1. INTRODUGAO
1.1 ASPECTOS GERAIS

A vida, como todos nds sabemos, comeg¢ou nos oceanos, € as algas
certamente estdo entre os mais antigos organismos vivos, com registros de fésseis
datando cerca de 3 bilhdes de anos (SCHOPF ', apud PAINTER 1983, v. 2, p. 196).

A classificagao das algas, com respeito a sua escala evolutiva, € um assunto
que tem sido constantemente revisado. No entanto, todos concordam que as algas
azuis (Cyanophyta) sdo filogeneticamente as mais antigas, seguidas pelas algas
vermelhas (Rhodophyta), e que as algas pardas (Phaeophyta) sdo as mais recentes
(PAINTER 1983).

As algas vermelhas e as pardas sao em sua grande maioria macroalgas de
habitat marinho (RAVEN; EVERT; ELCHHORN, 2001). Elas sdo amplamente
distribuidas no oceano, ocorrendo do nivel da maré a consideraveis profundidades,
flutuando livremente ou ancoradas a outras algas ou rochas (SCHAEFFER;
KRYLOV, 2000). As algas verdes (Chlorophyta) crescem em diversos ambientes,
sendo a maioria de agua doce e microscopica, apesar de algumas espécies
marinhas como a Codium magnum, por exemplo, atingirem 25 cm de largura por 8 m
de comprimento (RAVEN; EVERT; ELCHHORN, 2001).

Todas as algas possuem cloroplastos e realizam fotossintese similar as outras
plantas, mas diferente destas, ndo possuem raizes, caules e folhas verdadeiros
(SCHAEFFER; KRYLOV, 2000).

Assim como as plantas superiores, as algas multicelulares, ou macroalgas,
apresentam uma parede celular que pode ser entendida como um sistema de duas
fases: uma cristalina (esqueleto) embebida em uma fase mais amorfa (a matriz).
Diferentemente das plantas terrestres, nas algas ha uma abundancia dos
componentes de matriz em relagdo aos componentes do esqueleto, e ha também
uma prevaléncia dos polissacarideos polianiénicos sobre os polissacarideos neutros.
Além disso, as algas marinhas sintetizam polissacarideos sulfatados, os quais n&o

sdo encontrados em plantas terrestres ou mesmo nas de agua doce. Isto sugere que
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os polissacarideos de matriz tém funcdes especificas em relacdo ao ambiente
marinho, sendo comumente postulado que eles estao especificamente envolvidos
com a regulagdo mecanica, osmaética ou ibnica (KLOAREG; QUATRANO, 1988).

Alguns fatores como sazonalidade, habitat, profundidade de imerséo
(luminosidade), fase de desenvolvimento celular e espécie, podem influenciar o
conteudo e as caracteristicas estruturais desses polimeros (HONYA et. al., 1999;
ZVYAGINTSEVA et. al., 2003).

As algas podem apresentar polissacarideos caracteristicos, por exemplo: a
presenca de galactanas sulfatadas em algas vermelhas e as ramnanas sulfatadas
em Chlorophyta (ASPINALL, 1983). Entre os principais polissacarideos produzidos
pelas algas pardas estdo os acidos alginicos, as laminaranas e as fucanas
sulfatadas (ZVYAGINTSEVA et. al., 1999), sendo as ultimas o objetivo de estudo do

presente trabalho.
1.2. POLISSACARIDEOS DE ALGAS PARDAS
1.2.1. Acidos Alginicos

O termo alginato é utilizado para designar uma familia de polissacarideos
lineares constituidos por acido a-L-gulurénico (G) e acido B-D-manurénico (M) (1—4)-
ligados. A percentagem de unidades G e M, bem como a distribuicdo destas ao
longo do polimero (blocos MG, blocos M, blocos G) variam de acordo com a espécie
investigada (PAINTER, 1983).

Os alginatos sao os principais polissacarideos do esqueleto das algas pardas,
podendo atingir 40% do peso seco (BLACK? STEINER; MCNEELY® apud
PAINTER, 1983, v.2, p. 264).

Os alginatos s&o encontrados como uma mistura de sais de todos os cations
encontrados na agua do mar, sendo os principais Na‘, Mg®', e Ca*'

(PAINTER,1983). Na forma de sais de Na* e Mg*" os alginatos sdo sollveis em
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agua, mas em seu estado nativo se apresentam principalmente como um gel
insoluvel devido as ligagbes cruzadas com os ions Ca®* e com as pequenas
quantidades de Sr** presentes no ambiente marinho (HAUG*, SMIDSROD; HAUG?,
HAUG; SMIDSROD®, ANDRESSEN et. al.’”, apud PAINTER, 1983, v.2, p. 264).
Essas ligagdes cruzadas sao responsaveis pela rigidez que o esqueleto oferece a
parede celular (ANDRESSEN et. al.” apud PAINTER, 1983, v.2 p.264).

Por sua capacidade de formar gel, os acidos alginicos sdo amplamente
utilizados em varias areas na industria. Na industria farmacéutica podem ser
utilizados como base para comprimidos e capsulas, como enteroabsorventes para
remover toxinas, e na cosmetologia para preparacao de unguentos ndo oleosos
(LEWIS et. al.,1988; SKJAK-BRAK, 1992) .

FUJIK et al. (1994) extrairam de Undaria pinnatifida um acido alginico de
baixa massa molecular (Mw 45 KDa) com uma razdo de 0,8 para os blocos M/G.
Este polissacarideo acido demonstrou um efeito imunoestimulante e uma acao
protetora contra infecgdes em peixes, diferentemente de um &cido alginico de alto
massa molecular (Mw 146-264 KDa) extraido de Macrocystis pirifera e com uma
razao M/G similar (0,9). O acido alginico de Lessonia nigrescens (Mw 177-290), com
uma razao de 1,3 para os blocos M/G também nao apresentou essa atividade. Neste
caso, provavelmente a atividade bioldgica do acido alginico de U. pinnatifida foi
determinada pela raz&o dos blocos M/G no polimero (ZVYAGINTSEVA et al., 2005)
e por sua baixa massa molecular (KULICKE et. al., 1997; SOEDA et. al., 1995).

1.2.2 Laminaranas

As laminaranas sao polissacarideos de reserva das algas pardas. Em regides

frias, elas sao ausentes durante a fase de crescimento rapido, que ocorre na

4 HAUG, A. Acta Chem. Scand., v. 15, p. 1794-1795, 1961.
® SMIROD, O.: HAUG, A. Acta Chem. Scand., v. 22, p. 1989-1997, 1968.
6 HAUG, A.; SMIROD, O. Acta Chem. Scand., v. 24, p. 843-854, 1970.

" ANDRESSEN, I. —L.; SKIPNES, O.; SMIROD, O.; OSTGAARD, K.; HEMMER, P. C. ACS Symp.
Ser., v. 48, p. 361-381, 1977.



primavera, € no outono e inverno podem representar até 35% do peso seco das
frondes (HANDA; NISIZAWA, 1961).

As laminaranas de algas pardas sao B-D-glucanas (1—3); (1—6)-ligadas com
baixa massa molecular (cerca de 5 KDa). Conforme a espécie investigada, as
unidades de B-D-glucose (1—6)-ligadas podem estar presentes na cadeia principal
ou como ramificagdes (PERCIVAL; MCDOWELL, 1967; ZVYAGINTSEVA et al.,
1994).

Como muitos outros polissacarideos as laminaranas sao polidispersas,
revelando certa heterogeneidade estrutural, como por exemplo, no grau de
ramificacdo e polimerizagdo (comprimento da cadeia principal de glucose (1—3)-
ligada). Uma pequena proporgdo das cadeias de laminarana possui um terminal
redutor formado por uma unidade de Glcp 3-O-ligada, sendo designadas de cadeias
G. A maioria das outras cadeias possui como terminal redutor D-manitol 3-O-ligado,
sendo designadas de cadeias M. As laminaranas de diferentes espécies de algas
pardas podem variar na razdo M:G, sendo que em alguns casos as cadeias M estao
ausentes (CHIZHQV et. al., 1998).

CARDOSO (2003) purificou de Pocockiella variegata (antiga descricao de
Lobophora variegata) uma laminarana que apresentou propor¢des significativas de
manitol (M) como constituinte natural. Desta forma, esta alga parda produz uma
laminarana formada principalmente por cadeias M, onde nao foram observadas
unidades de [-D-glucose (1—6)-ligadas intracadeias como as presentes nas
laminaranas isoladas das algas Ecklonia radiata e Cystophora scalaris, que foram
relatadas por RAM et al. (1981).

As laminaranas tém sido extensivamente estudadas por apresentarem
atividades radioprotetoras e antitumorais, pois estimulam a imunidade em plantas e
peixes (PATCHEN et. al., 1987; SAITO et. al., 1992). As atividades biolégicas destas
B-D-glucanas sdo devidas as peculiaridades de sua estrutura primaria e espacial
(SHARRP et. al., 1984; KULICKE et. al., 1997).

Por serem substéncias com massa molecular reduzida, as laminaranas nao
apresentam uma atividade imunoestimulante significativa em mamiferos, mas podem
servir como material de partida para a preparagcdo de p-D-glucanas para serem
utilizadas como imunoestimulantes ndo téxicos nestes organismos (ZVYAGINTSEVA
et al.,1995; ZVYAGINTSEVA et al.,2003).



1.2.3. Fucanas Sulfatadas

As fucanas representam uma familia de homo e heteropolissacarideos
sulfatados. As homofucanas sdo constituidas essencialmente por unidades de a-L-
fucose e grupos sulfato, enquanto que as heterofucanas, além destes constituintes,
podem apresentar diferentes propor¢cées de unidades de D-galactose, D-manose, D-
xilose, L-ramnose, e/ou acido D-glucurénico, além de grupos acetil (PAINTER, 1983;
NAGUMO; NISHINO, 1996; TAKO et. al., 2000).

Poucas homofucanas tém sido descritas para as algas pardas, podendo ser
citadas como exemplo as de Chorda filum (CHIZHOV et. al., 1999), Laminaria
saccharina (USQV et al., 1998) e Leathesia difformis (CARDOSO, 2003).

A homofucana sulfatada isolada da alga parda C. fillum, apos dessulfatacao
solvolitica e analises de metilacdo do polissacarideo em sua forma nativa e
dessulfatada, mostrou ser composta por uma cadeia principal de a-L-fucose 3-ligada
com um alto grau de ramificagdo por unidades simples de a-L-fucose ligadas em C-2
das unidades da cadeia principal. Alguns residuos de fucose mostraram-se O-
sulfatados em C-4 (principalmente) e em C-2. A presenga de grupos acetil também
foi confirmada pelos autores através das analises de RMN 'H *C HMQC (CHIZHOV
et. al., 1999).

A homofucana que foi descrita em Laminaria saccharina por USOV et. al.
(1998) é semelhante a de C. fillum, pois também apresenta uma cadeia principal
formada por de a-L-fucose (1—3)-ligada sulfatada predominantemente na posigao C-
4. Diferentemente das fucanas de C. fillum que sdo altamente ramificadas, estas
apresentaram apenas algumas ramificagdes e grupos sulfato na posi¢gao C-2.

CARDOSO (2003) descreveu a fragao de homofucanas de Leathesia difformis
como sendo composta por uma estrutura linear formada majoritariamente por o-L-
fucose (1—3)-ligada 2-sulfatada. Foi descrito ainda, para esta fragdo, que algumas
poucas unidades de a-L-fucose se apresentavam glicosiladas em C-4 por unidades
simples de xilose ou por unidades de fucose sem substituicéo.

As algas pardas ndo sdo as unicas fontes naturais de fucanas sulfatadas.
Estas podem ser encontradas também em equinodermos, que sao conhecidos por
produzirem homofucanas sulfatadas com cadeias lineares e regulares padrbes de

sulfatagdo (MULLOY et. al.,, 2000). Diferentemente dos equinodermos, as algas



pardas produzem, em sua grande maioria, fucanas ramificadas que séo usualmente
heterogéneas em sua composigdo monossacaridica e com um padrao de sulfatagao
irregular (BILAN et. al., 2004).

Recentemente tem sido relatado que algumas espécies pertencentes a ordem
Chordariales e Laminariales (classe Phaeosporophyceae) apresentam
polissacarideos com uma cadeia principal constituida por unidades de a-L-fucose
(1—3) ligadas (USOV et al.,1998; CHIZHOV et al.,, 1999). De modo diferente,
representantes da ordem Fucales (classe Cyclosporophyceae), apresentam cadeias
principais constituidas de unidades de a-L-fucose (1—3) e (1—4)-ligadas
(CHEVOLOT et al., 1999; CHEVOLOT et al., 2001; BILAN et al., 2002).

E muito provavel que a diferenca entre as cadeias principais das fucanas
pertencentes as classes Phaeosporophyceae e Cyclosporophyceae reflita uma
diferenca fundamental na biossintese destas fucanas, mas esta afirmacgao requer
que exemplos adicionais de fucanas com a estrutura quimica elucidada sejam
confirmados (BILAN et. al., 2002).

Com o objetivo de elucidar a estrutura quimica das fucanas de mais um
exemplar de alga parda pertencente a ordem Fucales, BILAN et. al. (2002)
estudaram as fucanas sulfatadas de Fucus evanescens (Cyclosporophyceae,
Phaeophyta). Este estudo foi realizado mediante analises de RMN ('"H 1D e 2D e
13C) das fracoes dessulfatadas e desacetiladas, sendo que os dados obtidos foram
confirmados por analises de metilacdo do polissacarideo em sua forma nativa e
dessulfatada. Sendo assim, a fucana isolada de F. evanescens foi descrita como
tendo uma cadeia principal linear alternando unidades de a-L-fucopiranose 3-O- e 4-
O-ligadas. Os grupos sulfato ocupam a posicdo C-2 das unidades de fucose.
Segundo os autores a estrutura basica deste polissacarideo € mascarada por
sulfatagéo parcial em C-4 das unidades de a-L-fucose 3-ligadas e por acetilagédo ao
acaso dos grupos —OH remanescentes.

Visto que as fucanas de F. evanescens, assim como as de outros
representantes de Fucales, apresentam uma cadeia principal constituida por
unidades alternantes de o-L-fucose (1—3)- e (1—4)-ligadas, BILAN et. al. (2004)
investigaram também as fucanas de Fucus distichus, um outro representante do
género Fucus. As fucanas de F. distichus apresentaram uma estrutura

essencialmente regular formada por unidades dissacaridicas trissulfatadas. Devido a



esta regularidade, estas fucanas puderam ter sua estrutura elucidada por
espectroscopia de RMN do polissacarideo nativo, ndo sendo necessarias
modificagdes quimicas do polimero (dessulfatagédo, desacetilagdo). Como em muitos
representantes da ordem Fucales, a cadeia principal das fucanas de F. distichus
também ¢é formada por unidades alternadas de fucose 3- e 4-ligadas, sendo a
estrutura proposta para estas fucanas como: —3)-a-L-fucp-(2,4-di-SO3’)-(1—4)-a-L-
fucp-(2S03)-(1—.

BILAN et al. (2006) obtiveram ainda uma fragdo (F4) da alga parda Fucus
serratus por cromatografia de troca idbnica em DEAE-Sephacel. O polissacarideo
descrito é diferente das fucanas conhecidas em muitos aspectos. Como muitos
outros polissacarideos obtidos de Fucales, este contém uma cadeia principal
alternando unidades de o-L-fucose 3- e 4-ligadas, mas as ligacbes (1—-4)
prevalecem sobre as ligagdes (1—3), e, portanto algumas cadeias sao constituidas
apenas por a-L-fucose (1—4) ligadas. Aproximadamente metade das unidades 3-O-
ligadas da cadeia principal estdo substituidas em C-4 por trés unidades de fucose.
Fragmentos curtos de uma B-xilana também estao presentes como cadeia lateral. Os
grupos sulfato esterificam principalmente C-2 e os grupamentos acetil C-4 nas
unidades de a-L-fucose 3-O-ligadas e C-3 nas unidades de a-L-fucose 4-0O-ligadas.

As fucanas presentes nas algas pardas sado usualmente polissacarideos
irregulares muito complexos (DUARTE et. al., 2001; PONCE et. al., 2003). Sendo
assim, apesar de em alguns casos existir certa regularidade no padréo de ligagdes
glicosidicas, essa pode ser mascarada pelo padrdo de sulfatagdo nao regular
apresentado por estas fucanas (BILAN et. al., 2004).

Apesar dos numerosos estudos realizados, a estrutura quimica fina da
maioria das fucanas permanece ndo esclarecida. Devido a grande complexidade
apresentada por estes polimeros, as analises estruturais de fucanas nativas por
métodos quimicos, bem como por espectroscopia de RMN, fornecem apenas
informacgdes parciais sobre suas estruturas (MULLOY; MOURAOQ; GRAY, 2000).

As fucanas de S. stenophyllum, descritas por DUARTE et. al. (2001), podem
ser citadas como um exemplo da complexidade da estrutura destes polissacarideos.
No estudo envolvendo estas fucanas foram obtidas seis fragbes que puderam ser
divididas em dois grupos distintos. O primeiro foi caracterizado por apresentar altas

percentagens de &cido a-D-glucurdnico e baixo conteudo de grupos O-sulfato, sendo



composto principalmente por unidades de fucose, xilose e galactose. Este grupo
apresentou atividade anticoagulante muito baixa, como observado para outras
fucanas sulfatadas com caracteristicas quimicas similares (NAGUMO; NISHINO,
1996). A cadeia principal de uma das fucanas de S. Stenophyllum, que é
representativa deste primeiro grupo, é formada por unidades de B-D-manose (1—-2)-
ligadas juntamente com unidades de B-D-galactose (1—6), (1—4) e (1—3)-ligadas.
As ramificagbes sao constituidas principalmente por unidades de a-L-fucose (1—4)-
ligadas e unidades de acido glucurdénico. Em menor percentagem foram observadas
unidades de fucose (1—3) e (1—2)-ligadas, unidades de glucose (1—4)-ligadas e
unidades terminais de xilose substituidas em C-3 nas unidades de fucose. Os
principais pontos de ramificacdo estdo em C-3 e C-4 das unidades de manose
(1>2)-O-ligadas (na cadeia principal) e em C-3 das unidades de &acido a-D-
glucurénico (1—4)-ligadas e/ou de glucose nas ramificagdes. A maioria dos grupos
sulfato ocupa a posicdo C-3 das unidades de fucose (1—4)-ligadas, diferentes
carbonos das unidades de galactose e C-3 e C-6 das unidades de manose
dissulfatadas (1—2)-ligadas.

O segundo grupo de fucanas isoladas de S. stenophyllum, foi caracterizado
por apresentar baixa percentagem de acido a-D-glucurénico e alta percentagem de
grupos sulfato, localizados nas unidades de fucose. Fucose e galactose foram os
principais componentes monossacaridicos desta fragcdo. Este grupo, apesar de
apresentar alto teor de grupos sulfato, apresentou baixa atividade anticoagulante,
sendo demonstrado que o conteudo de grupos sulfato é apenas um dos fatores
requeridos para esta atividade. Este tipo de fucana mostrou-se menos ramificado
que o primeiro, sendo a cadeia principal formada principalmente por unidades de
galactose (1—6)-ligadas juntamente com quantidades menores de unidades de
galactose (1—-4), (1-3) e (1—>2)-ligadas, além de unidades de manose (1—4)-
ligadas. As ramificacbes sao formadas principalmente por unidades de fucose
(1—>3)-ligadas com menores quantidades de fucose 4- e 2-ligadas e 4&cido
glucurénico. Muitos dos grupos sulfatos das ramificagées estdo em C-2 e C-4 das
unidades de fucose dissulfatadas (1—3)-ligadas e em C-4 ou C-2 das unidades de
fucose (1—3) e (1—4)-ligadas, respectivamente. As unidades de galactose

dissulfatadas da cadeia principal contém grupos sulfatos em C-2, C-3 e C-3, C-4 das



unidades de galactose (1—6)-ligadas. Unidades monossulfatadas de galactose
podem ter seus grupos sulfato em qualquer uma das posigoes.

Como outro exemplo de complexidade pode-se citar as fucanas obtidas de
Hizikia fusiforme, onde uma fragdo (F32) foi obtida por cromatografia de troca idnica
em DEAE Sepharose CL-6B seguida de cromatografia de gel-filtracdo em Sepharose
CL-6B. Esta fracao foi submetida a degradacdo de Smith, dessulfatacéo e, visto a
grande complexidade ainda apresentada pelo polissacarideo, a hidrolise acida
parcial. As principais fragdes obtidas a partir da hidrolise, bem como os
polissacarideos na sua forma nativa e dessulfatada, foram submetidas a analises de
metilagdo e espectroscopia de RMN. Nesse estudo observou-se que a alga parda H.
fuziforme produz um tipo de fucana em que o core é constituido por unidades
alternantes de —2)-a-D-Man(1— e —4)-B-D-GIcA(1—, com menores proporgdes de
unidades de —4)-3-D-Gal(1—. Os pontos de ramificagao estdo em C-3 das unidades
de —2)-Man(1—, em C-2 de —4)-Gal(1— e em C-2 de —6)-Gal(1—. Cerca de dois
tercos das unidades da fucose estdo como terminais ndo redutores, e o
remanescente destas unidades se apresentam (1—4)-ligadas. A maioria das
unidades de manose se apresentam (1—2)-ligadas, e dois tergos delas apresentam
ramificacdes em C-3. As unidades de galactose estdo principalmente (1—6)-ligadas
e os grupos sulfato estdo localizados em C-6 das unidades de —2,3)-Man-(1—, em
C-4 e C-6 das unidades de —2)-Man-(1—, C-3 de —6)-Gal-(1—, C-2, C-3 ou C-4 de
fucose, sendo que algumas unidades de fucose se apresentam di-sulfatadas. Nao foi
determinada a presenga de grupos sulfato nas unidades de xilose e acido
glucurénico. As configuragdes absolutas das unidades monossacaridicas foram a-D-
manp, a-L-Fucp, a-D-Xylp, B-D-Galp e , B-D-GIcpA (LI et. al., 2006).

Além da heterogeneidade e polidispersidade, a dificuldade da extragéo e do
isolamento das fucanas em sua forma pura sao fatores que limitam seu estudo
estrutural (MABEAU; KLOAREG; JOSELEAU, 1990; DANIEL et. al., 1999).

Nos ultimos anos novas técnicas cromatograficas tém sido aplicadas com o
objetivo de se obter fragdes de fucanas purificadas provenientes de algas pardas. O
emprego de cromatografia de troca idnica combinada com a cromatografia de
particao centrifuga, ou cromatografia de contracorrente, tem apresentado resultados
promissores. Como exemplo pode ser citado as fucanas extraidas de Ascophyllum

nodosum foram fracionadas com base na sua massa molecular e contelido de
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grupos sulfato, sendo a eficiéncia deste método confirmada por cromatografia de
exclusdo molecular de alta performance (HPSEC) (CHEVOLOT et. al., 1998).

Em outro trabalho, CHEVOLOT et. al. (1999) empregam esta mesma técnica
cromatografica e conseguem, eficazmente, purificar fucanas de baixa massa
molecular de A. nodosum. Uma fragdo em particular foi obtida por hidrélise acida
seguida de cromatografia de particdo centrifuga e foi analisada por RMN de 'H 1D e
2D. As demais fragdes foram obtidas por métodos que envolviam a degradacgao por
radicais HO’, sendo algumas submetidas ainda a uma etapa sucessiva de
purificagcdo por cromatografia de troca ibnica a baixa pressédo. Posteriormente,
CHEVOLOT et. al. (2001) verificaram que uma destas fragdes € constituida por um
oligossacarideo com massa molecular de 3090 Da, consistindo aproximadamente de
8-14 unidades de fucose. Esta fragao, que é representativa de fragmentos da cadeia
principal da fucana de A. nodosum, é formada por um dissacarideo repetitivo,
composto por [—3)-a-L-Fuc(2S03)-(1—4)-a-L-Fuc(2,3diSO3)-(1],, estabelecido
através de analises de metilacdo e espectroscopia de RMN. Essa mesma estrutura
foi reconhecida para uma fragao de fucanas de Fucus vesiculosus.

A composicado quimica da maioria das preparacdes de fucanas obtidas de A.
nodosum sugere que esta alga sintetiza uma significante propor¢ado de fucanas do
tipo xilofucoglucuronana (MABEAU; KLOAREG; JOSELEAU, 1990). No entanto a
estrutura exata de fucanas puras de A. nodosum, bem como seu padrdo de
sulfatacdo, é ainda bastante incerta, visto que somente partes da estrutura tem sido
claramente estabelecidas (DANIEL et. al.,, 1999; CHEVOLOT, 1999; CHEVOLOT,
2001).

MARAIS e JOSELEAU (2001) obtiveram a partir de A. nodosum uma fragéo
pura de fucanas, a qual era constituida por uma homofucana sulfatada. A analise de
composi¢cao monossacaridica demonstrou que esta fracdo € composta por L-fucose
(95%) e menores proporgdes de xilose (5%). A dosagem total de sulfato indicou a
presenca de um grupo sulfato para cada dois residuos de fucose. A combinagao de
analises, como degradacdo de Smith, andlise de metilagdo, dessulfatacdo e
espectroscopia de RMN e FT-IR, revelou que os polissacarideos desta fragao
apresentam uma cadeia principal constituida por unidades de a-L-fucose (1—3)-
ligadas em sua grande maioria, além de outras poucas unidades de a-L-fucose

(1—4)-ligadas. Essa cadeia se apresenta altamente ramificada, sendo que os
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principais pontos de ramificagdo sdo em C-2 das unidades internas 3-ligadas, onde a
elevada proporcao de unidades de fucose como terminais nao redutores indicam
que grande parte destas unidades compde cadeias laterais curtas que sdo formadas
apenas por unidades simples ou multiplas deste monossacarideo. As substituicbes
por grupos sulfato ocorrem principalmente nas posicées C-2 e/ou C-4, tanto na
cadeia principal quanto nas unidades laterais.

Diferentes técnicas tém sido usadas para a extracdo de fucanas livres de
contaminantes (como por exemplo, laminaranas e alginatos) (BERNARDI;
SPRINGER, 1962; MIAN; PERCIVAL, 1973). Estas incluem a utilizagdo de solventes
contendo caélcio, extragdo em meio acido, ou simplesmente agua (MIAN; PERCIVAL,
1973; DUARTE et. al., 2001; MARAIS; JOSELEAU, 2001).

1.2.4 Estrutura X Atividade Biolégica das Fucanas Sulfatadas

PONCE et. al. (2003) descrevem os estudos de estrutura e atividade biol6gica
(antiviral) dos polissacarideos obtidos a partir da alga parda Adenocystis utricularis.
Vérias fragcdes foram obtidas através de extragcbes independentes empregando
agua, CaCl, a 2% e HCI pH 2, sendo todas as extragdes realizadas inicialmente a
temperatura ambiente, e posteriormente, de forma exaustiva a 70° C. Estas
extragdes foram realizadas subsequentemente a um tratamento com etanol 80%,
com o intuito de remover manitol, sais e outros produtos contaminantes de baixa
massa molecular. Apenas uma destas fragdes, uma galactofucana, mostrou alta
atividade contra o virus Herpes simplex (HSV) e auséncia de atividade citotdxica. Os
dados obtidos quanto a estrutura do polissacarideo sugerem a presenga de um
esquema complexo, no qual ha presengca de unidades de fucopiranose 3-ligadas
com presenga de grupos sulfato em C-4, ramificagbes em C-2, ou ambos em
conjunto. Os dados obtidos através da analise de metilagdo indicam a presenga de
unidades de fucofuranose como terminais destituidos de grupos sulfato. Uma alta
dispersao das unidades de galactose foi encontrada, semelhante a descrita por
DUARTE et. al. (2001). As unidades de galactopiranose, pertencentes a série D,
estdo principalmente (1—3)- e (1—6)-ligadas, com grupos sulfato na posi¢cao C-4.

Muitos estudos envolvendo as fucanas de algas pardas tém sido

desenvolvidos devido as diversas atividades biolégicas apresentadas por estes
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polissacarideos, tais como, atividade anticoagulante (NAGUMO; NISCHINO, 1996;
CHAUBET et. al., 2000), antitumoral (ITOH et al., 1993) e antiviral (BABA et. al.,
1988; MCCLURE et. al.,, 1992). Dentre outras atividades, estes polissacarideos
podem agir ainda como ligantes para selectinas (YOSHIDA et. al., 1994;
PREOBRAZHENSKAYA et. al., 1997) e como protetores da mucosa gastrica contra
a atividade proteolitica do acido cloridrico estomacal (SHIBATA et. al., 2000).

As atividades biologicas das fucanas tém sido relacionadas ao elevado grau
de sulfatagao desses polimeros, embora estas atividades dependam da estrutura
quimica fina e do peso molecular (USQV et. al., 1998).

Em um trabalho desenvolvido por BLONDIN et. al. (1996) foram estudadas as
relacdes entre as caracteristicas estruturais e a atividade de inibicdo do sistema
complemento exibida pelas fucanas. Para tal foram utilizadas as fucanas sulfatadas
obtidas da alga parda Ascophyllum nodosum, que apds hidrélise acida parcial e
purificacao por cromatografia de gel-filtracdo (Sephacryl S-300HR), deram origem a
20 fracbes de fucanas com massa molecular variando de 4.100 a 214.000Da. Essas
fracbes apresentaram, além de pesos moleculares diferentes, variacbes nos
constituintes monossacaridicos e no conteudo de grupos sulfato. Neste estudo foi
verificado que o grau de sulfatagcdo ndo € um requerimento suficiente para a
atividade anti-complemento, e que o aumento do conteudo de galactose e acido
glucurénico nestas fucanas acompanha o aumento desta atividade. Tendo verificado
que o peso molecular também acompanhou o aumento da atividade, os autores nao
puderam determinar qual dos fatores (composicdo monossacaridica ou peso
molecular) esta envolvido na variagdo da atividade anticomplemento.

Muitos inibidores sintéticos do sistema complemento tém sido descritos
(DOLL; BAKER, 1976; HONG et. al., 1979; MAUZAC et. al.,, 1985), mas muitos
destes compostos sao toxicos e a maioria deles € requerida em altas concentragdes
para inibirem a ativagdo do complemento in vitro e in vivo (ASGHAR, 1984).

A heparina também apresenta atividade inibidora de lise dos eritrocitos por
inibir o sistema complemento, mas altas concentragdes séo exigidas para que ocorra
uma inibigao significativa in vivo (WEILER et. al., 1992). Estas altas concentragdes
constituem um obstaculo para a administragdo de heparina devido a atividade

anticoagulante exercida por esta substancia. Sendo assim, as fucanas sao uma boa
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alternativa para este caso, visto que sao muito mais potentes e por isso promovem a
inibicdo do complemento em quantidades muito menores (BLONDIN et. al. 1996).

ZVYANTSEVA et. al. (2000) também estudaram a atividade apresentada
pelas fucanas como inibidoras da ativagdo do complemento. A partir das algas
pardas Laminaria cichorioides, Laminaria japonica e Fucus evanescens, foram
obtidas as fucanas utilizadas neste trabalho, que diferiam apreciavelmente entre si
quanto a composi¢cdo monossacaridica e grau de sulfatagdo. Uma fragcdo de uma
homofucana pura de L. cichorioides apresentou 100% de a-L-fucose como
constituinte monossacaridico, além de um excepcional grau de sulfatagcao (38%),
supondo que praticamente cada residuo de fucose contem dois grupos sulfato. As
outras fragbes de fucanas utilizadas se apresentaram como heterofucanas e com um
menor conteudo de grupos sulfato. A homofucana foi a que apresentou a melhor
atividade de inibicdo do complemento, sendo que as concentragdes requeridas para
promover 50% da inibicdo foram de 0,5-0,7mg/ml, enquanto que as fragbes de
heterofucanas foram requeridas em concentragcdes de 6 a 20mg/ml para promover a
mesma inibicdo. A comparacao da atividade da homofucana com as heterofucanas
utilizadas no trabalho, demonstrou que o decréscimo no teor de grupos sulfato nao
foi refletido na concentragdo necessaria para causar os mesmos 50% de inibigao.
Desta forma, os autores concluiram que o grau de sulfatagdo ndo influencia a
atividade destas fucanas no processo de inibicdo do complemento. As fucanas que
se apresentaram altamente heterogéneas em seus conteudos monossacaridicos,
diferiram entre si quanto a atividade biolégica. Provavelmente a perda dos grupos
sulfato seja compensada por algumas outras peculiaridades estruturais, como por
exemplo, diferengas no conteiudo monossacaridico ou tipo de ligagbes glicosidicas.
A influéncia positiva das unidades de fucose na estrutura dos polissacarideos é
Obvia quando é comparada a atividade exercida pelas heterofucanas com a das
homofucanas, e também quando estas sdao comparadas as galactanas. Os dados
obtidos neste trabalho se mostraram coerentes com os obtidos por BLONDIN et. al.
(1996).

Dentre as diversas atividades biologicas apresentadas pelas fucanas tanto in
vitro como in vivo (BABA et. al., 1988; NAGUMO; NISHINO, 1996), particularmente a
atividade anticoagulante tem sido amplamente estudada (NAGUMO; NISHINO,
1996).
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MOURAO e PEREIRA (2000), com o intuito de buscar alternativas para o uso
de heparina, realizaram um trabalho onde s&o avaliadas as atividades
anticoagulantes exercidas por polissacarideos sulfatados. Neste trabalho os autores
fazem uma comparagdo entre a atividade exercida pelas fucanas obtidas de
equinodermos e de algas pardas. Estas ultimas sdo as candidatas para futuros
estudos de atividade anticoagulante in vivo, visto que sdo mais potentes. Ainda
neste trabalho a comparagdo entre as fucanas obtidas de trés espécies de algas
mostrou a mesma atividade para as fucanas de Fucus vesiculosus e Ascophyllum
nodosum, sendo que Laminaria brasiliensis expressou uma atividade muito mais
forte. Apos o processo de dessulfatacdo a atividade anticoagulante exercida por
estas espécies foi abolida totalmente. E dificil estabelecer uma exata correlagéo
entre a estrutura e atividade biolégica destas fucanas, visto que estas nao
apresentam sua estrutura quimica completamente elucidada, mas algumas
correlagdes podem ser estabelecidas visto que as fucanas de F. vesiculosus e A.
nodosus apresentam estruturas quimicas similares, diferentemente de L. brasiliensis.
O motivo exato pelo qual L. brasiliensis apresentou a maior atividade nao é claro,
mas o conteudo de grupos de sulfato apresentado por esta fucana € menor do que o
das fucanas de F. vesiculosus. Sendo assim os autores concluiram que a atividade
biolégica ndo é devida meramente ao efeito da densidade de cargas apresentada
pelo polissacarideo.

MULLOY, MOURAO e GRAY (2000) afirmam que o efeito biolégico exercido
pelos polissacarideos sulfatados € dependente de um padrao exato de substituigdo
destes grupos sulfato na estrutura polissacaridica, visto que as fungdes biologicas
dependem da ligacdo altamente especifica da estrutura do carboidrato a uma
proteina. Os autores comentam ainda que a razdo pela qual fucanas complexas
obtidas de algas pardas apresentam uma alta atividade anticoagulante ainda nao é
bem esclarecida, mas esta razdo pode residir no padrao de sulfatagdo exibido pelas
unidades de fucose presentes nas ramificagbes destes polissacarideos, visto que
estas ramificagdes ndo estdo presentes nas fucanas sulfatadas de invertebrados
marinhos.

As fucanas obtidas de algas marinhas, mesmo que apresentem algumas
regularidades estruturais, ndo sao facilmente deduzidas por métodos classicos de
determinagdo de estrutura de carboidratos (MOURAO; PEREIRA, 2000).
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Diferentemente, devido a linearidade das cadeias polissacaridicas e ao padrao
regular de sulfatagdo, as fucanas sulfatadas obtidas de equinodermos podem ser
determinadas por espectroscopia de RMN, e assim a correlacdo entre estrutura e
atividade bioldgica pode ser estabelecida (MULLOY; MOURAO; GRAY, 2000). Uma
variedade de polissacarideos sulfatados obtidos destes invertebrados marinhos
apresenta uma estrutura quimica regular e bem definida, sendo estes
polissacarideos utilizados como ferramentas usuais para a elucidagcéo dos detalhes
estruturais responsaveis por tais atividades (MOURAO; PEREIRA, 2000).

Atualmente, as peculiaridades da estrutura quimica fina das fucanas tém sido
utilizadas para, além de estabelecer a correlacédo entre estrutura-atividade bioldgica,
o desenvolvimento de projetos de drogas farmacéuticas. Como exemplo, pode ser
citado a unidade dissacaridica repetitiva nas fucanas de Ascophillum nodosum e
Fucus vesiculosus, onde consideragdes nas posi¢cdes dos grupos sulfato sao criticas
para a atividade anticoagulante (CHEVOLOT et al. 2001).

As fungbes dos polissacarideos sulfatados em sistemas biolégicos tém
atraido a atencao dos pesquisadores nas ultimas décadas, sendo os polissacarideos
sulfatados extraidos de algas marinhas uma fonte de compostos com potenciais
aplicagdes na area médica (NARDELLA et al., 1996).

NISHINO et. al. (1999) relataram que uma fragdo de fucanas de E. kurome
(C-Il) apresentou atividade antitrombdtica, sendo esta devida tanto a aceleragao do
cofator Il da heparina na inibigdo da trombina quanto a inibicdo da geragcédo de
trombina por bloquear a formagao de protrombina. Em um outro trabalho, a fragdo C-
Il de E. kurume foi descrita por NISHINO et.al. (1991) como sendo um novo tipo de
fucana constituida por uma cadeia principal formada por unidades de L-fucose
(1—3)-ligadas com os grupos sulfato ocupando principalmente a posigdo C-4 destas
unidades. Esta fucana se apresenta altamente ramificada, com terminais nao
redutores de fucose tanto na forma piranosidica quanto furanosidica. Unidades de
fucose e galactose piranosidicas 2,3-di- e 2,3,4-tri-substituidas também estéo
presentes.

Outra fragdo de E. kurome (C-l) apresenta atividade trombolitica, mas o
mecanismo pelo qual é exercida esta atividade deve-se ao fato de que estas fucanas
promovem um aumento da ativagdo do plasminogénio, que € convertido a plasmina
(enzima do sistema fibrinolitico) (RIJKEN; WIUNGAARDS; WELBERGEN, 1981).
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Em um trabalho desenvolvido por ANDREWS et. al. (2005), foi visto que
assim como outros polissacarideos sulfatados, as fucanas isoladas de Fucus
vesiculosus apresentam atividade antimalarica, pois inibem a invasao dos eritrécitos
humanos por merozoitos de Plasmodium falciparum, assim como a citoaderéncia de
eritrécitos parasitados aos receptores celulares do hospedeiro. Neste trabalho os
autores citam as fucanas de F. vesiculosus como sendo formada principalmente por
unidades de a-L-fucose (1—2)-ligadas com grupos sulfato ocupando a posicéo C-4,
estrutura que foi proposta por CONCHIE e PERCIVALS, citado por CHIZHOV et al.,
1999. Esta estrutura foi aceita por muitos anos, mas recentemente foi revisada e as
analises de RMN em conjunto com os resultados de metilagdo (obtidos por CLG-
EM), indicaram que a cadeia principal deste polissacarideo é formada por a-L-fucose
(1—3)-ligada com algumas ramificagbes O-2 ou O-4-ligadas, sendo algumas
unidades sulfatadas em C-4 (PATANKAR et. al., 1993).

A maioria dos estudos biolégicos tem sido realizada com preparagoes
comerciais de fucanas obtidas de F. vesiculosus (CHIZHOV et al., 1999), visto que
estes polissacarideos tém sido caracterizados em detalhes quanto a sua estrutura
quimica.

Por dividir algumas propriedades biolégicas com a heparina, as fucanas
sulfatadas constituem moléculas polianiénicas alternativas com perfis farmacoldgicos
semelhantes (MOURAO; PEREIRA, 2000).

Alguns polissacarideos anibnicos, como a heparina, tém mostrado a
capacidade de neutralizar as fosfolipases presentes no veneno de serpentes
(LOMONTE et. al., 1994). A partir destes dados, ANGULO e LOMONTE (2003)
decidiram investigar a capacidade de fucanas sulfatadas para inibir as atividades
téxicas promovidas por estas fosfolipases. Neste trabalho foram utilizadas as
fucanas da alga parda F. vesiculosus, sendo demonstrado que estas fucanas
sulfatadas inibiram eficientemente tanto os efeitos citotdxicos (in vitro) quanto os
efeitos miotéxicos (in vivo) produzidos por um grupo de fosfolipases miotoxicas
purificadas de diferentes serpentes venenosas. O mecanismo de inibicao das
fucanas contra estas fosfolipases parece ser a capacidade de uma rapida formacéao

de complexos, provavelmente mediada por interagées eletrostaticas entre os sulfatos

® CONCHIE, J.; PERCIVAL, E. G. V. Chem. Soc., p. 827-832, 1950.
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aniénicos do polissacarideo e os numerosos residuos de aminoacidos catidénicos
presentes na toxina.

KOYANAGI et. al. (2003) relataram as propriedades antitumorais
apresentadas pelas fucanas de F. vesiculosus. Neste trabalho foram utilizadas as
fucanas em sua forma nativa e na forma sulfatada, sendo observado que o aumento
do grau de sulfatagdo pode potencializar a atividade antitumoral exercida por estas
fucanas. O efeito inibitério apresentado por estes polissacarideos € devido a sua
poténcia anti-angiogénica, levando o tumor a ficar sem nutrientes e sem oxigénio.
Essa atividade anti-angiogénica é devida a inibicdo da ligacdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF4g5) aos receptores presentes na superficie
das células (KOYANAGI et. al., 2003).

Em uma revisdao sobre compostos com atividade anti-HIV, SHAEFFER &
KRYLOV (2000) comentam que, assim como outros polissacarideos sulfatados, as
fucanas apresentam atividade contra o virus HIV, visto que algumas fragbes de
fucanas isoladas de F. vesiculosus foram eficientes na inibicdo do virus sem
apresentar citotoxicidade. Os autores citam também as fucanas obtidas de
Sargassum horneri, que apresentaram uma potente atividade contra HSV-1,
citomegalovirus humano e HIV-1, sendo que neste ultimo a fucana foi capaz de inibir
tanto os estagios iniciais da infec¢ao viral (ataque e penetragdo do virus a células
hospedeiras) quanto os estados de replicagao viral.

A caracterizagdo quimica das fucanas depende do grau de pureza destes
polissacarideos. Sendo assim, a correta extragdo e purificacdo sao imprescindiveis
para que a estrutura quimica fina seja determinada, e assim correlacionada com as
atividades bioldgicas exercidas por estes compostos.

Deste modo, destaca-se a importancia do estudo de fucanas sulfatadas
obtidas de diferentes espécies de algas pardas, uma vez que a estrutura quimica
fina destes polissacarideos foi investigada em relativamente poucas espécies,

apesar das varias aplicagdes nas areas biomédica e industrial.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudo da estrutura quimica fina dos polissacarideos soluveis em meio

aquoso extraidos da alga marinha Lobophora variegata.

2.1.1 Objetivos Especificos

- Extracdo e purificagdo dos polissacarideos de L. variegata soluveis em meio
aquoso (~96 °C).

- Determinacdo da estrutura quimica fina das principais fracdes polissacaridicas de

L. variegata, empregando métodos quimicos e espectroscopicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL

Neste trabalho foram estudados os polissacarideos da alga parda L.

variegata. Segue abaixo a foto e a classificagédo da alga.

FIGURA 1 — FOTO DA ALGA PARDA Lobophora variegata

'.
{F

www.greenworld.or.th/beach/AboutBeach/show_se...

Divisdo: Phaeophyta (atualmente denominada Heterokontophyta)
Classe: Phaeophyceae

Ordem: Dictyotales

Familia: Dictyotaceae

Género: Lobophora

Espécie: Lobophora variegata (J.V. Lamour.) Womersley ex E.C. Oliveira 1977:217
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3.2 COLETA E PROCESSAMENTO

Os exemplares da alga parda L. variegata foram coletados na praia Mirante
da Sereia, Macei6, Alagoas, em 2000. A espécie foi classificada pela Dra. Silvia
Maria Pita de Beuclair Guimaraes do Instituto de Botanica de Sdo Paulo-SP.

Os exemplares desta espécie foram lavados com agua doce, secos ao sol e
moidos em moinho de faca (WILLEY MILL).

3.3 METODOS ANALITICOS GERAIS

3.3.1 As dosagens de agucares totais foram realizadas pelo método do fenol-acido

sulfurico (DUBOIS et al., 1956), utilizando fucose para a construgao de curva padrao.

3.3.2 As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de LOWRY et al.
(1951), utilizando-se o reativo de Folin-Ciocalteau e solugdo de soro-albumina

bovina cristalina para a construc&o de curva padréao.

3.3.3 O teor de grupos sulfato foi determinado pelo método de DODGSON (1961),
apos hidrolise das amostras com HCI 1,0M, 5 horas, 105° C. Sulfato de sédio foi

utilizado para a construcéo da curva padrao.

3.3.4 A determinacdo da rotacdo Optica especifica ([a]po®°) foi realizada em
polarimetro RUDOLPH RESEARCH, modelo Autoplol Ill, a 20° C, onde a
concentragado das amostras foi de 0,2 g% em agua.

3.3.5 As dosagens de acidos urénicos foram realizadas pelo método m-hidroxibifenil
(FILISETTI-COZZI; CARPITA, 1991). Acido glucurénico foi utilizado para a

construcdo da curva padrao.

3.3.6 As pesagens foram realizadas em balanga analitica METTLER TOLEDO,
modelo AB204 e balanga semi-analitica ACCULAB modelo V-1200.
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3.3.7 As evaporacbes e concentracoes das solugcbes foram realizadas em
rotaevaporador FISATOM, modelo 802, sob pressido reduzida, com temperaturas

nao superiores a 60°C.

3.3.8 As liofilizagbes das solugdes foram feitas em aparelho EDWARDS.

3.3.9 As centrifugagdes foram realizadas em centrifuga HITACHI, modelo Himac
CR21E (8.000 rpm, a 25°C, durante 20 minutos).

3.3.10 Os reagentes e solventes que foram utilizados apresentam grau de pureza
P.A.

3.4 EXTRACAO E PURIFICACAO DAS FUCANAS DA ALGA PARDA L. variegata.

A alga seca e moida (184,5g) foi submetida a extracdo aquosa (10g/%) a 25°
C, sob agitacdo mecéanica por 12 horas. Este processo de extragdo a frio foi
realizado trés vezes, e o residuo foi submetido a extracdo aquosa a ~96° C, por 12
horas, sob agitagdo mecanica. Em ambos os processos de extragao, a 25 e a ~96°
C, apos centrifugacéo, a 8000 r.p.m. por 20 min. a 25° C, os sobrenadantes foram
tratados com trés volumes de etanol e os precipitados foram ressolubilizados em
agua destilada e liofilizados, originando a fragao de fucanas obtidas da extragao
aquosa a 25° C (LV) e a fragao obtida da extragao aquosa a ~96° C (LVQ).

A fragdo obtida da extragdo aquosa a ~96° C foi submetida a processos de
purificagcdo por métodos cromatograficos (cromatografia de troca ibnica e de gel
filtracdo). Apos a purificagéo, as principais fragdes foram analisadas por métodos

quimicos e espectroscopicos.

3.5 CARBOXIRREDUCAO

O processo de carboxirredugédo foi realizado pelo método de TAYLOR e
CONRAD (1972), onde o polissacarideo foi solubilizado em tampao MES 0,2M (pH
4,75). Em seguida foi adicionada carbodiimida na proporcédo de 1,0 milimol de

carbodiimida : 50uEq de carboxila. Apos agitacado por 1 hora e ajuste do pH a 7,0
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pela adigdo de tampéo TRIS 2,0 M, foi adicionado NaBH4 (ou NaBDyg, até a obtengéo
de uma solucao 2,0 M. Apds 12 horas a 30° C e neutralizacdo com HCI, o material

foi dialisado contra agua destilada e liofiolizado.

3.6 DESSULFATACAO POR TRATAMENTO SOLVOLITICO

3.6.1 Preparo do Sal de Piridénio

O processo de solvélise foi conduzido com os polissacarideos na forma de sal
de piridonio. Para formagao deste sal as fragbes foram solubilizadas em agua e a
elas foi adicionada resina catibnica DOWEX 50X8 na forma H*, sob agita¢éo
magnética a temperatura ambiente por 30 minutos. O pH do sobrenadante ficou
entre 1,0-2,0. O filtrado (obtido por filtracdo a pressao reduzida) foi neutralizado com
piridina até pH 7,0 e liofilizado (STEVENSON, FURNEAUX, 1991).

3.6.2 Solvdlise

Os polissacarideos (nativos ou carboxireduzidos) na forma de sal de piridénio,
foram solubilizados em uma mistura de dimetilsulféxido, metanol e piridina, que
segue a proporgao de 89:10:1, respectivamente, respeitando-se a relagao de 10,0
mg de polissacarideo para 3,0 ml da mistura (NAGASAWA et al., 1979).

A solucdo resultante foi mantida a 100° C durante 4 horas. Apds o
resfriamento, as fragbes solvolisadas foram submetidas a dialise exaustiva contra

agua destilada e liofilizadas.
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3.7 METILACAO

O processo de metilacdo do polissacarideo na forma de sal de trietilaménio foi
conduzido de acordo com o método de CIUCANU e KEREK (1984). Apos
solubilizagado em DMSO (15,0 mg de polissacarideo para cada 1,0 ml) foi adicionado
NaOH pulverizado (30,0 mg), sendo esta mistura sob agitagdo por 20 minutos. Em
seguida, foi adicionado iodometano (1,0 ml) e mantida a agitagdo por mais 1 hora.
Apds repouso de 16 horas a temperatura ambiente, as fracbes foram acidificadas
(acido acético 50%) até pH 5,0, dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e
hidrolisadas (acido formico 45%, 16 horas, 100°C). Os acetatos de alditois
parcialmente metilados, obtidos apds derivatizagdo das fragdes hidrolisadas, foram
analisados por CLG-EM.

3.8 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.8.1 Cromatografia de Troca Iénica

No processo de purificagao das fucanas obtidas da alga parda L. variegata foi
utilizada a cromatografia de troca ibnica em coluna contendo DEAE-SEPHACEL na
forma CI'. Os polissacarideos foram eluidos inicialmente com agua e posteriormente
com solucdes de NaCl em diferentes concentragdes.

A detecgdo dos acgucares foi feita pelo método de fenol-acido sulfurico
(DUBOIS et al., 1956) entre uma eluigédo e outra.

Todas as fracbes obtidas apés o fracionamento foram concentradas,
dializadas contra agua destilada e liofilizadas.

A coluna utilizada apresenta 30,0 cm de altura por 5,0 cm de didmetro.
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3.8.2 Cromatografia Liquido-Gasosa (CLG)

As andlises por cromatografia liquido-gasosa (CLG) foram realizadas em
cromatégrafo HEWLETT PACKARD 5890, com detector de ionizagdo de chama
(800° C), injetor (250° C), sendo utilizado nitrogénio como gas de arraste (fluxo de
1,0ml/min) e coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25 mm d.i.), revestida com DB-
225 (0,25um). Foi utilizado também o cromatégrafo do fabricante Thermo eletron
corporation, modelo Trace GC Ultra, com detector de ionizagdo de chama (250° C) e
injetor (280° C), utilizando nitrogénio como gas de arraste e coluna capilar de silica
fundida (30m x 0,25 mm d.i.), revestida com OV-225 (0,25um).

As andlises dos acetatos de alditdis foram realizadas inicialmente na

temperatura de 100° C com um aumento de 60° C/min até 220° C.

3.8.3 Cromatografia Liquido-Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massa (CLG-
EM)

As analises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massa foram realizadas em um cromatdgrafo a gas “VARIAN”, modelo Saturn
2000R, 3800, acoplado a um espectrometro de massa também da marca VARIAN,
modelo 2000R (tipo ion trap), equipado com coluna capilar de silica fundida (30 m x
0,25 d.i.) modelo DB-23, marca J & W Scientific. Outra coluna utilizada foi a de silica
fundida (30 m X 0,25 d.i.) revestida com DB-225MS, também da marca J & W
Scientific. As injegdes nas colunas foram feitas mantendo-se a temperatura inicial
em 50 °C, seguido de aumento de acordo com a programagado de temperatura em
um gradiente de 40° C por minuto, até 230° C, mantendo-se constante a partir deste
valor. Foi utilizado hélio como gas de arraste, com fluxo de 1,0mL/min. As areas dos
picos de interesse foram determinadas por integragdo em software. Os espectros de
massa foram obtidos por impacto de elétrons a 70 eV, repetidamente a cada 1/8 de
segundo, abrangendo fragmentos com relacdo massa/carga (m/z) variando de 40 a
300. Este método foi utilizado para quantificacdo de acetatos de alditois

(SLONEKER, 1972), sendo identificados por meio de seus tempos de retengao e
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perfis caracteristicos de fragmentacdo por impacto de elétrons comparados com
padrdes descritos na literatura (JANSSON et al., 1976, CARPITA; SHEA,1989).

3.8.4 Cromatografia de Gel Permeacédo (GPC - HPSEC-MALLS) — Andlise de

Homogeneidade e Massa Molecular

As analises por GPC foram realizadas em cromatdgrafo de excluséo estérica
de alta pressdao (HPSEC) WATERS, equipado com um detector de indice de
refracao diferencial WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz
em multidangulos (MALLS) WAYTT TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18
detectores dispostos ao redor da fotocélula em diferentes angulos. Foram utilizadas
4 colunas de gel permeagao WATERS, modelo ULTRAHYDROGEL 2000, 500, 250
e 100, com limites de exclusdo de 7x10° 4x10° 8x10* e 5x10°, respectivamente,
conectadas em série. A fase movel utilizada foi uma solugédo de nitrito de sodio
(NaNO3 0,1M) contendo azida de sédio (200 ppm), a 20° C.

Para analise de homogeneidade foram preparadas solugdes de amostra 1,0
mg/ml em nitrito de sodio (NaNOj; 0,1M). Essas solugdes foram filtradas em
membranas Millipore (acetato de celulose) com diametro de poro de 0,45 e 0,22 um.
A andlise foi realizada utilizando-se inje¢des de 100 pul de solu¢cdo em HPLC
acoplado a detector de espalhamento de luz, com fluxo de 0,6 ml/min. Para
determinagdo da massa molecular ponderal média (Mw) foi utilizado o valor de dn/dc
obtido juntamente a analise de homogeneidade.

Para a determinagdo da variacdo do indice de refracdo com relacdo a
concentragdo (dn/dc), foram preparadas solugdes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg das
amostras em 1,0 ml de nitrito de sddio (NaNO3; 0,1M) e azida de sodio (200 ppm). As
amostras foram filtradas em membranas Millipore 0,45 um e armazenadas em
frascos viais rigorosamente limpos. As analises foram realizadas utilizando-se
injecdes de 100 ul de cada solugdo em HPLC acoplado a detector de indice de
refragcao.

Foi utilizado o programa ASTRA (WAYTT TECHNOLOGY) para analise dos

dados obtidos. Para cada amostra pode se efetuar uma medida do espalhamento do
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feixe luminoso em fungdo da concentragado do polimero e em fungdo do angulo. A

relagcdo que permite calcular Mw é:

Kc(1+cos®0) = (1/My, + 2A,C=...) P(8)
ARy

onde K = (2r2n?/10*N)/(dn/dc)?

n = indice de refragao do solvente no comprimento de onda Ao

A0 = comprimento de onda da luz incidente

N = numero de Avogadro

dn/dc = taxa de variagéo do indice de refragdo com a concentragao
¢ = concentragao do polimero

6 = angulo do feixe de luz espalhado

A2 = segundo coeficiente virial

P(0) = funcdo que leva em consideracado as interferéncias entre as diferentes

vibragdes emitidas por uma mesma particula

ARy = diferenca entre o Ry da solugao e o Ry do solvente

Ry = fator de Rayleigh, calculado através da seguinte equagéao
Re= Gy.D

Go.c'.1’

Onde Gy é a intensidade relativa correspondente ao feixe espalhado, Go a
intensidade relativa correspondente ao feixe incidente, D, ¢’, 1’ s&o constantes do

aparelho.
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3.9 METODOS ESPECTROSCOPICOS - RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
espectroscopio da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance, incorporado a
Transformada de Fourier. Empregaram-se tubos de 5 mm com as amostras
dissolvidas em D0 (99,9%), sendo as analises realizadas a temperatura de 50°C.
Os deslocamentos quimicos, expressos em & (ppm), foram determinados utilizando

acetona como padréo interno (5 = 30,2).

3.9.1 Técnica de RMN Monodimensional: RMN de *C

Os espectros de RMN de C foram obtidos na freqiiéncia base de 100,61
MHz, com intervalo de aquisicao de sinal de 0,6 segundos, sendo feitas, em média,
de 30.000 — 70.000 aquisi¢bes, utilizando-se um intervalo de 0,1 segundo entre os

pulsos.

3.9.2 Técnica de RMN Bidimensional: HMQC

Esta técnica heteronuclear permite determinar quais atomos de hidrogénio
estdo ligados a quais atomos de carbono. No espectro é observada a correlagéo dos
deslocamentos quimicos de prétons e carbonos que dividem uma mesma ligagao.

As condicbes de aquisicao dos espectros de HMQC utilizadas foram conforme
descritas no manual da Bruker. A resolu¢cado dos espectros foi de 1024 (F2) x 512
(F1) K, com janela espectral de 4085 (F2) x 15923 (F1) Hz.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 EXTRACAO DAS FUCANAS DA ALGA PARDA L. variegata

As fucanas da alga parda L. variegata foram obtidas a partir da alga seca e
moida, seguida de extragdo aquosa a 25° C sob agitagdo mecanica (12 horas). Apds
centrifugacdo, o sobrenadante (cujo volume foi reduzido por evaporagao sob
pressao reduzida) foi precipitado com etanol (3 vol.), ressolubilizado em &agua
destilada e liofilizado, originando a fragdo polissacaridica denominada LV (7,4% de
rendimento em relagédo a alga seca e moida) (ESQUEMA 1).

Sequencialmente a alga residual foi submetida a extragdo aquosa a quente
(banho-maria de agua fervente, 12 horas) sob agitagdo mecanica. Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi tratado de maneira idéntica a descrita
anteriormente para o sobrenadante da extragdo a frio. A fracdo polissacaridica
obtida a quente denominada LVQ apresentou rendimento de 3,2% em relagdo a
alga seca e moida (ESQUEMA 1) e foi o objeto de estudo deste trabalho.

A composicdo monossacaridica de LVQ (TABELA 1) apresenta, além de
outros monossacarideos (fucose, xilose, manose, galactose, arabinose), glucose
como principal constituinte (53,0%).

A presencga de grande quantidade de glucose na fracdo LVQ pode ser devida
a presenga tanto da glucose constituinte das fucanas quanto da que compde os
polissacarideos de reserva das algas pardas, as laminaranas. O espectro de RMN
de *C desta fragao (FIGURA 2) confirma que pelo menos em parte a glucose é
proveniente da laminarana, visto que o0s sinais correspondentes a este tipo de
polissacarideo se sobressaem quando comparados aos outros sinais presentes no
espectro. Sdo observados sinais em 102,8 e 102,6 ppm correspondentes ao C-1 de
unidades de B-D-glucose 3- e 3,6-di-O-substituidas, representativos da estrutura de
uma laminarana. S&o observados ainda os sinais em 73,2; 84,6; 68,2; 75,7 e 60,8
ppm, correspondentes ao C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6 das unidades de glucose (1—3)-
ligadas, respectivamente. Sinais em 73,6 e 69,7 ppm podem ser atribuidos a C-2 e

C-4 das unidades de B-D-glucose nao substituidas e em 74,6 e 68,8 ppm a C-5 e C-
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6 das unidades de B-D-glucose 3,6-di-O-substituidas (YAMADA, 1984; KIM, 2000;
BORRISS et al., 2003).

ESQUEMA 1 — EXTRACAO DAS FUCANAS DA ALGA PARDA L. variegata

Alga seca e moida

Extragdo aquosa (10g9/%), 25°C, 12 horas,

agitagdo mecanica (3x)

v

Precipitado-1

Centrifugagéo
Sobrenadante-1 Residuo-1
Etanol 3 vol.
Centrifugacgéo Extragéo aquosa a
100°C (109/%), 12
¢ horas,
Sobrenadante etandlico-1 agitagao mecanica
Centrifugagéo

Ressolubilizagao
em agua destilada
Liofilizagao

(RY)

v

CARDOSO (2003) estudou as

Sobrenadante-2

Etanol 3 vol.
Centrifugagéo

v

Precipitado-2

Liofilizagao

LvaQ

v

v

Residuo-2

Sobrenadante etandlico-2

Ressolubilizacdo em
agua destilada

laminaranas de Pocockiella variegata

(atualmente descrita como Lobophora variegata), que apresentaram um espectro de

RMN de "*C com os mesmos deslocamentos quimicos citados acima. Ainda neste

trabalho, foi observado que se tratava de uma laminarana formada principalmente

por cadeias M, visto que foi confirmada a presenca de D-manitol como terminal

redutor em proporgdes significativas nas cadeias de Glcp 3-O-substituidas.
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4.2 - PURIFICAGAO E FRACIONAMENTO DAS FUCANAS DA ALGA PARDA L.

variegata

Com a finalidade de obter fucanas sulfatadas, a fracao LVQ foi fracionada por
cromatografia de troca idbnica em DEAE-SEPHACEL. A coluna foi inicialmente eluida
com agua destilada para a remogao dos polissacarideos neutros, que neste caso
sao as laminaranas (fracdo QL), e com concentragdes crescentes de NaCl (0,5; 1,0;
1,5; 2,0 e 4,0 M), originando apo6s diadlise e liofilizacdo as fragcbes Q1 - Q5,
respectivamente (ESQUEMA 2).

ESQUEMA 2 - PURIFICAGAO DE LVQ POR CROMATOGRAFIA DE TROCA
IONICA EM DEAE-SEPHACEL

H,O

v

QL

05M

v

Q1

1,0M

v

Q2

DEAE-Sephacel

LVQ

1,5M

Y

Q3

20M

v

Q4

40M

v

Q5
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A fracdo QL, como pode ser observada pela analise de composi¢ao
monossacaridica (TABELA 1), é constituida principalmente por glucose (91,0%).
Fucose, xilose, manose e galactose aparecem apenas como tragos (1,2 a 3,8%),
que sao certamente provenientes de fucanas presentes nesta fracdo. O valor obtido
para a rotagao optica da fragdo QL (-8,0°) & condizente com os valores observados
para polimeros de B-D-glucanas com ligagdbes do tipo (1-3) e (1-6)
(OLAFSDOTTIR et al., 2003, WOLSKI et al., 2005). Como pode ser observado na
tabela 1, a fracédo QL foi a que apresentou o maior rendimento (33,5%). Deste modo
o processo cromatografico foi eficiente para a remogao da laminarana contaminante.

O espectro de RMN de *C da fragdo Q1 (FIGURA 3), assim como os das
outras fragcoes obtidas apds a purificacdo e fracionamento, apresentou um aumento
relativo do sinal em 15,3 ppm (correspondente ao C-6 de fucose), quando
comparado ao espectro de RMN de C da fragdo bruta (LVQ). Foi observado
também um grupo de sinais em torno de 174,9 ppm correspondentes a grupos
carboxilas, indicando a presenca de acidos urénicos.

Com a retirada das laminaranas, os espectros de RMN das fragcdes obtidas,
agora representativos das fucanas sulfatadas de L. variegata, mostraram-se
totalmente diferentes do espectro de RMN de *C de LVQ e altamente complexos
devido ao grande numero de sinais que apresentam.

Todas as fragbes obtidas apds a purificagdo (Q1 — Q5) sdo constituidas
majoritariamente por carboidratos (14,5 a 49,3%) (TABELA 1). Ressalta-se que a
percentagem de agucar total foi determinada pelo método fenol-acido sulfurico
(DUBOIS, 1956), sendo a fucose utilizada como padréao.

A presenca de &cidos urdnicos indicada nos espectros de RMN de C (sinais
centrados em 174,9 ppm) foi confirmada pela determinagdo do teor destes acidos
por método fotocolorimétrico, utilizando a metodologia descrita por FILISETTI-COZZI
e CARPITA (1991).

A fracédo de fucanas de maior rendimento, Q1 (22,5%), apresentou 28,1% de
acidos urdnicos, 16,4% de grupos O-sulfato e o menor conteudo protéico (3,2%).

A fragdo Q2, embora tenha apresentado um rendimento de apenas 6,0%, foi a
que se mostrou mais sulfatada (23,4%) e com 7,2% de acidos urdnicos. O conteudo

protéico desta fragao foi de 6,4%.
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TABELA 1 — ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DE

LVQ (FRAGAO BRUTA)E QL a Q5

Fracbes
Analises
L,vQ QL Q1 Q2 Q3 Q4 Q5

Quimicas

Rendimento (%) ® nd 33,5 225 6,0 0,8 0,6 2,8

Proteinas (%) b 7,2 nd 3,2 6,4 8,6 12,0 3,6

Agucar total (%) ° 38,7 nd 49,3 40,0 41,3 27,9 14,5

Acidos uroénicos (%)d 17,6 - 28,1 7,2 4.6 3,7 tr

Sulfato (%)° 14,7 - 16,4 23,4 19,6 16,7 8,1

[alp?® (°) " -25,5 -8,0 -350 -60,0 +2,0 95 -16,5
Monossacarideos (mol %) °

Ramnose tr - 1,3 tr tr 1,3 4.5

Fucose 15,0 3,8 29,8 29,4 9,4 8,4 15,2

Arabinose 4.4 tr 1,7 1,6 - 1,3 2,2

Xilose 15,9 2,1 30,4 38,0 13,6 15,5 31,7

Manose 3,4 1,2 8,8 1,3 - 11,3 3,6

Galactose 8,2 1,9 12,1 21,2 64,2 39,4 28,0

Glucose 53,0 91,0 15,9 7,8 13,0 22,7 14,7

a = rendimento em relagdo a fragdo bruta (LVQ)

b = LOWRY et al., 1951
¢ = DUBOIS et al., 1956

d = TAYLOR; CONRAD, 1972

e = DODGSON, 1961

f = rotagéo o6ptica produzida pelo polissacarideo ao passar pela linha D de uma lampada de sédio (A =

589,6 nm) a 25° C

g = monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditois por CLG-EM

tr = tragos
nd = ndo determinado
- = ndo detectado



35

Os valores de rotacdo O6ptica obtidos para Q1 e Q2 (-35,0 e -60,0,
respectivamente) sado tipicos de fucanas sulfatadas, indicando a presenga de
unidades de a-L-fucose (PONCE et al., 2003).

A analise de composicdo monossacaridica das fragbes Q1-Q5 (TABELA 1)
mostra que estas fracdes apresentam principalmente xilose, fucose, galactose e
glucose em percentagens variaveis. Q1 e Q2 sédo notavelmente ricas em xilose e
fucose, enquanto que em Q3 e Q4 galactose é o0 monossacarideo neutro maijoritario.

A fragdo Q3 (64,2% de galactose) apresenta um espectro de RMN de *C
(FIGURA EM ANEXO) onde sao observados os sinais em 102,0; 69,2; 78,3; 73,5;
74,3 e 69,0 ppm, que podem ser atribuidos a C-1 — C-6 de unidades de B-D-
galactose 4-sulfatadas. Nota-se ainda a presenga dos sinais em 94,6; 69,5; 78,7;
77,8; 76,3 e 69,0 ppm, correspondentes a C-1 — C-6 das unidades o-D-3,6-
anidrogalactose (VAN DE VELDE et al., 2002). Estes dados em conjunto indicam
que a fracao Q3 é composta majoritariamente por uma galactana sulfatada, mais
especificamente por uma kappa-carragenana. Sendo as carragenanas produzidas
por algas da divisao Rhodophyta (PAINTER, 1983), estas estdo presentes como
contaminantes nas fragbes de fucanas obtidas da alga parda L. variegata. A
natureza desta contaminacdo n&o foi esclarecida, podendo ser atribuida ao
processamento (liofilizagéo, por exemplo) ou a presenca de outras algas nas frondes
de L. variegata. No entanto deve ser ressaltado que os espécimes desta ultima
foram limpos manualmente e ndo apresentavam sinais visiveis (em lupa) de
contaminagdo. Com o processo de purificagdo por cromatografia de troca iGnica
(DEAE-SEPHACEL), as carragenanas contaminantes foram eluidas com
concentracbes de NaCl a partir de 1,5 M, sendo encontradas principalmente na
fracdo Q3.

A fragdo Q1 (22,5% de rendimento) apresentou um espectro de RMN de 3¢
muito complexo (FIGURA 3) e um perfil heterogéneo na analise por HPSEC-MALLS
(figura n&o mostrada). Devido a estes fatos, Q1 foi submetida a nova purificagéo por
cromatografia de troca idbnica em DEAE-SEPHACEL, sendo utilizada agua destilada
para a remoc¢ao das laminaranas co-eluidas nesta fracdo durante o primeiro
fracionamento. Em seguida foram feitas eluicdes com solugbes de NaCl de
concentracdes crescentes em uma faixa de 0,1 a 0,5 M, conforme apresentado no

esquema 3.
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Com este refracionamento foram obtidas as fracdes Q1-H,O (eluida com
agua) e Q1-0,1 a Q1-0,5, eluidas com NaCl 0,1; 0,2; 0,3; 0.4 e 0,5 M,

respectivamente.

ESQUEMA 3 - PURIFICACAO DA FRAGAO Q1 POR CROMATOGRAFIA DE
TROCA IONICA EM DEAE-SEPHACEL

LvQ
DEAE-Sephacel
em H,O e NaCl
0,5;1,0;1,5;20e
4,0M
Reducéo do vol.
Dialise
Liofilizacao
A 4
QL Q1 Q2 Q3 Q4 Q5
DEAE-Sephacel em
H,O e NaCl 0,1; 0,2;
0,3;04e05M
Reducéo do vol.
Dialise
Liofilizagao
Q1-H0 Q1-0,1 Q1-0,2 Q1-0,3 Q1-0,4 Q1-0,5

A anadlise de composicdo monossacaridica revelou um perfil de distribuigdo
dos monossacarideos bem diversificado entre as fragdes Q1-H,O a Q1-0,5.

As fragdes Q1-H,O e Q1-0,1 apresentam um teor significativo de glucose
(41,3 e 38,3%, respectivamente), que pode ser atribuido, pelo menos em parte, as
laminaranas contaminantes que ainda se encontram presentes nesta fracao.
Alternativamente, aliado também a presenca de galactose (352 e 41,5%,

respectivamente), estas fragbes podem corresponder a glucogalactanas e/ou
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galactanas, mas devido ao baixo rendimento estes aspectos n&o foram investigados

neste trabalho.

A fragdo Q1-0,2 apresentou xilose como constituinte majoritario (53,0%), além

de fucose e galactose em percentagens consideraveis (13,7 e

respectivamente).

10,5%,

TABELA 2 — ANALISES QUIMICAS E DE COMPOSICAO MONOSSACARIDICA
DAS FRACOES Q1-H,0 A Q1-0,5

Fracdes
Andlises
Q1-H,0 | Q1-0,1 | Q1-0,2 | Q1-0,3 | Q1-0,4 | Q1-0,5

Quimicas

Rendimento (%) ® 3,6 2,8 8,5 21,8 38,6 4,7

Proteinas (%) b 6,4 6,7 5,6 4.4 2,4 5,8

Acidos uroénicos (%)° - 3,7 10,0 20,0 18,2 9,53

Sulfato (%) ¢ nd 6,5 6,9 7,8 16,1 20,9
Monossacarideos (mol %) ®

Ramnose - 4,2 2,0 - - -

Fucose 1,4 1,5 13,7 15,4 37,1 25,0

Arabinose - 3,2 3,2 - - 55

Xilose 14,2 2,7 53,0 30,0 31,2 19,8

Manose 7,9 2,0 3.4 20,9 9,7 21,2

Galactose 35,2 48,1 10,5 22,3 14,7 16,3

Glucose 41,3 38,3 2,2 11,4 7,3 12,2

a = rendimento em relagdo a fragao de origem (Q1)

b = LOWRY et al., 1951
¢ = TAYLOR; CONRAD, 1972
d = DODGSON, 1961

e = monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditois por CLG-EM

tr = tracos
nd = ndo determinado
- = ndo detectado
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As fragdes Q1-0,3 e Q1-04, que foram as de maior rendimento (totalizando
cerca de 60%), apresentam significativa porcentagem de acidos urdnicos (20,0 e
18,2%, respectivamente) e sdo sulfatadas de maneira diferencial entre si (7,8 e
16,0%, respectivamente). Em relagdo a composigdo monossacaridica, apresentam
os mesmos constituintes (fucose, xilose, manose, galactose e glucose) mas em
percentagens distintas. O teor de fucose em Q1-0,4 foi praticamente o dobro que o
observado em Q1-0,3 (37,1 e 15,4%, respectivamente), assim como o de grupos
sulfato (7,8 e 16,1%, respectivamente). Estes resultados estdo de acordo com a
maior concentracdo de NaCl necessaria para eluir Q1-0,4 (0,4 M) em relagao a Q1-
0,3 (0,3 M), bem como Q1-0,5 (0,5 M), e com o fato de que este processo de
purificagcao foi direcionado principalmente pelo teor de grupos sulfato presentes nas
amostras.

Considerando o rendimento e a analise composicional (presenca de fucose,
grupos sulfato e acidos urbnicos), a fragdo Q1-0,4 foi selecionada para o
prosseguimento deste trabalho.

Com a finalidade de verificar a homogeneidade desta fragcdo com relagéo a
massa molecular, Q1-0,4 foi submetida a analise de cromatografia de exclusao
estérica (HPSEC-MALLS) (FIGURA 4) .

FIGURA 4 — ANALISE DE HOMOGENEIDADE POR HPSEC-MALLS DA FRACAO
Q1-0,4
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No cromatograma da anadlise por HPSEC-MALLS pode-se evidenciar o
carater polidisperso de Q1-0,4. Devido ao perfil apresentado, esta fracdo foi
submetida ao processo de purificagdo por cromatografia de gel filtragdo em
Sepharose-2B, que apresenta um limite de exclusdo de 1x10° - 20x10° Da. A fragdo
de maior rendimento obtida apds esta purificagdo apresentou o mesmo perfil
polidisperso de Q1-0,4. Visto que a cromatografia de gel filtragdo nao foi eficiente
para a obtencdo de uma fragdo homogénea com relagdo a massa molecular, as
subfracdes obtidas nesta tentativa de purificacdo foram reunidas restabelecendo a
fracao original (Q1-0,4), que foi utilizada para as subsequentes analises mesmo nao
estando homogénea.

Por apresentar 18,2% de acidos urdnicos em sua composicao (TABELA 1), a

fracdo Q1-0,4 foi submetida ao processo de carboxirredugao.

4.3 CARBOXIRREDUGAO DE Q1-0,4

Com a finalidade de identificar o tipo de acido urbnico presente, a fracdo Q1-
0,4 foi carboxirreduzida utilizando o método de TAYLOR e CONRAD (1972), estando
0 meio de reagdo adequadamente tamponado (STONE; ANDERSON, 1985). Neste
processo o acido urbénico presente no polissacarideo nativo é convertido ao seu

respectivo agucar neutro (FIGURA 5).

FIGURA 5 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DO PROCESSO DE CARBOXIRREDUGAO
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A fracdo Q1-0,4 foi submetida ao processo de carboxirreducdo por duas
vezes. AplOs este processo a dosagem de acidos urdnicos, determinada pela
metodologia descrita por FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991), indicou que a
conversdo dos acidos urénicos a monossacarideos neutros foi de 93,9%. (TABELA
3).

Paralelamente, o processo de carboxirredugéo (também 2x) com a fragdo Q1-
0,4 foi conduzido com NaBD,4, dando origem a fragdo denominada Q1-0,4CR*. O
resultado final foi a carboxirredugdo de 91,2% dos acidos urdnicos presentes no
polissacarideo nativo.

Com o uso do NaBDs no processo de carboxirredugdo e redugdo, os
monossacarideos neutros originados a partir dos acidos urénicos se apresentam
com 2 unidades de massa a mais em C-6 quando comparados aos
monossacarideos neutros pré-existentes no polimero. Isto pode ser observado pelos
perfis de fragmentacdo dos monossacarideos nas analises de CLG-EM, onde é
avaliada a presenca dos ions 217 (referente a hexoses) e 219 (referente a hexoses
provenientes de acidos urdnicos) (CARPITA; SHEA, 1989).

Os resultados obtidos através da composicdo monossacaridica da fracdo Q1-
0,4 e suas respectivas fragdes carboxirreduzidas (Q1-0,4CR e Q1-0,4CR*) na forma
de acetato de alditéis (TABELA 3) demonstram um aumento significativo no
contetdo de glucose apds o processo de carboxirredugdo. E observado também um
aumento, embora menor, no conteludo de manose das fragbes carboxirreduzidas,
sugerindo, além da presencga de acido glucurdnico, a presenca de acido manurdnico
nestas fragcoes. A fracédo Q1-0,4 apresenta um conteudo maior de galactose em sua
composicao (14,7%) quando comparada as fragbes Q1-0,4CR (5,6%) e Q1-0,4CR*
(5,8%), sendo necessaria a confirmagao destes valores.

A anadlise da fragdo Q1-0,4CR* (carboxirreduzida e reduzida com NaBD,)
referente ao perfil de fragmentagdo monossacaridico (CLG-EM) revelou, no pico
correspondente a glucose, tanto o ion 217 quanto o ion 219, confirmando a
presenca de acido glucurdnico. A propor¢ao dos ions 217:219 indicou que dos
16,7% de glucose observados na composi¢do monossacaridica de Q1-0,4CR*,
10,3% é proveniente do acido glucurénico presente no polissacarideo em sua forma

nativa.
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O aumento do conteudo de manose observado nas fracdes carboxirreduzidas
poderia ser atribuido a presenca de acido manurbénico proveniente de acidos
alginicos como contaminantes da fragdo de fucanas. No entanto, a andlise do perfil
de fragmentagao do pico correspondente a manose (em Q1-0,4CR*) confirma que
este aumento nao é referente a presenga de acido manurdnico, visto que apenas o
ion 217, correspondente a manose, foi encontrado no perfil de fragmentagao, e o ion

219, que corresponderia ao acido manurdnico, mostrou-se ausente.

TABELA 3 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DE Q1-0,4, Q1-0,4CR e Q1-
0,4CR*

Fragcao
Analises
Q1-0,4 Q1-0,4CR Q1-0,4CR*

Monossacaridica (mol %) @

Fucose 38,7 30,7 26,5

Xilose 37,2 33,7 38,9

Manose 9,7 13,1 12,1

Galactose 7,1 5,6 5,8

Glucose 7,3 16,9 16,7
Quimica

Acido urénico (%) b 18,0 1,1 1,6

Carboxirredugao (%) ° nd 93,9 91,2

a = monossacarideos obtidos na forma de acetatos de alditois por CLG-EM
b = TAYLOR; CONRAD, 1972

¢ = % de carboxirredugdo em relagado a fragédo nativa (Q1-0,4)

nd = ndo determinado

Um fato que deve ser levado em consideracao é que as ligagdes glicosidicas
que envolvem acidos urbnicos sao mais resistentes a hidrolise que as ligagbes

glicosidicas entre agucares neutros, e uma das formas para contornar o problema de
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hidrélise € a carboxirredugdo dos acidos urénicos (CARPITA; SHEA, 1989). Com
isso pode-se concluir que provavelmente as unidades de manose tinham sua
hidrélise dificultada por se encontrarem préximas as unidades de acido glucurdnico
no polimero nativo e, apds o processo de carboxirreducdo, essas unidades foram
hidrolisadas mais facilmente, e consequentemente tiveram seu conteido aumentado
na analise de composicdo monossacaridica.

A carboxirredugao se faz necessaria anteriormente ao processo de metilagao,
pois as unidades de acidos urdnicos, além de dificultarem a hidrélise dos
polissacarideos, ndo permitem a derivatizacdo necessaria a formagao de unidades

de acetatos de alditois volateis empregados na analise por CLG-EM.

4.4 ANALISE DE METILAGAO DA FRACAO Q1-0,4CR

A técnica de metilagdo ocupa um lugar de destaque na determinagdo da
estrutura de polissacarideos, fornecendo informagcdes que muitas vezes ndo podem
ser obtidas por outros métodos. Isto ocorre especialmente quando se tratam de
polissacarideos complexos como as fucanas de algas pardas, onde é frequente a
presenca de diferentes tipos de monossacarideos constituintes, heterogeneidade no
padréo de sulfatagao e distintos tipos de ligagdes glicosidicas.

Além de identificar os tipos de liga¢des glicosidicas, as analises de metilagéo
fornecem indicagdes quanto ao grau de polimerizagao, sendo possivel identificar os
pontos de ramificacdo e o comprimento médio das cadeias lineares (CORREA,
1971).

No desenvolvimento deste trabalho, a metilagdo das fragdes polissacaridicas
foi realizada de acordo com a metodologia de CIUCANU e KEKEK (1984). Este
método deve ser realizado em meio anidro e prevé o uso de dimetilsulfoxido (DMSO)
como solvente, hidroxido de sodio (NaOH) pulverizado e iodeto de metila (CHjsl)
como agente metilante. Por ser um solvente aprético (sem hidrogénio acidico), o
DMSO ¢ apropriado para este tipo de reacdo, visto que a etapa inicial consiste na
desprotonagao das -OH presentes no polissacarideo. Além disso, o DMSO solvata

fortemente os cations deixando os anions relativamente livres para reagir, sendo
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esta caracteristica muito vantajosa no caso da metilagao, visto que a etapa inicial é
realizada por intermédio de uma base forte (OH") (CORREA, 1971).

A metodologia de CIUCANU e KEKEK (1984) fornece bons resultados para a
metilacdo de polissacarideos neutros. No caso dos polissacarideos sulfatados, os
quais sao altamente carregados, esta metodologia é pouco eficiente devido a baixa
solubilidade destes em DMSO. Para contornar este problema, STEVENSON e
FURNEAUX (1991) desenvolveram uma forma de converter os grupos sulfato dos
polissacarideos, que geralmente se encontram na forma de sal de sodio, em sal
organico por meio de dialise contra uma solugao de trietilamina. O polissacarideo na
forma de sal de trietilamdnio torna-se soluvel em DMSO, o que é necessario para
que o processo de metilagao possa ser realizado de maneira eficiente.

A fracédo de fucana sulfatada Q1-0,4CR, na forma de sal de trietilamonio, foi
submetida a uma série de metilagdes conforme descrito em materiais e métodos. Os
derivados metilados foram analisados na forma de acetatos de alditéis por CLG-EM,
sendo utilizada coluna capilar OV-225. Com o uso desta coluna, alguns derivados
metilados s&o co-eluidos como 2,3,4-Mes-Fuc + 2,3,4-Mes-Xyl e 2,3-Me,-Fuc + 2,4-
Me,-Fuc, sendo necessario o uso da coluna DB-23 para separagao e quantificagao
destes.

Para verificar o padrdo de substituicdo das unidades do acido urbnico
previamente identificado (acido glucurénico), a fracdo Q1-0,4CR* (carboxirreduzida
com NaBD,4) também foi submetida ao processo de metilagdo, sendo analisados os
perfis de fragmentagcdo dos derivados metilados correspondentes a glucose (CLG-
EM).

Como pode ser observado na tabela 4, um grande numero de derivados
metilados foi obtido para Q1-0,4.

Os principais derivados metilados observados para a fucose sao 3,4-Me,-Fuc,
4-Me-Fuc e 2-Me-Fuc (9,7, 6,9 e 6,4%, respectivamente). A presenca de fucose nao
metilada (7,0%) pode ser indicativa de pontos de ramificagcdo e/ou de unidades
mono-, di- ou tri-sulfatadas. Embora seja conhecido que grupos acidos como o0s
grupos O-sulfato, que apresentam elevado grau de ionizagdo e volume, possam
dificultar a ionizacdo das hidroxilas livres e consequentemente ocasionar
submetilacdo, deve ser ressaltado que o polissacarideo foi previamente

transformado em seu correspondente sal de tritlamdnio. Além do mais deve ser



44

ressaltado que o processo de metilacdo foi conduzido por trés vezes, sem que a
percentagem de fucose livre variasse significativamente. Deste modo a possibilidade
de que as unidades de fucose livre sejam provenientes de submetilacdo é
minimizada.

As unidades de xilose se apresentam principalmente na forma 2,3- e 3,4-di-O-
metilada (10,5%), bem como na forma de unidades terminais n&o redutoras (8,9%).

Para as unidades de manose, nota-se uma variedade de derivados, sendo os
principais 4,6-Me,-, 2,3,6-Mes- e 3,6-Me,-Man (4,7; 3,4 e 3,2%, respectivamente). A
galactose esta presente no polissacarideo principalmente na forma 6-O-substituida,
ou seja, 2,3,4-Me3z-Gal (3,7%).

Observando-se os perfis de fragmentagéo correspondentes a glucose obtidos
pelas analises de CLG-EM (fragdo Q1-0,4CR*), pode-se observar para o derivado
2,3,6-Me3 o ion 233, que € correspondente a hexoses, e o ion 235, que é
correspondente a hexoses provenientes de acidos urbnicos apods carboxirredugao
com NaBD, (CARPITA; SHEA, 1989). Estes ions encontram-se em percentagens de
5,9% (glucose) e 7,6% (acido glucurdnico), respectivamente. Para as unidades
terminais ndo redutoras desta hexose (2,3,4,6-Me4), foram observados tanto o ion
205 quanto o ion 207, correspondentes as unidades de glucose (2,1%) e de acido
glucurénico (4,6%), respectivamente, presentes no polissacarideo nativo (CARPITA,;
SHEA, 1989).

Para a determinag&o da posigao dos grupos substituintes (sulfato) em fucanas
isoladas de algas pardas, torna-se necessario proceder, previamente a analise de
metilacdo, a remogao destes grupos para que posteriormente se realize a analise de
metilagdo comparativa do polissacarideo sulfatado e dessulfatado. Com este
objetivo, Q1-0,4CR (16,1% de sulfato) foi submetida ao processo de dessulfatagao
solvolitica (solvdlise) segundo NAGASAWA et. al. (1977), originando a fracédo Q1-
0,4CRD.

Apos dosagem do teor de grupos sulfato remanescentes na fragdao Q1-
0,4CRD (1,6%), pode-se afirmar que a dessulfatacdo ocorreu quase totalmente
(90,3% de remogdo dos SOs;Na) com um rendimento de 74,6%. A analise de
composi¢cao monossacaridica por CLG-EM (Fuc= 31,9; Xyl= 36,2; Man= 10,9; Gal=
6,0; Glc= 15,0) revelou que o polissacarideo nédo sofreu degradagéo extensiva apos

o tratamento solvolitico, sendo, portanto, representativo da molécula original.
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Quando comparada a fracao Q1-0,4CR, a analise dos derivados metilados
obtidos a partir de Q1-0,4CRD (TABELA 4) demonstra para a fucose o
desaparecimento do derivado 2-Me-Fucose (6,4 para 0,0%) concomitantemente ao
aumento do derivado 2,3-Me,-Fucose (1,8 para 5,9%), sugerindo a presenca de
fucose 4-ligada e sulfatada em C-3. Foram observados ainda aumentos nas
percentagens de 4-Me-Fucose (6,9 para 11,5%), relativos a unidades de fucose 4-
sulfato 2,3-di-O-substituida, e de 2,3,4-Me;s-Fucose (4,9 para 9%), correspondente a
unidades de fucose como terminais ndo redutores trissulfatadas.
O aumento da percentagem destes ultimos derivados estd de acordo com a
percentagem de fucose livre observada durante o processo de metilagdo do
correspondente polimero sulfatado (Q1-0,4CR, 7,0%). Alteragdes significativas nao
sdo observadas para 2,4-Me,-Fuc (3,4 para 3,2%) e 3,4-Me,-Fuc (9,7 para 9,2%),
confirmando a presenca de fucose 3- e 2-ligada, respectivamente.

E comum para as fucanas, durante as andlises de metilacdo, a obtencdo de
uma variedade de derivados parcialmente metilados para a fucose, pois até mesmo
as que apresentam cadeias principais constituidas por unidades de fucose 3- e/ ou
4-ligadas (ordens Laminariales, Chordariales e Fucales) tém sua regularidade
estrutural mascarada devido a presenca de ramificagdes e grupos sulfato em
diferentes posigbes no polissacarideo nativo (BILAN, 2002). Apds o processo de
dessulfatacdo essas fucanas, por apresentarem certa regularidade estrutural,
apresentam grande simplificagdo dos derivados obtidos por metilagdo.
Diferentemente, a fucana da alga parda L. variegata apresenta um esquema mais
complexo de substituicdo, pois, mesmo no polissacarideo dessulfatado pode ser
observado uma variedade de derivados parcialmente metilados para esta fragao
estudada (Q1-0,4). PONCE et al. (2003), semelhantemente a fucana de L. variegata,
também observaram para o polissacarideo nativo de Adenocystis utricularis
significante percentagem de fucose nao metilada, bem como a presencga de varios
derivados em diferentes propor¢des. Com a dessulfatacdo do polissacarideo essa
variedade se mantém, sugerindo complexidade no padrdo de substituicdo destas
unidades de fucose.

Para as unidades de xilose, a dessulfatagdo promoveu um aumento do
derivado 2,3,4-Mes-Xilose (8,9 para 13,6%). Embora o perfil de fragmentagao (CLG-

EM) de Q1-0,4CR apresente os derivados di-metilados (2,3-Me,-, majoritariamente,
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e 3,4-Me,-Xilose, 10,5%), na fragcdo Q1-0,4CRD basicamente 3,4-Me,-Xilose (5,9%)
estd presente. Esses dados em conjunto indicam que as unidades de xilose
encontram-se como unidades simples nao substituidas (8,9%), unidades simples
sulfatadas em C-4 (cerca de 5,0%) e 2-ligadas (cerca de 5,9%).

DUARTE et al. (2001) descrevem as unidades de xilose presentes nas
fucanas de S. stenophyllum como unidades simples ligadas em C-3 das unidades de
fucose. Na alga parda Hizikia fusiforme 2/3 das unidades de xilose se apresentam
como unidades terminais nao redutoras, sendo as unidades restantes (1—4)-ligadas
(LI et al., 2006). Para F. serratus, BILAN et al. (2006) reportam a presenca de
cadeias curtas de uma B-xilana (1—4)-ligada, as quais substituem o C-2 das
unidades de fucose constituintes da cadeia principal.

Para as unidades de manose e galactose nao foram observadas mudancgas
significativas apds a dessulfatacdo do polissacarideo, e a presenga de derivados
mono- e di-metilados para a manose sugerem que esta representa pontos de
ramificagdo do polimero.

As unidades de manose 2,3-di-substituidas também foram reportadas para as
fucanas de H. fusiforme, onde estas faziam parte do core do polimero, estando
principalmente na forma 2-ligada com algumas unidades ramificadas em C-3 (LI et
al., 2006). Os autores relatam ainda para as fucanas de H. fusiforme unidades de
galactose principalmente 6-ligadas, mas estas apresentam algumas ramificagdes em
C-2, pois juntamente com a manose fazem parte do core da fucana. Nas fucanas de
S. stenophyllum a fracdo F3B apresenta um core constituido por manose (1—2)-
ligada e galactose (1—-6)-, (1—>4)- e (1>3)-ligada, sendo C-3 e C-4 das unidades de
manose 0s principais pontos de ramificagdo do polissacarideo (DUARTE et al.,
2001). De modo similar a estas fucanas previamente descritas, a fragdo Q1-0,4 de L.
variegata apresenta unidades de galactose 6-ligadas, bem como unidades de
manose como pontos de ramificagdo do polimero.

Glucose e acido glucurdnico também nao tiveram, em Q1-0,4CRD, alteragbes
relevantes em seus derivados quando comparados a fracdo Q1-0,4CR, e se

apresentam como unidades 4-ligadas e na forma de terminais nao redutores.
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TABELA 4 — PRINCIPAIS DERIVADOS METILADOS OBTIDOS DAS FRAGOES

Q1-0,4 CR E Q1-0,4CRD

Fracao

Derivado metilado (mol %)? Padréo de substituicdo

Q1-0,4CR Q1-0,4CRD
2,3,4-Me;-Fuc® 4,9 9,0 TNR
2,4-Me,-Fuc ® 34 3,2 3L
2,3-Me,-Fuc ® 1,8 5,9 4-L
3,4-Me,-Fuc 9,7 9,2 2-L
2-Me-Fuc 6,4 - 4-L/3-S
4-Me-Fuc 6,9 11,5 2,3-L
Fuc 7,0 - 2,3-L/4-S; 2,3,4-S
2,3,4-Me;-Xyl ° 8,9 13,6 TNR
2,3 + 3,4-Me-Xyl 10,5 59° 4-S +2-L
2,3,6-Mes-Man 3,4 3,7 4-L
2,6-Me,-Man 2,3 1,0 3,4-Lelou S
3,6-Me,-Man 3,2 3,2 2,4-L
4,6- Me,-Man 4,7 5,0 2,3-L
3- + 4-Me-Man 2,5 2,5 2,4,6-L +2,3,6-L
2,3,6-Me;- Gal 1,7 1,1 4-L
2,3,4- Me;- Gal 3,7 3,5 6-L
2,3,4,6-Me,-GIcA 4,6 6,2 TNR
2,3,6-Me;- GIcA 7,6 6,2 4-L
2,3,4,6-Me4-Glc 2,1 2,3 TNR
2,3,6-Me;- Glc 5,9 7,0 4-L

a = Derivados metilados na forma de acetatos de alditois obtidos por CLG-EM
b = Separados e quantificados por CLG-EM utilizando coluna capilar DB-23
¢ = Apenas o derivado 3,4-Me,-Xyl é observado para a fragdo dessulfatada

L = Ligagéao glicosidica

S = Grupo sulfato

TNR = Terminal Nao Redutor
- = ndo detectado
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O padrao de substituicdo das unidades de acido glucurdnico observado para
as fucanas de L. variegata, ou seja, na forma de terminais ndo redutores ou de
unidades 4-ligadas foram também relatadas para as fucanas de S. stenophyllum,
onde estas se apresentam como unidades a-D-(1—4)-ligadas, sendo este padrdo de
ligacao glicosidica observado também para as unidades de glucose (DUARTE et al.,
2001). Para as fucanas de H. fusiforme, embora as unidades de acido glucurdnico se

apresentem (1—4)-ligadas, estas sao do tipo B-D (LI et al., 2006).

4.5 ANALISES DE RMN DE "*C DAS FRACOES Q1-0,4; Q1-0,4CR E Q1-0,4CRD

O espectro de RMN de *C Q1-0,4 (FIGURA 6) se mostrou menos complexo
que o espectro da fracdo Q1 (FIGURA 3), da qual foi originada, mas ainda assim
apresenta varios sinais alargados na regido anomérica (104,2 - 93,8 ppm),
indicativos da grande complexidade estrutural dos polissacarideos presentes nesta
fracdo. A partir da fracdo LVQ, que foi purificada com objetivo de remover as
laminaranas, pode-se observar em Q1 e Q1-0,4 um aumento relativo dos sinais
correspondentes ao grupo CH; das unidades de fucose e a carboxila de acidos
urbénicos, em 15,3 e 174,9 ppm, respectivamente.

A fracédo Q1-0,4CR (obtida apds carboxirredugdo) apresentou no espectro de
RMN de "C o concomitantemente desaparecimento do sinal em 174,9 ppm € um
aumento significativo dos sinais em 60,3 e 60,8 ppm, correspondentes ao C-6 livre
de hexoses. Estas alteracbes no espectro ocorridas apds a carboxirreducdo de Q1-
0,4 estdo de acordo com resultados obtidos pelas andlises de composicio
monossacaridica (TABELA 3) e pelas dosagens de acidos urdnicos por método
colorimétrico, confirmando que o processo de carboxirreducdo foi eficiente na
conversao do acido urbénico (glucurénico, como ja determinado) no seu respectivo
monossacarideo neutro (glucose). Apos o processo de carboxirredugéo foi verificado
também o desaparecimento do sinal em 83,4 ppm, que pode ser atribuido ao C-4
das unidades de acido glucurénico 4-ligadas (HABIBI; VIGNON, 2005).

Tanto o espectro de RMN de "*C de Q1-0,4 como o de Q1-0,4CR apresentam
o sinal em 79,0 ppm e 76,4 ppm, que podem ser atribuidos ao C-4 e C-3 das
unidades de fucose 4-ligadas sulfatadas em C-3 (DUARTE et al., 2001). No espectro
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da fragédo dessulfatada (Q1-0,4CRD) houve o desaparecimento do sinal de 76,4 ppm
(dessulfatagdo de C-3 das unidades de fucose) e o deslocamento do sinal de 79,0
ppm (C-4 de fucose 4-ligada 3-sulfatada) para 80,8 ppm (fucose 4-ligada). Esses
dados estdo de acordo com a analise de metilagdo, onde observa-se o
desaparecimento do derivado 2-Me-fucose (fucose 3,4-di-substituida) apos o
processo de dessulfatagcao juntamente com o aumento do derivado 2,3-Me;-fucose
(fucose 4-ligada).

Os espectros de RMN de *C tanto da fragdo nativa quanto dessulfatada
apresentam na regido anomerica grupos de sinais em 99,7-98,9 ppm que podem ser
atribuidos a unidades de fucose 3- e 4-ligadas (JAIN; MATTA, 1990), em 96,6-96,3
ppm correspondentes a unidades de fucose 3,4-di-substituidas (DUARTE et al.,
2001) e em 94,7-93,2 ppm devido a presenga de fucose 2- e 2,3-di-substituida
(CARDOSO, 2003).

A fracdo Q1-0,4CRD apresentou um espectro de RMN de '*C com sinais mais
definidos devido a remog¢ao dos grupos sulfato, o que promoveu uma simplificagao
estrutural do polimero.

No espectro de °*C da fragdo dessulfatada, foi possivel observar os sinais em
103,9; 73,4; 75,7; 69,2 e 65,1 ppm, que podem ser atribuidos ao C-1-C-5 de
unidades simples de xilose, respectivamente (USOV; BILAN; SHASHKOV,1997). O
sinal em 101,5 ppm pode ser atribuido ao C-1 das unidades de xilose 2-ligadas
(HABIBI; VIGNON, 2005). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos pelas
analises de metilagao discutidos anteriormente.

No que diz respeito as unidades simples de xilose 4-substituidas, apds o
processo de dessulfatagao observa-se o desaparecimento do sinal em 77,9 e em
63,0 ppm, correspondentes ao C-4 (KOVAC et al., 1980) e ao C-5 (VIANA, 2005)
destas unidades. Concomitantemente, observa-se um aumento da intensidade dos
sinais referentes aos C-4 (69,2 ppm) e ao C-5 (65,1 ppm), referentes a unidades
simples de xilose ndo substituidas. Nota-se ainda o desaparecimento do sinal em
104,2 ppm, que pode ser atribuido ao C-1 de unidades de xilose 4-O-substituidas
em ambiente quimico sulfatado que, com a dessulfatagao, foi deslocado para 103,9
ppm. Esses dados, em conjunto com as analises de metilagao (TABELA 4), indicam

a presenca de unidades simples de xilose sulfatadas em C-4.
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Sinais em 24,3 e 24,9 ppm s3o observados nos espectros de RMN de *C da
fracdo Q1-0,4, sugerindo a presencga de grupos acetato nesta fucanas.

Previamente, pequenos sinais de grupos acetato foram reportados para as
fucanas de F. vesiculosus e L. brasiliensis, mas estes foram assinalados como
sendo de acetato contaminante introduzido durante o processo de purificacdo do
polissacarideo (MULLOY et al., 1994). CHIZHOV et al. (1999) confirmaram pelo
experimento de RMN HMQC a presenga de grupos acetato como constituinte das
fucanas de Chorda fillum. Através de outros experimentos de RMN (COSY, ROESY,
HMQC-TOCSY) os autores concluiram que os grupos acetil se apresentavam
ligados ao C-2 das unidades de fucose.

O experimento de RMN HMQC foi realizado para a fragdo Q1-0,4CRD, mas
devido a escassez de amostra e ao fato de os sinais correspondentes aos grupos
acetatos se apresentarem relativamente pequenos, nao foi possivel determinar se

estes grupos fazem parte da estrutura destas fucanas.
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4.6 PURIFICACAO DA FRAGAO Q2-0,6

Dando continuidade ao estudo das fucanas de L. variegata e com a finalidade
de verificar se o padrao estrutural das fucanas presentes na fracdo Q1-0,4, de uma
maneira geral, se estende para outras fracbes obtidas a partir do extrato bruto
(LVQ), foi realizada a repurificagdo (ESQUEMA 4).

Embora Q-2 tenha sido obtida por fracionamento em DEAE-Sephacel (eluida
com NaCl 1,0M), a repurificagéo, utilizando o mesmo tipo de coluna, foi realizada
com solugdes de NaCl em uma faixa de concentragéo de 0,5 a 1,0M. Com este
processo foram obtidas 6 subfragbes, Q2-0,5 a Q2-1,0, eluidas com NaCl nas
concentragdes 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1,0M, respectivamente. (ESQUEMA 4).

ESQUEMA 4 — PURIFICAGAO DE LVQ E Q2 POR CROMATROGRAFIA DE
TROCA IONICA EM DEAE-SEPHACEL

LvQ

DEAE-Sephacel
em H,0O e NaCl
0,5;1,0;1,5;2,0e
40M

Redugéo do vol.
Dialise
Liofilizacao

A A 4 A 4

QL Q1 Q2 Q3 Q4 Q5

DEAE-Sephacel em
NacCl 0,5; 0,6; 0,7; 0,8;
0,9e1,0M

Reducéo do vol.
Dialise

Liofilizacao

Q2-0,5 Q2-0,6 Q2-0,7 Q2-0,8 Q2-0,9 Q2-1,0
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Como pode ser observado na tabela 5, as fracdbes de maior rendimento
obtidas da purificaggo de Q2 foram Q2-0,7 e Q2-0,6, (28,7 e 26,0%,
respectivamente).

As fragcbes que apresentam os maiores teores protéicos sao Q2-0,5 e Q2-0,9,
sendo este de 12,9% para ambas as fragdes. Q1-1,0M apresenta 8,2% de proteinas,
estando este constituinte presente apenas como tragos nas demais fragdes (1,8 a
2,2%).

Todas as fragbes (Q2-0,5 a Q2-1,0M) apresentam um alto teor de grupos
sulfato (20,5 a 24,5%), e as percentagens de acidos urbnicos se apresentam
relativamente baixas, sendo Q2-0,6 a fragdo que apresentou o0 maior conteudo de
acidos urénicos (11,0%). Nas outras fragdes os teores de acidos urbnicos ficaram
entre 1,1 e 7,7%.

De uma maneira geral pode-se notar que as fragdes obtidas a partir da
purificacdo de Q1 se apresentam menos sulfatadas e com um maior contetudo de
acidos urénicos, enquanto as fragdées obtidas da purificagdo de Q2 (eluida com uma
maior concentracdo de NaCl) se apresentam mais sulfatadas e com menores teores
de acidos urdnicos em sua composigao. DUARTE et. al. (2001), obtiveram o mesmo
perfil para as fragdes de fucanas purificadas de Sargassum stenophyllum. MIAN e
PERCIVAL (1973) também observaram que nas fragdes onde foram requeridas
maiores quantidades de sal para a eluicdo observaram-se os maiores teores de
grupos sulfato, assim como os menores conteudos de acidos urdnicos.

Pela analise de composi¢cao monossacaridica (TABELA 5), pode-se observar
que as fragdes Q2-0,5 a Q2-0,8 sdo constituidas principalmente por fucose, xilose,
manose, galactose e glucose, sendo que as quantidades destes apresentam
variagdes nas diferentes fragoes.

As fragdes Q2-0,8 a Q2-1,0 apresentam galactose como componente
majoritario, além de fucose e xilose em quantidades significativas. Q2-0,9 e Q2-1,0
apresentam ainda uma concentracdo do conteudo de arabinose, que aparecia
apenas como tragos em Q2 e em suas subfragdes. Isto é devido aos processos de
purificacdo, onde houve a concentracdo desse monossacarideo nestas fracdes.

Q2-0,7 apresenta-se constituida basicamente por fucose, galactose e xilose
(38,0; 31,3 e 17,9%, respectivamente).
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Fucose aparece como componente majoritario absoluto em Q2-0,6 (42,8%),

seguida de xilose (24,9%) e galactose (18,9%). Glucose e manose aparecem em

menores percentagens (7,4 e 5,9%), respectivamente.

TABELA 5 - RENDIMENTO E ANALISE QUIMICA DE Q2-0,5 A Q2-1,0

Fracao
Analises
Q2-0,5 | Q2-0,6 | Q2-0,7 | Q2-0,8 | Q2-0,9 | Q2-1,0

Quimicas

Rendimento (%) ° 13,4 26,0 28,7 3,3 6,9 9,2

Proteinas (%) ° 12,9 1,8 2,2 12,9 2,2 8,2

Acidos urénicos (%) © 7,7 11,0 3,6 1.1 3,0 6,0

Sulfato (%) ¢ 22,9 23,0 23,1 20,5 22,6 24,5
Monossacaridica (mol %) °

Ramnose 2,0 - 3,5 1,8 tr 2,2

Fucose 16,9 42,8 38,0 31,7 23,1 19,4

Arabinose 2,9 - 1,5 2,0 20,1 19,2

Xilose 15,1 24,9 17,9 13,0 12,0 19,3

Manose 10,1 59 3,2 4,9 2,5 3,4

Galactose 19,8 18,9 31,3 351 37,6 29,4

Glucose 33,2 7,4 4,6 11,5 4,7 71

a = rendimento em relagdo a fragdo de origem (Q2)
b = LOWRY et al., 1951

¢ = TAYLOR; CONRAD, 1972

d = DODGSON, 1961

e = monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditois por CLG-EM

tr = tracos
nd = ndo determinado
- = ndo detectado

Q2-0,7 e Q2-0,6, por serem as fracbes de maior rendimento obtidas da

purificacao de Q2 (TABELA 5), foram submetidas a analise de cromatografia de
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exclusao estérica por HPSEC-MALLS com a finalidade de verificar se estas se
apresentavam homogéneas com relagdo a massa molecular dos polissacarideos
constituintes destas fracdes.

O perfil cromatografico de Q2-0,7 (Figura ndo mostrada) mostrou-se
polidisperso, indicando que esta fracdo de fucanas sulfatadas se apresenta
heterogénea com relacédo a massa molecular.

No cromatograma obtido da analise de HPSEC-MALLS da fracdo Q2-0,6
(FIGURA 9), foi evidenciada a homogeneidade desta frag&o. A partir do valor obtido
pela relagao entre a resposta do indice de refracédo e a variagdo da concentragcéo do
polissacarideo (dn/dc), que foi de 0,169 mL,/g, pode-se calcular a massa molecular

média das fucanas sulfatadas presentes em Q2-0,6, sendo esta de 106,0 KDa.

FIGURA 9 - ANALISE DE HOMOGENEIDADE DE Q2-0,6 POR HPSEC-MALLS
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indice de Refracao

-0.30—
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Volume (ml)

Devido ao perfil homogéneo apresentado pela analise de HPSEC-MALLS,
bem como os resultados das analises quimicas e monossacaridica, Q2-0,6 foi
selecionada para posteriores anadlises estruturais. Destaca-se que esta fragao
apresentou o menor conteudo protéico (1,8%) e um alto conteudo de fucose (42,8%),

que € acompanhado de um alto teor de grupos sulfato (23,0%).
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4.7 CARBOXIRREDUGAO E ANALISES DE METILAGCAO DA FRACAO Q2-0,6

Para a andlise estrutural da fucana Q2-0,6 foi utilizada metodologia similar a
descrita para a fucana Q1-0,4, sendo no entanto, realizada em diferente sequéncia:
uma parte da amostra foi carboxirreduzida com NaBD, e outra dessulfatada e
carboxirreduzida com NaBH4 (ESQUEMA 5). Estas foram submetidas a analises de

metilagdo como descrito para a fucana Q1-0,4.

ESQUEMA 5 — CARBOXIRREDUCAO E DESSULFATACAO DA FRACAO Q2-0,6

Q2-0,6
S:;qbﬁ)gggiugéo Dessulfatacédo
Q2-0,6CR* Q2-0,6D
Carboxirredugao
com NaBH,
y
Q2-0,6DCR

A carboxirredugdo com NaBDy, originando Q2-0,6CR* foi realizada a fim de
confirmar o tipo de acido urénico constituinte desta fucana. Em apenas uma etapa
de carboxirredugao, a conversao dos acidos urénicos a monossacarideos neutros foi
de 77,3% (TABELA 6).

A fucana Q2-0,6 foi submetida a dessulfatagdo solvolitica (HCI 1,0M, 4 horas,
100° C) anteriormente ao processo de carboxirredugao com a finalidade de obter um
bom espectro de RMN de '*C. Posteriormente, com o polimero dessulfatado e
carboxirreduzido com NaBH4, foram realizadas as anadlises de metilacdo. As
dosagens de grupos sulfato indicaram que ocorreu uma dessulfatagao parcial desta

fracdo (65,0%) com um rendimento de 41,0%. Os resultados de composigéo
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monossacaridica (TABELA 6) demonstraram que ndo houve degradagédo extensiva
do polimero, sendo este representativo do polissacarideo em sua forma nativa.
DUARTE et. al., (2001) relataram para as fucanas de Sargassum stenophyllum que
uma solvodlise de 3 horas promoveu uma redugao dos residuos de fucose com uma
quase total dessulfatagao do polissacarideo. O tratamento solvolitico destas fucanas
por 30 minutos, apesar de praticamente nao ter promovido perda de unidades de
fucose e xilose, ndo ocasionou a remocgao dos grupos sulfato. Na solvélise por 4 ou
5 horas houve degradacdo das unidades mais sensiveis (fucose e xilose)
concomitantemente a dessulfatagao.

A fragao Q2-0,6D foi também submetida a carboxirredugédo (com NaBH,), que
foi também realizada em apenas uma etapa. A conversao do acido urbnico ao
respectivo agucar neutro foi de 70,0% (TABELA 6).

TABELA 6 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA E ANALISE DE ACIDOS
URONICOS DE Q2-0,6, Q2-0,6CR*, Q2-0,6D E Q2-0,6DCR

Fracao

Analises
Q2-0,6 Q2-0,6CR* Q2-0,6D Q2-0,6DCR

Monossacarideos (mol %) ?

Fucose 42,8 39,9 48,1 35,9
Xilose 249 12,6 24 1 14,0
Manose 5,9 11,1 5,7 141
Galactose 18,9 16,3 13,4 16,0
Glucose 7,4 20,1 8,7 20,0
Quimica
Acido urénico (%) ° 11,0 2,5 nd 3,3
Carboxirredugao (%) © nd 77,3 nd 70,0

a = monossacarideos obtidos na forma de acetatos de alditois por CLG-EM
b = TAYLOR; CONRAD, 1972

¢ = % de carboxirredugéo em relagado a fragédo nativa (Q2-0,6)

nd = ndo determinado
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Como pode ser observado na tabela 6, o processo de carboxirreducao
promoveu um aumento significativo tanto no teor de glucose quanto no teor de
manose nas fragdes Q2-0,6CR* e Q2-0,6DCR. Assim como a fracdo Q1-0,4,
previamente descrita neste trabalho, a analise por CLG-EM empregando a fragao
carboxirreduzida com NaBD, demonstrou que apenas as unidades de glucose sao
provenientes de acidos urdnicos, sendo o aumento relativo das unidades de manose
provenientes da hidrdlise facilitada apds o processo de carboxirredugao.

Destaca-se ainda o decréscimo significativo das unidades de xilose apds o
processo de carboxirredugao, sendo este de aproximadamente 50,0% tanto para
Q2-0,6CR (24,9 para 12,6%) quanto para Q2-0,6DCR (24,1 para 14,0%).

Para verificar o padrao de substituicdo das unidades monossacaridicas que
constituem a fragdo Q2-0,6, a fragdo carboxirreduzida com NaBD, (Q2-0,6CR*) e a
fracao dessulfatada e carboxirreduzida (Q2-0,6DCR) foram submetidas a analises de
metilagcao.

Como pode ser observado na tabela 7, um grande numero de derivados
metilados foi obtido para Q2-0,6CR* e Q2-0,6DCR, confirmando a grande
complexidade estrutural desta fucana.

A fragdo Q2-0,6CR* apresenta uma grande variedade de derivados para a
fucose, sendo os principais fucose na forma livre, 3,4-Me,-Fucose e 4-Me-Fucose
(7,9; 8,5 e 6,5%, respectivamente). A relativamente elevada percentagem de fucose
livre pode ser devido a um processo de submetilacdo provocado pela presenca de
grupos sulfato, como ja discutido para Q1-0,4. Sao observados ainda os derivados 2-
Me-fucose, 2,3,4-Mes-Fucose, 2,4-Me,-Fucose e 2,3-Mes-Fucose nas proporcoes de
5,5; 4,2; 3,6 e 3,3%, respectivamente. De forma semelhante a fragdo Q1-0,4, apos o
processo de dessulfatagao (para Q2-0,6DCR) houve a diminui¢ao do derivado 2-Me-
Fucose (5,5 para 1,0%) concomitantemente ao aumento do derivado 2,3-Me;-
Fucose (3,3 para 7,6%). Este resultado demonstra que parte das unidades de fucose
4-ligadas sao sulfatadas em C-3. Observa-se também o desaparecimento das
unidades de fucose livres (7,9 para 0,0%) e um aumento dos derivados 4-Me-fucose
(6,5 para 8,2%) e 2,3,4-Mes-Fucose (4,2 para 9,0%), demonstrando que estas
unidades sao pontos de ramificagdo (em C-2 e C-3) sulfatados em C-4 e terminais
nao redutores trissulfatados, respectivamente. Os derivados 2,4-Me,-Fucose (3,6

para 3,9%), 3,4-Me,-Fucose (8,5 para 8,9%) n&o apresentaram mudangas
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significativas em suas quantidades apds o processo de dessulfatagédo, ou seja, parte
das unidades de fucose sédo 3- e 2-ligadas. Estes dados estdo de acordo com os
obtidos para a fragao Q1-0,4.

As unidades de xilose se apresentam nesta fucana como unidades terminais
nao redutoras (3,6%) e como unidades 2- e 4-substituidas (9,2%). Em Q2-0,6
carboxirreduzida com NaBD, (Q2-0,6CR*) e permetilado a analise por CLG-EM
demonstrou que o perfil de fragmentacao é condizente com a presenca de ambos os
derivados: 2,3- (majoritario) e 3,4-Me,-Xilose. Apds o processo de dessulfatagdo (em
Q2-0,6DCR) observa-se o aumento do derivado tri-metilado (3,6 para 8,1%)
concomitante a diminuicdo dos derivados co-eluidos 2,3- + 3,4-Me,-Xilose (9,2 para
4,6%), sendo que o perfil de fragmentagao revela a presenca de 3,4-Me,-Xilose e
tracos de 2,3-Me,-Xilose para Q2-0,6DCR. Esses dados, em conjunto, demonstram
a diversidade de substituicdo das unidades de xilose nesta fucana, as quais estao
presentes como unidades simples nao substituidas (TNR), unidades simples
sulfatadas em C-4 (TNR 4-sulfatados) e unidades de xilose 2-ligadas.

A presenca de unidades de xilose sulfatadas foi também reportada por LEITE
et al. (1998) para as fucanas da alga parda Spatoglossum schrbéederi, onde estas
unidades se encontram como cadeias de [B-D-xilose (1—4)-ligadas ao C-2 das
unidades de fucose. Diferentemente da alga parda L. variegata, que apresenta suas
unidades de xilose parcialmente sulfatadas em C-4, as fucanas de S. schrébederi
apresentam essas unidades parcialmente sulfatadas no C-3.

A manose apresenta uma variedade de derivados mono- e di-metilados,
sugerindo que estas unidades sdo pontos de ramificagdo do polimero. O principal
derivado metilado é o 4,6-Me,-Manose em ambas as fragdes, Q2-0,6CR* e Q2-
0,6DCR (4,2 e 6,5%, respectivamente). Sendo assim, a manose esta presente
principalmente na forma 2,3-di-substituida.

A galactose também apresenta uma grande variedade de derivados
metilados, sendo o principal 2,3,4-Mes-Galactose, que apresentou um aumento de
6,0 para 9,9% apds o processo de dessulfatagdo. Sendo assim, as unidades de
galactose se apresentam principalmente na forma 6-ligada. Esse aumento é
acompanhado do desaparecimento do derivado 4-Me-Galactose (4,5 para 0,0%),
indicando que no polissacarideo nativo as unidades de galactose se apresentam

2,3-di-sulfatadas. O desaparecimento do derivado 4,6-Me,-Galactose (2,1 para
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0,0%) é acompanhado da aparicdo do derivado 2,4,6-Mes-Galactose (0,0 para
2,9%), indicando que estas unidades se apresentam sulfatadas em C-2. 2,3,6-Mes-
Galactose aparece em pequena quantidade no polissacarideo dessulfatado (1,8%).

A presenga de grupos O-sulfato nas unidades de galactose foi também
relatada por DUARTE et al. (2001) para as fucanas de S. stenophyllum, onde estes
grupos esterificam diferentes carbonos destas unidades.

O acido glucurénico (fracao Q2-0,6CR*) se apresenta na forma de unidades
terminais ndo redutoras (5,4%) e 4-ligadas (3,6%), as quais ndo se apresentam
sulfatadas, desde que ndao houve mudancas significativas na percentagem destes
apos o processo de dessulfatagcado. Estes resultados (obtidos apds carboxirredugao
com NaBD,) quando extrapolados para a fragao carboxirreduzida com NaBH,4 (Q2-
0,6DCR) definem 5,6 e 2,7% para as unidades relatadas anteriormente,
respectivamente. A percentagem de derivados provenientes de acido glucurénico no
polimero original € condizente com a de acido urénico determinada por método
colorimétrico (TABELA 6).

De modo similar, as unidades de glucose no polimero original se apresentam
4-ligadas, tanto na fracdo Q2-0,6CR* quanto na Q2-0,6DCR (6,9 e 7,7%,
respectivamente), como unidades terminais ndo redutoras, estando estas em baixas
percentagens (1,9-1,6%) e como pontos de ramificagdo (2,3% para Q2-0,6CR* e
1,9% para Q2-0,6DCR).
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TABELA 7 — PRINCIPAIS DERIVADOS METILADOS OBTIDOS DAS FRAGOES

Q2-0,6 CR* E Q2-0,6CRD

Fracao

Derivado metilado (mol %)? Padréo de substituicéo

Q2-0,6CR* Q2-0,6CRD
2,3,4-Me;-Fuc® 4,2 9,0 TNR
2,4-Mey-Fuc ® 3,6 3,9 3L
2,3-Me,-Fuc ® 3,3 7,6 4-L
3,4-Me,-Fuc 8,5 8,9 2-L
2-Me-Fuc 5,5 1,0 4-L/3-S
4-Me-Fuc 6,5 8,2 2,3-L
Fuc 7,9 - 2,3-L/4-S; 2,3,4-S
2,3,4-Me;-Xyl ° 3,6 8,1 TNR
2,3 + 3,4-Me-Xyl 9,2 4,6° 4-S +2-L
2,3,4,6-Me4-Man 1,6 1,4 TNR
2,3,6-Mez-Man 2,6 2,1 4-L
4,6-Me,-Man 4,2 6,5 2,3-L
3,6- Me,-Man - 1,3 2,4-L
2,6-Me,-Man 1,7 1,4 3,4-L
3/4-Me-Man 1,7 tr 2,46-L/2,3,6-L
Man 1,4 1,3 2,3,4,6-L
2,3,4,6-Me,-Gall 1,1 2,2 TNR
2,3,6-Me;- Gal - 1,5 4-L
2,4,6-Gal - 1,7 3-L
2,3,4- Me;- Gal 5,4 9,9 6-L
4,6-Gal 1,6 - 3-L/2-S
4-Me-Gal 4,5 - 6-L/2,3-S

Continua
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Gal 1,8 - 2,3,4,6-L e/ou 2,3,6-S
2,3,4,6-Me,-GIcA 54 5,6 TNR
2,3,6-Me;- GIcA 3,6 2,7 4-L
2,3,4,6-Me4-Glc 1,9 1,6 TNR
2,3,6-Me;- Glc 6,9 7,7 4-L

Glc 2,3 1,9 2,3,4,6-L

a = Derivados metilados na forma de acetatos de alditois obtidos por CLG-EM
b = Separados e quantificados por CLG-EM utilizando coluna capilar DB-23

¢ = Apenas o derivado 3,4-Me,-Xyl é observado para a fragdo dessulfatada

L = Ligagéo glicosidica

S = Grupo sulfato

TNR = Terminal Nao Redutor

tr = tragos

- = n&o detectado

4.7 ANALISES DE RMN DE *C DA FRACAO Q2-0,6

O espectro de RMN de *C de Q2-0,6 (FIGURA 11) apresentou um aumento
do sinal correspondente ao -CHj3; de fucose (15,3 ppm) quando comparado ao
espectro da fracao de origem (Q2) (FIGURA 10). Isto é condizente com o processo
de purificagao, visto que Q2-0,6 foi a fragdo que apresentou a maior percentagem de
fucose em sua composigdo monossacaridica (42,8%) (TABELA 5).

A fragdo Q2-0,6 apresenta-se homogénea com relagdo a massa molecular
(HPSEC-MALLS, FIGURA 9). Apesar disso, seu espectro de RMN de *C é
altamente complexo e com sinais alargados devido a sobreposigao destes. Este tipo
de espectro € caracteristico de fucanas sulfatadas obtidas de algas pardas e, como
descrito por MULLOY, MOURAO e GRAY (2000), indicam heterogeneidade e
possiveis ramificagdes, o que limita a capacidade das analises de RMN. O espectro
de RMN de ™C da fragdo dessulfatada (Q2-0,6D) apresenta sinais mais definidos,
devido a remogédo dos grupos sulfato, o que promoveu uma simplificagdo do
polimero, embora tal espectro ainda se apresente complexo e com muitas

sobreposicgdes.
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Tanto a fragdo nativa (Q2-0,6), quanto a fragdo dessulfatada (Q2-0,6D)
apresentam um grupo de sinais centrado em 174,9 ppm, correspondente a carboxila
(C-6) das unidades de acidos glucurdnicos, como previamente determinado.

Em ambas as fragbes, Q2-0,6 e Q2-0,6D, sdo observados grupos de sinais
em 99,5 — 98,3 ppm, que podem ser atribuidos as unidades de fucose 3- e 4-ligadas
(JAIN; MATTA, 1990), e em 95,1 — 93,3 ppm, podendo estes ser atribuidos as
unidades de fucose 2- e 2,3-substituidas (CARDOSO, 2003). Nota-se, ainda em Q2-
0,6D, sinais menores centrados em 96,9 e 96,5 ppm, correspondentes as unidades
de fucose 4-ligadas 3-sulfatadas em diferentes ambientes quimicos (DUARTE,
2001). A presenga de sinais referentes a sulfatacdo em Q2-0,6D confirma uma
dessulfatacao parcial do mesmo (65,0%).

Assim como na fragdo Q1-0,4, e ainda se tratando das unidades de fucose 4-
ligadas 3-sulfatadas, pode-se observar que o processo de dessulfatagdo promoveu
um deslocamento do sinal em 79,0 ppm (C-4 dessas unidades) para 80,6 e 80,4
ppm (C-4 de fucose 4-ligada). Ainda, o sinal em 76,4 ppm, o qual pode ser atribuido
em parte ao C-3 de fucose 4-ligada 3-sulfatada mostra-se ausente na fracédo Q2-
0,6D (DUARTE, 2001).

No espectro de RMN de *C da fracdo dessulfatada foi possivel observar os
sinais em 103,9; 73,4; 75,6; 69,2 e 65,1 ppm, correspondentes aos C-1-C-5 das
unidades simples de xilose nao substituidas, respectivamente (USOV; BILAN;
SHASHKOV, 1997). Observa-se ainda o sinal em 101,5 ppm, que pode ser atribuido
as unidades de xilose 2-ligadas (HABIBI; VIGNON, 2005).

Na fragdo nativa, os sinais em 76,4 (atribuido também a C-3 de fucose 4-
ligada 3-sulfatada) e 63,0 ppm podem ser atribuidos ao C-4 (KOVAC et al., 1980) e
C-5 (VIANA, 2005) de unidades de xilose 4-substituidas (respectivamente). Apos o
processo de dessulfatagdo observa-se o desaparecimento destes sinais, juntamente
ao aumento dos sinais em 69,2 e 65,1 ppm (C-4 e C-5 de unidades de xilose nao
substituidas, respectivamente). O sinal em 65,1 ppm mostrou-se invertido no
experimento de DEPT (FIGURA 13), confirmando que se trata do C-5 das unidades
xilose. Esses dados, em conjunto com as analises de metilag&do, indicam a presenca
de unidades simples de xilose sulfatadas em C-4. O processo de dessulfatagao
promoveu também o desaparecimento do sinal em 104,2 ppm, que pode ser

atribuido ao C-1 das unidades de xilose 4-sulfato em ambiente quimico sulfatado e,
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apos a solvolise, esse sinal foi deslocado para 103,9 ppm (C-1 de unidades simples
de xilose), o qual se mostrou aumentado no espectro de Q2-0,6D.

O sinal em 69,2 ppm foi atribuido ao C-4 das unidades simples de xilose e ao
C-3 das unidades de fucose 4-ligadas, podendo ainda corresponder ao C-6 das
unidades de galactose 6-substituidas, visto que 0 mesmo mostrou-se parcialmente
invertido (diminuido) no experimento de DEPT. Esse dado esta de acordo com as
analises de metilagdo. O grupo de sinais em 61,7 - 60,3 ppm também foi invertido
neste experimento, podendo ser atribuidos ao C-6 das unidades de hexoses
presentes na fragdo.
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5. CONCLUSAO

- A alga parda Lobophora variegata sintetiza diferentes heterofucanas ramificadas
constituidas majoritariamente por fucose e xilose, além de manose, glucose,

galactose e acido glucurénico.

- Os grupos sulfato esterificam diferentes posi¢cées das unidades de fucose, xilose e

galactose.

- A estrutura quimica da fucana Q1-0,4, de um modo geral, é similar a de Q2-0,6,
sendo estas fragdes representativas das fucanas biossintetizadas pela alga parda L.
variegata. Essas duas fragbes se diferenciam pela presenca de unidades de

galactose 6-ligadas 2,3-di-sulfatadas em Q2-0,6.

- A presenca de xilose 4-sulfato é pela primeira vez relatada como constituinte de

fucanas de algas pardas.
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