
de hidrogénio com os oxigénios de unidades acido glucurdnico adjacentes. Essa auséncia de
ligacdo pemmite a0 CS(GIMA maior flexibilidade e hidratacdo da cadeia aumentando a
sensibilidade a hidrdlise do éster nas redes CS(G)MA. Este estudo relata sobre os efeitos da
quiralidade dos mondmeros na degradagao do hidrogel que ¢ altamente relevante para cientistas
de biomateriais que desenvolvem biocompativeis ¢/ou hidrogéis degradaveis. Com base neste
estudo, hidrogéis a base de CS(G)MA podem ser utilizados como implantes hidroliticamente
degradaveis para de tecidos e aplicagdes faimacéuticas (SCHUURMANS et al., 2021).

Ulvanas de Uhva sp., devido a sua versatilidade quimica e bioatividade comprovada,
foram utilizadas na criagdo de hidrogéis termogelificantes. Isso foi realizado através da adi¢ao
de cadeias de poli(N-isopropilacrilamida) as ulvanas. A adi¢do dessas cadeias conferiu
propriedades temmossensiveis a estrutura das ulvanas. No entanto, esse fendmeno so foi
observado apos a introdugdo de um iniciador radicalar que promoveu a polimerizagdo da N-
1sopropilacrilamida por meio de irradiacdo UV.A comprovacao desse fendmeno ocorreu por
analises témmicas e reologicas, onde ocorreu uma transi¢ao sol-gel a 30 - 31°C, indicando assim
que ulvanas podem ser usadas para preparacao de hidrogéis temogelificantes para aplicagoes
biomédicas (MORELLI et al., 2016).



3.3 HEMOSTASIA E COAGULACAO

A hemostasia ¢ um processo fisiologico nommal de prevencdo de sangramentos e
hemorragias, através da formagao de codgulo sanguineo. Como resultado de qualquer lesio €
desencadeada uma série coordenada de respostas que requerem interagdes complexas entre
plaquetas, cascata de coagulagdo, fluxo sanguineo e cisalhamento, células endoteliais e
fibrindlise. A hemostasia ¢ o processo fisiologico que mantém a fluidez do sangue e a
integridade dos vasos sanguineos.

FIGURA 11 - MODELO CLASSICO DE COAGULACAQ in vitro
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Fonte: O autor, 2023.

A coagulagdo sanguinea compreende um sistema de amplificacdo biologica que
consiste na conversao de uma proteina soltivel do plasma, o fibrinogénio, formando o coagulo
de fibrina quando ativado pela trombina. Esse fenomeno ocorre devido a uma série de reagdes
quimicas entre proteinas que convertem pro-enzimas (zimogenos) em enzimas (proteases).
Essas pro-enzimas e enzimas sao denominadas fatores de coagulagio que ao final auxiliam o
controle do sangramento, 0 que conhecemos como cascata de coagulacdo (SILVAetal., 2016).
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O conceito da cascata de coagulacdo micialmente foi proposto por Macfarlene (1964)
e Davie e Ratnoff (1964), o qual representa o que conhecemos comomodelo cléssico da cascata
de coagulacdo (fig. 13). Neste modelo a ativacdo de cada fator da coagulacdo leva a ativagao
de outro fator até a eventual formacao da trombina. Em sua representacao classica a cascata de
coagulacdo dividiu o curso da coagulacdo em duas vias: a via intrinseca na qual todos os
componentes estio presentes no sangue (iniciada pela ativacdo de fatores de contato e, a seguir,
pela ativacdo dos fatores X1, IX, VIII) e a via extrinseca (iniciada pela ativacdo do fator VII
pelo fator tecidual). Ambas as vias convergem para a ativagdo de uma via comum, que
compreende o fator X e o cofator V, sequencialmente, a trombina, responsavel pela conversao
de fibrinogénio em fibrina na tiltima etapa, formando assim os codgulos (BIGGS; DOUGLAS;
MACFARLANE, 1953; DAVIE; RATNOFF, 1964; MACFARLANE, 1964).

FIGURA 12 - MODELO DE COAGULACAQ in vivo
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A ativagdo da via intrinseca ndo requer necessariamente uma lesdo tecidual extema,

FXI =————p FXIIIa—bl

pois essa via se inicia a partir dos componentes do espago intravascular. O inicio desse processo
ocorre quando do fator XII entra em contato com uma superficie negativamente carregada
(comopor exemplo o coldgeno), esse processo ¢ conhecido como ativagdo por contato, € requer
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a presenca de outros componentes presentes no plasma como: pré-calicreina e cininogénio de
alto peso molecular (High molecular weight kininogen — HMWK). Quando em contato com
uma superficie negativamente carregada, o fator Xlla ativa o fator XII (FXII-FXIIa),
convertendo a pré-calicreina em calicreina, por mecanismo de retroalimentagao fator XII €
novamente convertido em Xlla. Ainda, o fator Xlla promove ativacdo do fator XI, o qua €
célcio dependente, gerando o fator Xla, o qual ¢ responsavel pela ativagdo do fator IX,
novamente na presenca de calcio, gerando [Xa. O fator [Xa forma o complexo composto pelos
cofatores, fator Vlla e clcio, esse complexo ativa o fator X, a partir desse ponto da via comum
da coagulacdo ¢ ativada, desencadeando a geracdo de trombina e, subsequentemente, formagao
de fibrina (BARROWCLIFFE, 2006; FRANCO, 2001b).

A via extrinseca esta associada a lesdes vasculares, esta via contémmenos estagios do
que a via intrinseca. Esta tem inicio a partir de danos nos vasos sanguineos, ocorrendo a
exposicao do fator tecidual (FT) da superficie exposta. O fator tecidual ¢ umamistura complexa
de lipoproteinas e fosfolipidios, uma proteina transmembrana, liberada pelas superficies das
células danificadas, que interage tanto com a forma inativa, quanto com a forma ativada do
fator VII. O complexo FT/fator VIla desencadeia a coagulagdo sanguinea convertendo o fator
Xpara sua forma ativa Xa (FRANCO, 2001b). As duas vias encontram um caminho comum, a
partir da formaativa do fator Xa, onde ocorre a conversao de protrombina em trombina que por
sua vez, estimula a conversdo de fibrinogénio em fibrina. Por muito tempo o sistema de
coagulacdo foi considerado constituido apenas por interagdes nas vias da coagulagio e sua
relagdo entre as superficies celulares (plaquetarias, endoteliais e de microparticulas fatores de
coagulacdo e plaquetas. Entretanto com avangos nos conhecimentos da hemostasia, atualmente,
considera-se um sistema com elementos regulatorios multiplos no qual participam componentes
celulares e moleculares (GOGOI et al., 2018).

O modelo da cascata da coagulacdo foi um grande avanco para compreender a
formacio do codgulo in vitro e paramonitorizacao laboratorial, todavia em observagdes clinicas
in vivo (fig. 14) foram encontradas diversas lacunas. Um exemplo destas lacunas esta
relacionado as deficiéncias de cininogénio de alto peso molecular, pré-calicreina e fator XII as
quais prolongam o tempo tromboplastina parcial, embora estes ndo causam alteragdes
significativas no sangramento. Por muito tempo essa € outras alteragdes da coagulacdo eram
contempladas pelo modelo da cascata. Pesquisadores de coagulagdo concluiram que a via
intrinseca ndo tem papel fisiologico verdadeiro na hemostasia. A divisdo classica da cascata da
coagulagdo em via extrinseca e via itrinseca ainda tem aplicacdo didatica. Entretanto,
atualmente compreende-se¢ a coagulagdo em trés estigios: fase de iniciagdo, fase de
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amplificacdo e fase de propagacio (BARROWCLIFFE, 2006; DANTAS; SOUSA, 2007;
GOGOI etal., 2018).

Na fase de iniciagdo a exposicao de fator tecidual ao sangue, seja por lesdo vascular
ou por mecanismo de ativacdo endotelial inicia o processo de coagulagdo. Embora presente no
endotélio, fator tecidual também € encontrado em mondeitos, plaquetas € microparticulas (de
varios tipos celulares) com potencial trombogénico comprovado. O fator tecidual forma um
complexo comao fator Vila, esse complexo catalitico FT-FVIla ativa os fatores IX e X. O fator
X ativado promove a formagio de pequenas quantidades de trombina (Flla) (SILVA et al.,
2016).

Na fase de amplificagdo ocorre a formagdo de um complexo intrinseco, formado pelo
fator [Xa e cofator Vlla, promovendo a intensificagdo em 50 a 100 vezes na ativagao de fator
Xae, como consequénciapromove a intensificacao na produgao de trombina (FIla). A trombina
(FIla) in vivo atua em diversos mecanismos, entretanto sua principal via de atuacdo esta na
ativacao das plaquetas, gerando assim maior agregabilidade, promovendo uma maior exposigao
da superficie fosfolipidica e aumentado a ativagao do cofator VIII por liberd-lo do complexo
com o Fator de von Willebrand (FVWF) e promovendo a ativagao do fator XI. Esses
mecanismos descritos levam a fonrmacao de um trombo de fibrina (DANTAS; SOUSA, 2007,
FRANCO, 2001a; SILVA et al., 2016).

Como ultima etapa da coagulacdo in vivo, durante a fase de propagacdo, a trombina
formada promove a geracdo de fibrina a partir do fibrinogénio, estabilizando o trombo
plaquetario. Paralelamente, o fator Xlla atua promovendo ligagdes com a fibrina, aumentando
assim a resisténcia do trombo. Por fim, salienta-se, findamental acao do inibidor da fibrinolise
ativado pela trombina (TAFI, thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) que, apds ser ativado
pela trombina, atua limitando a agdo fibrinolitica da trombina sobre o trombo formado, evitando
sua propagagio patolégica (FRANCO, 2001a; HOFFBRAND; MOSS, 2013; MARILIA et al.,
2007; SILVA et al., 2016).

3.4 DICROISMO CIRCULAR DE CARBOIDRATOS

O dicroismo circular (CD) ¢ uma técnica espectroscopica bem estabelecida
amplamente utilizada para investigar estruturas de proteinas, polissacarideos e acidos nucléicos
e fomece informagdes importantes sobre as ligagdes covalentes presentes na molécula. Isso
ocorre devido a luz polarizada plana em superposicdo de luz polarizada circulammente a
esquerda e a direita com amesma frequéncia e amplitude. Umamolécula quiral tem coeficientes
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de absorgao diferentes para as luzes polarizadas circularmente a esquerda e a direita. Seu
espectro de dicroismo circular (CD) pode ser obtido registando as mudangas nos coeficientes
de absorgao com a mudanca no comprimento de onda da luz polarizada (FASMAN, 1996).

Dentre as vantagens das ferramentas de CD podem-se destacar como principais
vantagens de seu uso a baixa exigéncia de concentragdo para analisar estruturas secundarias, a
partir de 20 pgml! para proteinas. Destaca-se ainda a possibilidade de uso de uma larga gama
de concentragdes de 0,001 a 250 mgmlL-! as quais podem ser usadas para determinar as
estruturas secunddrias e tercidrias de variadas biomoléculas. Ao contrdrio de outros métodos
espectroscopicos, 0 CD ndo requer preparagao especifica da amostra, sendo necessario que a
amostra seja solivel. Uma tinica medigao de CD incluindo regides distantes e proximas do UV
(240180 e 320-260 nm, respectivamente) pode ser realizadaem minutos (GOGOI et al., 2018;
MARIA; MURAKAMLI, 2016).

Espectros de CD de carboidratos sio nommalmente divididos em 3 regides de
comprimentos de onda, entre 200-240 nm ocorrem bandas associadas as transi¢oes n-pi* e em
180200 nm a transi¢des m-m* decorrentes de substituintes mais comuns, como grupos
acetamido e carboxila. Ja bandas entre 140-180 nm decorrentes de transi¢oes n-s* estao
associadas ao acetal e grupos hidroxila (HAQUE et al., 2022).

Diversos carboidratos biologicamente importantes contém substituintes, como grupos
carboxila, acetamido, e sulfato, os quais exibem absorcdo na regiao do UV. Medigoes de CD
em solugdo aquosa revelam que a N-acetilglucosamina apresentam uma banda negativa em
tomo de 210 nm, e uma banda positiva em tomo de 180 nm, € um ombro em tomo de 190 nm,
enquanto N-acetilgalactosamina apresenta duas bandas negativas em tomo de 210 e 170 nm e
uma banda positiva em tomo de 190 nm. O acido D-glucur6nico apresenta uma banda positiva
em tomo de 210 nm e uma banda negativa em tomo de 185 nm, ambos fortemente dependentes
do pH. As transigdes eletronicas de carboidratos sdo influenciadas pelas condigdes do solvente
e pelos substituintes, pela conformacao (glucosamina ou galactosamina) e acido urdnico (acido
glucurénico ou idurdnico). A configuragao de grupos carboxila e o nimero e a posi¢ao do grupo
sulfato definitivamente influenciam os espectros de CD. No entanto, as contribuigdes dos
substituintes podem ser estimadas comparando os espectros de polissacarideos e seus
monomeros constituintes (ZHAO; WANG; ZHAO, 2023).

O CD de ulvanas extraidas de Uha rigida foi investigado em funcdo do pH e
temperatura. Ulvanas contém unidades de acido glucuronico que apresentam elipticidade na
regido espectral UV variando de 240 a 200 nm causada pela absorcdo do grupo carboxilico
presente no polissacarideo. Essas absorcoes sdo atribuidas para a transi¢ao n-t*, em pH acido
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ulvanas emmeio aquoso apresentam uma banda negativa em 238 nm e com uma banda positiva
em 215 nm e com um ponto de mversao em 230 nm. O efeito da ionizagdo em pH superior a
4.0 ocasionou um deslocamento da transi¢ao n—t* para energias mais altas com um ponto de
inversao em cerca de 208 nm, deixando inalterada a estrutura do padrdo (negativo banda
posicionada em 216 nm, banda positiva em 203 nm) (PARADOSSI et al., 1999).

A mversdo das bandas em ambas as cargas e grupos carboxilicos ndo carmregados ¢
indicativo da existéncia de diferentes isdmeros rotacionais em relagdo a unidade glicosidica.
Em estudos posteriores com ulvanas de Ulva lactuca e Ulva rotundata, apontam que para
formas 4cidas e salinas de ulvanas ha contribuicao insignificante dos aglicares neutros presentes
na estrutura para o sinal entre 260 e 200 nm, onde a principal absorcdo devida a transicao
eletronica n-t* de grupos carboxilicos. As descobertas apontaram para conformagdo
essencialmente desordenada para ulvanas das espécies estudadas (PARADOSSI; CAVALIERI;
CHIESSI, 2002).

Ulvanas de Ulva fasciata foram submetidas a andlises de CD a 20 °C em agua
ultrapura, antes e apos do tratamento térmico (1 h, 80 °C), com a finalidade de analisar a
influéncia de proteinas na conformagao do polissacarideo. Apresentaram um padrdo de CD
caracteristico de uma estrutura secundéria helicoidal, com bandas positivas e negativas
posicionadas em 201 e 225 nm, respectivamente (ponto de inversao em 215 nm). O espectro de
CD tratado termicamente apresentou o mesmo perfil helicoidal observado anteriommente. Com
base nesses resultados, os espectros de CD podem ser atribuidos as transi¢oes de conformagao
do polissacarideo, em vez da presenca de pequenas quantidades de proteinas residuais na
amostra bruta. Portanto, nas condigdes experimentais deste estudo, o contetido de proteina nao
teve efeito sobre os espectros de CD (CARVALHO et al., 2020).

Além disso foi investigado conformagdo em fungdo da temperatura, para isso a
temperatura foi gradualmente aumentada at¢ 70°C. Um aumento de temperatura de até 70 °C
ndo alterou o padrdo, embora tenha sido observada uma diminuicdo na banda positiva,
concomitante com um aumento na banda negativa e um desvio no ponto de inversdo de 214
para 207 nm. Apds o aquecimento a 70 °C, a solucdo foi deixada resfriar até 20 °C, a
elipsicidade molar a 201 nm retomou aos seus valores originais, sugerindo que a conformagio
helicoidal foi reestabelecida apos o resfriamento ( CARVAILHO et al., 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EXTRACAO E CARACTERIZACAO QUIMICA DE ULVANAS

Os polissacarideos da macroalga verde (Chlorophyta) Ul fasciata foram obtidos a
partir da alga seca e moida, por meio de extracdo aquosa a 80 °C, resultando na fragdo
denominada F. Além da fracao F obtida neste trabalho, também foram caracterizadas as fragdes
UF, obtidas da Uha fasciata disponivel na biblioteca de polissacarideos do laboratorio e a
fragdo ULT, obtida da Ulva laetevirens do Mar Mediterraneo (Nettuno, Italia Central),
gentilmente cedida pela Professora Roberta Paulert (Universidade Federal do Parand, Ciéncias
Agronémicas - Setor Palotina). As fragdes foram submetidas a andlises quimicas e
espectroscopicas, incluindo RMN de 1D e 2D.

TABELA 3 - RENDIMENTO E ANALISES QUIMICAS FRACOES F, UF E ULT

) Composicio Monossacaridica
Fragio Renédoi/:)l;fnto C::)rtl;(i)si(zgz;gs uréﬁiceiod:?%)c SE‘I’%EO Plz)t/eol;l:as (mol %)
Rha Xyl Man Gal Gl
F 200 66,5 19,2 229f 2.8 526 393 19 05 57
UF n.d. 62,0 173 20,8f 22 498 374 14 006 106
ULT n.d. 612 189 16,7 2.8 488 399 16 06 60

aEm relacio a macroalga seca e moida. P Dubois et al., 1956. ¢ Van Den Hoogen et al., 1998.
d Dodgson; Price, 1962. ¢Lowry et al., 1951.fNa forma de SOs-. n.d. ndo determinado

A fracdo F, quando comparada a macroalga verde seca e moida, teve um rendimento
de 20,0%. Esta fracdo contém 66,5% de carboidratos totais, 22,9% de sulfato (SO3) e 2,8% de
proteinas. A andlise da composicao monossacaridica revelou que a ramnose € a xilose sdo 0s
principais monossacarideos neutros (56,2 mol% e 39,3 mol%, respectivamente), commenores
percentagens de glucose, manose e galactose. Além disso, a fracdo F contém 19,2% de &cidos
uronicos.

Para fragdo UF foi determinado 62,076 de carboidratos totais, 20,8% de sulfato (SOs)
e 2,2% de proteinas, além de 17,3% de 4cidos uronicos. Com relagao a analise da composicao
monossacaridica a mesma apresentou ramnose € a xilose como principais monossacarideos
neutros (49,8 mol% e 37,8 mol%, respectivamente), com menores percentagens de glucose,
manose € galactose. Ainda a fracao ULT apresentou teor de 61,2 % de carboidratos totais, 16,7
de sulfato (SO3") e 2,2 % de proteinas, adicionalmente 18,9% de &cidos urdnicos. A andlise de
composi¢ao monossacaridica da fracao ULT mostrou que ramnose € xilose (48,8 mol% e 39,9
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mol%, respectivamente) sio os monossacarideos neutros majoritarios, com menores
percentagens de glucose, manose e galactose.

FIGURA 13 - ESPECTROFT-IR DA FRACAO UF (A) FRACAO F (B) E FRACAOULT (C) -
REGIAO DE 650 —4000 CM! ")
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A partir dos resultados das analises de espectroscopia de infravermelho (FTIR) das
fracdes UF, F e ULT (fig.15). A banda de absorgdo centrada em cerca de 3340 cm! a foi
atribuida a estiramentos dos grupos hidroxila (OH), com menor intensidade a banda em tomo
de 2938 cmr! correspondem a estiramentos de CH, decorrentes da presenca de grupos do grupo
metil (CHs). Bandas entre 1636 e 1440 cmr!, sdo caracteristicas dos grupos carboxila de
unidades de acidos urdnicos. Absorgdes fortes entre 1630-1646 cmy! foram atnibuidas ao
estiramento assimétrico do grupo C=0 e absorgdes fracas em tomo de 1434 ecm do modo de
estiramento simétrico de C=0. As absorcoes em 1208 ecm! e 1060 cm! s3o consideradas na
literatura como a regides caracteristicas para ulvanas (PARADOSSI et al., 1999).

A absorgao de 1208 cmr! € caracteristica da vibracao de estiramento do éster sulfato
(S=0) dopolissacarideo. Os espectros de FT-IR fragdes UF, F e ULT apresentaram uma banda
em 1056 cm! referentes a estiramentos da ligagdo C-O, caracteristico das principais unidades
monossacaridicas ramnose € 4cido glucuronico presentes no polissacarideo. O sinal em tomo
de 845 cm! corresponde a vibracdo da ligagcdo C-O-S na posigdo axial do sulfato. O pico de
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baixa intensidade em 785 cm! ocasionado pela vibragdo da ligagdo de C-O-S do sulfato em
posicio equatorial (ALVES; SOUSA; REIS, 2013; BARAKAT et al., 2022b; GARCIA-
MARQUEZ et al., 2023; PARADOSSI et al., 1999)

Na regido anomérica do espectro de HSQC da fragdo F e UF (figuras 16A e 17A,
respectivamente ) apresentaram acoplamentos em 101,0/4,82 e 104,5/4,63 ppm atribuidos ao C-
1/H-1 de unidades de o-L-ramnosep 3-sulfato e ao B-D-4cido glucurdnicop respectivamente,
formando a diade denominada de acido ulvanobiurdnico tipo A (Ass). Aos acoplamentos em
99,0/4,90 e 104,6/4,64 foram atribuidos a C-1/H-1 de unidades de a-L-ramnosep 3-sulfato e 3
D-xilosep, respectivamente correspondentes as diades denominadas de ulvanobiose.
Adicionalmente os acoplamentos em 102,3/4,90 e 5,12 atribuidos a C-1/H-1 de unidades de a.-
L-ramnosep 3-sulfato e ao o-L-acido idurdnicop formando a diade denominada de é&cido
ulvanobiurdnico tipo B (Bss). Nao foram observados acoplamentos referentes a diades de
ulvanobiose 2-sulfato (U2 3s) (CARVALHOet al., 2018; COLODI et al., 2021; COSTE et al.,
2015; CARVALHO et al., 2020; FREITAS et al., 2015; LAHAYE, 1998).

Na regido anomérica do espectro de HSQC da fracdo ULT (fig. 18A) apresentou
acoplamentos em 101,04,82 e 104,4/4,64 ppm atribuidos ao C-1/H-1 de unidades de o-L-
ramnose 3-sulfato e ao B-D-4cido glucurdnico respectivamente, formando a diade denominada
de 4cido ulvanobiurdnico tipo A (Ass). Aos acoplamentos em 98,9/4,90 e 100,5/4,96 atribuidos
a C-1/H-1 de unidades de o-L-ramnosep 3-sulfato e B-D-xilosep 2-sulfato e os acoplamentos em
99.0/4,90 e 104,8/4,67 foram atribuidos a C-1/H-1 de unidades de o-L-ramnosep 3-sulfato e 3-
D-xilosep respectivamente comrespondentes as diades denominadas de ulvanobiose.
Adicionalmente os acoplamentos em 102,3/4,90 ¢ 104,1/5,14 atribuidos C-1/H-1 de unidades
de a-L-ramnosep 3-sulfato e ao o-L-acido idurdnicop formando a diade denominada de &cido
ulvanobiurénico tipo B (Bss) (CARVAILHO et al., 2018; COLODI et al., 2021; COSTE;
CALLEJO; FERNANDEZ-DIAZ, 2015; FREITAS et al., 2015; LAHAYE, 1998, 1998;
ROBIC et al., 2009b).

As andlises quimicas e espectroscopicas demostraram que a fragoes F, UF e ULT sdo
constituidas por polissacarideos sulfatados contendo unidades de o-L-ramnosep, B-D-=xilosep €
acidos urdnicos. Estes dados estdo de acordo com o que € relatado na literatura para as ulvanas
de outras espécies do género Uha sp. (CARVALHOet al., 2018; COLODI et al., 2021; ROBIC
etal., 2009b). Os resultados estdo apresentados na tabela 3 e figura 15.



FIGURA 14 - ESPECTRO DE HSQC DA FRACAO F REGIAO DE 88-110 ppm (A)
DE 65-88 PPM (B) DE 23-13 PPM (C)
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NOTA: Solvente: D>O. Temperatura: 70 °C. Acetona como padrao intemo para 'H (2,225 ppm) e 13C (31,45
ppm). Gae R1: B-D-4cido glucurdnicop e o-L-ramnosep 3-sulfato da diade Ass; X e R2: B-D-xilosep e o-L-
ramnosep 3-sulfato da diade Uss; Ia e R3: a-L-4cido idurdnicop e o-L-ramnosep 3-sulfato da diade Bss. Os
numeros entre parénteses representam o posicionamento do carbono.



FIGURA 15 - ESPECTRO DE HSQC DA FRACAO UF REGIAO DE 88-110 ppm (A)

DE 65-88 PPM (B) DE 23-13 PPM (C)
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FIGURA 16 - ESPECTRO DE HSQC DA FRACAO ULT REGIAO DE 88-110 ppm
(A) DE 65-88 PPM (B) DE 23-13 PPM (C)
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NOTA: Solvente: D;O. Temperatura: 70 °C. Acetona como padrdo intemo para 'H (2,225 ppm) e 3C (31,45
ppm). Gae R1: B-D-acido glucurdnicop e o-L-ramnosep 3-sulfato da diade Ass; X e R2: B-D-xilosep e o-L-
ramnosep 3-sulfato da diade Uss; Ia e R3: a-L-4cido idurdnico e o-L-ramnosep 3-sulfato da diade Bss Xs e R4: -
D-xilosep 2-sulfato e a-L-ramnosep 3-sulfato da diade Un-as. Os niimeros entre parénteses representam o
posicionamento do carbono.



56

TABELA 4 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS (PPM) NOS ESPECTROS DA FRACAOF

coo”
@]

HO
HaC m OH
,~""0380

OH

-

mf
““0450

OH

o
o %
HO o
HsC 0 OH
.-~7 0380
- 3 OH

A3s Bis U35

Acido Ulvanobiurénico 3 - sulfato tipo A Acido Ulvanobiurénico 3-sulfato tipo B Ulvanobiose 3 - sulfato

Unidades Diade CI/H1 C2H2 (C3H3 C4H4 CSHS Co/Hé
—4)-0-L-Rhap-3S-(1— 1010482 703/42 194460 71913,77 693/415 182/1,30
A BDGlcAp(I— S 56 750835 TSABGA S0IBGE T4 nd,
—4ya-L-Rhap-35{1— 990/490 704424 T9AA63 785381 693/405 182/130
Ay BDXylp-(1— S I0a66h TA8B35  TA3B65 155865 63940 -
—4)ya-L-Rhap-35{1— 1023/490 704/424 794461 794379 692399 182/130
“AyorL-ldoAp(1— S TndA12 120867 T9B%  nd. nd. nd.

n.d. =ndo determinado

TABELA 5 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS (PPM) NOS ESPECTROS DA FRACAO UF

[eleley
o]

HO
Hacw OH
,~"0380

OH

HsC z :0;7
.""0380

OH

Q -
omo,ﬂ
Z 7’ HO
HsC o) OH
_-"0380 o

Af‘rs Bgs UBs
Acido Ulvanobiurbnico 3 - sulfato tipo A Acido Ulvanobiurénico 3-sulfato tipo B Ulvanobiose 3 - sulfato
Unidades Diade CI/H1 C2H2 (C3H3 C4H4 CS5HS C6/H6

—4)y0-L-Rhap-3S{1— A 1010482  703/422 794/460 79,1377 693/4,15 182/1,33
—4)-BD-GluAp-(1— % 104,54,63 7505335 754364 80,1364 77,73, 74 nd.
—4)y0-L-Rhap-3S{1— U 990/490  704/424 794/4,63 785/3,81 693/4,05 182/1,33

Ay BDXylp-(1—> B4 TASB3S  TA3BGS T55B65 639400 -
—4)0-1-Rhap-3S{(1— 1023/490  704/424  794/4,61 794/3,79 692/3,99 182/1,33

Bss
—4)yo-L-IdoAp-(1— nd./5,12 720/3,67 7297384 n.d. nd. n.d.

n.d. =ndo determinado
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TABELA 6 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS (PPM) DOS ESPECTROS DA FRACAO ULT

coo ) o P
Om - O/m,
. o
o HO
HO HsC
“ﬁmj or 3 M -
S .77 70380
""0350 .
R OH OH

A3s

Acido Ulvanobiurénico 3 - sulfato tipo A

-~""0380

OH

0

o
OH
'oocZ: xoj

OH

U3s

Ulvanobiose 3 - sulfato

B3S U2’535

Acido Ulvanobiurénico 3-sulfato tipo B Ulvanobiose - 2”3 - disulfato

Unidades Diade C1I/H1 C2H2 C(C3/H3 C4H4 CS5H5 C6/H6
—4)0-LRhgp-35(1— 1010482 703422 794460 7913,77 693/415 182131
— 4 BD-GluAp-(1— S IMsAE 7505835 TSABGA SOIB64 TR ~1755
LRSI 904N T0444 TOAAE TBSBEI 693405 182131
A BDXylp(1— B UN046M64  TASB3S  TABBES T55B.65 639409 -
Ayl RS- 080/490 704424 T9AAE3 TS5BSl 692/405 ~182/131
Ay BDXylp2S-(1— P 00549 803411 T31B86 155365 631408 -
SAeLRp IS 102491 T04424 T24BE TBSB8L 697400 1827131
—4yo-L-IdoAp-(1— S 0a1504 T1IIB6T T2IB83 8044 T21457  ~1762

Desta maneira, as analises de RMN pemmitem concluir que as fragdes F e UF obtidas
de Ulva fasciata sao constituidas pelas diades Ass, Bss e Uss, enquanto fracao de ulvanas ULT
obtidas de Ulva laetevirens além das diades encontradas nas fragdes F e UF apresentou a diade
de Uzsss. A ulvana ULT apresentou uma maior complexidade quando comparada as demais
fragdes obtidas de Uhva fasciata. Apesar das variagoes de composicao e de estrutura observadas
pelas diferentes técnicas as fragdes obtidas estdo de acordo com o previamente descrito na
literatura para ulvanas de Ulva sp. (BARAKAT et al., 2022b; CARVAILHO et al., 2018;
COLODI et al., 2021; GARCIA-MARQUEZ et al., 2023; LAHAYE; AXELOS, 1993;
PARADOSSI et al., 1999; PARADOSSI; CAVALIERI; CHIESSI, 2002).
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4.2 FOSFORILACAO QUIMICA DE ULVANAS EM MEIO AQUOSO

Com a finalidade de fosforilar ulvanas quimicamente em meio aquoso foram
realizados diferentes condigdes de fosforilagdo quimica utilizando o método STMP-STPP
(JIANG et al., 2020). A escolha desse método ocorreu devido a dissolugdo em agua, com a
possibilidade de controle dos pardmetros das reagoes, como por exemplo pH e temperatura.
Foram adicionados a0 meio reacional contento ulvanas os agentes fosforilantes trimetafosfato
de sodio (STMP) e tripolifosfato de sddio (STPP) em diferentes concentragdes, alterando a
temperatura ¢ o pH do meio reacional, conforme o descrito na tabela 7.

TABELA 7 - CONDICOES DE FOSFORILACAO QUIMICA

Fracdo  Agente fosforilante Condigdes Referéncias
1R 1:2 - STMP-STPP HO-30°C—pH?7 - 24 horas O autor, 2023
2R 1:2 - STMP-STPP HO - 30 °C—pH 10 - 24 horas O autor, 2023
3R 1:2 - STMP-STPP HO-30°C—pH?7 - 5 horas O autor, 2023
4R 1:2 - SIMP-STPP HO - 60 °C—pH7 - 5 horas FENGetal., 2017
SR 1:2 - STMP-STPP HO-80°C—pH?7 - 5horas O autor, 2023
6R 1:6 - STIMP-STPP HO - 100 °C—pH 9 - 7 horas JIANG et al.,2020
9R 1:6 - STMP-STPP HO -30°C—pH7 - 6 horas O autor, 2023

Fonte: o autor, 2023

TABELA 8 - ANALISES QUIMICAS DA FRACAO UF E DE SEUS DERIVADOS APOS FOSFORILACAO

Fracio  Recuperacio (%)* Carboidratos totais (%)* Sulfato ®o)*  Fosfato (%o)f

UF - 62,0 2084 0,0
1R 312 455 1584 0,2
2R 738 69,5 16,74 0,1
3R 418 649 14,84 0,6
4R 46,2 536 18,64 0,3
SR 39,1 68,8 17,64 0,3
6R 84,2 55,7 13,14 1,3

Em relacéo a fragio UF. P Dubois et al., 1956. ¢ Dodgson; Price, 1962. 4 Na forma de SOs-
{Greenfield; Kalber, 1954.

Foram realizadas analises quimicas das fragoes obtidas apds a fosforilagdo (tabela §)
nas condigoes apresentadas na tabela 7. Para as fragdes 1R e 2R foram mantidas as condigoes
de temperatura, de concentragdo de agentes fosforilantes € de tempo reacional variando-se
apenas os valores de pH. Ambas as fragdes apresentaram uma redugdo nos teores de sulfato em
comparagao com a fragdo UF. A fracdo 1R apresentou uma menor recuperacao € um menor
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teor de carboidratos € um teor de fosforo 50% maior que o da fragdo 2R. Foi escolhida a
condicdo de pH da fragdo 2R para seguir os testes por apresentar uma maior recuperagao, um
maior teor de carboidratos totais € uma menor perda de grupos sulfato em relacdo a fragdo 1R.

A partir dos resultados obtidos paras as fracoes 1R e 2R foram preparadas novas
reagdes variando a temperatura, mantendo a concentragdo de reagente e o tempo de reagdo,
dando origem as fragdes 3R, 4R ¢ SR. A temperaturas variaram de 30 a 80°C, entretanto a
recuperacdo das fragdes foi a similar as fragoes 1R e 2R. Entretanto a fragdo 3R apresentou o
maior de teor de fosfato que as demais fragdes, todas a fragdes apresentaram teores de
carboidratos maiores que 50% indicando assim que a temperatura ndo tem influéncia na
degradagdo do polissacarideo quando ele € fosforilado quimicamente em meio aquoso.

As reagoes de fosforilagdo foram realizadas conforme descritos na tabela 7, para
acompanhamento das modificagdes quimicas e estruturais decorrentes destas reagdes. Os
produtos submetidos as reagdes de fosforilagdo foram analisadas quanto aos teores de
carboidratos totais, sulfato e fosfato e analises espectroscopicas de RMN de *'P.

Apos analises das fragdes 1R a SR as quais foram fosforiladas utilizando o método
(STMP-STPP), foram escolhidas as condi¢des para novas rodadas de fosforilagdo, com o
objetivo de obter maiores quantidades de material. A fragdo UF foi novamente dissolvida em
agua e entdo adicionados os agentes fosforilantes trimetafosfato de sodio e tripolifosfato de
sddio em proporgdes definidas por Jiang e colaboradores, 2020, dando origem a fragdo 6R,
enquanto para a fracdo 9R a temperatura ¢ o pH do meio reacional foram escolhidos
considerando os resultados obtidos na etapa anterior, conforme o descrito na tabela 7.

A fragdo 6R apresentou uma recuperagao de 84,2 %o em relacdo a sua fragdo de origem
UF, apresentando um decréscimo de 10,2% e de 37,0% nos teores de carboidratos totais € nos
teores de sulfato respectivamente, os resultados dos teores de fosfato aprestaram um teor de
fosfato de 1,3 % com grau de substitui¢ao (DS) de 0,07.

As fragdes 1R a 6R (tabela 7) foram analisadas por FT-IR. Apos a fosforilacdo as
fragdes apresentaram padrdes similares entre si (fig. 19) e apresentaram algumas diferencas
significativas com a fracdo de origem. O espectro FT-IR dos derivados fosforilados apresentou
novas bandas: uma banda um a 1208 cn!, correspondente as ligacdes P=0O e uma banda em
920 cmr! relacionado ao grupo P-OH e o aumento na intensidade dos picos de 845 e 785 cm!
correspondente as ligagdes P-O-C, esses picos se sobrepdem aos ocasionados pela vibragdo da
ligacdo de C-O-S (NISHI et al., 1984; SUFLET; CHITANU; DESBRIRES, 2010; WANG et
al.,2014; YE et al., 2013).
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FIGURA 17 - ESPECTROFT-IR DA FRACOES IRE 2R (A) 3RE 4R (B), SR E 6R (C)
OBTIDOS APOS FOSFORILACAO QUIMICA - REGIAO DE 650— 4000 CMH
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Oespectro de RMN de 3P da fragao 6R (fig. 20), foi comparado aos sinais encontrados
na literatura para esta modificacdo quimica quando realizada em meio aquoso, apds a
fosforilacdo foram observados os deslocamentos quimicos em 0,49 ppm (monofosfato), -7,50
e -9.60 ppm (difosfato) e 21,08 ppm (trifosfato) o indicando que a fragdo 6R foi substituida
por diferentes espécies de fosfato (CHEN et al., 2021; JIANGet al., 2020; XIONGetal., 2019).
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FIGURA 18 - ESPECTRO DE RMN DE *'P DA FRACAO 6R.
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Nota: Solvente =D»O. Temperatura =70 °C. H3PO4 como padrao extemo *'P (0.0 ppm).

Os espectros de RMN de 3!P da fragdo 6R apresentaram sinais em regioes referentes a
monofosfato, difosfato e a trifosfato. Entretanto somente com esses resultados ndo ¢ possivel
confimar a ligagdo dos grupos fosfato ao polissacarideo, devido a semelhanca entre os sinais s
reagentes de fosforilagdo e oproduto fosforilado. Assim, uma estratégia foi elaborada utilizando
o meio de reacdo sem o polissacarideo para controle dos reagentes. Além disso, o controle da
temperatura e do pH foi mantido durante todo o periodo da reagao em tampao fosfato com pH
7, resultando na fragdo 9R (conforme a tabela 9).

TABELA 9 - CONTROLE DE TEMPERATURA E PH NA OBTENCAO DA FRACAO 9R

N° da aliquota Tempo (h) pH  Temperatura (°C)

0 Oh 7.55 345

1 lh 7,97 300

2 2h 7,90 311

3 3h 7,83 29,7

4 4h 7,9 296

5 5h 8,10 30,7

6 OR) 6h 7,51 30,2
Média 7,83 30,83

Desvio padrio 10,15 1,0
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Durante o experimento, foram coletadas amostras a cada hora, totalizando um periodo
de 6 horas de reagdo. Este procedimento foi realizado para monitorar a progressdo da reagdo e
garantir que os dados mais precisos fossem coletados. O tampao da reacdo, as amostras
coletadas e o branco da reacdo foram todos analisados por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de “P(*H). Essas analises foram realizadas emum espectrometro Bruker DPX 200 (200
MHz). O écido fosforico 85% 3'P (0.00 ppm) foi utilizado como padrdo extemo. As medigoes
foram feitas a temperatura ambiente ¢ envolveram 512 varreduras, garantindo uma cobertura
abrangente do espectro de ressonancia.

Os espectros de RMN de P correspondentes as amostras estao apresentados na Figura
18. A analise do meio reacional em tampao pH 7 (Figura 18 (B)) mostrou apenas um pico em
2.0 ppm, que corresponde ao fosfato de potassio (KH2POy). Este pico ¢ uma indicacio direta
da presenca de fosfato de potassio no meio reacional.

No inicio da reagdo (tempo 0), foi observado um pequeno aumento de pH, de 7,00 para
7,55. Este aumento pode ser atribuido a natureza da reaciio e aos reagentes envolvidos. A
medida que a reacdo progredia, ocorreram pequenas mudangas no pH do meio reacional, com
uma média de 7,83 e um desvio padrdo de +0,15. Estas mudangas no pH podem ser devidas a
formagao de produtos ou a utilizacdo de reagentes durante a reagao.

A temperatura se manteve proxima aos 30°C, com pequenas variagoes. A manutencao
de uma temperatura constante € crucial em experimentos quimicos, pois a temperatura pode
influenciar a velocidade e o resultado da reacdo. As pequenas variagoes observadas sao nonmais
e estdo dentro do esperado para este tipo de experimento.

Ainda com relagdo aos deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN o
pico em -20,95 ppm refere-se aos grupos fosfatos na forma ciclica presentes trimetafosfato de
sddio, enquanto o sinal na regido de -20,0 ppm € referente tripolifosfato de sodio um reagente
de cadeia aberta, estes sinais representam os agentes fosforilantes intactos (fig. 18(B)).

Os picos em -5,58 ppm € -5,93 ppm sdo referentes a trifosfato de sodio, o pico em -
6,54 ppm € referente a difosfato de sodio, estes sinais sofreram uma pequena variagio entre as
aliquotas, entretanto ndo foi perceptivel o aparecimento de novos picos no decorrer da reagao
nem de deslocamentos que poderiam ter ocorrido em decorréncia de ligacdes entre o
polissacarideo e os grupos fosfato presentes nos agentes fosforilantes. Para o fosfato de sodio
foi atribuido o sinal em 2,68 ppm, o qual ndo sofreu alteragido em nenhuma das aliquotas
analisadas (SANG; PRAKASH; SEIB, 2007).



FIGURA 19 - ESPECTROS DE RMNDE *'P('H) DAS ALIQUOTAS DA REACAO DE

FOSFORILACAO DA ULVANA UF
(A)
6(9R)
-5.80 ppm - 20.95 ppm
2.68 ppm - 6.49 ppm -20.0 ppm
L -5.58 ppm R | / |
R \,-«._ M
3
-5.80 ppm - 20.95 ppm
2.68ppm -5.58 ppm - 6.49 ppm -20.0ppm |
1 ) | N
A _/J s MOA — ]
4
-5.80 ppm -20.95
2.68 ppm -6.49 ppm 20.0 ppm e
- 5.58 ppm | |
Jt A \M/_ N
3 -
- 5.80 ppm —_— -20.95 ppm
2.68 ppm -5.58ppm - 6.49 ppm Oppm
MAL —_h
U T I T T T I I T T I T
0 10 -20 PPM
(B)
-5.80 ppm -20.95 ppm
- 6.49 ppm -20.0 ppm
-5.58
ppm sl 7 \ |
J\‘_H
1
2.68 ppm -5.80 ppm ~6.49 ppm ) 2009pm_ 20.95 ppm
i -5.58 ppm.\\ll / \ |,
0
2.68 ppm -5.93 ppm
- 5.67 ppm | - 6.54 ppm -20.0 ppm =209 ppn
Tampéo
fosfato pH7
2.0 ppm
I
) T ] Ll Ll | L | Ll
0 -10 -20 PPM

63

Nota: Solvente =D»O. 85% H;PO4 como padrdo externo *'P (0.0 ppm). (A) Aliquotas 34,5 € 6 (9R). (B) Tampao
fosfato pH 7, aliquotas 0, 1 e 2. Temperatura ambiente (TA)
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FIGURA 20 - ESPECTRO DE RMN DE *'P DA FRACAO 9R
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Nota: Solvente = D:O:HO (1:10). 85% H3POs como padrdo extemo *'P (0.0 ppm) temperatura ambiente. (A)
Fragdo 9R em tampao fosfato pH 7. (B) Fragao 9R pH 5,14. (C) tampao fosfato pH 7.

Através dos espectros obtidos do meio reacional e das aliquotas foram identificadas
diversas espécies de grupos fosfato presentes nos agentes fosforilantes (fig. 18). Entretanto ndo
foi possivel diferenciar os agentes fosforilantes dos grupos fosfato possivelmente ligados.

A fragao 9R apresentou um teor de fosfato de 1,1%, e um pH de 5,14 na concentragao
de 20 mgml_, a qual foi utilizada para as andlises. Na figura 19 (B) esta apresentada o espetro
da fragao 9R (pH 5,14), tr€s sinais no espectro de *'P (figura 19), em 0,74 ppm (sinal ndo
apresentado) referentes a grupos monofosfato, um pico largo em -8,97 ppm referente a grupos
difosfato ou trifosfato, € em -20,95 ppm um sinal referente a trimetafosfato de sodio que
pemmaneceu como possivel contaminante mesmo apds a dialise.

Na figura 18 sdo apresentados os espectros referentes as aliquotas coletadas no
decorrer da reacdo, ja o espectro apresentado na figura 19 (A) ¢ referente a fracdo 9R em pH
7,00 e na figura 19 (C) esta representado o espetro da do tampao fosfato o qual foi utilizado
para modificar o pH da fracdo 9R, o qual apresentou um pico tinico em 2,0 ppm referente ao
fosfato de sodio presente neste tampao.

Apos a alteracdo no pH da fracdo 9R observou-se um deslocamento em alguns sinais,
este fato foi atribuido a diferenca de pH domeio utilizado para as analises. Os sinais de sofreram
uma alteragao para baixo campo de 0,74 para 1,49 ppm na regido de monofosfato, e de -8,97
para -6,23 ppm regido referentes a grupos difosfato e ainda podemos destacar esses sinais se
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diferem dos sinais -5,58 ppm € -5.93 ppm referentes a trifosfato de sodio, o pico em -6,54 ppm
e referente a difosfato de sodio encontrados nos espectros do meio reacional (fig. 19) indicando
uma possivel ligacdo covalente dos grupos fosfato a ulvanas.

Foram realizadas analises de HMBC de 'H/*'P da fragao 9R (fig. 20) e os sinais foram
comparados de acordo com a literatura para esta modificagdo quimica quando realizada em
meio aquoso. Apos a fosforilagdo foram observadas as correlagdes dos deslocamentos quimicos
em 0,74/4,43 ppm (monofosfato), -8,37/443 ¢ -9,30/4,43 ppm (difosfato) e -21,95/4,43 ppm
(trifosfato) o indicando que a fragdo 9R foi possivelmente substituida por diferentes espécies
de fosfato. Adicionalmente os espectros apresentaram sinais em0,74/3,63 ppm €0,74/3,57 ppm
referentes a grupo monofosfato em regides diferentes do espectro de 'H.

FIGURA 21 - ESPECTRO DE HMBC DE *'P/'H DA FRACAO 9R REGIAO DE 5 - 25 PPM
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Nota: Solvente =D»0. 85% H3PO4 como padrdo externo *'P (0.0 ppm). Temperatura ambiente.
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FIGURA 22 - ESPECTRO DE HSQC DA FRACAO 9R - REGIAO DE 88-110 PPM (A) DE 65-88 PPM (B)
DE 23-13 PPM(C)
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NOTA: Solvente: D>O. Temperatura: 30 °C. Acetona como padrao intemo para 'H (2,225 ppm) e 13C (31,45
ppm). Gae R1: B-D-acido glucurdnicop e o-L-ramnose 3-sulfato da diade Ass; X e R2: B-D-xilosep e o-L-
ramnosep 3-sulfato da diade Us; Ta e R3: a-L-4cido idurdnicop e o-L-ramnose 3-sulfato da diade Bss. Os
numeros entre parénteses representam o posicionamento do carbono.
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Adicionalmente a fracdo 9R foi submetida a analises de HSQC editado, com sinais de
CH: invertidos (sinais negativos). A regiao anomérica do espectro de HSQC de 'H/**C da fragdo
OR (fig. 25) apresentou acoplamentos em 101,0/4,82 e 104,4/4,64 ppm atribuidos ao C-1/H-1
de unidades de o-L-ramnosep 3-sulfato e ao f-D-acido glucurdnicop respectivamente, formando
a diade denominada de acido ulvanobiurdnico tipo A (Ass). Os acoplamentos em 98,9/4,90 e
100,5/4,96 atribuidos a C-1/H-1 de unidades de a-L-ramnosep 3-sulfato e 3-D-xilosep 2-sulfato
e os acoplamentos em 99,0/4.90 e 104,8/4,67 foram atribuidos a C-1/H-1 de unidades de o-L-
ramnosep 3-sulfato e B-D-xilosep respectivamente correspondentes a diade denominada de
ulvanobiose. Adicionalmente os acoplamentos em 102,3/4,90 e 104,1/5,14 atribuidos C-1/H-1
de unidades de o-L-ramnosep 3-sulfato e ao o-L-4cido idurbnicop formando a diade denominada
de acido ulvanobiurdnico tipo B (Bss). Estes sinas estao também presentes no espectro da fragdo
UF qual deu origem a fracdo 9R. (CARVALHO et al., 2018; COLODI et al., 2021; COSTE;
CALLEJO; FERNANDEZ-DIAZ, 2015; FREITAS et al., 2015; LAHAYE, 1998, 1998;
ROBIC et al., 2009b). Foi possivel identificar novos sinais nas correlagdes de 63,6/3,55 ppm,
63,6/3,57 ppm, 63,6/3,63 ppm e 63,6/3,66, 0s quais apresentaram-se negativos no espectro
indicando que estavam ligados a CHo.

FIGURA 23 - ESPECTRO DE 'H DA FRACAO9R - REGIAO DE 4,50 - 3,20 PPM
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NOTA: Solvente: D>O. Temperatura =30 °C. Acetona como padrdo: 'H (2,225 ppm) e BC (31,45 ppm).
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FIGURA 24— UNIDADE DE GLUCOSE 6-FOSFATO
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Fonte: o autor, 2023

Ao analisar o espectro de "H na regido de 3,20 a 4,50 ppm (fig.25) foram observados 4
dupletosde 4 e 6 Hz e entre eles de 16 a 17 Hz esses acoplamentos estao relacionados a ligagao
com fosforo, o que ja ¢ relatado na literatura para glucose 6-fosfato (CUI et al., 2006).

Ao comparar os resultados das andlises de RMN de HMBC (*'P/'H) e a HSQC (“*C/'H)
for possivel observar que as correlagdes 0,74/3,63 ppm e 0,74/3,57 ppm referentes a grupo
monofosfato (HMBC) e 63,6/3,63 ppm e 63,6/3,57 ppm (HSQC) referentes a correlagdo de
grupos CHy, os sinais referentes aos hidrogénios estavam presentesnos doisespectros indicando
que havia uma relagdo entre esses hidrogénios e grupos HPO3 ¢ CHy,

Entretanto na cadeia principal de ulvanas ndo sio constituidas por monossacarideos que
apresentem grupos CH> que poderiam ter seus sinais acoplando ao fosfato encontrado no
espectro de HMBC (*'P/'H). No entanto a analise de composigao monossacaridica da fracdo de
origem UF apresentou 12,6% de hexoses, sendo elas manose (1,4%), galactose (0,6%) € glucose
(10,6%) ou seja essa unidades estariam sujeitas a fosforilacdo (fig.26) (CHEN et al., 2009).

A partir das andlises realizadas, foi possivel concluir que ocorre a fosforilagdo. No
entanto, ¢ importante notar que os monossacarideos que sao fosforilados na metodologia que
utiliza STMP-STPP sdo aqueles que contém hidroxilas primarias. Essas hidroxilas priméarias
estao mais acessiveis do que as hidroxilas secundarias presentes em ulvanas. Por exemplo, nas
ulvanas, encontramos unidades de ramnose, xilose e acido glucurdnico na cadeia principal.
Estas moléculas possuem hidroxilas secundarias, que ndo sdo tao facilmente acessiveis para a
fosforilagdo como as hidroxilas primérias. Portanto, embora a fosforilagdo ocorra, ela ¢ mais
eficaz em monossacarideos com hidroxilas priméarias.
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4.3 FOSFORILACAO QUIMICA EM MEIO ORGANICO

Com o objetivo de realizar a fosforilagdo quimica das ulvanas em meio organico,
foram conduzidos experimentos com diferentes condigoes utilizando diferentes métodos como
descritos na tabela 10. A escolha das metodologias se deu pelo uso de dimetilformamida anidra
(DMF)a) como solvente em todas as reagdes, sendo esse um solvente amplamente utilizado
em outras modificagdes quimicas como a sulfatagdo por exemplo. Entretanto ulvanas ndo sio
totalmente soltiveis em DMF(a) sendo necessario o uso de um pré-tratamento com a prévia
dialise do material emuma solugdo de trietilamina 3% por 12 horas e posterior liofilizagao. Nas
metodologias foi utilizado ureia para facilitar a dissolugdo da ulvanas em meio organico e
tributilamina buscando prevenir uma possivel degradagao total do material de partida no meio
reacional.

TABELA 10 - FOSFORILACAO QUIMICA EM MEIO ORGANICO

Fracio Agente fosforilante Condicbes Referéncias
XP1 STPP (3,5 mmol L)@ DMF(a)— 120 °C-6 horas  (WHISTLER; TOWLE, 1969)®
XP2 STMP (3,5 mmol L)@ DMF(a)— 120 °C-6 horas  (WHISTLER; TOWLE, 1969)®
XP3 STPP (3,5 mmol L)@ DMF{(a)— 30 °C - 24 horas (INOUE etal., 1983)®)
XP4 STMP (3,5 mmol L)@ DMF(a) — 30 °C— 24 horas (INOUE etal., 1983)®

UF-P  AcidoFosférico (20,0 mmolL1)©  DMF@)- 30°C - 6 horas (COLEMANe et al., 2011)®

UF-P1  Acido Fosforico (10,0 mmol L1)©  DMF(a)— 30 °C - 6 horas (COLEMANGet al., 2011)®

UF-P2  Acido Fosforico (15,0 mmol.L1)®  DMFa)— 30 °C - 6 horas (COLEMANet al., 2011)®)

UF-P3  Acido Fosforico (50mmol.L)©  DMF(@)—30°C-6horas  (COLEMANGet al., 2011)®

®3,0 eq. de tributilamina. ® adaptado. © 3,5 g de ureia.

Apos a fosforilagio as fragoes XP1 a XP4 (tabela 10) foram analisadas por FT-IR. As
fragdes XP1 e XP3 foram fosforiladas agente fosforilante (STPP), porém em diferentes
condigdes bem como para as fragdes XP2 e XP4 em STMP. Apos a fosforilagdo as fragoes
apresentaram padrdes similares dependentes do agente fosforilante. Apos a fosforilagdo as
fracOes apresentaram novas bandas. Umas das dificuldades nas andlises de FT-IR das fragoes
fosforiladas ¢ o fato de que as bandas caracteristicas das ligagoes P=Oe P-O-Cem 1235 ¢ 1070
cm! podem estar sobrepostas por bandas de S=O e C-O em 1208 e 1060 cm! presentes na
fracao UF.

As fragdes XP1 e XP3 (fig. 27) apresentaram novas bandas em 920 € 977 cm!, 890 e
700 em! correspondentes a grupos P-OH e a grupos P-O-P de polifosfato, respectivamente. As
fracOes apresentaram diferengas entre si na regiao de 900 — 700 cmr!, com 24 horas de reagao
a 30°C houve o aparecimento de uma maior quantidade de novas bandas enquanto uma para a
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reagao por 6 horas a 120 °C apresenta um espectro semelhante, porém com um menor niimero
de bandas, o que indica que ummaior tempo promove uma adi¢ao de umamaior quantidade de
grupos fosfato (COLEMAN et al., 2011; WANG et al., 2020).

FIGURA 25 - ESPECTROFT-IR DA FRACAO XP1 (A), XP2 (B), XP3 (C) E XP4 (D) OBTIDOS APOS
FOSFORILACAO QUIMICA - REGIAO DE 650 — 4000 CVH!
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Os espectros de FT-IR das fragoes XP2 e XP4 (fig. 27) apresentaram diferencas
significativas quando comparados as fragdes XP1 e XP3 devido a diferengas estruturais nos
agentes fosforilantes. Foram mantidas as bandas em 920 ¢ 977 cm! correspondentes a grupos
P-OH, entretanto ndo foi observada a banda em 890 e 700 cm! referente a grupos P-O-P da
fracdo XP4. Entretanto na fracdo XP2 a banda de 700 cm! indica a abertura de anel de
trimetafosfato de sodio devido a temperatura de 120 °C utilizada na reagdo, gerando grupos
polifosfato. Adicionalmente esta presente uma banda em 980 cm cormrespondes a grupos P-
OH. As duas frages apresentaram bandas em 1288 e 1262 cm™ referentes a grupos P=0O. As
fragdes XP2 e XP4 apresentaram mudangas nas bandas referentes aos grupos C-O para 1095 e
1158 emr!, respectivamente (CAGNIN et al., 2021; COLEMAN et al., 2011; LARKIN, 2011;
WANGet al., 2014, 2020).
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FIGURA 26 - ESPECTRO FT-IR DA FRACAO UF-P (A), UF-P1 (B), UF-P2 (C) E UF-P3 (D) OBTIDOS
APOS FOSFORILACAO QUIMICA - REGIAO DE 650 —4000 QM-
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As fragdes UF-P a P3 (fig. 25) apresentaram novas bandas em 920 e 977 cm!
correspondentes a grupos P-OH em diferentes modos vibracionais. Nao foram observadas
bandas referentes a grupos P-O-P de grupos polifosfato. As fragdes apresentaram um espectros
semelhantesentre si,ndo sendo observadas diferencas significativas, apesar do uso de diferentes
concentragdes do agente fosforilante (COLEMAN et al., 2011).

Alémde analises de FT-IR foram realizadas andlises quimicas das fragoes obtidas apds
a fosforilagio (tabela 11) nas condigoes apresentadas na tabela 10. As fragoes UF-P a P3 foram
submetidas a reagdo de fosforilagdo nas mesmas condigdes de temperatura, variando a
concentragdo de agentes fosforilantes e mantendo o tempo reacional. Ambas as fragdes
apresentaram uma reducao nos teores de sulfato de 16 a 50%6 em comparacao com a fragdo UF.
A fracdo UF-P3 apresentou uma menor recuperagao, entretanto apresentou um maior teor de
carboidratos € um teor de fosfato menor entre as fragoes. As demais fragdes apresentaram
recuperacao maior que 50%, com teores de carboidratos entre 47,3 e 54,7 %. Com relacdo aos
teores de fosfato as fragoes seguem a seguinte ordem UF-P1>UF-P2>UF-P>UF-P3.
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TABELA 11 - ANALISES QUIMICAS DA FRACAQ UF E DE SEUS DERIVADOS APOS

FOSFORILACAO

Fracdo Recuperaciio (%) Carboidratos totais (%0)°  Sulfato (%)  Fosfato (%)
UF - 620 20,84 0,0
UF-P 53,7 5477 10,64 L0
UF-P1 654 473 144d 1,3
UF-P2 60,1 599 1334 1,2
UF-P3 466 62,6 1734 09
XP1 27,7 55 - 2,6
XP2 9,0 57 - 0,0
XP3 27,1 38 - 2,1
XP4 91 399 - 0,1

2 Em relagiio a fragio UF. ® Dubois et al., 1956. ¢ Dodgson; Price, 1962. ¢ Na forma de SOs-
JGreenfield; Kalber, 194.

As fragdes XP1 e XP2 foram fosforiladas em meio organico utilizando diferentes
agentes fosforilantes, para fracao XP1 utilizou-se STPP ja para fracao XP2 o agente utilizado
fot o STMP, submetidas a aquecimento de 120 °C por 6 horas. Como resultado dessa reagdo
temos um decréscimo de 90% nos teores de carboidratos dessas fragdes, comum teor de fosfato
de 2,6% para a fragdo XP1 e 0,0°% para fracao XP2. As fragdes XP3 e XP4 foram submetidas
a reagdo de fosforilagdo com os mesmos agentes fosforilantes mencionados anteriommente
STPP para fragdo XP3 e STMPpara fragao XP4, a 30 °Cpor 24 horas. A fragdo XP3 apresentou
uma redugao de 94 % no teor de carboidratos enquanto a fragdo XP4 apresentou uma reducdo
de 35,6 %. O teor de fosfato foi de 2,1 € 0,1 % para as fragoes XP2 e XP4, respectivamente. Os
baixos teores de fosfato para as fragdes XP2 e XP4, ndo necessariamente indicam que essas
fragdes ndo contenham grupos fosfato, € sim indicam a presenca de grupos que podem nao
formar complexos com molibidato de amdnia na reagao colorimétrica utilizada nestas dosagens.

Nos espectros de RMN de 3!P das fragdes UF-P a P3 (fig. 29), foram encontrados
comparado aos sinais para esta modificagdo quimica. apds a fosforilagdo todas as fragdes
apresentaram pico em 0,75 ppm (monofosfato). Adicionalmente as fragdes UF-P1 e UF-P2
apresentaram sinais de deslocamentos quimicos 9,00 e -9.78 ppm (difosfato) e 21,91 ppm
(trifosfato) o indicando que essas fragdes foram substituidas por diferentes espécies de fosfato,
para essas fragoes foram utilizados 10 e 15 mmol de acido fosforico como agente fosforilante,
o que indica quenessa faixa de concentracdo de agente fosforilante ocorre a formagaode grupos
difosfato e trifosfato, o que ndo ocorre nas demais fragoes (COLEMAN et al., 2011; JIANG et
al., 2020; WANG et al., 2020; XIONG; HUANG; HUANG, 2019).



FIGURA 27— ESPECTRO DE RMN DE *'P DAS FRACOES UF-P (A), UF-P1 (B),
UF-P2 (C) E UF-P3 (D) —REGIAO 2 A 22 PPM
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Nota: Solvente: D>O. 85% H;POs camo padrdo extemo *'P (0.0 ppm) temperatura ambiente (TA).
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FIGURA 28 —ESPECTRO DE RVMIN DE *'P DAS FRACOES XP1 (A), XP2 (B), XP3 (C)
EXP4 (D)~ REGIAO2 A-23 PPM
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Nota: Solvente =D»O:HO (1:10). 85% H;PO4 como padrdo extemo *'P (0.0 ppm) temperatura ambiente (TA).

Os espectros de RMN de 3IP das fragdes XP1 a XP4 (fig.30), apresentaram sinais
similares aos encontrados nas fragdes XP1 ¢ XP3. Apds a fosforilacdo todas as fragdes
apresentaram sinais em 0,34 ¢ 0,83 ppm (monofosfato). Adicionalmente as fragdes XP1 e XP3
apresentaram sinais de deslocamentos quimicos -8,60 € -9.33 ppm (difosfato). Todas as fragdes
apresentaram sinais na regido e -21,25 ppm (trifosfato), entretanto para as fragoes XP2 e XP4
esse sinal esta presente com maior intensidade, podendo ser referente a grupos metafosfato
(fosfato ciclico) o que explicaria o baixo ou inexistente teor de fosfato. As fragdes apresentaram
diferente espécies de fosfato, porém devido a redugio nos teores de carboidratos essas fragdes
ndo foram utilizadas nos testes de atividade anticoagulante in vitro.
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4.4 METACRILACAO QUIMICA DE POLISSACARIDEOS

Além da reacdo de fosforilacdo foi realizada a reagdo de metacrilagdo de ulvanas
(fracdo UF — Ulva fasciata) e heteroramnanas (fragdo GB— Gayralia brasilienses). Foi utilizado
como agente de metacrilagdo o anidrido metacrilico (MA) dando origem as fragoes UFM
(ulvanas metacriladas) e GBM (heteroramnanas metacriladas). Ap6s a funcionalizacdo com
grupos metacrilato foram realizadas caracterizagdes por FT-IR e RMN de 'H, para confimar a
insercao desses grupos nos polissacarideos utilizados.

FIGURA 29 - ESPECTRO FT-IR DA FRACAO UF (A), UFM (B), GB (C) E GBM (D) OBTIDOS
APOS METACRILACAO QUIMICA — REGIAO DE 650 A 4000 CM-
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A fracdo UF ndo modificada apresentou bandas caracteristicas em 3370, 2938, 1628,
1424, 1060 e 1030 cm! correspondendo aos modos vibracionais OH, COO- antisimétrico,
COO- simétrico e C-O-C (anel), respectivamente. A bandas em 1208 cm!  corresponde a
ligagdo S=0, e bandas em tomo de 845 cmr! corresponde a vibragao da ligacdo C-O-S na
posicao axial do sulfato, j4 a banda de baixa intensidade em 785 cm! vibracionais da ligagao
de C-O-S do sulfato em posiciio equatorial (GARCIAMMARQUEZ et al., 2023; PARADOSSI
et al., 1999). Ap6s a metacrilagdo a fracdo UFM (fig. 28 (B)) apresentou uma nova banda em
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1727 em! caracteristica da ligacdo C=O presente em grupos metacrilato como observado por
Morelli et al., 2016, ao funcionalizar ulvanas de Uha sp.

A fracdo GB (fig. 28 (C)) ndo modificada apresentou bandas caracteristicas em 3370,
2930, 1628, 1424, 1219, 1040 e 1040 cm! correspondendo aos modos vibracionais OH, COO-
antisimétrico, COO- simétrico, SO e C-O-C (anel), respectivamente similares aos observados
para as ulvanas UF. Adicionalmente o espectro apresentou bandas em tomo de 845 cm!
correspondente a vibragao da ligagdo C-O-S na posigao axial do sulfato e uma banda de baixa
intensidade em 785 cm! que corresponde a ligacao de C-O-S do sulfato em posigao equatorial
(GARCIA-MARQUEZ et al., 2023; PARADOSSI et al., 1999). A fracio GBM obtida apds a
reagdo de metacrilagio apresentou novas bandas em 1727 cm! caracteristica da ligagdo C=O
presente em grupos metacrilato como tem observado para fragdo UFM e uma banda em 1141
cm! de caracteristica de ligacdo C-O entre o grupo metacrilato e a hidroxila presentes no
polissacarideo (MANSUR et al., 2008; MORELLI et al., 2016).

FIGURA 30— ESPECTRO DE RMN DE 'H DA FRACAO UFM —REGIAO DE 7,00 — 1,00 PPM
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A adico de grupos metacrilato foi confirmada por analises de RMN de 'H das fragdes
URM e GBM. Na regido anomérica do espectro de RMN de 'H da fragdo UFM (fig. 32) os
sinais em 4,82 e 4,64 ppm foram atribuidos a H-1 de unidades de o-L-ramnosep 3-sulfato € ao
-D-acido glucurdnicop, em 4,90 €4,67 ppm atribuidos a H-1 de unidades de or-L-ramnosep 3-
sulfato e B-D-xilosep, em 4,90 € 5,14 ppm foram atribuidos H-1 de unidades de o-L-ramnosep
3-sulfato e ao o-L-4cido idurdnicop, unidades estas presentes no fracdo de origem UF
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(CARVAILHOet al., 2018; COLODI et al., 2021; COSTE; CALLEJO; FERNANDEZ-DIAZ,
2015; FREITAS et al., 2015; LAHAYE, 1998, 1998; ROBIC et al., 2009b).

FIGURA 31— ESPECTRO DE RMN DE 'H DA FRACAO GBM - REGIAO DE 7,00 - 1,00 PPM
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A fracdo GBM obtida apds metacrilagdo da heteroramnana GB ¢ constituida
principalmente de unidades de o-L-ramnose. Na regido anomérica espectro da de 'H da fragdo
GBM (fig. 33) os sinais entre 5,49 e 5,02 ppm foram atribuidos aos hidrogénios anoméricos de
unidades de o-L-ramnose. Os sinais em 5,02, € 5,08 ppm foram atribuidas a unidades de o-L-
ramnose 3-ligadas e 3-ligadas 4-sulfato, respectivamente, em 5,49 e 5,32 ppm foram atribuidas,
respectivamente, a unidades a--ramnose 3-ligadas sulfatadas em C2 ¢ em C2 e C4
(MAZEPA et al., 2021)

Adicionalmente dois sinais distintos em 6,18 € 5,77 ppm foram atribuidos a protons
do grupo alceno ((=CHz) de metacrilato e o sinal em 1,96 ppm, foi atribuido a grupos metil
adjacentes a dupla ligacdo (CH3-C=CH.), os quais ndo estavam presentes nas fragoes nativas
UF e GB. O sinal em 1,32 ppm correspondente aos hidrogénios metilicos (C-6) das unidades
de a-L-ramnose presentes nas fragoes ¢ considerado para definir o grau de metacrilagao (DS).
Devido a heterogeneidade quimica das fragoes UFM e GBM o DS, calculado pela razio entre
a intensidade do sinal de 1,96 ppm de metacrilato para a intensidade do sinal de 1,32 ppmde o
polissacarideo, pode ser considerado como uma estimativa do valor efetivo, sendo um DS de
0,3 ¢ 0,5 para UFM e GBM, respectivamente, correspondentes ao niimero de grupos metacrilato
por unidades de o-L-ramnose (MORELLI; CHIELLINI, 2010).
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4.5 PROPRIEDADES MACROMOLECULARES DAS ULVANAS NATIVAS E DE SEUS
PRODUTOS OBTIDOS APOS A MODIFICACAO QUIMICA

As reagdes de fosforilagdo e metacrilagdo de ulvanas nativas originaram novos
biopolimeros, os quais sofreram alteragdo em sua estrutura pela adigdo de grupos fosfato e
metacrilato. Destaca-se ainda que modificagdes quimicas podem alterar as propriedades fisico-
quimicas de polimeros em solugao. Ulvanas nativas e modicadas quimicamente foram avaliadas
quanto a sua distribuigdo da massamolarpela técnicade HPSEC-RI-MALLS. Para tanto, foram
utilizadas as ulvanas nativas (F, UF e ULT), modificadas por fosforilagdo emmeio aquoso (IR
a 6R e 9R) em meio organico (UF-P, UF-P1, UF-P2, UF-P3, XP1, XP2, XP3 ¢ XP4) ¢
metacrilados (UFM e GBM).

4.5.1 Cromatografia de Exclusio por Tamanho de Alto Desempenho (HPSEC)

A determinacdo da massa molar das ulvanas nativas e de seus produtos modificados
quimicamente foi realizada através da técnica de cromatografia de exclusdo por tamanho
acoplada a um detector de indice de refracdo e de espalhamento de luz.

Ulvanas nativas UF, F e ULT apresentaram perfil de eluicdo homogéneo (fig.34), em
andlises de HPSEC, quando analisadas pelo detector de indice de refragdo, o que indica que
estas fragdes foras purificadas com sucesso pelo processo de didlise.

FIGURA 32 - PERFIL DE ELUICAO DE HPSEC DA ULVANAS UF, F EULT
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Foi determinada a massa molar € o dn/dc das ulvanas F e ULT. A ulvana F apresentou
uma massa molar de 110,8 x 103 gmol! com um dn/dc de 0,107 mlg'! e a ulvana ULT
apresentou umamassamolar de 109,7 x 103 gmol! eumndcn/dc de 0,118 mL.g . Osresultados
de massa molar e dndc estar de acordo com os apresentados na literatura para ulvanas
(BARAKAT et al., 2022a; CARVAILHO et al., 2018).

Foram ainda realizadas andlises de HPSEC as fragdes 1R a 6R e 9R (tabela 7) obtidas
apos a fosforilagao quimica em meio aquoso. Foi possivel observar que fragdes 1R a SR e 9R
apresentaram um padrao de eluicao similar (fig. 32), sugerindo que as mudangas de temperatura
¢ pH ndo alteram significativamente a massa molar entre as fragdes.

FIGURA 33 - PERFIL DE ELUICAO DE HPSEC COM DETECTOR DE INDICE DE
DERIVADOS FOSFORILADOS EM MEIO AQUOSO
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A analise de HPSEC da fragdo 6R (fig. 35) apresentou perfil de eluicdo homogéneo
quando analisada pelo detector de indice de refragdo. Quando comparada a fragdo de origem
UF foi observado um deslocamento no pico apds a reagao de 40,4 min para 45,5 min indicando
uma reducdo namassa molar apos a reacao de fosforilagao pode estar relacionada coma redugdo
nos teores de carboidratos totais.

A fragdes fosforiladas em meio organico (UF-P, UF-P1, UF-P2, UF-P3, XP1, XP2,
XP3 e XP4) apresentaram perfis de elui¢ao diferentes entre si (fig. 36). As fragdes UF-P a P3
apresentaram um perfil homogeneo apos a fosforilagao quimica, havendo apenas uma pequena
diferenca entre as fragdes. Para XP1 a XP4 foi observada uma similaridade entre as fragdes
XP1 a XP3 as quais apresentaram perfil homogéneo enquanto a fragdo XP4 apresentou um
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perfil heterogéneo apresentando 2 picos, um coincidente com as demais fragdes em 57 min e
outro proxima 43 mim o que indica que essa fragdo apresentou uma menor degradag@o.
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FIGURA 34 - PERFIL DE ELUICAO DE HPSEC DA FRACOES OBTIDAS APOS A
FOSFORILACAO QUIMICA EMMEIO ORGANICO
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FIGURA 35 - PERFIL DE ELUICAO DE HPSEC DA FRACOES GB e GBM (A) UF e UFM (B)
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As fragdes metacriladas foram avaliadas por HPSEC (fig. 34). fracdo GB
(heteroramnana obtida de Gayralia brasilensis) apresentou um perfil heterogéneo apresentando
2 picos principais. O produto da metacrilacdo de GB (GBM) apresentou perfil homogéneo com
uma redugdo significativa da massa molar. A ulvana metacriladas UFM apresentou um perfil
homogeneo apds a metacrilagdo com, havendo apenas uma pequena diferenga de tempo de
eluigao de 40,4 min. para UF e de 42,2 min. para URM. Deste modo podemos concluir que
heteroramnanas sio mais suscetiveis a reducdo da massamolar que ulvanas apos ametacrilagdo.
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4.6 DICROISMO CIRCULAR

Os grupos fosfato, sulfato e carboxila sdo responsaveis por conferir um carater
anionico aos polissacarideos e essa caracteristica tem sido associada a atividade anticoagulante
dessas biomoléculas. Portanto, a presenga desses grupos nos polissacarideos pode ser
fundamental para sua interacdo com as proteinas envolvidas na cascata de coagulacio
(CIANCIA et al., 2010; CARVALHO et al., 2020).

Vale ressaltar que essa interacdo ndo € unicamente detenminada pela composicao
quimica do polissacarideo, mas também depende da sua conformagao na solugdo. Observa-se
que transigoes de conformagao, passando de uma configuragio aleatdria para uma ordenada,
possibilitam um posicionamento adequado dos grupos com cargas negativas no sitio de ligacao
da proteina, o que favorece a interagdo de maneira mais eficiente (HAQUE et al., 2022;
MARIA; MURAKAMLI, 2016; ZHAO; WANG; ZHAO, 2023).

A técnica de dicroismo circular (CD) foi utilizada com o objetivo de fomecer
informagoes referentes a conformagdo das fragdes nativas (UF ¢ UF), fosforilada em meio
aquoso (6R e 9R) meio organico (UF-P, UF-P1, UF-P2, UF-P3, XPI, XP2, XP3 e¢ XP4) e
metacriladas (GBM e UFM) na temperatura de 37°C, sendo esta condi¢do, a utilizada nos testes
de atividade anticoagulante.

FIGURA 36 - ESPECTRO DE VARREDURA DE DICROISMO CIRCULAR (197 A 250 NM) DA FRACAO
UF (A)EF (B)
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A fragdo UF (fig. 38) exibiu um padrdo dicroico com bandas positivas e negativas
posicionadas em 201 e 213 nm, respectivamente (ponto de inversio em 203 nm), apresentando
uma conformagdo helicoidal caracteristica. Para a fragdo F (fig. 38(B)) tem-se um padido
dicroico destinto com banda negativa em 220 nm, entretanto em 204 nm ¢ possivel observar
uma banda que se projeta para a area positiva do grafico, o que indica uma possivel transicao
entre uma estrutura aleatoria para a estrutura helicoidal. A presenga dessas estruturas € relatada
na literatura para ulvanas obtidas de Uhu fasciata (CARVALHO, et al. 2020) ¢ Ul rigida
(PARADOSSI, et al. 1999).

FIGURA 37 - ESPECTRO DE VARREDURA DE DICROISMO CIRCULAR (197 A 250 NM) DA
FRACAO6R (A) E9R (B), OBTIDAS APOS FOSFORILACAO
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Apos a fosforilagao quimica em meio aquoso as fragdes 6R e 9R foram submetidas a
analises de varredura de dicroismo circular (CD). A fragdo 6R (fig. 39(A)) apresentou padrao
dicroico com uma banda negativa em 211 nm (ponto de inversio 227 nm) sendo esse um
comportamento tipico de uma estrutura aleatoria. De modo diferente a fragdo 9R (fig. 39(B))
apresentou um padrao dicroico com bandas positivas e negativas 200 nm e 219 nm (ponto de
inversao 203 nm), apresentando assim uma estrutura helicoidal similar a apresentada para a
fragdo de origem UF. Esse resultado sugere que as condigoes de reacao utilizadas para obtengao
da fragdo da 9R (STMP:STPP— 30 °C —pH 7 — 6 horas) ocasionou uma pequena ou nenhuma
alteracdo na estrutura secunddria da ulvana de origem enquanto paraa fracdo 6R (STMP:STPP
— 100 °C—pH 7—7 horas) as condi¢des reacionais ocasionaram uma mudanga significativa na
estrutura secundaria apds a fosforilagdo quimica em meio aquoso.



FIGURA 38 - ESPECTRO DE VARREDURA DE DICROISMO CIRCULAR (197 A 250 NM) DA
FRACAOXPI (A), XP2 (B), XP3 (C) E XP4 (D), OBTIDAS APOS FOSFORILACAO
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As fragoes XP1, XP2, XP3 e XP4 (fig. 40) foram submetidas a andlises de varredura
de dicroismo circular. As fragdes XP1 ¢ XP3 foram submetidas a fosforilacdo quimica
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utilizando o agente fosforilante (STPP). A fracdo XP1 apresentou uma banda positiva em 220

nm (ponto de nversdo 218 nm) e duas bandas negativas em 212 e 201 nm sendo esse um
comportamento tipico de uma estrutura aleatonia, ja para a fragdo XP3 houve uma perda
completa na estrutura secundaria indicada pela curva apresentar somente valores positivos em
toda a extensio do espectro. Aas fragoes XP2 e XP4 submetidas a fosforilagdo quimica

utilizando o agente fosforilante (STMP) apresentaram bandas positivas em 201 e 202 nm,
bandas negativas em 210 e 215 nm (ponto de inversdo 203 e 212 nm), respectivamente

indicando uma estrutura helicoidal em ambos, porém, apresentando uma ntensidade menor nas
bandas apresentando uma diminui¢ao de hélices em sua estrutura, quando comparadas a fracao

de origem.



FIGURA 39 - ESPECTRO DE VARREDURA DE DICROISMO CIRCULAR (197 A 250NM) DA
FRACAOUF-P (A), UF-PI (B), UF-P2 (C) E UF-P3 (D), OBTIDAS APOS FOSFORILACAO
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Apos a fosforilacdo quimica as fragdes UF-P, UF-P1, UF-P2, UF-P3 (fig. 38) foram
submetidas a analises de varredura de dicroismo circular. Todas as fragdes submetidas a
fosforilagdo com agente fosforilante 4cido fosforico apresentaram como caracteristica em
comum, uma banda acentuada na regido entre 240 e 200 nm causada pela absorgdo do grupo
carboxilico, com uma banda negativa centrada na regiao proxima a 215 nm. Estes resultados
sugerem a permanéncia desses grupos na estrutura, o que também € observado na fragdo nativa
antes da modificagdo, ou seja, mesmo com as diferentes concentragdes do agente fosforilante
sao mantidas as unidades com grupos carboxila. Adicionalmente as fragoes UF-P1 e UF-P2
apresentaram uma banda positiva em 201 nm (ponto de inversdo 202 nm) sendo essa uma
caracteristica de uma estrutura secundaria helicoidal, entretanto com uma menor intensidade
que a fracdo de origem, o que pode indicar a presenca dessas estruturas na cadeia apos a
fosforilagdo quimica em menor quantidade.
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FIGURA 41 - ESPECTRO DE VARREDURA DE DICROISMO CIRCULAR (197 A 250NM) DA
FRACAOUF (A), URM (B), OBTIDAS APOS MODIFICACAO QUIMICA
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FIGURA 40 - ESPECTRO DE VARREDURA DE DICROISMO CIRCULAR (197 A 250 NM) DA
FRACAOGB (A), GBM (B), OBTIDAS APOS MODIFICACAO QUIMICA
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Adicionalmente foi realizada a andlise de varredura de CD para as fragdes utilizadas
para obtengao de produtos metacrilados. A fragdo UF (fig. 39) exibiu um padrao dicroico com
bandaspositivas e negativas posicionadas em 201 e 213 nm, respectivamente (pontode inversao
em 203 nm), apresentando uma conformacao helicoidal caracteristica, para a fracdo UFM
obtida por metacrilagio uma banda negativa em 210 nm indicando uma mudanca para
conformagao aleatoria. A fracao GB (fig. 40) obtida de Gayralia brasiliensis exibiu um padrao
dicroico com bandas positivas e negativas posicionadas em 199 e 210 nm, respectivamente
(ponto de inversdo em 200 nm), apresentando uma conformacao helicoidal caracteristica, ja a
fracdo GBM obtida apds a metacrilacdo apresentou toda extensdo da varredura na regiao
negativa do espectro indicando uma estrutura com conformacao aleatoria (CARVALHO et al.,
2018; PARADOSSI et al., 1999).
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4.7 ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DE ULVANAS E SEUS PRODUTOS
MODIFICADOS QUIMICAMENTE

A acgdo anticoagulante das fragdes de ulvanas UF, F e ULT e de seus derivados
quimicamente modificados por fosforilagdo e metacrilagio foram avaliadas por meio dos testes
de coagulagdo aPTT (Tempo de ativacdo parcial da tromboplastina) e PT (Tempo de
protrombina).

4.7.1 Teste de tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT)

O teste do aPTT foi realizado para as fragoes UF, F, ULT, 6R, 9R, UF-P, UF-P1, UF-
P2, UF-P3, UFM, GB e GBM. As fragdes PC-UF (fragdo carboxireduzida e fosforilada) e PD-
UF (fragdo dessulfata e fosforilada) as quais foram carboxireduzida e dessulfatada com o
objetivo de avaliar a influéncia da fosforilagdo quimica diante da auséncia dos grupos anidnicos
carboxila e sulfato.

Com este ensaio € possivel avaliar in vitro a via intrinseca da cascata de coagulacdo
através de um substituto plaquetario (cefalina) e de um ativador do FXI (cloreto de calcio) e um
fator de contato (caulim ou silica). Para a avaliagdo da atividade anticoagulante foramutilizadas
concentragdes crescentes das fragdes citadas (10 - 200 pgml1), como controle positivo
(valores nommais de coagulagdo) e negativo de coagulacao, a salina e a heparina (10 mgmL-1,
>300 s), respectivamente. Os resultados dos ensaios foram expressos comomeédias APTT (s) +
desvio padrdo damédia (DPM) e estdo listados na tabela 11.

A fim de aprofundar a compreensdo da relagdo entre a modificacdo quimica e as
alteracdes da atividade anticoagulante da fracdo UF e seus produtos modificados em
comparacdo a heparina. A fracdo UF e seus produtos modificadas demonstraram-se atividade
menor que a apresentada pela heparina. Através do grafico de aPTT podem ser observadas as
variagdes nos tempos de coagulagao em relagdo as concentragdes, além de confirmar a diferenca
entre a atividade da heparina e das fragdes, mas também € possivel compreender melhor a agdo
das fragdes na via intrinseca da cascata de coagulacdo em diferentes concentragdes testadas.
Quando comparada a heparina as fragOes testadas apresentaram uma baixa atividade
anticoagulante. A partir dos resultados de testes aPTT em fung¢do da concentragdo, ¢ entdo
tragada uma linha de tendéncia linear para todas a fragdes analisadas.
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TABELA 12 - TESTE DE APTT DE ULVANAS UF, F E ULT E SEUS PRODUTOS MODIFICADOS

. Polissacarideo (ug.ml_")
Fracao
10 20 50 100 200
UF 394+03 418+04 504+04 512+05 520+09
F 44.1+08 44.8+0,7 502+04 655+05 918+22
ULT 52,1+10 505+ 14 56,0+2,0 540+06 579+32
6R 39,7+04 419+0,1 430+ 1,0 483+0,7 570+1,1
9R 408+08 456+06 476+03 452+03 57116
PC-UF 40,7+0,7 41,1+ 18 42,1+09 41113 480+19
PD-UF 418+13 425+16 435+1,1 43,7+08 443+08
UF-P 429+0,1 423+04 418+03 435+06 454+13
UF-P1 41+10 443+05 442+03 44.1+£03 456+20
UF-P2 455405 446+18 450+2,1 46,6+0.2 489+09
UF-P3 438+ 0,6 439+03 443+08 439+09 444406
UFM 480+23 513+09 524+0,7 609=+0,5 60,709
GB 604+03 835+04 174,7+£0,4 >300 >300
GBM 33+08 435£08 443+11 452407 FI3+16
HEPARINA >300 - - - -
Nota: Resultados expressos em tempo médio (s) = SEM. Salina (399 + 0,7 s) como controle positivo de
coagulacdo.
FIGURA 42 - GRAFICO DE APTT EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE ULVANAS UF,FEULT E
SEUS PRODUTOS MODICADOS
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A partir destas curvas de aPTT (fig. 41) foi calculada a equacdo da reta referente a
acdo anticoagulante das fragdes na via intrinseca para cada uma das fragdes, com o objetivo de
comparar a atividade anticoagulante entre as fragdes. As equagdes da reta estio representadas
na tabela 11. A partir destas equacdes foi possivel calcular a concentracdo necessaria para que
o polissacarideo dobre o tempo de coagulagdo em relagdo a salina (CN2aPTT) (Tabela 13), esse
dado representa a poténcia do firmaco, quanto mais baixo for o valor, mais intensa € a
capacidade de agdo do polissacarideo testado.

TABELA 13 - EQUACAO DA RETA, CN2APTT E ATMG' DE ULVANAS UF, F EULT E SEUS

PRODUTOS MODIFICADOS
Fracio Equacio da reta CN2APTT (ugmL') AT.pug! de polissacarideo (s)
UF y=0,0593x +42417R>*=0,5951 6338 0,06
F y=0,2583x +39,653 R*=0,89941 156,2 0,26
ULT y=0,0311x+51,731 R*=0,6697 9090 0,03
6R y=0,0899x +39,077 R*=0,9959 4552 0,09
9R y=0,0747x +41,907 R*=0,8303 5099 0,07
PC-UF  y=0,0436x +39435R*=0,9632 9304 0,04
PD-UF y=0,0231x +40,587 R*=0,6007 1706,2 0,02
UF-P y=0,025x +41,178 R2=0903 1552,9 0,025
UF-P1 y=0,008x + 43,788 R*=(),7889 4526,5 0,008
UF-P2 y=0,0208x +44,545 R>=0,909 1704,6 0,021
UF-P3 y=0,0027x +43,908 R*=0,6528 133674 0,0027
GB y =2,8996x +28,877 R*=0,9989 178 29
GBM y=0,0212x +43,105 R*=0,9975 1740,3 0,021
UM y =0,1288x + 50,029 R*=0,7896 2327 0,12
Heparina  y=9,096x+24,79R*=0,7896 2,0 9,09

A partir do coeficiente angular da equagio da reta € possivel determinar a variagdo no
tempo de aPTT (AT) que € provocada pela adigao de 1,0 pgmlL! de polissacarideo. As fragoes
UF, F e ULT apresentaram AT de 0,06, 0,26 e 0,03, respectivamente a fracdo F apresentou
atividade a partir de 156,2 pgmlL!, ja as fragdes UF e ULT apresentaram atividade a partir de
633,8 e 909,0 pg.mL:1. Com relagdo atividade obteve-se a seguinte ordem para as fragdes de
ulvanas que F>UF>ULT.
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A adicdo dos grupos fosfato ocasionou uma pequena alteragdo no AT de 0,06 s da
fracdo UF para 0,09 e 0,07 s para as fragdes modificadas 6R e 9R respectivamente. Para os
produtosmodificados quimicamente PC-UF e PD-UF o AT foide 0,04 € 0,02 s respectivamente.

No ensaio de aPTT as fragdes de ulvanas e seus produtos modificados quimicamente
apresentam baixa atividade anticoagulante quando comparadas a heparina com atividade que
apresenta atividade inicial a partir de 2,0 pgmL!. A fracdo UF desempenhada atividade
anticoagulante a partir de 633,8 ug.mL! de 455,2 € 509.9 pgmlL-! para as produtos modificados
6R e 9R, respectivamente. Para as fragdes PC-UF e PD-UF foi de 9304 e 1706,2 pgml1,
respectivamente. Para as fragdes modificadas fosforiladas quimicamente em meio aquoso a
obteve-se a seguinte ordem 6R>9R>PC-UF>PD-UF.

Deste modo os resultados indicam que a adigao de grupos fosfato ndo ¢ suficiente para
reverter a reducdo da atividade anticoagulante ocasionada pela conversao de unidades de acidos
urbnicos em seus correspondentes monossacarideos neutros (PC-UF) ou pelo processo de
dessulfatacdo quimica (PD-UF). Assim podemos concluir que a presenca de grupos sulfato,
carboxila e fosfato potencializaram a atividade anticoagulante das fragoes 6R e 9R.

Adicionalmente as fragdes UF-P, UF-P1, UF-P2 ¢ UF-P3 apresentaram valores de
CN2aPIT variando de 1552,9 a 13367 4 pgml-1, com um coeficiente de angular (AT) entre
0,0027 20,025 sparaa fracdo commaior e menor atividade. Os valores encontrados para essas
fragdes sdo menores que os encontrados para fragdes fosforiladas em meio aquoso, sendo que
a fracdo que apresentou a menor atividade foi a fragdo UF-P3, as fragOes apresentaram a
seguinte ordem de atividade UF-P>UF-P2>UF-PI>UF-P3, as fragdes fosforiladas
quimicamente emmeio organico apresentam atividade menor que a fragdo PD-UF. Essa perda
de atividade pode ser atribuida a redugdo de grupos sulfato que ficou evidenciada na redugao
de ate 50 % nos teores encontrados nas dosagens de sulfato.

As fracoes UFM e GBM obtidas através da reacdo de metacrilacdo tiveram sua
atividade anticoagulante avaliada. A fragdo UFM foi obtida através da metacrilagio da fragdo
UF. Apos a metacrilacdo essa fracdo apresentou um AT de 0,12 s e sua atividade tem inicio a
partir de 232,7 pgmlL1, esses valores sdo 63,3% maiores que a fragdo de origem indicando
uma melhora na atividade anticoagulante devido a adi¢io de grupos metacrilato.

Para a fragdo GBM obtida pela metacrilagdo da fracdo GB (extraida de Gayralia
brasiliensis), apresentando de AT de 0,0021 s, sua atividade tem inicio a partir de 17403 pgmL-
I esse valor € 98,9 % menor do que o encontrado na fragdo de origem GB (AT de 29 s e

atividade micial de 17,8 pgml1). Quando comparada a fracdo GB a fragdo GBM apresenta
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uma perda da atividade anticoagulante, o que pode estar relacionada com a redugdo da massa
molar observada nas andlises de HPSEC.

FIGURA 43 - GRAFICO DE CN2APTT DE ULVANAS UF, F E ULT E SEUS PRODUTOS MODIFICADOS

UF
F
14000 ULT
i 13367,4 6R
9R
13000 =~ |PC-UF
E PD - UF
12000 UF-P
. B UF-P1
—_ = B uF-P2
= ] [ JUF-P3
= A | [EY
||: 5000 L lGBM
D(_U ] =" |
N 4000
5
3000 ==
2000 -
1 170821555 9 17403
1000 - 909 930,4
6338 4552 509,9 -
156,2 . 2327
0 v

Os valores de CN2aPTT (fig. 42) para ulvanas fosforiladas quimicamente 6R e 9R,
foram de 28,2 % e 19,5 % menores que a observada para ulvana UF. As fragoes 6R ¢ 9R,
contem 1,3%e 1,1% de grupos fosfato respectivamente e apresentaram e uma maior atividade
que a ulvana UF quando avaliados os valores de CN2aPTT (455,2 € 509.9 ugmL). J4 as
fracOes as ulvanas fosforiladas UF-P, UF-P1, UF-P2 e UF-P3 apresentaram uma baixa atividade
anticoagulante com valores de atividade de 3 a 21 vezes menor que a fragdo UF. Uma das
possibilidades para a perda da atividade esta relacionada com a reducdo da massa molar
ocasionado pela acdo agente fosforilante utilizado, promovendo a perda de unidades que
apresentam grupos com sulfato e carboxila na sua estrutura

As fragdes UFM e GBM tiveram um comportamento distinto entre si, uma das
possibilidades dessa mudanga ocorre pela alteracao da massa molar da fragdo GBM em relacao
a fracdo de origem GB, enquanto para a fragdo UFM isso ndo ocorre. Outro fato que pode ter
ocasionado um aumento na atividade anticoagulante da fracdo UFM nas analises de aPTT, € o
fato que a insergdo de adigdo de um grupo apolar, metacrilato, ocasionou umamaior exposicao
dos grupos carregados como sulfato e carboxila as proteinaspresentes na cascata de coagulagao.
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O teste de PT € usado para avaliar a via extrinseca da cascata de coagulacao. Para este
ensaio, UF, F, ULT, 6R 9R, UF-P, UF-P1, UF-P2, UF-P3, URM, GB e GBM. Assim como
para o teste de aPTT as fragoes PC-UF (fracdo carboxireduzida e fosforilada) e PD-UF (fragdo
dessulfata e fosforilada) com o objetivo de avaliar a influéncia da fosforilagdo quimica diante

da auséncia dos grupos anionicos carboxila e sulfato, respectivamnete. Para a avaliagdo da
atividade anticoagulante foram utilizadas concentragdes crescentes das fragdes citadas (10 - 200
ugml1),. Como controle positivo (valores nommais de coagulacdo) e negativo de coagulagao
foram utilizadas a salina e a heparina (20 pgmlL1), respectivamente. Os resultados dos ensaios
foram expressos comomédias PT (s) == DPM estdo listados na tabela 14.

TABELA 14 - TESTE DE PT DAS ULVANAS UF, F E ULT E SEUS PRODUTOS MODIFICADOS

Polissacarideo (ug.ml_")
Fracao
10 20 50 100 200
UF 14,7+£0,5 146+04 150+ 04 153+05 152+04
F 148+08 149+07 15104 153+05 156+03
ULT 156+03 15,7+ 04 158+03 160+ 0,6 164+0,.2
6R 136+06 150£08 16,103 17110 175+0.7
IR 169+0,7 170+£0,5 17,7£0,5 176+ 14 192406
PC-UF 162+0.7 16718 202+ 04 210+03 217+04
PD-UF 145+05 159+ 04 164+03 175+08 188+08
UF-P 143+02 144+04 145+0.1 145+06 146+03
UF-P1 142+02 142+05 143+06 143+03 144+0,1
UF-P2 139+0,1 141£03 145+0,1 144+02 146+03
UF-P3 143+02 144+03 146+ 04 147+09 148+0,1
UFM 163+23 167+09 165+0,7 189+05 190+09
GB 142+0.2 143+006 17,710 299+2.1 428+20
GBM 163+08 164+08 165+ 1,1 169+07 175+ 16
HEPARINA 182+1,1 774+29 >150 - -

Nota: Resultados expressos em tempo médio (s) = SEM. Salina (14,5 + 04 s) como controle positivo de

coagulacgo.

Na analise de tempo de trombina (PT) da fracdo UF e seus produtos modificadas
mostrou que essas fragdes apresentaram uma atividade menor que a apresentada pela heparina.
No grafico da figura 43 estio apresentados os resultados PT da relagao das variagdes nos tempos
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de coagulacdo em relagdo as concentragdes, a partir desses dados € possivel tragar uma reta e
estimar os valores de CN2PT para cadaumas das fragdes. Ainda € possivel confirmaa diferenca
entre a atividade da heparina e das fragoes analisadas, possibilitando uma melhor compreensio
da acdo das fragdes na via extrinseca da cascata de coagulacdo nas diferentes concentragoes
testadas. Quando comparada a heparina as fragdes testadas apresentaram atividade
anticoagulante muito baixa, entretanto com esses dados pode-se observar a diferenga de acdo
entre as fragdes analisadas.

FIGURA 44 - GRAFICO DE PT EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE ULVANAS UF, F E
ULT E SEUS PRODUTOS MODIFICADOS
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Atraveés do grafico da concentracdo pelo tempo de PT € possivel obter-se o coeficiente
angular da equagdo da reta (tabela 14), determinando assim a variacdo no tempo de PT (AT),
que € resultante da variagao provocada pela adigao de 1,0 ugml_! de polissacarideo. As ulvanas
UF, F e ULT apresentaram AT de 0,0036, 0,0041 e 0,0043 s, respectivamente. A ulvana UF
apresentou atividade a partir de 3984,2 ugml_, ja as ulvanas F e ULT apresentaram atividade
a partir de 3455,6 e 3125,1 pgml. Com relacdo atividade obteve-se a seguinte ordem para as
fracoes de ulvanas que ULT>F>UF.

As ulvanas fosforiladas em meio aquoso 6R, 9R, PC-UF e PD-UF, apresentaram AT
variando de 0,011 a 0,027 s, com atividade anticoagulante inicial de 438,1 a 1070,1 pg.mL,
Esse resultados demostram que as fragdes analisadas apresentam baixa atividade anticoagulante
quando comparadas a heparina com atividade inicial a partir de 9,6 pgmlL-!. A ulvana UF
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desempenhada a partir atividade anticoagulante nesta via a partir de 3984,2 ugmL! de 810,2
e 1070,1 pgml! para as ulvanas fosforiladas 6R e 9R respectivamente. Para as fragdes PC-UF
e PD-UF foi de 686,7 e 438,1 pgmL!, respectivamente. Para as fragdes modificadas
fosforiladas a obteve-se a seguinte ordem PD-UF>PC-UE>6R>9R, a fracdo fosforilada apos a
dessulfatacdo foi a fragdo que apresentou maior atividade indicando que a perda de grupos
sulfato ocasionou ndo afeta a atividade, o mesmo efeito foi observado para grupos carboxila.

TABELA 15 - EQUACAO DA RETA, CN2APTT E ATMG DE ULVANAS UF, F EULT E SEUS

PRODUTOS MODIFICADOS
Fracio Equacio da reta CN2PT (ugmL?) AT.pug! de polissacarideo (5)
UF  y=0,0036x+14657R2=0,8401 39842 0,0036
F y=0,0041x + 14,832 R*=0,9625 3455,6 0,041
ULT y =0,0043x + 15,562 R*=0,9903 3125,1 0,043
6R y=0,0179x + 14497 R*=0,7379 810,2 0,018
9R y=0,0114x +16,801 R*=0,8303 1070,1 0,011
PC-UF y=0,0203x +15,06 R?=0,8902 686,7 0,02
PD-UF y=0,0272x+17,083R>=0,7117 438.1 0,02
UF-P  y=0,00139x+ 14362 R2=0,7761 105309 0,0014
UFPL  y=0,001x+ 14,202 R*= 0391 147980 0,001
UF-P2  y=0,003x+ 14,073 R?=06321 497577 0,003
UF-P3  y=0,0024x +14377R2=08165 6092.9 0,002
GB y =0,2096x +9,9469 R*=0,9989 909 0,2
GBM y =0,0063x + 16,24 R?=0,9948 20254 0,0063
UKM y=0,03x+ 164 R?=0,8052 4200 0,03
Heparina y=2,5813x +4,275 R*= 08684 9,6 2,6

As fragdes UF-P, UF-P1, UF-P2 e UF-P3 apresentaram valores de CN2PT variando
de 4945,7 a 147980 ugmL1, com um coeficiente de angular (AT) entre 0,001 a 0,003 s entre
a fragdo com maior e menor atividade. Esses valores encontrados sio muito menores que 0s
encontrados para fragdes fosforilados emmeio aquoso, sendo que a fragdo commenoratividade
anticoagulante encontrada foi a fracdo UF-P1, as fragdes apresentaram a seguinte ordem de
atividade UF-P2>UF-P3>UF-P>UF-1.

As fragdes UFM e GBM obtidas através da reacdo de metacrilagdo tiveram sua
atividade anticoagulante avaliada por andlises de PT. A fragdo UFM foi obtida através da



metacrilagdo da fracdo UF, apds a metacrilacdo essa fragao apresentou um AT de 0,03 s e sua
attvidade tem inicio a partir de 420,0 pgml, esses valores sio aproximadamente 9 vezes
menores que a fragdo de origem indicando uma melhora na atividade anticoagulante na via
extrinseca devido a adi¢do de grupos metacrilato.

Para a fracdo GBM obtida pela metacrilagdo da fracdo GB (extraida de Gayralia
brasiliensis), apresentou AT de 0,0063 s e sua atividade tem inicio a partir de 20254 pgml!
esse valor ¢ aproximadamente 22 vezes maior do que o encontrado na fragao de origem GB
(AT de 0,2 s e atividade inicial de 90,9 pgml_1). Assim como na via intrinseca a reducao da
massa molar nesta fragdo ocasionou uma redugao significativa na atividade anticoagulante em
comparacdo com a fragdo de origem GB.

FIGURA 45 - GRAFICO DE CN2PT PARA ULVANAS UF, F E ULT E SEUS PRODUTOS MODIFICADOS
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As fragoes fosforiladas em meio aquoso 6R, 9R, PC-UF e PD-UF, assim comoulvanas
metacriladas URM foram apresentaram um aumento na atividade de 2 a 21 vezes, quando
comparadas a ulvanas UF. Essas fragdes apresentaram uma melhora nos tempos de coagulagdo,
esse aumento foi correlacionado com a adigao de grupos fosfato e metacrilato. Destaca-se que
a atividade observada para essas fragoes € inferior as observadas para heparina e para fragao
GB, que apresentam um melhor desempenho nessa via.
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4.8 CONCLUSOES

> Heteropolissacarideos sulfatados denominados de ulvanas foram obtidos da macroalga
verde Uhva fasciata por meio de extragdo aquosa. No presente trabalho diferentes lotes de
coleta de U. fasciata foram utilizados (fragdes F e UF). As ulvanas foram caracterizadas
quimica e espectroscopicamente;

»  Ulvanas foram obtidas damacroalga verde Ulva laetevirens por extragio aquosa (fragdo
ULT). A caracterizagdo quimica e espectroscopica destes polissacarideos foi de forma inédita
realizada no presente trabalho;

»  Ulvanasobtidas de Uhva fasciata sao constituidas pelas diades Ass, Bss € Uss, enquanto
ulvanas obtidas de Ulva laetevirens contém adicionalmente a diade Uy'sss;

»  Ulvanas UF foram modificadas por fosforilagdo quimica, em meio aquoso utilizando
STPP-STMP como agentes fosforilantes. Ulvanas fosforiladas (teores de fosfato de 0,1 a
1,3%) foram caracterizadas quimica e espectroscopicamente por FT-IR e RMN de 'H, *'P,
HSQC e HMBC;

»  Ulvanas UF foram fosforiladas em meio organico utilizando diferentes agentes
fosforilantes e posteriormente caracterizadas quimica e espectroscopicamente por FT-IR e
RMN de 'H, *'P e HSQC;

»  Ulvanas (UF) e heteroramnanas sulfatadas (GB) foram modificadas quimicamente pela
reagdo de metacrilagdo utilizando anidrido metacrilico. Os produtos de metacrilago foram
caracterizados espectroscopicamente por analises de FT-IR e RMN de 'H;

> Andlises por HPSEC demonstraram que o processo de fosforilagdo em meio aquoso
produziu ulvanas com massa molar similar a fragdo de origem enquanto ulvanas fosforiladas
emmelo organico apresentaram uma maior redugdo na sua massa molar em relagdo a ulvana
nativa;

»  Andlises por dicroismo circular demonstraram diferentes padrdes dicroicos para as
ulvanas UF e F. A ulvana UF apresentou padrdo helicoidal enquanto a ulvana F um padrao
aleatdrio. Esta diferenca pode ser atribuida a diferenga nos teores de grupos sulfato e unidades
de 4cido urdnicos e/ou decorrente de coletas em regiodes diferentes;

»  Ulvanas fosforiladas 6R (STMP:STPP — 100 °C —pH 7—7 horas) e 9R (STMP:STPP—
30 °C — pH 7 — 6 horas) obtidas a partir fosforilagdo em meio aquoso da ulvana UF
apresentaram padrio dicroico aleatorio e helicoidal, respectivamente. O padrdo helicoidal da
ulvana fosforilada 9R foi similar a da ulvana UF;
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»  Ulvanas fosforiladas XP1, XP2, XP3 ¢ XP4 obtidas a partir de ulvanas UF apresentaram
diferentes padrdes dicroicos conforme o agente fosforilante utilizado STPP para XP1 e XP3
e STMP para XP2 e XP4;

»  Ulvanas fosforiladas UF-P e UF-P3 apresentaram padrdo dicroico com conformagao
aleatoria, enquanto ulvanas fosforiladas UF-P2 e UF-P1 apresentaram padrdo dicroico com
conformacao helicoidal. Essas fragdes foram obtidas a partir da fosforilagdo da fragdo UF em
meio organico tendo como agente fosforilante o 4cido fosforico em diferentes concentragoes;

»  Ulvanas fosforiladas apresentaram padrdes dicroicos dependentes da reducdo da massa
molar, do solvente utilizado e dos agentes fosforilantes;

»  Aatividade anticoagulante das ulvanas nativas foi avaliada in vitro através dos testes de
aPTT (via intrinseca da cascata de coagulagao) e a PT (via extrinseca e comum da cascata de
coagulacdo). Em relacdo a via intrinseca da cascata de coagulagdo a ordem de atividade fo1
F>UF>ULT. De modo diferente para a via extrinseca a ordem de atividade foi ULT>F>UF.

> Com relacdo a via intrinseca da cascata de coagulacdo ulvanas fosforiladas em meio
organico apresentarama seguinte ordem de atividade 6R>9R>PC-UF (fracao carboxireduzida
e fosforiladaj>PD-UF (fracdo dessulfatada fosforilada), enquanto para a via extrinseca a
ordem de atividade foi de PD-UF>PC-UF>6R>9R;

> A modificagdo quimica por metacrilagdo da ulvana UF ocasionou um aumento de
atividade. A fragdo de ulvanas metacriladas (UEM) apresentou CN2aPTT de 232,7 ugmlL!
enquanto que a fracdo de ulvanas nativas (UF) apresentam um CN2aPTT de 632.8 ugmlL-1,
indicando uma maior atividade na via intrinseca;

»  Aulvanametacrilada UFM apresentou CN2PT de 420,0 ugmlL! enquanto que ulvanas
nativas apresentaram CN2PT de 39842 ugml!, ou seja uma diferenca positiva de
aproximadamente 9 vezes;

> O produto de metacrilagio (fracio GBM) apresentou CN2aPTT e CN2 PT'de 17403 e
20252 ngmlL1, respectivamente. Uma reducdo de mais de 100 vezes na atividade na via
extrinseca ¢ 20 vezes menor na via extrinseca em comparagdo a fragdo de origem
(heteroramnana sulfatada nativa GB).

»  Deste modo no presente trabalho foram avaliados diferentes processos de fosforilagao e
metacrilagdo quimica utilizando dois tipos estruturais distintos de polissacarideos sulfatados
obtidos de macroalgas verdes (ulvanas e heteroramnanas),

»  Demodo inédito as ulvanas de U. laetevirens foram estruturalmente caracterizadas as
quais sdo diferentes, em termos de diades constituintes em relagdo as ulvanas de Uhva fasciata;
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»  Tipos de diades constituintes e processo de modificagdo quimica podem ser estar
correlacionados com as diferencas de atividade anticoagulante e conformacdo dos
polissacarideos nativos e modificados investigados no presente trabalho;

»  Estes polissacarideos modificados representam novos biomateriais com potencial
aplicagdo biotecnologica.
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