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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a determinacdo da estrutura quimica e
avaliacdo da atividade antiviral dos polissacarideos sulfatados produzidos pela
macroalga marinha Gayralia oxysperma (Chlorophyta). Paralelamente foram
caracterizados os polissacarideos sulfatados obtidos de algas do género Ulva (U.
lactuca e U. fasciata). G. oxysperma, seca e moida, foi submetida a extracbes
aquosas a 25 °C e, sequencialmente, a 80 °C, originando as fragdes Go1l-Go6. As
seis fragdes contém ramnose como principal monossacarideo, além de glucose,
xilose, arabinose e manose. Andlises de CLG-EM dos acetatos de aminoalditol
demonstraram que a ramnose pertence a série enantiomérica L-. As fracdes
Gol1l-Go6 contém elevados teores de grupos sulfato (21,2-30,9%), além de acidos
urbnicos (12,2-17,0%). A fracdo de maior rendimento, Go3, foi purificada por
ultrafiltracdo em membrana (cut-off de 300 kDa), sendo obtidas uma fragéo retida
(Go3r) e uma fragdo eluida (Go3e) (70% e 30% de rendimento, respectivamente).
Go3r apresentou-se homogénea em relagdo a massa molecular (Mw de 1.519 kDa),
com altos teores de &cidos urdnicos (19,0%) e grupos sulfato (25,8%), sendo
constituida por ramnose (77,0 mol%), xilose (18,2 mol%), glucose (4,9 mol%) e
galactose (1,0 mol%). Andlise de CLG-EM do polissacarideo Go3r-R (carboxi-
reduzido na presenca de NaBD,) demonstrou a presencga de 1,6,6-trideuterio glucitol
e galactitol hexaacetato, o que esta de acordo com a existéncia de 12,2 e 2,6 mol%
de Acidos glucurbnico e galacturbnico, respectivamente, no polimero original.
Andlises de metilacdo foram conduzidas com Go3r-R e seu produto de
dessulfatacdo (Go3r-RD). Adicionalmente, Go3r-R foi sequencialmente metilada,
dessulfatada e trideuteriometilada. Em conjunto, esses resultados demonstraram
que Go3r € uma heteroramnana sulfatada e ramificada contendo unidades de
ramnose 2,3-dissubstituidas, 3- e 2-ligadas na relagdo molar de 0,38:1,00:0,43,
respectivamente, sugerindo a presenga de um ponto de ramificagdo a cada cinco
unidades de ramnose. As unidades 3- e 2-ligadas apresentam-se 4-sulfatadas
(37%), 2-sulfatadas (27%) e dissulfatadas (17%). Adicionalmente, ~50% das
unidades de ramnose 2,3-dissubstituidas sédo sulfatadas em C-4. O padrdo de
sulfatacdo da heteroramnana Go3r torna-se mais complexo pela presengca de
terminais ndo redutores de acidos glucurénico e galacturénico sulfatados em C-2,
além de &cido glucurdnico 4-ligado 2-sulfatado. Analise de metilacdo do produto de
degradacéo controlada de Smith dessulfatado (Go3r-RSD), quando comparada com
a de Go3r-RD, mostrou aumento de ramnose 2-ligada, com concomitante diminuigcao
das unidades 2,3-dissubstituidas, indicando que parte dos pontos de ramificacdo
estdo localizados no C-3 das unidades de ramnose 2-ligadas. Os deslocamentos
quimicos presentes nos espectros de RMN de *H e **C do polissacarideo nativo e de
seus produtos modificados foram assinaladas utilizando experimentos de COSY,
TOCSY e HMQC, e confirmaram os resultados de metilacéo. As fragcdes Go3, Go4 e
Go3r, apresentaram potente atividade antiherpética frente aos virus HSV-1 e HSV-2.
Considerando a alta atividade antiviral e a auséncia de citotoxicidade, estes
polimeros apresentaram elevado indice de seletividade, demonstrando o potencial
uso das heteroramnanas sulfatadas, sintetizadas pela cloréfita G. oxysperma, como
promissores agentes antivirais. De modo diferente, U. lactuca e U. fasciata
sintetizam polissacarideos constituidos principalmente por [—>4)-B-D-acido
glucurdnico-(1—4)-o-L-ramnose 3-sulfato-(1-].



ABSTRACT

The present study was dedicated to determine the chemical structure and antiviral
activity of the sulfated polysaccharides produced by the green seaweed Gayralia
oxysperma. Additionally, the polysaccharides obtained from the Ulva genus (U.
lactuca and U. fasciata) were chemically characterized. The milled alga was
extracted with water at 25 °C and, sequentially, with the same solvent at 80 °C,
giving rise to Gol-Go6. The six fractions contained rhamnose as the major
monosaccharide, together with glucose, xylose, arabinose and mannose. GC-MS
analysis of acetylated aminoalditol derivatives showed that rhamnose has the L-
configuration. All the fractions had high sulfate content (21.2-30.9%) besides uronic
acids (12.2-17.0%). Go3 was purified by ultrafiltration through a 300 kDa cut-off
membrane, yielding a retained fraction, Go3r and an eluted fraction, Go3e (70% and
30% vyield, respectively). HPSEC-MALLS-RI analysis of Go3r gave a homogeneous
profile (MW of 1,519 kDa). Go3r was rich in uronic acids (19.0%) and sulfate groups
(25.8%), presenting rhamnose (77.0 mol %), xylose (18.2 mol%), glucose (4.9 mol%)
and galactose (1.0 mol%). GC-MS analysis of the carboxyl-reduced polysaccharide
(Go3r-R) showed the presence of 1,6,6-trideuterio glucitol and galactitol hexaacetate,
in agreement with the presence of 12.2 and 2.6 mol% of glucuronic and galacturonic
acid residues, respectively, in the original polymer. Methylation analysis was carried
out with Go3r-R and its desulfated product (Go3r-RD). In addition, Go3r-R was
sequentially methylated, desulfated and trideuteromethylated. The results showed
that Go3r is a branched and sulfated heterorhamnan with 2,3-disubstituted, 3- and 2-
linked rhamnose residues in a molar ratio of 0.38:1.00:0.43, respectively,
corresponding to one branching point at every five rhamnose residues. The 3- and
2-linked rhamnosyl residues were 4-sulfated (37%), 2-sulfated (27%) and disulfated
(17%). Approximately 50% of the 2,3-disubstituted rhamnose residues were sulfated
on C-4. The sulfation pattern complexity was increased by the presence of 2-
sulfated glucuronic and galacturonic acids as non-reducing terminals and 4-linked
glucuronic acid residues. When compared with Go3r-RD, the controlled Smith-
degraded and desulfated product (Go3r-RSD) showed an increase of 2-linked
rhamnosyl with concomitant decrease of 2,3-disubstituted rhamnosyl units. These
results could indicate that, at least in part, the branches are located on C-3 of the 2-
linked rhamnosyl residues in the heterorhamnan. The *H and *3C NMR spectra of the
native polysaccharide and its modified products were assigned using COSY, TOCSY
and HMQC experiments and confirmed that the sulfated heterorhamnan is composed
by several types of sulfated 3-, 2-linked and 2,3-substituted rhamnosyl residues
besides 2- sulfated glucuronic and galacturonic acids, as determined by methylation
analysis. The extracts with higher yield, Go3 and Go4, and the purified fraction Go3r
were screened for antiviral activity against strain F of HSV-1 and strain MS of HSV-2.
Given the lack of cytotoxicity exhibited by the sulfated heterorhamnans, and the very
good antiviral activity against the two tested serotypes of HSV, they had very high
selectivity indices, indicating the specificity of the inhibitory effect against herpes
viruses. On the other hand, U. lactuca and U. fasciata synthesize sulfated
polysaccharides mainly composed by [—4)-B-D-glucuronic acid-(1—4)-a-L-rhamnose
3-sulfate-(1—].
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
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1. INTRODUCAO

Véarias espécies de algas verdes estdo distribuidas ao longo do litoral
brasileiro, desde a regido Nordeste até a regido Sul do pais. Apesar dessa ampla
distribuicdo, séo poucos os estudos estruturais com seus polissacarideos, tanto em
ambito nacional, como internacional, sendo que as informagdes mais detalhadas
sobre a estrutura quimica fina dos polissacarideos sulfatados obtidos de tais
organismos s&o provenientes de estudos com espécies das ordens Bryopsidales e
Ulvales. Esses polimeros apresentam uma grande diversidade estrutural em termos
de composi¢cdo monossacaridica, tipos de liga¢des glicosidicas, grau de ramificacao,
teor e posicionamento de grupos sulfatos. Dentro da ordem Ulvales sdao encontrados
principalmente dois tipos de estruturas polissacaridicas, as glucuronoxiloramnanas
(denominadas ulvanas) e as ramnanas sulfatadas, produzidas por algas dos géneros
Ulva e Enteromorpha, e Monostroma, respectivamente. Tais estruturas assemelham-
se por serem constituidas majoritariamente por ramnose e apresentarem elevados
teores de grupos sulfato, e diferem-se pela presenca de &cidos urénicos na primeira,

e auséncia dos mesmos na segunda.

Os polissacarideos sulfatados obtidos de cloréfitas marinhas sdo compostos
conhecidamente bioativos, apresentando atividades anticoagulante, antioxidante,
antihiperlipidémica e antiviral. Os agentes antivirais sdo encontrados em menores
quantidade e diversidade dentro das classes de farmacos existentes e, com
frequéncia, levam a resisténcia. Nesse aspecto o0s polissacarideos sulfatados
obtidos a partir de algas marinhas sdo promissores agentes com atividade bioldgica,

pois normalmente apresentam alta seletividade e sdo atoxicos.

Assim, considerando que estudos sobre a estrutura quimica fina dos
polissacarideos biossintetizados por cloréfitas marinhas sdo escassos, a grande
biodiversidade nacional de macroalgas marinhas verdes e a bioatividade
apresentada pelos mesmos, a andlise estrutural e a avaliacdo de atividades
biolégicas dos polissacarideos sulfatados produzidos por macroalgas marinhas

verdes poderé abrir um novo campo no aproveitamento dessa biomassa.
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1.1 OBJETIVOS GERAIS

« A presente tese de doutorado teve por objetivo geral o estudo da estrutura
quimica dos polissacarideos soliveis em meio aguoso, obtidos da macroalga

marinha Gayralia oxysperma (Kutzing) K.L. Vinogradova ex Scagel et al.
% Avaliar a atividade antiviral dos polissacarideos sulfatados de G. oxysperma

% Caracterizar estruturalmente os polissacarideos sollveis em meio aquoso

sintetizados pelas algas verdes Ulva lactuca Linnaeus e Ulva fasciata Delile

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Extrair os polissacarideos soluveis em meio aquoso a 25 °C e 80 °C;
» Purificar os polissacarideos sollveis obtidos por extragdo aquosa;

» Determinar a estrutura quimica da principal fracdo polissacaridica por métodos
quimicos (hidrdlise total, carboxi-reducdo, dessulfatacdo solvolitica, andlise de

metilag&o);

» Determinar a estrutura quimica da principal fracdo polissacaridica por métodos
espectroscopicos (infravermelho, ressonancia magnética nuclear

monodimensional e bidimensional);

» Avaliar a atividade antiherpética dos polissacarideos sulfatados de G.

oxysperma,
» Produzir oligossacarideos, a partir dos polissacarideos;
» Caracterizar as principais frac6es oligossacaridicas;

» Caracterizar estruturalmente os polissacarideos produzidos por Ulva lactuca e U.

fasciata.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A vida, assim como € conhecida, comegou nos oceanos, e as algas estédo
entre os organismos vivos mais antigos do mundo (PAINTER, 1983). Ha pelo menos
3,8 bilhdes de anos atras a vida surgiu no planeta sob a forma de seres unicelulares
heterotréficos. Ha 3,2 bilhdes de anos surgiram as primeiras “algas” caracterizadas
pela sua capacidade autotrdfica de sobrevivéncia. Ha 2,0 bilhdes de anos as
mesmas transformaram radicalmente o planeta Terra, sendo responsaveis pela

atmosfera oxidante que nos envolve até hoje (CARVALHO, 2004).

Esses organismos, que sao abundantes neste planeta aquoso, sao
importantes no ciclo do carbono, transformando o dioxido de carbono em
carboidratos, através da fotossintese, e em carbonato de calcio, pela calcificacéo
(RAVEN, EVERT e EICHHORN, 2001).

As paredes celulares das algas marinhas, assim como de plantas superiores,
podem ser entendidas como um sistema de duas fases: a fase cristalina (o
esqueleto) que se encontra embebida em uma fase amorfa (a matriz). Elas diferem
das plantas terrestres por apresentarem maior abundancia de componentes da
matriz quando comparados com os componentes do esqueleto e pela prevaléncia de
polissacarideos polianibnicos sobre os neutros. Além disso, paredes celulares de
algas e plantas marinhas contém polissacarideos sulfatados, ndo observados em
plantas terrestres e algas de agua doce. Isto sugere que os polissacarideos
sulfatados da matriz extracelular tém func¢des especificas em relacdo ao ambiente
marinho, sendo postulado que os mesmos estdo relacionados com a regulacao
mecanica, osmoética ou ibnica (KLOAREG e QUATRANO, 1988).

2.1 ALGAS VERDES (CHLOROPHYTA)

As algas verdes marinhas estdo largamente distribuidas pelo litoral brasileiro,
sendo encontrada uma grande variedade de espécies desde a regido nordeste até o

sul do Brasil. A presenca das algas Gayralia oxysperma (Kutzing) K.L. Vinogradova
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ex Scagel et al., Ulva lactuca Linnaeus e U. fasciata Delile, objetos de estudo dessa
tese, foi relatada em todos os estados da regido sul do Brasil (OLIVEIRA et al.,
1999).

Embora a maioria das clorofitas seja aquética, elas sdo encontradas em uma
ampla variedade de habitats, tais como a superficie da neve (algas unicelulares do
género Chlamydomonas e Chloromonas), troncos de arvores (por exemplo, algas do
género Trentepholia), em associa¢cdes simbidticas com fungos (constituindo os
liguens), dentre outros. Dentre varias classes de algas verdes, a Ulvophyceae é
predominantemente constituida por espécies marinhas, embora haja alguns
representantes de agua doce, os quais provavelmente migraram do habitat marinho
no passado (RAVEN, EVERT e EICHHORN, 2001). A maioria dos organismos
representantes dessa classe esta incluida nas ordens Ulvales, Cladophorales,
Bryopsidales e Dasycladales (WYNNE, 2005).

Algumas clordfitas pertencentes a ordem Ulvales sdo utilizadas por vérios
povos como alimento (“vegetais marinhos”) (RAY e LAHAYE, 1995a; LAHAYE,
1998; PELLIZZARI, OLIVEIRA e YOKOYA, 2004). As algas marinhas suprem as
necessidades de sais, assim como de inUmeras vitaminas e elementos-traco
importantes e, por isso, sdo alimentos suplementares valiosos. Algumas algas
verdes, tais como Ulva spp., ou “alface-do-mar”, também sdo consumidas como
verduras (RAVEN, EVERT e EICHHORN, 2001).

Estudos realizados com a alga Monostroma undulatum demonstraram que a
mesma é uma boa fonte de célcio, fésforo, potassio e sbédio, além de apresentar
elevado contetdo de vitamina C (superior a recomendacgédo diéria - RDA) e fibras
soluveis (RISSO et al., 2003). Ortiz et al. (2006) estudaram a composi¢ao nutricional
de exemplares da espécie U. lactuca obtidos no Chile, e verificaram que a mesma
era rica em aminoacidos essenciais, em fibras solGveis e insollveis, tocoferéis e

acidos graxos monoinsaturados (MUFASs), sugerindo que essa Chlorophyta é um

alimento de alto valor nutritivo para a dieta humana e animal.

As algas verdes marinhas sintetizam polissacarideos sulfatados de interesse
comercial, seja pelas suas propriedades geleificantes (LAHAYE e AXELOS, 1993;
CHEN e CHEN, 2001), atividades biolégicas (SANTOS et al., 1999; LEE et al., 2004;
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RAYMUNDO, HORTA e FETT, 2004) ou pelo seu valor nutricional (RISSO et al.,
2003; PADUA, FONTOURA e MATHIAS, 2004; ORTIZ et al., 2006).

Os polissacarideos que constituem a matriz extracelular, na parede celular
dessas algas, apresentam uma grande diversidade estrutural, ndo havendo uma
estrutura repetitiva de unidades monossacaridicas como € observado nos
polissacarideos obtidos de algas vermelhas, as quais biossintetizam galactanas
sulfatadas, onde as unidades de galactose estdo dispostas em uma cadeia linear
com alternancia de unidades designadas por A e B (AB,). A unidade A esta ligada
atraveés dos carbonos C-1 e C-3, enquanto que a unidade B est4 ligada através dos
carbonos C-1 e C-4, podendo estar totalmente ciclizada na forma de 3,6-anidro-

galactose:

[—3)-B-D-galactopiranose-(1—4)-a-galactopiranose-(1—]
AN
h'd h'd

A B

Além disso, estudos relacionados a estrutura quimica fina dos polissacarideos
biossintetizados por clorofitas sdo encontrados em menores quantidades quando

comparados aos estudos relacionados aos polissacarideos de algas vermelhas.

Alguns autores classificaram os diferentes tipos estruturais de polissacarideos
obtidos de algas verdes em dois grupos, sendo os mesmos denominados de
xilogalactoarabinanas (ou xiloarabinogalactanas) e  glucuronoxiloramnanas
(PAINTER, 1983; KLOAREG e QUATRANO, 1988). Com o avanco das técnicas e
dos estudos da estrutura quimica dos polissacarideos biossintetizados por tais
organismos, foi confirmada a grande variedade estrutural de tais polimeros e a

classificagéo acima mencionada nédo tem sido adotada.

Na classificagéo proposta por Painter (1983) e Kloareg e Quatrano (1988), o
grupo das xilogalactoarabinanas (ou xiloarabinogalactanas) era constituido por
polissacarideos sulfatados, biossintetizados por algumas algas verdes das ordens

Cladophorales e Bryopsidales (WYNNE, 2005). Tais polimeros continham unidades

28



ndo redutoras de xilose e galactose, sendo a cadeia principal constituida por blocos

de L-arabinose 4-ligadas separadas por unidades de p-galactose.

Ramana e Rao (1991) identificaram polissacarideos semelhantes aos
descritos acima, obtidos da alga Cladophora socialis (ordem Cladophorales), como
sendo xiloarabinogalactanas sulfatadas, constituidas por uma cadeia principal de
galactose e arabinose, as quais se apresentam ligadas através dos C-3 e C-4,
respectivamente. A presenca de unidades laterais de xilose substituindo tanto a
galactose como a arabinose, assim como sulfatagdo em C-3 da arabinose e C-4 e C-
6 da galactose, foram confirmados por analises de dessulfatacdo, metilacdo e

hidrolise parcial.

De modo diferente, Chaetomorpha anteninna, que pertence & mesma ordem
da alga anteriormente citada, biossintetiza uma ramnogalactoarabinana sulfatada,
cuja cadeia principal é constituida majoritariamente por unidades de [—4)-L-
arabinopiranose-(1—4)-b-galactopiranose], com baixos teores de L-ramnose 4-
ligada, havendo sulfatacdo em diferentes posi¢des, além da presenca de unidades
laterais de arabinose 4-sulfato (RAO e RAMANA, 1991).

A alga Spongomorpha indica biossintetiza polissacarideos sulfatados
semelhantes aqueles descritos para a ordem Cladophorales, a qual ela pertence,
porém, tais polimeros sdo adicionalmente constituidos por unidades de o-L-
arabinofuranose. Essas xiloarabinogalactanas sulfatadas apresentam como cadeia
principal unidades de o-L-arabinofuranose 2- e 3-ligadas (esta ultima pode conter
grupo sulfato em C-2), o-L-arabinopiranose 4-ligada 2-sulfato, além de B-p-
galactopiranose e B-D-glucopiranose 4-ligada. Esses polimeros apresentam ainda
unidades de B-b-galactopiranose 2,3-dissulfatadas, além de unidades laterais de o-

D-xilose e a-L-arabinose 3-sulfato (RAO, RAO e RAMANA, 1991).

Caulerpa taxifolia, ordem Bryopsidales, biossintetiza uma xilomanogalactana,
na qual a cadeia principal é constituida por unidades de xilose 4-ligadas, manose
4,6-ligadas e galactose com diferentes padrbes de ligagéo: 4-ligada, sulfatada ou
ndo em C-3, 6-ligada e como terminal ndo redutor (RAO e RAO, 1986).

Diferentemente, foi extraido de C. racemosa uma xiloarabinogalactana ramificada,
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na qual os principais sitios de sulfatacdo sdo o C-3 de arabinose 4-ligada e C-6 de
galactose 3-ligada (CHATTOPADHYAY et al., 2007a).

Varios trabalhos tém demonstrado que Codium spp. (Bryopsidales) sintetizam
diferentes tipos de polissacarideos sulfatados, porém s&o poucos os relatos da
estrutura quimica fina de tais polimeros. Como exemplo, € descrito a presenca de
arabinogalactana (LOVE e PERCIVAL, 1964), arabinana (UEHARA, TAKESHITA E
MAEDA, 1992), galactoarabinoglucana (SIDDHANTA et al., 1999), glucogalactana
(MATSUBARA et al., 2001) e galactanas (FARIAS et al., 2008).

Ciancia et al. (2007) isolaram de C. fragile e C. vermilara, através de
extracbes aquosas em diferentes temperaturas, fragcdes sulfatadas ricas em
galactose e arabinose, com variados teores de acetal de acido piravico, e fraces
ricas em manose. Como 0s autores ndo utilizaram metodologias de purificagéo, eles
ndo puderam afirmar se as primeiras fragbes eram constituidas por arabinanas,

galactanas e/ou arabinogalactanas.

Farias et al. (2008) isolaram de C. isthmocladum uma galactana sulfatada e
piruvatada, constituida principalmente por unidades de B-p-galactopiranose 3-ligadas
e sulfatadas em C-4, e em menores proporgdes as unidades de -D-galactopiranose
3-ligadas 4,6-dissulfatadas, B-D-galactopiranose 6-ligadas 4-sulfatadas e terminais
ndo redutores piruvatados através dos carbonos C-3 e C-4. Estrutura semelhante
havia sido descrita para os polissacarideos obtidos de C. yezoense (BILAN et al.,
2007).

Diferente das estruturas polissacaridicas mencionadas acima, 0 grupo
denominado de glucuronoxiloramnanas era composto por polissacarideos
sulfatados e carboxilados, obtidos de algumas espécies das ordens Ulvales,
Acrosiphoniales e Urosporales. Tais polimeros continham em sua cadeia principal
unidades de B-p-acido glucurdnico ligado a a-L-ramnose, além de unidades de
xilose, sendo que todos 0os monossacarideos encontravam-se ligados através do C-4
e poderia haver sulfatacdo em C-2 das unidades de ramnose e/ou de xilose
(PAINTER, 1983; KLOAREG e QUATRANO, 1988). Essas caracteristicas foram
descritas nos primeiros trabalhos realizados com espécies dos géneros Ulva
(BRADING, GEORG-PLANT e HARDY, 1954; PERCIVAL e WOLD, 1963) e
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Enteromorpha (McKINNELL e PERCIVAL, 1962a; GOSSELIN, HOLT e
LOWE,1964).

Em contrapartida, ramnanas sulfatadas foram obtidas de espécies do género
Monostroma (Ulvales) (MAEDA et al., 1991), o que mais uma vez demonstrou que
ndo era possivel dividir os polissacarideos obtidos de algas verdes em grupos

estruturais, como proposto por Painter (1983) e Kloareg e Quatrano.

Apesar de existirem varios artigos sobre polissacarideos sulfatados obtidos de
algas verdes, sdo poucos os que avaliam a estrutura quimica fina dos mesmos,
sendo que as referéncias mais detalhadas sobre tais estruturas séo provenientes de

estudos com algas da ordem Ulvales.

2.2 POLISSACARIDEOS OBTIDOS DE ALGAS VERDES DA ORDEM ULVALES

Muitos dos estudos mais atuais realizados com polissacarideos da parede
celular das algas verdes s&o provenientes de algas da ordem Ulvales. Varias
espécies dessa ordem sao consumidas como alimentos, as quais sdo ricas em
fibras, minerais e vitaminas (LAHAYE e AXELOS, 1993; RAY e LAHAYE, 1995a;
RISSO et al., 2003; ORTIZ et al., 2006).

Dentre os diferentes géneros encontrados na ordem acima citada, o género
Ulva é o mais estudado quanto a estrutura quimica dos polissacarideos presentes
na matriz da parede celular de tais organismos. Esses polimeros foram
denominados ulvanas por Lahaye e Axelos (1993), sendo constituidos por unidades
de ramnose, xilose e &cido glucurénico formando a cadeia principal, podendo tais
unidades apresentar ramificacdo, sulfatacdo ou ainda estarem como terminais néo
redutores (PERCIVAL e WOLD, 1963; GOSSELIN, HOLT e LOWE, 1964; RAY e
LAHAYE, 1995a,b; RAY, 2006; LAHAYE e ROBIC, 2007) (TABELA 1). O estudo dos
polissacarideos obtidos de U. lactuca, realizado por Brading, Georg-Plant e Hardy
(1954), foi um dos primeiros relatos da presenga de ramnose em polissacarideos de
algas. Posteriormente, foi isolado da mesma espécie um dissacarideo formado por
unidades de [B-p-&cido glucurdnico-(1—4)-L-ramnose], o que confirmou a presenca

desses dois monossacarideos no polimero nativo (McKINNELL e PERCIVAL,
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1962b). Além disso, foi identificado o C-2 das unidades de ramnose como principal
sitio de sulfatacdo, além da presenca de tais grupamentos em C-2 de unidades de
xilose (PERCIVAL e WOLD, 1963).

Atualmente, em uma série de trabalhos foi estudada a estrutura quimica dos
polissacarideos obtidos da espécie Ulva rigida, sendo descrito que a mesma
biossintetiza uma ulvana, na qual a cadeia principal € constituida por unidades de
[—>4)-B-p-acido glucurdnico-(1—], [>4)-a-L-ramnopiranose 3-sulfato-(1—] e [—>4)-B-
D-xilopiranose-(1—]. Apo6s hidrolise parcial e analise dos oligossacarideos obtidos,
foi possivel confirmar a presenca das trés unidades monossacaridicas acima citadas
como constituintes da cadeia principal, além da presenca de unidades de ramnose
ndo sulfatadas em C-3 e substituidas em C-2 por terminais ndo redutoras de &cido
glucurénico, sendo que o C-2 de xilose também foi descrito como sitio de sulfatacdo
(RAY e LAHAYE, 1995 a,b; LAHAYE e RAY, 1996; LAHAYE, 1998) (TABELA 2).

Outros estudos realizados com diferentes espécies do género Ulva
demonstraram a presenca de unidades semelhantes as verificadas em Ulva rigida,
diferindo somente nos teores de tais unidades e no grau de sulfatagdo (LAHAYE,
BRUNEL e BONNIN, 1997; LAHAYE et al., 1999). Assim, a presenca da estrutura

dissacaridica:

[—>4)-B-p-acido glucurénico-(1—4)-a-L-ramnose 3-sulfato-(1—]

S— _
—

ASS

foi considerada como a principal sequéncia estrutural presente nas ulvanas, sendo
denominada &cido ulvanobiurénico 3-sulfato A (Ass) (LAHAYE e RAY, 1996;
LAHAYE, INIZAN e VIGOUROUX, 1998) (TABELA 2). Adicionalmente, outras
estruturas dissacaridicas foram descritas, sendo que nestas as unidades de &cido
glucurénico sdo substituidas por &cido idurbnico 4-ligado ou xilose 4-ligada
(sulfatada ou n&o em C-2) (TABELA 2).
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TABELA 1 — CARACTERISTICAS QUIMICAS DOS POLISSACARIDEOS EXTRAIDOS DE ALGAS DA ORDEM ULVALES

Extracéo Monossacarideo (%) Acido
Espécie ) a Sulfato . Caracteristicas gerais ©
Rendimento®  Ram® Xil Glc Gal Man GIcA IdoA Urdnico

Ulva lactuca * 100 °C; 20,0 55 16 13 — — 16 n.d. (16) n.d. Fracdo purificada. Metilagdo nativo: Ram 2,3,4L, 4L,
TNR; Xil 2,3,4L, 4L, TNR; Glc 4L

U. lactuca ? 25°C; 21,0 53 36 11 tr. tr. n.d. n.d. (15) (29) Fracdo parcialmente purificada. Infravermelho: Ram 2S
Tratamento alcalino: Xil 2S

U. “rigida” ** 100°C% 200 24 12 3 tr. tr. n.d. 36 25 Fracdo bruta. Metilacdo nativo e dessulfatado: Ram
4L3S2R, 4L3S, TNR; Xil 4L2S, 4L; GIcA 4L, TNR.

U. “rigida” ** 20°C* 3,5 20 21 10 tr. 1 n.d. n.d. 27 21 (15) Fragéo bruta.

U. “rigida” ** 20°C*® 26 13 1 tr. 1 nd. 39(21) 20(19) Fracédo purificada. Metilacdo nativo, carboxi-reduzido,
dessulfatado: Ram 4L3S2R, 4L3S, 4L2R, 4L; Xil 4L2S,
4L; GIcA 4L, TNR

U. armoricana® 100 °C 48 10 18 3  — 15 6 (16) (29)  Fracdo bruta. RMN "*C: [-4)-B-D-GIcA-(1—4)-a-L-Ram
3S-(1-]; [>4)- a-L-IdoA-(1—>4)-a-L-Ram 3S-(1-]

U. rotundata® 100 °C 47 15 14 3 — 20 1 (17) (22)  Fragdo bruta. RMN **C: [—4)-B-D-GIcA-(1—4)-a-L-Ram
3S-(1-]

Enteromorpha 100 °C; 16,8 45 15 6 —  — — — 16 18 Fracdo parcialmente purificada. Infravermelho: Ram 2S

compressa °

E. spp. ’ 23°C; 19,3 55 33 11 — — — — (16) (16) Fracdo bruta. Contém 3-Me ramnose. Metilagao nativo:
Ram 2,3,4L, 3,4L, 3L, 4L, TNR; Xil 4L, 2,4L.

E. compressa® 80 °C % 23,0 62 15 15 4 tr. — — (13) (18) Fracdo bruta. Contém 4% de Me-Hexose

80°c‘ 67 28 3 1 — — — a7 (16) Fracdo purificada. Metilagdo nativo, dessulfatado,

carboxi-reduzido/dessulfatado: Ram 4L3S2R, 4L3S; Xil
41.2S, 4L; GIcA 4L, TNR; Glc 4L
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Continuacdo...

Extracéo Monossacarideo (%) Acido
Espécie Sulfato Caracteristicas gerais ©
Rendimento® Ram® Xil Glc Gal Man GIcA IdoA Urdnico
E. compressa® 82 °C; 18,0 57 15 18 10 — — — (6) (14) Fracdo parcialmente purificada. Metilacdo nativo,
dessulfatado, carboxi-reduzido e dessulfatado: Ram
4L3S2R, 4L3S, 4L; Xil 4L2S, 4L; GIcA 4L, TNR; Glc 4L
Monostroma 100 °C; 8,6 63 11 12 6 5 — — (20) 3) Fracao bruta. Contém 3% de Ara
nitidum *°
M. nitidum **** 100 °C 91 7 2 — — — — (28) - Fracdo purificada. Metilacdo nativo e dessulfatado: Ram
3L2S, 3L, 2L
M. latissimum ** 25 °C; 5,0 79 8 2 - 7 — — (6) (7) Fracao bruta. Contém 4% de Ara
M. latissimum ** 100 °C; 11,4 68 8 12 5 2 — — (5) (8) n.d. Contém 5% de Ara
M. latissimum ** 100 °C 86 5 5 2 1 — — ©) 4) Fracdo purificada. Metilacdo nativo e dessulfatado: Ram
2L3S, 214S, 2L, 3L
M. nitidum 2 100 °C 92 7 1 — — — — (28) tr. Fracdo purificada. Metilacdo nativo e dessulfatado: Ram
3L2S, 3L2R ou 2L3R, 2L, TNR
M. latissimum ** 100 °C 79 8 12 — 2 — — (22) (11) Fracdo purificada. Metilagdo nativo: Ram 2,3,4L, 2,4L,

2,3L, 2L, 3L

— = ndo detectado; n.d. = ndo determinado; Entre parénteses: valores obtidos por dosagem; ® calculado em porcentagem com relagdo ao peso seco da alga; ® Ram=
ramnose, Xil= xilose, Glc= glucose, Gal= galactose, Man= Manose, GlcA= acido glucurénico, IdoA= &cido idurdnico; ° L, S, R correspondem a ligagdo, sulfatacéo e
ramificagdo no carbono indicado, respectivamente; TNR= terminal néo redutor; d extracdo com oxalato de sodio; € extracdo com KOH 4M; Ref.: 1= BRADING, GEORG-
PLANT e HARDY (1954); 2= PERCIVAL e WOLD (1963); 3= RAY e LAHAYE (1995a); 4= RAY e LAHAYE (1995b); 5= LAHAYE et al. (1999); 6= McKINNEL e PERCIVAL
(1962a); 7= GOSSELIN, HOLT e LOWE (1964); 8= RAY (2006); 9= CHATTOPADHYAY et al. (2007b); 10= MAEDA et al. (1991); 11= LEE et al. (1998); 12= HARADA e
MAEDA (1998); 13= ZHANG et al. (2008).
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Como citado anteriormente, Percival e Wold (1963) obtiveram de U. lactuca
um polimero semelhante ao extraido de U. rigida, diferindo, porém, pela presenca de
grupos sulfato substituindo C-2 das unidades de ramnose, identificado pela vibragéo
em 850 cm™ na andlise de infravermelho (IV), e pela presenca de unidades nao
redutoras de xilose. As diferengas observadas nas estruturas dos polimeros foram
atribuidas as diferencas naturais que podem ocorrer entre as espécies e as
condigdes fisiologicas que cada um dos exemplares apresentava. Além disso, esses
mesmos autores discutem que as absorbancias na regido de 810-860 cm” no
espectro de IV ndo podem ser utilizadas para predizer com exatid&do a posi¢édo dos
grupos sulfatos (RAY e LAHAYE, 1995b).

Os primeiros estudos realizados com polissacarideos sulfatados isolados de
espécies do género Enteromorpha também descreveram a presenca de
glucuronoxiloramnanas cujas unidades de ramnose encontravam-se principalmente
sulfatadas em C-2. Assim como referido acima, a posi¢cdo dos grupos sulfato foi
caracterizada pela vibracdo em 850 cm™ na andlise de IV (McKINNEL e PERCIVAL,
1962a), sendo que atualmente vém sendo descrito sulfatacdo em C-3 da ramnose
dos polissacarideos obtidos de tais espécies (RAY, 2006; CHATTOPADHYAY et al.,
2007b), o que mais uma vez reforca que a vibragdo em 850 cm™ no IV ndo

caracteriza corretamente a posigédo dos grupos sulfato nas ulvanas.
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TABELA 2 — ESTRUTURA QUIMICA DE OLIGOSSACARIDEOS PRODUZIDOS A PARTIR DE ULVANAS

Oligossacarideos Simbolo Alga Histdrico

Hidrélise acida: acido sulfdrico N, 100 °C/5 h Ulva lactuca * Primeira vez isolado o &cido
B-D-GlcA-(1—4)-L-Rha aldobiurénico do género Ulva
Hidrélise acida: 0,1 M TFA 100 °C/75 min Ulva “rigida” 2 Primeira referéncia ao nome acido
o-L-Rha-(1-4)-D-Xyl Ulvana ulvanobiurdnico:
B-D-GlcA-(1—>4-[B-D-GIcA (1-2)]-L.-Rha dessulfatada B-D-GlcA-(1—4)-L.-Rha 3S
B-D-GlcA-(1—4)-[B-D-GIcA (1»2)]-a-L-Rha-(1—4)-D-Xyl

B-D-GlcA-(1—2)-a-L-Rha-(1—4)-D-Xyl Ulvana nativa

B-D-GlcA-(1—4)-L.-Rha 3S

Hidrolise enzimatica: enzima ulvano-liase Ulva sp. ? Utilizam as denominacdes:
A-(1-4)-L-Rha 3S Ass (alface do mar) v'acido ulvanobiurdnico 3-sulfato A
A-(1—4)-a-L-Rha 3S-(1—4)-p-b-Xyl-(1—-4)-L.-Rha 3S Ass-Usg v"&cido ulvanobiurdnico 3-sulfato B
A-(1-4)-a-L-Rha 3S-(1—4)-B-D-GlcA-(1—4)-L.-Rha 3S Azs-Ass

A-(1-4)-a-L.-Rha 3S-(1—4)-a-L-l1doA-(1—4)-L.-Rha 3S Ass-Bss

A-(1-4)-a-L-Rha 3S-(1—4)-B-D-GIcA-(1—4)-p-D-GIcA-(1—4)-.-Rha 3S Ass-GIcA-Agg

Auto-Hidrdlise: pH=1,9; 80 °C/24 h Ulva sp. * Introduzem as denominagdes:
o-L-Rha 3S-(1—4)-B-D-GIcA-(1—4)-.-Rha 3S -Ass (alface do mar) v'acido ulvanobiurdnico 3-sulfato A
o-L-Rha 3S-(1—4)-o-L-lIdoA-(1—4)-L.-Rha 3S -Bas B-D-GIcA-(1—4)-.-Rha 3S
—4)-B-D-GlcA-(1—-4)-0-L-Rha 3S-(1—> Bloco Ass v"&cido ulvanobiurdnico 3-sulfato B

o-L-1doA-(1—4)-L.-Rha 3S
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Continuacéo...

Oligossacarideos Simbolo Alga Histdrico
Hidrolise enzimatica: enzima ulvano-liase Ulva rigida ® Introduzem os simbolos:
A-(1-4)-L-Rha 3S Ass (Ilhas Canérias)
A-(1—4)-a-L-Rha 3S-(1—4)-p-b-Xyl-(1—-4)-L.-Rha 3S Aszs-Uss v acido ulvanobiurdnico 3-sulfato A
A-(1-4)-0-L-Rha 3S-(1—4)-B-D-Xyl 2S-(1—4)-L.-Rha 3S Ass-Uzsas Ass

Ass-Uszs-Usg v &cido ulvanobiurénico 3-sulfato B

A-(1-4)-a-.-Rha  3S-(1—-4)-B-D-Xyl-(1—>4)-a-L.-Rha  3S-(1—>4)-B-D-Xyl-
(1-4)-L-Rha 3S

A-(1-4)-a-L.-Rha 3S-(1—4)-B-D-Xyl 2S-(1—>4)-a-L-Rha 3S-(1—>4)-B-D-Xyl-
(1—-4)-L-Rha 3S

A-(1-4)-a-L.-Rha 3S-(1—4)-B-D-Xyl 2S-(1—>4)-a-L-Rha 3S-(1—4)-B-D-Xyl-
(1-4)-a-L-Rha 3S-(1—4)-B-b-Xyl-(1—-4)-L.-Rha 3S

A-(1-4)-L-Rha 3S

A-(1-4)-a-L.-Rha 3S-(1—4)-B-D-Xyl-(1—»4)-L.-Rha 3S

A-(1-4)-a-L.-Rha 3S-(1—4)-B-D-Xyl 2S-(1—4)-.-Rha 3S
A-(1-4)-a-L.-Rha 3S-(1—4)-B-D-GlcA-(1—4)-L.-Rha 3S

A-(1-4)-[B-D-GIcA (1>2)]-a-L-Rha 3S-(1—>4)-B-D-Xyl-(1—4)-L-Rha 3S
A-(1-4)-[B-D-GIcA (1-2)]-a-L-Rha 3S-(1—>4)-B-D-Xyl 2S-(1—4)-L.-Rha 3S

ASS'U2’5,35'U35

ASS'U2’5,35' USS'USS

Ags

Ags-Use Ulva rigida °
Ass-Ups 3 (Brittany)
Ags-Ags

Azg,ss'Uss

A2g,35'U2’s,35

BSs

Introduzem as denominacbes e

simbolos:

v'ulvanobiose 3-sulfato
B-D-Xyl-(1—-4)-a-L-Rha 3S = Uss

v ulvanobiose 2’,3-sulfato

B-D-Xyl 2S-(1—»4)-a-L.-Rha 3S =
UZ’S,SS

v B-D-GIcA-(1—4)-[p-D-GIcA
(1-2)]-a-L-Rha 3S = Ay 35

Adaptado de: LAHAYE e ROBIC (2007); Ref.: 1= McKINNELL e PERCIVAL (1962b); 2= LAHAYE e RAY (1996); 3= LAHAYE, BRUNEL e BONNIN

(1997); 4= LAHAHYE, INIZAN e VIGOUROUX (1998); 5= LAHAYE (1998).
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Dando continuidade aos estudos da estrutura quimica das ulvanas,
Quemener, Lahaye e Bobin-Dubigeon (1997) desenvolveram uma metodologia para
melhor quantificacdo das unidades monossacaridicas presentes nestes polimeros,
desde que é sabido que a ligacdo glicosidica entre &cidos urbnicos e agucares
neutros € mais estavel que as demais ligacdes (BeMILLER, 1967). Os autores
hidrolisaram ulvanas obtidas de diferentes espécies pela combinacdo de métodos de
hidrélise acida parcial e hidrélise enzimatica, utilizando como ferramenta, para
deteccdo e quantificagcdo dos monossacarideos formados, cromatografia de troca
anidnica de alta eficiéncia e deteccdo amperométrica pulsada. Além dos
monossacarideos esperados (ramnose, acido glucurdnico e xilose), também foram
identificadas diferentes propor¢cdes de acido idurbnico nas amostras analisadas,
sendo o primeiro relato da presenca de tal unidade em polissacarideos de algas. A
presenca de unidades de &cido idurbnico € comum em glicosaminoglicanas como a
heparina e o dermatan sulfato (SUDO et al.,, 2001). No trabalho acima citado foi
também avaliada a composi¢cdo monossacaridica das ulvanas obtidas de U. lactuca,
sendo identificado que tais polimeros também contém unidades de &cido idurénico
(TABELA 3).

Logo apos a descricdo de tal metodologia, Lahaye, Brunel e Bonnin (1997)
isolaram uma endo-liase, a partir de bactérias obtidas de extratos de Ulva spp.,
coletados em regifes de “maré verde” (eutroficacdo). Essa enzima foi capaz de
hidrolisar ulvanas obtidas de diferentes algas verdes e por isso foi denominada de
ulvano-liase. Os oligossacarideos formados apés hidrélise enzimatica eram sempre
constituidos por terminais redutores de ramnose 4-ligada 3-sulfato e por terminais
ndo redutores do derivado 4-deoxi-L-threo-hex-4-4cido enopiranosidurdnico
(denominado “A”), o qual € produto da hidrélise sobre o &cido glucurénico 4-ligado. A
utilizacdo dessa enzima para a degradagdo de ulvanas obtidas de diferentes
espécies de algas do género Ulva conduziu a obtencdo de diferentes
oligossacarideos, porém todos contendo os terminais acima citados. A obtencéo de
um tetrassacarideo contendo a sequéncia A-(1—4)-a-L-ramnopiranose 3-sulfato-
(1>4)-a-L-4cido iduronopiranose-(1—4)-L-ramnopiranose 3-sulfato, confirmou a
presenca de unidades de acido idurdnico em ulvanas (LAHAYE, BRUNEL e

BONNIN, 1997). Além disso, tal unidade foi verificada em diferentes espécies de
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algas pertencentes a ordem Ulvales, tanto pela metodologia de dosagem como pela
degradacdo com a ulvano-liase (LAHAYE, INIZAN e VIGOUROUX, 1998; LAHAYE
et al., 1999) (TABELAS 2 e 3).

Dando continuidade aos estudos de caracterizagdo estrutural das ulvanas
obtidas de Ulva rigida, foram estudas espécies coletadas em diferentes regides
(Espanha e Franga) para comparacdo de suas estruturas polissacaridicas. A partir
de hidrélise enzimética com a ulvano-liase foram obtidos oligossacarideos
constituidos principalmente por unidades terminais ndo redutores do produto “A”,
além de diferentes teores de ramnose 4-ligada 3-sulfato ligada a unidades de xilose
4-ligada (sulfatada ou ndo em C-2). A partir desses dados o autor concluiu que
nessas ulvanas as unidades de xilose substituiam as unidades de &cidos urénicos
na estrutura dissacaridica denominada acido ulvanobiurbnico 3-sulfato. Desta forma,
foram introduzidas duas novas denominagBes as estruturas dissacaridicas
encontradas nas ulvanas: ulvanobiose 3-sulfato (Uss) e ulvanobiose 2’,3-sulfato
(Uzs,3s), referindo-se a: [—>4)-B-D-Xyl-(1—»4)-a-L.-Rha 3S-(1-] e [>4)-B-D-Xyl 2S-
(1—>4)-a-L.-Rha 3S-(1—], respectivamente (LAHAYE, 1998) (TABELA 2).

Estudos mais recentes realizados com Enteromorpha compressa tém
confrmado que a mesma biossintetiza polissacarideos semelhantes aos
encontrados em algas do género Ulva, sendo os mesmos referidos como ulvanas
por alguns autores (QUEMENER, LAHAYE e BOBIN-DUBIGEON, 1997; RAY, 2006;
CHATTOPADHYAY et al., 2007b). Tais polimeros séo constituidos por unidades de
ramnose, xilose e &cido glucurdnico, todos unidos através dos C-4 na cadeia
polissacaridica, sendo que os sitios de sulfatacdo sdo os C-3 e C-2 da deoxi e da
pentose, diferindo assim dos dados obtidos por McKinnel e Percival (1962a) e
confirmando sua semelhanga com o0s polissacarideos obtidos de Ulva.
Adicionalmente, Enteromorpha compressa apresenta unidades de glucose 4-ligadas
e como terminais ndo redutores, ndo sendo discutido a presenca ou ndo de amido
nas fragbes estudadas (RAY, 2006; CHATTOPADHYAY et al., 2007b).
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TABELA 3 — RENDIMENTO DOS ACUCARES LIBERADOS DURANTE O
PROCESSO DE PRE-HIDROLISE ACIDA (TFA 45 min) SEGUIDA
DE HIDROLISE ENZIMATICA COM Helix pomatia

Ulvana Ram ? Xil Glc Gal GlcA IdoA
Ulva rigida 16,8+0,5 5,8+0,2 0,5+0,0 0,2+0,0 8,4+0,1 0,7
Ulva lactuca 208+1,1 35%+0,4 2,8+0,3 0,7+£0,1 16,0+0,2 3,7

Ulva “mare-verde” 293+0,2 21+02 49+03 05+00 163+0,1 91

Enteromorpha 284+£13 78+02 30+£01 20+01 14,7+£09 24+0,3

compressa

Adaptado de: QUEMENER, LAHAYE e BOBIN-DUBIGEON (1997); ? rendimento expresso em termos

de porcentagem da ulvana seca.

Diferentemente da estrutura verificada nas ulvanas obtidas de Ulva e
Enteromorpha, as analises dos polissacarideos biossintetizados por espécies do
género Monostroma (Ulvales) demonstraram que tais algas sdo produtoras de
homopolissacarideos denominados ramnanas sulfatadas (MAEDA et al., 1991; LEE
et al., 1998; HARADA e MAEDA, 1998; ZHANG et al., 2008). Apés purificacdo das
ramnanas sulfatadas obtidas a partir de M. nitidum e M. latissimum, as mesmas
foram caracterizadas como sendo constituidas por unidades de ramnose 3- e 2-
ligadas. Nos polimeros de M. nitidum a substituicdo por grupos sulfato € observada
principalmente em C-2 das unidades ligadas através do C-3, e nos de M. latissimum,
a sulfatagdo ocorre em C-3 ou C-4 das unidades ligadas através do C-2. Ainda, foi
descrito que a ramnana sulfatada obtida de M. nitidum apresenta pontos de
ramificagdo em C-2 ou C-3 das unidades de ramnose 3- ou 2-ligadas,
respectivamente (LEE et al., 1998; HARADA e MAEDA, 1998; ZHANG et al., 2008).
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2.3 PRODUCAO DE OLIGOSSACARIDEOS ATRAVES DE AUTO-HIDROLISE DE
POLISSACARIDEOS ACIDOS

Polissacarideos é&cidos obtidos de algas verdes apresentam grande
complexidade estrutural (PAINTER, 1983; MAEDA et al., 1991; LAHAYE e AXELOS
1993; LAHAYE, BRUNEL e BONNIN, 1997; HAYAKAWA et al., 2000; RAY, 2006). A
producdo de oligossacarideos e o estudo dos produtos obtidos s&do importantes para
auxiliar a elucidagcdo da estrutura do polimero nativo (LEE et al., 1998; LAHAYE,
BRUNEL e BONNIN, 1997; LAHAYE, INIZAN e VIGOUROUX, 1998).

Dentre as véarias metodologias utilizadas para producdo de oligossacarideos,
0 processo de auto-hidrélise utiliza as caracteristicas &cidas dos polissacarideos
para sua propria hidrélise, sendo tal procedimento eficaz em polimeros que contém
acidos urdnicos, grupos sulfatos ou fosfatos, desde que esses apresentam em
solugcéo aquosa pH entre 1,5 e 3,0 (STORTZ e CEREZO, 1987; NOSEDA e
CEREZO, 1993). Assim, varios trabalhos apresentam o estudo da estrutura quimica
de gomas e carragenanas através da producé@o de oligossacarideos utilizando esta
metodologia (HIRST e JONES, 1938; SMITH, 1939; STORTZ e CEREZO, 1987,
CIANCIA et al., 1991; NOSEDA e CEREZO, 1993)

Os primeiros trabalhos utilizando a metodologia da auto-hidrélise foram
realizados com gomas e identificaram que ligagBes glicosidicas entre pentoses
furanosidicas e deoxiagUcares eram mais susceptiveis a auto-hidrélise (HIRST e
JONES, 1938; SMITH, 1939). Posteriormente foi demonstrado que tal método é
bastante dependente das condigbes experimentais utilizadas, desde que a auto-
hidrélise de polissacarideos acidos que ndo continham ligacdes labeis foi eficiente
em produzir diferentes oligossacarideos (CEREZO, STACEY e WEBBER, 1969).

Smidsrdd, Haug e Larsen (1966) estudaram a influéncia do pH na hidrélise de
diferentes carboidratos, demonstrando que o aumento do pH favorecia a hidrélise de
compostos contendo acidos urdnicos. Uma das explicacdes apresentadas foi a de
que em pH mais elevado os prétons presentes estariam proximos as cargas
negativas presentes nos acgucares acidos, o que facilitaria a hidrolise da ligacdo

glicosidica vizinha a este ambiente quimico. Esse mecanismo é aplicado ao
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processo de auto-hidrolise, desde que os protons presentes em solugcdo séo

produzidos somente pela ionizacao dos grupos acidos da molécula.

A auto-hidrélise é também utilizada para a produgdo de oligossacarideos
sulfatados a partir de carragenanas (STORTZ e CEREZO, 1987; CIANCIA et al.,
1991; NOSEDA e CEREZO, 1993). Com esses estudos, foi possivel demonstrar

que:

% Sulfatacdo em C-2 tende a desestabilizar os intermediarios formados durante

a hidrdlise, tornando a ligacéo glicosidica mais resistente a auto-hidrolise;

% Sulfatacdo em C-4 sempre exerce efeito positivo no processo de auto-
hidrdlise, tornando as ligag6es glicosidicas proximas a ele mais susceptiveis a
hidrdlise;

% As condigbes experimentais devem ser rigorosamente planejadas para se

obter a hidrolise das ligagfes glicosidicas especificas.

Considerando as observagdes apresentadas acima, chegou-se & conclusdo de
que o processo de auto-hidrolise € dependente das condi¢cbes experimentais, é
influenciada pelo tipo de ligagdo glicosidica e pela localizagdo dos grupos &cidos dos
polissacarideos (FIGURA 1).
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FIGURA 1 - ESQUEMA DA AUTO-HIDROLISE DE POLISSACARIDEOS ACIDOS
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2.4 ATIVIDADE ANTIVIRAL DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS OBTIDOS
DE ALGAS VERDES

Os polissacarideos sulfatados obtidos a partir de algas marinhas tém sido
amplamente estudados quanto as suas atividades bioldgicas, sejam elas atividades
antivirais (LEE et al., 1999; SANTOS et al., 1999; DUARTE et al., 2004; TALARICO
et al., 2004; FARIA-TISCHER et al., 2006), anticoagulantes (MAEDA et al., 1991;
CHEVOLOT et al., 1999; FARIAS, 2008), antihiperlipidémicas (KUDA et al., 1997;
PENGZHAN et al., 2003a,b) e antioxidantes (QI et al., 2005; QI et al., 2006). Estudos
demonstraram que a diversidade e complexidade estrutural dos carboidratos, além
dos teores e disposicdo dos grupamentos sulfato, estédo relacionadas com as
diversas funcdes exercidas por essas moléculas em sistemas biologicos (WITCZAK,
1997; DUARTE et al., 2004).

Fragbes polissacaridicas, extraidas de diferentes espécies de algas verdes,
foram estudadas quanto as suas atividades antivirais contra diferentes tipos de virus
envelopados, como o virus herpes simplex (HSV), virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e citomegalovirus (HCMV) (SANTOS et al., 1999; LEE et al., 1999; LEE et al.,
2004; GHOSH et al., 2004).

O virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) é capaz de infectar uma ampla
variedade de células humanas e pode causar varias doengcas em individuos
imunodeprimidos (SANTOS et al., 1999). A infeccdo envolve a ligacdo do virus a
membrana da superficie celular, chamada de etapa de adsorcdo viral, a qual é
realizada pela interagdo entre regibes carregadas positivamente presentes nas
glicoproteinas virais, denominadas gB e gC, com o heparan sulfato da superficie da
célula alvo (WUDUNN e SPEAR, 1989; LYCKE et al., 1991; HEROLD et al., 1995).
Apos a adsorcao do virus a célula, a glicoproteina do envelope viral (gD) se liga aos
receptores HVEM (herpes virus entry mediators), 0 que permite a penetragdo do
virus na célula por fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica celular,

conduzindo a entrada do DNA viral.

A minima sequéncia do heparan sulfato para a ligagdo da gC do envelope

viral é a estrutura [—4)-B-L-(*Cs)-IdoA 2S-(1—4)-a-b-(*C1)-GIlcN 6'S-(1-], com no
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minimo 10-12 unidades repetitivas (FEYZI et al., 1997). O efeito inibitério dos
polissacarideos sulfatados sobre o HSV deve-se, principalmente, a inibicdo da etapa
de adsorcdo do virus a célula hospedeira. Deste modo, estruturas analogas a
descrita acima devem ser a responsével pelas atividades antivirais apresentadas por
polissacarideos sulfatados. Dados estruturais que justificam o exposto foram obtidos
pelos estudos realizados com as agaranas sulfatadas biossintetizadas por
Acanthophora spicifera, que demonstraram que o padrdo médio de sulfatacéo
desses polimeros € similar a seqiéncia minima do heparan sulfato, ou seja, [>3)-p-
p-("C1)-Galp 2S-(1—4)-a-L-(‘C4)-Galp 6'S-(1-]. A presenca desta diade, aliada a
outros fatores estruturais (conformagdo, massa molecular, grau de sulfatagao)
poderia ser responsavel pela formagcdo do complexo agarana-gC e,
consequentemente, pela atividade antiviral apresentada por essas moléculas
(DUARTE et al. 2004).

Nesse aspecto, a maioria dos polissacarideos sulfatados obtidos de clordfitas
com atividade antiviral, ndo tiveram sua estrutura quimica fina definida. Assim, a
determinagéo detalhada de tais estruturas polissacaridicas é de grande importancia

para o entendimento de seus mecanismos de agéo.

2.5 DISTRIBUICAO DAS ALGAS VERDES EM ESTUDO

2.5.1 Gayralia oxysperma

A alga G. oxysperma (FIGURA 2a) é uma alga verde monostromatica, obtida
de ambiente marinho, comestivel (PELLIZZARI et al., 2007). No Brasil, sua presenca
tem sido observada em vérios pontos ao longo da costa, estando presente desde o
litoral nordeste até o litoral sul do pais (OLIVEIRA et al., 1999; BRAGA, FUJIl e
CORDEIRO-MARINO, 1997).

Segundo Pellizzari, Oliveira e Yokoya (2008) espécies de Gayralia coletadas
no Brasil tém sido erroneamente identificadas como Monostroma oxyspermum

(Kutzing) Doty e Ulvaria oxysperma (Kutzing) Bliding.
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A espécie G. oxysperma foi obtida de cultivo marinho, sendo o mesmo
realizado na baia de Paranagua, municipio de Paranagua-PR. Os exemplares da
alga foram cedidos pela Doutora Franciane M. Pellizzari (Departamento de Ciéncias
Biologicas - Faculdade Estadual do Paranagua), que realizou estudos para o cultivo
dessa alga na regido acima citada (PELLIZZARI et al., 2007). Esta espécie é
coletada pela populagdo local e vendida como alimento para restaurantes
japoneses, porém, tal atividade é esporddica desde que se restringe a
disponibilidade do produto no meio ambiente. Sendo assim, o objetivo da autora foi
estudar as caracteristicas de desenvolvimento de G. oxysperma e assim
desenvolver técnicas de cultivo que permitissem a producdo dessa espécie durante
todo o ano (PELLIZARI et al., 2007; PELLIZZARI, OLIVEIRA e YOKOYA, 2008).

N&o existe relato na literatura de estudos referentes a estrutura quimica fina
dos polissacarideos biossintetizados pela alga verde G. oxysperma. Dessa maneira,
€ de grande interesse a descricdo de tais estruturas desde que diferentes algas
comestiveis da ordem Ulvales apresentam atividade bioloégica (IVANOVA et al.,
1994; LEE et al., 1999; PENGZHAN et al., 2003a,b). Além disso, as espécies de
cloréfitas s@o pouco estudadas quanto a seus constituintes polissacarideos
(LAHAYE e AXELOS, 1993).

2.5.2 Ulvalactuca e Ulva fasciata

Amplamente encontradas na costa brasileira, e de forma geral no mundo, a
abundancia dessas espécies cosmopolitas esta relacionada a quantidade de
nutrientes na dgua marinha, sendo comuns grandes floracdes destas algas sobre
costdes rochosos em regides de eutroficagdo (UNIVERSITY OF HAWAII, 2004)
(FIGURA 2b,c).

U. lactuca foi estudada quanto a sua composi¢do polissacaridica nas décadas
de 50 e 60 (BRADING, GEORG-PLANT e HARDY, 1954; McKINNELL e PERCIVAL,
1962b; PERCIVAL e WOLD, 1963) e as diferengas apresentadas entre tais estudos

e os estudos atuais realizados com outras espécies do género Ulva contribuiram
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para uma nova investigacdo da estrutura quimica fina dos polissacarideos obtidos

dessa espécie.

A frag@o polissacaridica (ulvana) obtida de U. fasciata foi testado in vivo
qguanto a sua capacidade de proteger plantas de feijdo comum (Phaseolus vulgaris
L.) contra antracnose (doenca causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum).
Na concentragdo de 10 mg/mL e aplicada quatro dias antes da inoculagdo do fungo,
a ulvana apresentou possivel inducdo de resisténcia na planta (PAULERT, 2005). A
caracterizacdo dessa fracdo polissacaridica foi realizada para se comparar a

estrutura da ulvana produzida por U. fasciata com a produzida por U. lactuca.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 POSICIONAMENTO SISTEMATICO DAS ESPECIES ESTUDADAS

Super-Reino: Eucariota
Reino: Planta

Sub-reino: Viridaeplantae

Filo: Chlorophyta
Classe: Ulvophyceae
Ordem: Ulvales
Familia: Gayraliaceae

Género: Gayralia

Espécie:

Gayralia oxysperma (Kutzing) K.L. Vinogradova ex Scagel et al.

Familia: Ulvaceae
Género: Ulva
Espécies:
Ulva lactuca Linnaeus

Ulva fasciata Delile
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FONTE: (a) redes de cultivo em mar (foto cedida pela Dra. Franciane M. Pellizzari); (b)
http://www.jonolavsakvarium.com/blog/200708/ulva.jpg (acessado em 11 Fev. 2008); (c)

http://www.meerwasser-aquaristik.de/onlineshop/catalog/images/Meeressalat.jpg (acessado em 11
Fev. 2008).

FIGURA 2 - ASPECTO GERAL DAS ALGAS VERDES Gayralia oxysperma (a),

Ulva lactuca (b) e Ulva fasciata (c)

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO

Os exemplares da alga verde Gayralia oxysperma (Kutzing) K.L. Vinogradova
ex Scagel et al. foram cultivados na baia de Paranagua, Paranagua-PR e coletados
no més de Junho de 2004. G. oxysperma foi gentilmente cedida para estudos pela
Dra. Franciane M. Pellizzari do Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade
Estadual de Filosofia, Ciéncias e Letras de Paranaguda, sendo identificada pelo Dr.

Eurico Cabral de Oliveira do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo.

Os espécimes de Ulva lactuca Linnaeus foram coletados no litoral norte da
llha de Santa Catarina, municipio de Floriandpolis, em Setembro de 2004 e
identificados pela Dra. Dicla Pupo Santos do Instituto de Botanica da Universidade

de Sao Paulo.
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As exsicatas de ambas as espeéecies foram depositadas no herbério do
Departamento de Botanica da Universidade Federal do Parand sob os numeros
UPCB 58059 e UPCB 58058, respectivamente.

As algas verdes G. oxysperma e U. lactuca foram lavadas com agua doce,
secas ao sol ou em estufa a 25-30 °C, moidas em moinho de faca (Wiley Mill),
resultando em 107,3 g e 116,0 g de algas secas e moidas, respectivamente, as

guais foram submetidas aos processos de extracao.

Os espécimes de U. fasciata foram coletados na praia da Armacgdo, no
municipio de Florianopolis-SC, em junho de 2005 e foram identificados pela Dra.
Zenilda Laurita Bouzon do Departamento de Biologia Celular da Universidade
Federal de Santa Catarina. Os polissacarideos (ja extraidos) foram fornecidos para
estudo de sua estrutura quimica a partir de uma parceria entre o grupo de
Carboidratos de Algas Marinhas, do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFPR, e o Dr. Marciel J. Stadnik do Departamento de Biotecnologia da

UFSC. O processo de extracao realizado é descrito no item 3.3.

3.3 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS

As algas G. oxysperma e U. lactuca, secas e moidas (107,3 e 116,0 g,
respectivamente), foram submetidas a extragbes aquosas (5% m/v) sob agitacao
mecanica, em temperatura de 25 °C por 4 horas, sendo este processo realizado por
duas vezes. Apls cada etapa, os extratos aquosos foram centrifugados a 7.700 x g
por 20 minutos e concentrados em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida. Aos
sobrenadantes adicionou-se etanol (3:1 v/v) para precipitacdo dos polissacarideos.
Os precipitados foram separados por centrifugagao, reunidos e ressolubilizados em
agua, dialisados contra agua destilada e liofilizados. As fra¢des brutas obtidas foram
denominadas Gol e Go2 (G. oxysperma) e Uvl e Uv2 (U. lactuca), correspondendo

a primeira e segunda extra¢des aquosas a 25 °C, respectivamente.

Os residuos das algas foram sequencialmente submetidos a extragbes
aquosas a 80 °C (5% mlv), em banho-maria, sob agitagdo mecanica, durante 4

horas (4 vezes). Apés cada etapa, os extratos aquosos foram centrifugados a 7.700
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X g por 20 minutos, submetidos a reducdo de volume (em evaporador rotatério),
precipitados com etanol (3:1 v/v) e centrifugados. Os polissacarideos precipitados
foram ressolubilizados em agua, dialisados contra 4gua destilada e liofilizados,
originando as fragdes brutas Go3, Go4, Go5 e Go6 (G. oxysperma) e Uv3, Uv4, Uvs
e Uv6 (U. lactuca), correspondendo a primeira, segunda, terceira e quarta extracdes

a 80 °C, respectivamente. Os residuos das algas foram descartados.

Durante o processo de precipitagdo dos polissacarideos por desidratacdo em
etanol, o sobrenadante etandlico das fracbes Go3, Go4, Uvl, Uv3 e Uv4
apresentaram turbidez persistente apos centrifugagdo. A estes sobrenadantes foi
adicionado acetato de potassio (0,5% m/v) para a precipitacdo do material que se

manteve suspenso, sendo 0s mesmos agrupados as respectivas fragdes de origem.

A obtencé&o dos polissacarideos sintetizados por U. fasciata foi realizada pela
Mestra Roberta Paulert (Departamento de Biotecnologia da UFSC). Para tanto, 100
g de alga seca e moida foram autoclavados (10% m/v) durante 2 horas a 110 °C
(CLUZET et al., 2004). O material foi filtrado, concentrado por evaporagdo em estufa
a 50 °C, precipitado com etanol (3:1 v/iv) e centrifugado. O precipitado foi
ressolubilizado, dialisado e liofilizado, dando origem a fragdo polissacaridica
denominada Uf (PAULERT, 2005).

3.4 ULTRAFILTRACAO EM MEMBRANA

Para o fracionamento dos polissacarideos sulfatados presentes nas fracdes
brutas, obtidas como descrito no item 3.3, realizou-se ultrafiltracdo em membrana de
celulose regenerada ou polietersulfona com limite de exclusédo de 300 kDa e 500
kDa (Millipore) para Go3 (1,2 g) e Uv2 (2,0 g), respectivamente. As ultrafiltracdes
foram realizadas por um sistema de filtracdo modelo 16249, SARTORIUS, acoplado

a um cilindro de ar comprimido.

Neste método os polissacarideos foram solubilizados em &gua, em uma
concentracdo de 0,1 g%, e submetidos a filtragdo em cilindro, sob presséo, sendo
obtido um material retido na membrana (denominado “r’) e um material eluido

(denominado “e”).
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3.5 METODOS ANALITICOS GERAIS

3.5.1 Carboidratos Totais

As dosagens de carboidratos totais foram realizadas pelo método do fenol-
acido sulfarico, descrito por Dubois et al., 1956. Foi utilizado como padrdo uma

solucéo de ramnose (1 mg/mL), sendo a leitura realizada em 480 nm.

3.5.2 Agucar Redutor

As dosagens de agUcares redutores foram realizadas pelo método de Park e
Johnson (1949), utilizando-se como padréo solugdo de ramnose na concentragéo de
1 mg/mL. O limite de quantificagdo do método € de 1-9 pg de agUcar redutor e a

leitura realizada a 690 nm.

3.5.3 Proteinas Totais

As dosagens de proteinas foram realizadas pelo método de Lowry et al.
(1951), utilizando-se o reativo de Folin-Ciocalteau. O limite de quantificacdo do
método é de 5-100 pg de proteina, sendo utilizado como padréo solugéo de BSA na

concentragao de 40 mg% e a leitura feita em 660 nm.

3.5.4 Sulfato

Os teores de grupos sulfato presentes nos polissacarideos foram
determinados pelo método de Dodgson e Price (1962), tendo como reagentes a
mistura gelatina-bério. A analise inicia-se com a hidrdlise total da molécula (HCI M,
5 h, 105 °C), havendo liberagdo dos grupamentos sulfato em solu¢cdo. Em contato
com o ion bario, adicionado como BaCl,, forma-se um composto insollvel, BaSQ,,
que se mantém em suspensao devido a presenca da gelatina (Oxoid). O método é
turbidimétrico, sendo a leitura realizada em a 360 nm, apresentando limite de
quantificacdo de 20-200 g de sulfato. O padrdo utilizado € uma solugéo de sulfato

de s6dio a 1 mg/mL.
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3.5.5 Acidos Urdnicos

As dosagens de &cidos urdnicos foram realizadas pelo método do m-
hidroxibifenila (FILISETTI-COZZI e CARPITA, 1991). Este método apresenta limite
de quantificac@o de 1-38 ng, sendo que a coloragéo é aparente ap6s 5 a 10 minutos

da adic@o dos reagentes e € estavel por 1 hora. A leitura é realizada em 525 nm.

3.5.6 Polarimetria

A determinagdo da rotacdo Optica especifica ([a]p?®>) das amostras foi
realizada na concentracdo de 0,2 g% em solugdo aquosa a temperatura de 25 °C,
utilizando cubetas de 10 cm de comprimento em polarimetro RUDOLPH

RESEARCH, modelo Autopol Ill, no comprimento de onda de 589,3 nm.

3.5.7 Determinacao da Configuracdo Enantiomérica da Ramnose

A determinagéo da configuragcdo enantiomérica da ramnose foi realizada pelo
método descrito por Cases, Cerezo e Stortz (1995), utilizando as fragBes obtidas de
G. oxysperma. Nesta metodologia os polissacarideos sofrem uma aminacao redutiva
(agente redutor cianoborohidreto de sédio), na presenca de (S)-a-metilbenzilamina,
e acetilagdo, formando assim seus derivados amino alditéis, os quais sé&o

posteriormente analisados por CLG-EM.

3.6 HIDROLISE ACIDA TOTAL

Para determinacdo da composicdo monossacaridica, os polissacarideos
obtidos das trés algas em estudo, foram submetidos a hidrélise acida total (~1 mg)
com TFA M por 4 horas a 100 °C. Posteriormente, os monossacarideos obtidos
foram reduzidos com NaBH,4, ou NaBD,, por 12 horas. Apés redugcdo, 0s mesmos
foram acetilados com anidrido acético:piridina (1:1 v/v) por 12 horas a temperatura

ambiente e analisados, na forma de acetatos de alditois, por CLG e CLG-EM.
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Os polissacarideos permetilados foram submetidos a hidrolise acida com
acido férmico 45% a 100 °C por 16 horas, sendo os hidrolisados reduzidos com
NaBD, por 12 horas e acetilados com anidrido acético:piridina (1:1 v/v) por 12 horas
a temperatura ambiente. Os acetatos de alditéis parcialmente metilados foram

analisados por CLG-EM.

3.7 MODIFICACOES QUIMICAS DOS POLISSACARIDEOS

3.7.1 Carboxi-Reducéo

O processo de carboxi-reducéo foi realizado com as fragdes Gol, Go3, Go3r,
Go4, Gob6 e Uv2r, utilizando os métodos de Taylor e Conrad (1972) e Anderson e
Stone (1985). As amostras foram solubilizadas em tamp&o MES 0,2 M (pH 4,75). Em
seguida foi adicionada carbodiimida [1-ciclohexil-3-(2-morfolinoetil) carbodiimida]
(CMC) na proporcao de 1,0 mM de carbodiimida:50 pEq de carboxila. Apos agitacao
por 1 hora e ajuste do pH para 7,0 pela adigdo de tampé&o TRIS 2,0 M, foi adicionado
NaBH, (fragdes Gol, Go3, Go4, Go6 e Uv2r) ou NaBD. (fracdes Go3r e Uv2r) até a
obtenc&o de uma solugéo 2,0 M. Apos 12 horas a 30 °C e neutralizagdo com HCI, os

polimeros carboxi-reduzidos foram dialisados contra &gua destilada e liofilizados.

As fragBes submetidas & carboxi-reducdo e as massas utilizadas para tal
método foram: Gol = 300 mg; Go3 = 200 mg; Go3r =530 mg; Go4 = 300 mg; Go6 =
290 mg; Uv2r = 200 mg (na presenca de NaBH,) e 15 mg (na presenca de NaBD.,).

As fragbes obtidas apds carboxi-reducdo foram identificadas pela adicdo da

letra “R” (carboxi-reduzido) aos nomes originais das mesmas.
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3.7.2 Dessulfatagéo por Tratamento Solvolitico

3.7.2.1 Preparo do sal de piridinio

O processo de solvolise foi conduzido com os polissacarideos na forma de sal
de piridinio. Para formacdo deste sal, as fragbes foram solubilizadas em agua e
entdo se adicionou resina catibnica DOWEX 50x8 na forma H', sob agitacdo
magnética a temperatura ambiente por 30 minutos. O pH dos sobrenadantes ficou
entre 1-2. Os filtrados (obtidos por filtracdo a pressao reduzida) foram neutralizados
(em capela) com piridina, at¢é pH 7,0 e liofilizados (NAGASAWA, INOUE e
TOKUYASU, 1979).

As massas utilizadas para a realizacdo do processo solvolitico foram de: Gol-
R, Go3-R, Go4-R e Go6-R = 100 mg cada; Go3r-R = 150 mg; Go3r-S = 50 mg;
Go3r-RS =40 mg; Uv2r-R = 100 mg; Uf = 60 mg.

3.7.2.2 Solvdlise

As fragBes, na forma de sal de piridinio, foram solubilizadas em uma mistura
de dimetilsulféxido, metanol e piridina, cuja proporcdo foi de 89:10:1 (v/v),
respectivamente, respeitando-se a relacdo de 10 mg de polissacarideo para 3 mL da
mistura (NAGASAWA, INOUE e TOKUYASU, 1979).

As solugdes resultantes foram mantidas a 100 °C durante 4 horas. Apos 0
resfriamento, as frag6es solvolisadas foram dialisadas contra 4gua destilada e
liofilizadas. Os polissacarideos dessulfatados foram identificados pela adicdo da
letra “D” (dessulfatado) ao nome da fragédo original, sendo os mesmos analisados

qguanto a sua composi¢cdo monossacaridica (3.6) e teor de sulfato (3.5.4).

3.7.3 Degradacgé&o Controlada de Smith

Para a realizacdo da degradacdo controlada de Smith, as fragbes

polissacaridicas Go3r e Go3r-R (130 g cada) foram solubilizadas em agua destilada,
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adicionando-se posteriormente uma solucdo de m-NalO, 0,1 M, obtendo-se uma
solucéo final de 20 mL com concentragéo de 0,05 M, a qual foi mantida em ambiente
escuro a temperatura ambiente durante 72 horas. Apos este periodo a solucdo foi
tratada com etilenoglicol visando consumir o excesso de m-NalO,4, reduzida com
NaBH, durante 20 horas, neutralizada com &acido acético, dialisada e liofilizada
(GOLDSTEIN et al., 1965). Os polissacarideos obtidos foram submetidos a hidrolise
branda com TFA M durante 20 horas a temperatura ambiente (FURNEAUX e
STEVENSON, 1990). As fragbes quimicamente modificadas foram identificadas

como Go3r-S e Go3r-RS, respectivamente.

3.7.4 Auto-Hidrdlise — Obtencéo de Oligossacarideos

Para a producéo de oligossacarideos a fracdo Go4 foi submetida ao processo

de auto-hidrolise.

Os polissacarideos em solugédo (1 g%) foram tratados com resina catidnica
fortemente acida (Dowex 50x8, H"), obtendo-se o polissacarideo na sua forma acida.
Para se avaliar as condi¢gdes do processo de auto-hidrélise que proporcionaria maior
rendimento em oligossacarideos foram realizadas hidrélise em diferentes tempos (5—
75 horas), com temperatura constante de 80 °C e pH de 1,9. Apoés tal processo o
material hidrolisado foi neutralizado e liofilizado. A avaliagdo da formacao de
oligossacarideos foi realizada dosando-se aclcares redutores e por andlises de
RMN de **C.

ApoOs ser selecionado o melhor tempo de auto-hidrélise foi realizado o
processo preparativo, utilizando-se para tal 5 g da fracdo Go4 e temperatura de

hidrdlise de 80 °C por 25 horas, seguindo a metodologia descrita acima.

A amostra hidrolisada foi neutralizada e centrifugada (7700 x g por 15 min),
para separacdo de material insolivel presente apds auto-hidrélise, obtendo-se a
frag@o precipitada Go4i. O material solavel apés centrifugacéo foi tratado com etanol
(3:1 viv) e centrifugado (7700 x g por 15 min), originando as fracdes Go4s e Go4p,
sobrenadante e precipitado etandlicos, respectivamente. A fracdo Go4s foi purificada

por cromatografia de exclus&o, como descrito no item 3.9.2.2.
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3.8 ANALISE DE METILACAO

3.8.1 Preparo do Sal de Trietilamoénio

As fracdes brutas carboxi-reduzidas (Gol-R, Go3-R, Go4-R e Go6R) e os
produtos quimicamente modificados da fragdo Go3r (Go3r-R, Go3r-RD, Go3r-RS e
Go3r-RSD), foram inicialmente reduzidas com NaBH, e dialisadas contra solugéo de
trietilamina 5%, visando obter polissacarideos soluveis no solvente aproético dimetil
sulféxido (DMSO), o qual é utlizado durante o processo de metilacdo. Os
polissacarideos foram recuperados na forma de sal de trietilambnio e liofilizados
(STEVENSON e FURNEAUX, 1991).

3.8.2 Metilagéo e Derivatizagao

O processo de metilacdo dos polissacarideos, na forma de sal de
trietilaménio, foi conduzido de acordo com o método de CIUCANU e KEREK, 1984.
Apos solubilizagdo dos polissacarideos em DMSO (1 mL para cada 15 mg de
polissacarideo), adicionou-se hidroxido de sdédio (NaOH) pulverizado (30 mg) e a
mistura permaneceu sob agitacdo mecéanica vigorosa por 30 minutos. Apds esse
tempo, adicionou-se ao meio iodometano (ICHsz) (0,1 mL para cada 15 mg de
polissacarideo) sob agitacdo mecéanica vigorosa por mais 30 minutos. Este processo
(adicdo de NaOH e iodometano) foi repetido por mais duas vezes, completando-se
assim a primeira etapa de metilagdo. As fracdes sofreram 2 ou 3 etapas de
metilacdo, sendo que apo6s cada etapa as fragbes foram dialisadas contra agua
destilada, liofilizadas, hidrolisadas com acido férmico 45%, a 100 °C por 16 horas,
sendo os hidrolisados reduzidos com borodeutério de sédio (NaBD.) por 12 horas e
acetilados com anidrido acético:piridina (1:1 v/v) por 12 horas a temperatura
ambiente (item 3.6). Os acetatos de alditéis parcialmente metilados foram analisados
por CLG-EM.
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3.8.3 Trideuteriometilagao

A fracdo Go3r-R, previamente permetilada (item 3.8), foi submetida
sequencialmente ao processo de dessulfatacdo solvolitica e remetilada utilizando

iodometano trideuterado (ICDs).

3.9 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.9.1 Cromatografia de Troca l6nica (DEAE-Sephacel)

A fragdo bruta Go3 (2,9 g) e a fracdo oligossacaridica Go4A (0,9 g) foram
submetidas a fracionamento por cromatografia de troca anidnica em coluna
contendo DEAE-Sephacel, utilizando-se concentragdes crescentes de NaCl (0-2 M)
e (NH4).CO3 (0-0,5 M), respectivamente. As sub-fragdes obtidas a partir de Go4A
foram concentradas, ressolubilizadas em agua destilada e novamente concentradas,
para a retirada do (NH,4).CO3; presente nas mesmas. Este procedimento foi repetido

por trés vezes.

As eluicbes foram monitoradas pelo teste colorimétrico do fenol-acido
sulfdrico (DUBOIS et al., 1956).

3.9.2 Cromatografia de Excluséo

As cromatografias de exclusdo foram utilizadas para purificacdo e
dessalificacdo das amostras (polissacarideos e oligossacarideos), sendo realizadas

em colunas de vidro, utilizando diferentes tipos de géis como fase estacionéria.
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3.9.2.1 Especificagbes das colunas utilizadas para purificagdo dos

polissacarideos

# Sepharose CL 6B (limite de exclusdo: 1x10-1x10°: coluna de 16 cm x 0,9 cm
d.i.; volume morto (Vo) de 9 mL, volume total (Vt) igual a 30 mL e fluxo de 0,8
mL/min. Utilizada para purificacdo da fracdo Go3e (2 mg) em grau analitico. Fase

movel: agua destilada;
# Sepharose CL 4B (limite de exclusdo: 3x10*-5x10°):

e coluna de 110 cm x 3 cm d.i.; volume morto de 160 mL, volume total
igual a 530 mL e fluxo de 0,6 mL/min. Utilizada para o fracionamento de

Go3e (250 mg) em grau preparativo. Fase movel: agua destilada;

e colunade 16 cm x 0,9 cm d.i.; volume morto (Vo) de 9 mL, volume total
(Vt) igual a 30 mL e fluxo de 0,8 mL/min. Utilizada para avaliagéo do perfil

cromatografico da fracdo Go3e2 (2 mg). Fase movel: 4gua destilada.

3.9.2.2 EspecificagOes das colunas utilizadas para purificagéo e dessalificagdo

dos oligossacarideos

% Bio-Gel P-2 (limite de excluséo: 100-1800):

e Colunal-180cmx 5 cm d.i.; volume morto de 250 mL, volume total de
800 mL e fluxo de 1,4 mL/min (utilizando bomba peristaltica). Utilizada
para dessalificacdo e pré-purificacdo dos hidrolisados Go4s (3,8 g). Fase

movel: agua destilada;

e Coluna 2 - 68 cm x 1,5 cm d.i.; volume morto de 45 mL, volume total de
150 mL e fluxo de 0,5 mL/min. Utilizada para purificagdo da fragcao oligo-

A2 (50 mg). Fase mdvel: 4gua destilada.

As eluigBes foram monitoradas pelo teste do fenol-acido sulfarico (DUBOIS et
al., 1956).

59



3.9.3 Cromatografia Liquido-Gasosa (CLG)

As andlises por cromatografia liquido-gasosa foram realizadas em
Cromatografo TRACE ULTRA (Thermo), com detector de ionizacdo de chama (FID)
(300 °C) e injetor (250 °C), utilizando hélio como gas de arraste e nitrogénio como
gés de make up, em coluna capilar de silica fundida (30 m X 0,25 mm d.i., 0,25 mm)
DB-225, marca J.W. As andlises cromatograficas para acetatos de alditois foram

realizadas a 220 °C.

3.9.4 Cromatografia Liquido-Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa
(CLG-EM)

As andlises cromatograficas em fase gasosa acoplada & espectrometria de
massas foram realizadas em um cromatografo da marca VARIAN 3800, equipado
com coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um) DB-225MS
(Durabond), e um espectrometro de massa do tipo lon Trap, marca Varian Saturn
2000R. A temperatura do injetor foi de 250 °C e a temperatura inicial do forno foi de
50°C, seguido de aumento gradual de 40 °C por minuto, até 220 °C para alditol
acetato e 210 °C para alditol acetato parcialmente metilado, mantendo-se constante
a partir de 25 e 30 minutos, respectivamente. Utilizou-se como gas de arraste o gas
hélio com fluxo de 1,0 mL/min. Os espectros de massas foram obtidos por impacto
de elétrons de 70 eV, com m/z (relagdo massa/carga) de 80 a 220 e 50 a 350 (para
as fragdes carboxi-reduzidas com NaBD,). Os cromatogramas foram analisados e
integrados em software Saturn Workstation 5.1. Esse método foi utilizado para
quantificacdo relativa de acetatos de alditdis e acetatos de alditéis permetilados,
sendo identificados por meio de seus tempos de retencéo e perfis caracteristicos de
fragmentagcé@o por impacto de elétrons (JANSSON et al., 1976) e comparados com
padrbes produzidos por SASSAKI et al. (2005).
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3.9.5 Cromatografia de Excluséo Estérica de Alta Pressdo (HPSEC) Acoplada a
Detector de indice de Refracdo (IR) Diferencial e Espalhamento de Luz em
Multiangulos (MALLYS)

Para andlise de homogeneidade e de determinacdo da massa molecular
ponderal média (Mw), as amostras foram solubilizadas em nitrito de sédio (NaNOs
0,1M) contendo azida de sddio (200 ppm) dissolvidas em &gua milliq, para se obter
uma solugéo polissacaridica com concentragdo final de 1 mg/mL. As amostras foram

filtradas em membranas MILLIPORE (acetato de celulose) de 0,22 pum.

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

Itm

Ultrahydrogel™ 2000, 500, 250 e 120, respectivamente) em série. O eluente utilizado
foi uma solucdo de nitrito de sédio (NaNO3 0,1M) contendo azida de sddio (200

ppm), presséo de 920 psi a 20°C.

A taxa de variacdo do indice de refragdo com relacdo a concentracédo (dn/dc)
foi determinada para amostras homogéneas, utilizando solugdes de 0,2; 0,4; 0,6 e
0,8 mg das amostras em 1 mL de nitrito de s6dio (NaNO3; 0,1M) e azida de sodio
(200 ppm). As massas molares foram determinadas a partir do perfil de eluicdo e

valores de dn/dc. Os calculos foram efetuados pelo software ASTRA.

3.9.6 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas
para acompanhamento dos processos de purificacdo das fracdes oligossacaridicas,

sendo realizadas em Silica Gel em folhas de aluminio 60 F254 utilizando como fase
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maovel uma mistura de acetato de etila:metanol:agua (4:2:1 v/v). Apés cromatografia,
os agUcares foram visualizados através de borrifamento com solu¢do de orcinol
0,5% em etanol/H,SO4 concentrado (20/1) e aquecimento (120 °C) até o

aparecimento de coloragéo.

3.10 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As analises de ressonancia magnética nuclear mono e bidimensionais foram
realizadas em espectrémetro da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance,
em tubos de 5 mm de diametro, sendo as amostras dissolvidas em agua deuterada
99% (D,O). Os deslocamentos quimicos, expressos em & (ppm), foram
determinados utilizando acetona como padréo interno, tanto para as analises de **C
(8 31,45) como para 'H (8 2,225).

3.10.1 Técnicas de RMN Monodimensionais

3.10.1.1 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono—13 (RMN de *3C)

Os espectros de RMN de **C foram obtidos na freqiiéncia base de 100,16
MHz, com intervalo de aquisicao de sinal de 0,6 segundos, fazendo-se, em média,
60.000 aquisigOes, utilizando-se um intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos. As

amostras foram dissolvidas em D,O, em uma concentracdo de ~60 mg/mL.

3.10.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN — *H)

Os espectros de RMN — 'H foram obtidos na frequéncia base de 400,13 MHz,
sendo necessério promover a troca dos hidrogénios das hidroxilas por deutério e a
remocdo das moléculas de 4gua presentes, através da dissolucdo das fracdes em
D,0O, congelamento e liofilizacdo (este processo foi repetido por, no minimo, 3

vezes), com a finalidade de diminuir a intensidade do sinal relativo ao hidrogénio
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ligado a oxigénio, o qual prejudica a qualidade do espectro obtido. As amostras

foram dissolvidas em D,O, em uma concentragédo de ~20 mg/mL.

3.10.2 Técnicas de RMN Bidimensionais

3.10.2.1 COSY (Correlation Spectroscopy)

Esta € wuma técnica homonuclear utilizada para correlacionar o0s
deslocamentos quimicos dos nicleos de *H que estio acoplados um com o outro.
Assim, nos carboidratos o H-1 de um monossacarideo apresenta acoplamento com
0 H-2 da mesma unidade, sendo possivel observar esta interacdo na forma de um
pico cruzado (cross peak) entre 0s mesmos sinais, quantificar esta interagédo através
da determinagcdo da constante de acoplamento (J) e ainda determinar o
deslocamento quimico do H-2 a partir do H-1. Desta forma a partir do sinal de H-2
pode ser determinado o H-3 e assim sucessivamente ao longo do anel. Como cada
unidade monossacaridica apresenta um padrdo de constantes de acoplamento
caracteristico, com estes resultados é possivel determinar o tipo de agUcar presente

na estrutura.

3.10.2.2 TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)

Nesta técnica, também homonuclear, os picos cruzados (cross peaks) sdo
gerados ndo so6 pelos protons vicinais e sim por todos os nucleos do sistema de spin
acoplado, desta forma tém-se os picos cruzados correspondentes a interagéo do H-1
com H-2, H-1/H-3 e assim sucessivamente, conforme seja possivel visualizar essa

interagao.

3.10.2.3 HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation Spectroscopy)

Esta técnica heteronuclear, permite determinar quais atomos de hidrogénio
(*H) estdo ligados aos respectivos atomos de carbono (**C) a partir de sinais de **C
conhecidos ou de *H ja determinados por COSY e TOCSY.
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3.11 ELECTROSPRAY-IONIZATION MASS SPECTROMETRY (ESI-MS)

O equipamento usado para as analises de ESI-MS foi um Micromass Quattro
LC-MS/MS com triplo quadrupolo. As aquisicbes e 0 processamento dos espectros
foram feitos utilizando o software Maslynx 3.5. Os espectros de massa foram
adquiridos no modo negativo. As amostras foram previamente solubilizadas (0,1
mg/mL) em uma mistura de acetonitrila:agua (70:30 v/v), ultrafiltradas em membrana
com porosidade de 0,22 um e injetadas por uma bomba (KD Scientific Inc.) a um
fluxo de 60 pL/min. As condigbes de ESI foram: gas nitrogénio foi usado como
nebulisador (87 L/h) e gas de dessolvatacdo (429 L/h). A fonte foi operada a 80 °C

com temperatura de dessolvatagéo de 130 °C.

3.12 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIHERPETICA DAS
HETERORAMNANAS OBTIDAS DE G. oxysperma

A avaliacdo da atividade antiherpética das heteroramnanas de G. oxysperma
foi realizada no laboratério de Virologia do Departamento de Quimica Bioldgica da
Universidade de Buenos Aires (Argentina), pelo grupo da Dra. Elsa B. Damonte. O
grupo de Quimica de Carboidratos de Algas Marinhas da UFPR (Departamento de
Biogquimica e Biologia Molecular) mantém colaboracdo cientifica com o grupo
argentino, onde polissacarideos sulfatados cujas estruturas quimicas estédo

caracterizadas sao avaliados quanto a atividade antiviral.

Para os ensaios antivirais foram utilizadas células Vero (linha de células de rim
de macaco verde africano Cercopithecus aethiops), crescidas em meio essencial
minimo de Eagle (MEM) suplementado com 5% de soro fetal bovino. Para o meio de

manutenc¢édo (MM) a concentracéo foi reduzida para 1,5%.

Atividade antiherpética dos polissacarideos sulfatados obtidos de G.
oxysperma foi avaliada frente ao virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) cepa F e HSV-
2 cepa MS. Os estoques virais foram propagados e titulados pela formagdo de

placas virais em células Vero.
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As fragBes polissacaridicas submetidas as analises antivirais foram: Go3, Go4
(fragBes brutas obtidas por extragdo aquosa a 80 °C) e Go3r (obtida apds purificacéo

de Go3 por ultrafiltragdo em membrana).

3.12.1 Ensaio de Citotoxicidade

A viabilidade das células Vero frente as heteroramnanas de G. oxysperma foi
medida pelo método do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]. As culturas, em placas de 96 pocgos, foram expostas a diferentes
concentragdes dos polissacarideos (em triplicata para cada concentragdo) e
incubadas a 37 °C por 1 hora. ApGs este periodo 10 uL de MM contendo MTT
(concentragdo final 0,5 mg/mL) foi adicionado em cada pogo. ApGs 2 horas de
incubagéo a 37 °C, o sobrenadante foi removido e 200 uL de etanol foi adicionado a
cada poco para solubilizar os cristais de formazan. Apds agitagdo vigorosa, a
absorbancia foi medida em leitor de microplacas a 595 nm. A concentragéo
citotoxica 50% (CCso) foi calculada como a concentracdo do polissacarideo
necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50% quando comparada ao

controle.

3.12.2 Determinacé&o da Atividade Antiviral in vitro

A atividade antiviral das fracdes polissacaridicas foi avaliada in vitro pelo
método de redugdo do numero de placas virais. Monocamadas confluentes de
células Vero crescidas sobre multiplacas de 24 pocos, foram infectadas com
aproximadamente 50 PFU (unidades formadoras de placas) de virus por pogo, na
auséncia ou presenca de diferentes concentracdes das fragbes polissacaridicas.
Apo6s 1 hora de incubacdo (37 °C), os inbculos residuais foram removidos e
adicionou-se 0 MM contendo 0,7% de metilcelulose e a correspondente dose de
cada polissacarideo. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas em estufa

com ambiente de CO,. Apos este periodo o meio foi removido e o numero de placas
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virais formadas foi contado como descrito abaixo. A concentracdo inibitéria 50%
(ICsp) foi calculada como a concentragdo do polissacarideo necesséria para reduzir
50% da citopatogenicidade viral quando comparada ao controle. Cada determinagé&o

foi executada duas vezes em duplicada.
Contagem do numero de placas virais:
Titulo (PFU/mL) = n/ v.d
PFU: unidades formadoras de placas
n: numero médio de placas
v: volume do in6culo

d: diluicdo na qual € possivel contar corretamente as placas
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO E ANALISES DAS FRACOES BRUTAS DE G. oxysperma

4.1.1 Extrac&o e Obtencéo dos Polissacarideos

Os espécimes da alga verde G. oxysperma, pertencente a ordem Ulvales,
foram cultivados na baia de Paranagud, Paranagua-PR e coletados em Junho de
2004. As algas secas e moidas foram submetidas a extracdes aquosas sequéncias
(5 g%), sendo duas realizadas a 25 °C e quatro a 80 °C. ApOs cada etapa de
extracdo o0s sobrenadantes aquosos foram tratados com etanol (3:1 v/v),
centrifugados, ressolubilizados, dialisados e liofilizados, obtendo-se assim o0s
polissacarideos solUveis em meio aquoso. As fragcbes obtidas de G. oxysperma
apresentaram materiais insollveis em suspensdo, os quais foram removidos das
mesmas através de centrifugacéo (7.700 x g por 15 minutos), obtendo-se materiais
soluveis e precipitados, sendo estes Ultimos descartados. As duas fragBes brutas
obtidas a partir das extracdes a 25 °C foram denominadas Gol e Go2, sendo as
quatro obtidas a quente denominadas de Go3-Go6 (FIGURA 3). Os nomes das
fragcBes fazem referéncia & espécie da alga a partir da qual foram obtidas (Go = G.
oxysperma) e ao numero de extracdes aos quais os residuos foram submetidos.
Foram realizadas diferentes etapas de extragcdo com G. oxysperma com 0 objetivo
de conhecer o perfil polissacaridico da alga em estudo, desde que foi a primeira vez

que a mesma foi estudada quanto a sua composi¢éo polissacaridica.

Devido a turbidez do sobrenadante etandlico das fracdes Go3 e Go4, aos
mesmos adicionou-se acetato de potéssio para a precipitacdo do material que se
manteve suspenso, e 0 material precipitado obtido foi agrupado com a fracéo bruta

correspondente.
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G. oxysperma

Alga seca e moida

Solugéo aquosa (5 g%)
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FIGURA 3 - ESQUEMA DE EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS
SINTETIZADOS PELA ALGA VERDE G. oxysperma
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4.1.2 Analises Quimicas das Fra¢cdes Brutas

Os rendimentos totais em porcentagem de massa obtida com relagdo a
massa da alga submetida a extracdo foi de ~38% para G. oxysperma, valor esse que
esti acima dos relatados para algas verdes da ordem Ulvales, os quais variam de
3,5% a 29,0% (MEDCALF et al.,, 1975; MAEDA et al., 1991; LAHAYE e ROBIC,
2007) (TABELA 1, p. 33). Essa diferenga nos rendimentos pode ser explicada pelos
diferentes métodos e tempos de extragdo utilizados, desde que normalmente sdo
realizadas apenas uma extracdo a frio e uma a quente para obtengdo dos

polissacarideos de algas da ordem Ulvales.

Como pode ser observado na Tabela 4, houve um pequeno aumento nas
porcentagens de carboidratos totais e grupos sulfato quando comparadas as
extracdes a frio e a quente. Os teores de grupos sulfato (21,2-30,9%) observados
nos extratos brutos obtidos de G. oxysperma foram semelhantes aos obtidos para

outras algas da ordem Ulvales (TABELA 1 e 4).

Teores de sulfato mais elevados estdo relacionados & ambientes com grande
variacdo de umidade e salobros (como a regido entre marés), sendo as atividades
biologicas e propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos obtidos de algas
marinhas dependentes desses grupamentos. Como exemplo, a andlise da atividade
anticoagulante de polissacarideos obtidos de varias espécies de algas verdes
demonstrou que aqueles que continham maior teor de sulfato apresentavam uma
maior atividade anticoagulante, sendo que uma ramnana sulfatada obtida de
Monostroma nitidum (25% de sulfato) apresentou atividade anticoagulante cerca de
seis vezes maior que a da heparina (MAEDA et al, 1991), sendo que a
dessulfatacdo de tal polimero levou a reducdo de sua atividade anticoagulante
(HARADA e MAEDA, 1998).
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TABELA 4 — RENDIMENTOS E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES BRUTAS
OBTIDAS DE G. oxysperma

Fragdes® Rendimento® Agucar Total © Sulfato® Acido Urbnico © Proteina’  [o]p?*

(%) (%) (%) (%) (%)
Gol 1,4 38,4 21,2 12,2 73 ~43,0
Go2 0,6 44,0 22,2 12,9 8,8 -24,5
Go3 13,8 49,6 26,1 17,0 3.9 -38,0
Go4 12,7 46,7 30,9 16,2 2,0 -37,5
Go5 4,5 45,1 23,5 13,7 6,0 -29,0
Go6 58 51,7 30,9 13,8 4,6 -33,0

2 fracBes obtidas por extracdes aquosas: a 25 °C (Gol, Go2); a 80 °C (Go3-Go6); ° em relacio a
massa de alga seca e moida submetida a extracdo aquosa (107,3 g); © segundo DUBOIS et al.
(1956); ¢ segundo DODGSON e PRICE (1962); © segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); '
segundo LOWRY et al. (1951).

Na Tabela 4 observa-se ainda a presenca de &cidos urdnicos em todas as
fragbes brutas em analise, sendo que os maiores teores desse monossacarideo
acido foram observados nas fragcdes Go3 (17,0%). A presenca de acidos urénicos é
relatada nos polimeros sintetizados por algumas espécies de algas verdes da ordem
Ulvales. As ulvanas, polissacarideos biossintetizados por algas do género Ulva, sédo
formadas por uma cadeia principal de ramnose, xilose e acido glucurénico, sendo
descrito ainda, a presenca de acido idurénico nesses polimeros (RAY e LAHAYE,
1995ab; QUEMENER, LAHAYE e BOBIN-DUBIGEON, 1997; LAHAYE, 1998). De
modo diferente Monostroma nitidum sintetiza ramnanas sulfatadas, com baixa
quantidade de &cido glucurénico (5,4%), sendo que, apds analise da estrutura
quimica do polimero, tal monossacarideo nédo foi considerado como constituinte do
mesmo (MAEDA et al., 1991; LEE et al., 1998). Analisando-se as Tabelas 1 (p. 33) e
4, é possivel verificar que todas as fracdes obtidas de G. oxysperma apresentam
maiores teores de &cidos urbnicos que os verificados em ramnanas sulfatadas
obtidas de Monostroma spp., indicando que as mesmas biossintetizam
polissacarideos com diferentes estruturas. Ao contrario do que ocorre em algas da

ordem Ulvales, polissacarideos obtidos de espécies pertencentes a outras ordens de
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algas verdes, tais como Bryopsidales e Cladophorales, ndo apresentam acidos
urbnicos (RAO e RAO, 1986; RAO e RAMANA, 1991; RAMANA e RAO, 1991;
MATSUBARA et al., 2001) ou os mesmos ocorrem em baixos teores, como é o caso
dos polimeros obtidos de Codium dwarkense (1,79-3,23%) (SIDDHANTA et al.,
1999).

A identificac@o do tipo de acidos urdnicos presentes nos polissacarideos em
estudo foi realizada ap6s o processo de carboxi-reducdo das fracdes

polissacaridicas, hidrélise total e anélise dos acetatos de alditol por CLG e CLG-EM.

4.1.3 Composicao Monossacaridica das Fracdes Brutas

As analises de composicdo em termos de monossacarideos neutros das
fragBes brutas foram realizadas pelo processo de hidrélise total e séo apresentados
na Tabela 5. As fragcdes apresentaram variacdo na constituicdo monossacaridica,
porém em todas o principal monossacarideo foi a ramnose (56,0-88,6 mol%), sendo
também observado, em diferentes proporgdes, xilose (3,9-10,4 mol%), glucose (2,8—
21,0 mol%), galactose (2,1-6,2 mol%), arabinose (3,0-10,1 mol%) e manose (1,2—
2,5 mol%). A composi¢cdo monossacaridica dos extratos brutos obtidos de diferentes
espécies de algas verdes da ordem Ulvales é principalmente formada por ramnose,
glucose e xilose (MAEDA et al., 1991; LAHAYE e AXELOS, 1993; RAY e LAHAYE,
1995ab; LEE et al., 1998; CHEN e CHEN, 2001; TABELA 1, p. 33). Os resultados de
composicdo monossacaridica, aliados a deteccdo de é&cidos urbnicos e grupos
sulfato, indicam que os extratos brutos obtidos de G. oxysperma séo constituidos por

polissacarideos acidos.
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TABELA 5 — MONOSSACARIDEOS NEUTROS PRESENTES NAS FRACOES
BRUTAS OBTIDAS DE G. oxysperma

Monossacarideos (mol%) ?

Fracdes

Ram® Xil Glc Gal Ara Man
Gol 63,6 10,4 16,9 2,1 4.5 2,5
Go2 56,0 8,6 21,0 3,1 10,1 1,2
Go3 65,9 10,2 10,5 6,2 54 1,8
Go4 74,8 9,1 10,6 5,5 — —
Go5 88,6 3,9 2,8 — 3,0 1,7
Go6 70,4 9,4 11,7 3,1 34 2,1

— = n&o detectado; * monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditois; ® abreviatura
dos monossacarideos: Ram= ramnose; Xil= xilose; Glc= glucose; Gal= galactose; Ara=arabinose;

Man= manose.

4.1.3.1 Composi¢cdo monossacaridica das fragdes brutas carboxi-reduzidas e

carboxi-reduzidas/dessulfatadas

Com o objetivo de quantificar conjuntamente os &acidos urbnicos e 0s
monossacarideos neutros presentes nos extratos brutos Gol, Go3, Go4 e Gob6
(fracbes de maior rendimento), estes foram submetidos ao processo de carboxi-
reducéao.

A determinagdo da composicdo monossacaridica de polissacarideos que
contém acidos urbnicos € afetada pela estabilidade da ligacdo entre estes
monossacarideos Aacidos e os monossacarideos neutros aos quais eles estdo
ligados. E conhecido que tal ligac&o glicosidica € estavel a hidrolise acida devido ao
efeito indutivo exercido pela carboxila nas ligacdes glicosidicas préximas a ela.
Nesse modelo, a carboxila promove um deslocamento eletronico favorecendo assim
a protonacéo da ligacdo glicosidica anterior e dificultando a protonacdo da ligagédo
glicosidica posterior a ela e originando dissacarideos denominados &cidos
aldobiurénicos, os quais apresentam os acidos urdnicos ligacdo através de seus C-1

a acgucares redutores neutros (BeMILLER, 1967). Desta forma, o processo de
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carboxi-reducdo dos acidos urdnicos, convertendo-0s em seus respectivos aglcares
neutros, proporciona uma hidrélise completa da cadeia polissacaridica e a

quantificacdo correta de seus monossacarideos constituintes (item 3.7.1).

As fragdes brutas Gol, Go3, Go4 e Go6 foram carboxi-reduzidas e ao nome
dos produtos obtidos adicionou-se a letra “R”. As fracdes apresentaram reducao nos
teores de acidos urbnicos, os quais foram de 80%, 100%, 80% e 83%,
respectivamente (TABELA 6). Em todas as fragcbes carboxi-reduzidas houve
aumento de glucose de 5,9-10,9 mol% e de galactose de 2,8-7,2 mol%, quando
comparadas as fragBes brutas nativas, demonstrando assim a presenca de &cidos
glucurénico e galacturénico, respectivamente (TABELA 6). Os acidos glucurdnico e
galacturénico correspondem, em média, a 73% e 27%, respectivamente, dos &cidos
urbnicos presentes nas fragbes carboxi-reduzidas, Gol-R, Go3-R e Go4-R. Em
contrapartida, a fracdo Go6-R contém ~50% de cada um dos acidos urbnicos acima

mencionados.

A presenca de acido glucurénico é observada em polissacarideos obtidos de
diferentes algas verdes (PAINTER, 1983; KLOAREG e QUATRANO, 1988; LAHAYE,
BRUNEL e BONNIN, 1997; HAYAKAWA et al., 2000), sendo que nas ulvanas essas
unidades monossacaridicas estdo presentes na cadeia principal do polimero de
duas maneiras: 4-ligadas e como terminais nao redutores (TABELA 2, p. 36).

Adicionalmente é encontrado acido idurbnico como constituinte das ulvanas.

O 4cido idurbnico, quando submetido ao processo de carboxi-redugéo, é
convertido no monossacarideo neutro idose e, no processo de hidrélise &cida, a
idose livre entra em equilibrio com a forma 1,6-anidro-idose, sendo que 86% das
unidades monossacaridicas encontram-se ciclizadas. Apds reducéo e acetilacdo dos
monossacarideos, a 1,6-anidro-idose € quantificada na forma de 2,3,4-tri-O-acetil-
1,6-anidro-hexose por CLG-EM (COLLINS e FERRIER, 1995). A auséncia do
derivado 2,3,4-tri-O-acetil-1,6-anidro-hexose entre os produtos de hidrolise dos
polimeros carboxi-reduzidos, descartou a presenca de unidades de idose nesse

polimeros e, consequentemente, a presenca de 4cido idurbnico nos extratos brutos.
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TABELA 6 — RENDIMENTOS, ANALISES QUIMICAS E MONOSSACARIDEOS
NEUTROS DAS FRACOES BRUTAS CARBOXI-REDUZIDAS E
CARBOXI-REDUZIDAS/DESSULFATADAS

Rendimento Acido Sulfato Monossacarideos (mol%) ?

Fracbes Urdnico °

(%) ONICO ™ op)c Ram? Xxii Glc Gal Ara  Man
(%)

Gol°® 1.4 12,2 212 636 104 169 2.1 4,5 2,5
Gol-R 84,0' 2,5 n.d. 500 96 228 6,2 1,0 1,4
Gol-RD 53,59 n.d. 171 646 6,7 210 44 1,8 15
Go3 ° 13,8 17,0 26,1 659 10,2 105 6,2 5,4 1,8
Go3-R 68,3' — 253 576 95 208 9.2 14 15
Go3-RD 715°9 n.d. 4,2 658 72 211 59 — —
Go4 © 12,7 16,2 309 748 91 106 55 — —
Go4-R 69,0 3,3 n.d. 504 98 215 8.3 — 1,0
Go4-RD 55,8 9 n.d. 6,0 644 79 208 6,9 — —
Go6 °© 5,8 13,8 309 704 94 117 3.1 3.4 2,1
Go6-R 80,4' 2,4 n.d. 586 9,6 181 103 1,0 2,5
Go6-RD 57,39 n.d. 5,0 60,3 7,3 203 9,1 11 1,9

— = n&o detectado; n.d. = no determinado; ® monossacarideos quantificados na forma de acetatos
de alditéis; ° segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); ¢ segundo DODGSON e PRICE (1962); °
abreviatura dos monossacarideos: Ram= ramnose; Xil= xilose; Glc= glucose; Gal= galactose;
Ara=arabinose; Man= manose; © fracdo incluida com fins comparativos; fem relacdo ao material
submetido a carboxi-reducdo (Gol= 300 mg; Go3= 200 mg; Go4= 300 mg; Go6= 290 mg); ¢ em
relacdo ao material submetido a dessulfatacdo (Gol-R, Go3-R, Go4-R e Go6-R= 100 mg).

Com o objetivo de se obter fragBes polissacaridicas mais simplificadas, os
polimeros carboxi-reduzidos foram submetidos ao processo de dessulfatacdo
solvolitica, o qual remove os grupos sulfato do polimero, sem promover degradacédo
do mesmo (item 3.7.2). A composi¢cdo monossacaridica dos produtos dessulfatados

foi semelhante a dos polimeros carboxi-reduzidos que Ihes deram origem, indicando
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assim que ndo houve degradacdo dos mesmos durante o processo solvolitico
(TABELA 6). ApGs dessulfatagdo houve reducéo de 20%, 84%, 81% e 84% nos

teores de sulfato para as fragdes Gol, Go3, Go4 e Go6, respectivamente.

4.1.4 Analise de Metilacdo das Fragdes Brutas Carboxi-Reduzidas

Dando sequéncia ao estudo de caracterizacdo dos polissacarideos presentes
nas fragdes brutas obtidas de G. oxysperma, Gol-R, Go3-R, Go4-R e Go6-R foram
submetidas a trés etapas de metilagéo e os resultados séo apresentados na Tabela
7.

Observa-se nas fragbes carboxi-reduzidas a presenca de derivados metilados
semelhantes, o que demonstra grande similaridade estrutural entre os polimeros
obtidos por diferentes etapas de extragdo. Os derivados 4-Me-Ram (12,3-17,3
mol%) e Ram (13,1-18,5 mol%) foram os principais produtos da metilacdo de todas
as fragOes carboxi-reduzidas, demonstrando que as mesmas S80 majoritariamente
compostas por unidades de ramnose 2,3- e 2,3,4-substituidas. A alta porcentagem
de ramnose ndo metilada foi persistente mesmo apdés as trés etapas de metilacéo,
demonstrando que tal derivado ndo é conseqiiéncia de submetilacdo da amostra.
Adicionalmente, Gol-R, Go3-R, Go4-R e Go6-R contém altos teores de 2-Me-Ram
(8,3-10,6 mol%) e 3-Me-Ram (8,5-10,5 mol%), e em menores porcentagens 0s

derivados dimetilados (2,4-Me,-Ram e 3,4-Me,-Ram) (TABELA 7).

Nos polissacarideos carboxi-reduzidos as unidades de xilose encontram-se
principalmente 4-ligadas (3,7-4,8 mol%). Em contrapartida, foram encontrados
vérios derivados parcialmente metilados para as unidades de glucose, sendo os
principais 3,4,6-Me3-Glc (3,2-4,1 mol%), 2,3,6-Me3-Glc (3,9-5,5 mol%) e 3,6-Me,-
Glc (2,4-9,6 mol%). O principal derivado metilado obtido para as unidades de
galactose foi o 3,4,6-Me;-Gal (4,3-5,8 mol%), sendo ainda verificado a presenca de

baixos teores de 3-Me-Man (1,7-2,5 mol%).
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TABELA 7 — ANALISE DE METILACAO DAS FRACOES BRUTAS CARBOXI-

REDUZIDAS
Derivado 2 Ligacdo Tr® Fragoes
Gol-R  Go3-R Go4-R Go6-R

2,3,4-Mes-Ram © Ramp-(1— 7:37 tr. — tr. 1,1
3,4-Me,-Ram —2)-Ramp-(1— 9:02 2,9 2,9 5,8 3,7
2,4-Me,-Ram —3)-Ramp-(1—» 9:30 51 10,1 4,0 2,9
2-Me-Ram —3,4)-Ramp-(1— 10:90 8,8 10,2 8,3 10,6
4-Me-Ram —2,3)-Ramp-(1— 11:32 125 17,3 12,3 13,6
3-Me-Ram —2,4)-Ramp-(1— 11:79 9,3 9,1 8,5 10,5
Ram —2,3,4)-Ramp-(1— 12:47 15,4 13,1 18,5 16,3
2,3,4-Me3-Xil Xilp-(1— 7:97 2,1 2,8 2,1 1,8
2,4-Me,-Xil —3)-Xilp-(1— 9:83 2,3 — 3,0 —

2,3-Me-Xil —4)-Xilp-(1— 10:30 4,7 3,8 3,7 4,8
2/3-Me-Xil —3,4/2,4)-Xilp-(1— 13:38 2,1 1,5 1,7 1,9
Xil —2,3,4)-Xilp-(1—> 15:19 1,8 — 2,2 1,6
2,3,4,6-Me,-Glc  Glcp-(1— 9:45 3,6 15 3,3 2,2
3,4,6-Mes-Glc ~ —2)-Glcp-(1— 12:23 4,1 3,3 3,2 3,5
2,3,6-Mez-Glc  —4)-Glep-(1— 13:49 55 55 4,7 3,9
2,6-Me,-Glc —3,4)-Glcp-(1— 15:99 2,8 — 1,9 3,0
3,6-Me,-Glc —2,4)-Glcp-(1— 17:43 2,9 9,6 4,7 2,4
2,3-Me,-Glc —4,6)-Glcp-(1— 18:90 3,0 1,2 3,7 3,3
Glc —2,3,4,6)-Glcp-(1—»  31:35 1,5 — _ _

2,3,4,6-Me,-Gal  Galp-(1—> 10:01 1,9 2,3 — 3,3
3,4,6-Mes-Gal  —2)-Galp-(1—> 13:21 4,3 5,8 4,9 4,7
2,3,4-Mez-Gal  —6)-Galp-(1—> 14:84 1,7 — 2,5 2,3
Gal —2,3,4,6)-Galp-(1—»>  29:24 — — 1,0 tr.

3-Me-Man —2,4,6)-Manp-(1— 25:33 1,7 tr. — 2,5

— = ndo detectado; / = e/ou; tr. = trago; * mol% dos monossacarideos quantificados na forma de alditois acetato

parcialmente metilados; b tempo de retenc@o (em min) dos derivados analisados em coluna DB-225; €2,3,4-Ram

analisada como 1,5-di-O-acetil-2,3,4-O-metilramnitol, etc.
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Os dados de metilacdo demonstraram que as fracdes brutas Gol, Go3, Go4 e
Go6 apresentam semelhangas qualitativas e quantitativas em termos de derivados
obtidos ap6s metilac&o. Aliando a estas analises os resultados de RMN de **C (item
4.1.5), demonstrou-se a complexidade estrutural dos polimeros presentes nas

fracdes brutas de G. oxysperma.

4.1.5 RMN de 3C das FracOes Brutas Nativas, Carboxi-Reduzidas e Carboxi-
Reduzidas/Dessulfatadas

Os espectros de RMN de '*C das fragdes brutas Gol-Go6 estdo
apresentados na Figura 4. Estes espectros sdo similares, apresentando complexa
regido anomérica (6 98,0-105,0), com sinais alargados, indicando a sobreposicao
dos mesmos. A presenca de sinais de alta intensidade em & 17,9-18,2,
correspondentes aos CH3 das unidades de ramnose, confirma os dados obtidos nas
andlises de composicdo monossacaridica (TABELA 5, p. 72), onde a ramnose
representa o principal monossacarideo neutro das fragcbes Gol-Go6. Sinais em §
~176,0 (grupos COOH) confirmam a presenca de acidos urdnicos nas fracdes
brutas. Ainda, é possivel observar sinais de baixa intensidade correspondentes ao
C-6 de hexoses, quando estes carbonos estéo livres (5 62,4) e sinais em J 64,2 e
66,5, referentes ao C-5 de unidades de xilose 4-ligadas ou como terminais n&o

redutores, respectivamente.

Os deslocamentos quimicos observados nestes espectros diferem daqueles
obtidos para espécies do género Ulva (TABELA 26, p. 157) (LAHAYE et al., 1999),
indicando assim uma diferenca estrutural entre tais polimeros, embora os mesmos
apresentem composi¢do quimica e monossacaridica semelhantes (TABELAS 1, 4 e
5,p. 33,70 e 72).
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Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (3 31,45).
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As fragdes carboxi-reduzidas também foram analisadas por RMN de °C,
sendo obtidos espectros semelhantes aos dos extratos brutos, diferindo destes
altimos pelo aumento da intensidade dos sinais na regido de 6 60,0-62,5 (espectros
ndo apresentados). Tais assinalamentos poderiam corresponder ao C-6 livre de
unidades de hexoses ja presentes no polimero nativo, bem como originadas apos
carboxi-reducéo dos &cidos urbnicos. Ressalta-se, no entanto, que a alta intensidade
destes sinais ndo era condizente com a porcentagem de hexoses presente na

composicao monossacaridica das fragdes carboxi-reduzidas (TABELA 6, p. 74).

Supondo que a CMC utlizada no processo de carboxi-redugédo poderia
interferir neste resultado, foi obtido o espectro de RMN de **C deste composto.
Como observado, a CMC apresenta sinais em 6 61,5-61,6 (FIGURA 5), os quais

estéo sobrepostos aos correspondentes C-6 livres das hexoses.
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FIGURA 5 — ESPECTRO DE RMN DE **C DA CARBODIIMIDA (CMC)

Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (3 31,45).

Apos dessulfatacdo solvolitica das fragcdes brutas carboxi-reduzidas houve
consideravel simplificacédo dos espectros de RMN de *C (FIGURA 6), onde ha um
menor numero de sinais, sendo os mesmos mais definidos quando comparados aos
espectros das respectivas fragoes sulfatadas. Estes resultados estdo de acordo com
0os obtidos pela andlise de metilagdo onde ha indicacdo de uma grande
heterogeneidade em termos de posicionamento de grupos sulfato. Ainda, pode ser
observado uma diminuicdo dos sinais em & ~61,5, indicando que, durante o

processo de solvélise, houve eliminacdo de carbodiimida contaminante.
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Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrao interno (3 31,45).
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4.1.6 Homogeneidade das FragOes Brutas Obtidas de G. oxysperma

As fragdes brutas obtidas por extragbes aquosas a 80 °C a partir da alga
verde G. oxysperma foram analisadas por HPSEC-MALLS-IR para avaliagdo de
seus perfis cromatograficos, sendo os resultados obtidos a partir do detector de
indice de refragdo apresentados na FIGURA 7. O perfil ndo unimodal das diferentes
fragcBes analisadas demonstraram a presenca de polimeros com diferentes massas

moleculares.

YAMAMOTO (1980) analisou extratos obtidos a 80-90 °C a partir de
diferentes algas da ordem Ulvales e, assim como observado para as fracdes obtidas
a quente de G. oxysperma, obteve perfis heterogéneos quando tais materiais foram
analisados por cromatografia de gel permeacdo. Em contrapartida, através de
extragdo aquosa a 100 °C (contendo oxalato de aménio - quelante de cétions
divalentes) foi obtido de U. rigida uma fragdo contendo principalmente um pico
simétrico e homogéneo apds andlise por cromatografia de troca ibnica (RAY e

LAHAYE, 1995a).
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FIGURA 7 — PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC COM DETECTOR DE iINDICE DE
REFRACAO DAS FRACOES BRUTAS Go3-Go6 OBTIDAS DE G.

oxysperma
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4.2 PURIFICACAO DA FRACAO BRUTA Go3

Apos avaliacdo do perfil cromatografico por HPSEC-MALLS-IR das fra¢des de
maior rendimento, obtidas por extragdo aquosa a 80 °C de G. oxysperma, foi
observado que a fragdo Go3 apresentava-se com o perfil menos heterogéneo
quando comparada as fragbes Go4-Go6. Por este motivo, e por ser a fragdo de
maior rendimento (TABELA 4, p. 70), Go3 foi selecionada para a obtencdo de uma

frag@o polissacaridica homogénea e posterior analise da sua estrutura quimica fina.

4.2.1 Cromatografias de Troca lonica e Exclusao da Fragao Bruta Go3

Com o objetivo de se obter uma fracdo polissacaridica homogénea, a fracédo
bruta Go3 foi submetida a cromatografia de troca aniénica contendo DEAE-Sephacel
(item 3.9.1), utilizando-se como eluentes 4gua (Go3w) e concentracfes crescentes
de NaCl (Go3a—Go03g) (FIGURA 8). O rendimento e composi¢cdo quimica das sub-

fracOes obtidas sdo apresentados na Tabela 8.

O rendimento total obtido para a fragdo cromatografada foi de 93,0% relativo
a massa polissacaridica inicial aplicada na coluna. A fragdo de maior rendimento,
representando 53,1% de todo material recuperado, foi a eluida com 1,5 M de NaCl
(Go3e). Analisando a Tabela 8 nota-se, nas sub-fragdes obtidas, elevados teores de
grupos sulfato (15,5-32,2%), sendo todas constituidas por &cidos urdnicos em

diferentes porcentagens (4,2-21,3%).

As fracBes eluidas com concentragdes crescentes de NaCl apresentaram um
gradativo aumento no teor de grupos sulfato, sendo que os teores de &cidos
urdnicos variaram bastante durante as etapas de eluicdo. Em termos de proteina, a
fracdo eluida com agua Go3w foi a que apresentou maiores teores desse polimero
(20,1% de proteina) e a fragdo de maior rendimento (Go3e) apresentou as menores

porcentagens do mesmo (0,8%).
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FIGURA 8 - ESQUEMA DOS FRACIONAMENTOS CROMATOGRAFICOS DA
FRACAO BRUTA Go3 OBTIDA DE G. oxysperma
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A fracdo de maior rendimento Go3e (53,1%) foi submetida a cromatografia
analitica de exclusdo em Sepharose CL 6B (limite de exclusdo: 1x10*-1x10°; item
3.9.2.1). Como observado na Figura 8, tal fragdo encontrava-se heterogénea e com
inicio de eluicdo no volume morto do gel. Sendo assim, a mesma foi submetida a
uma nova cromatografia de exclusdo, agora em coluna contendo Sepharose CL 4B
(limite de exclus&o: 3x10*-5x10°), utilizando-se grau preparativo, com o objetivo de
se obter fracBes polissacaridicas em quantidades suficientes para analises

posteriores (item 3.9.2.1).

A Figura 8 apresenta o perfil cromatografico obtido apos fracionamento de
Go3e em Sepharose CL 4B, o qual tem inicio de eluicdo préximo ao Vo da fase
estacionaria e contém, assim como obtido no teste de purificagdo em Sepharose CL
6B, um pico alargado e heterogéneo, o que novamente indica a presenca de
polimeros com elevadas massas moleculares, além da presenca de agregados
polissacaridicos. As fracbes obtidas foram separadas como indicado na Figura 8
(Go3el: 6,2%; Go3e2: 40,4%; Go3e3: 19,2%), e a fracdo de maior rendimento
(Go3e2) apresentou perfil heterogéneo quando cromatografada analiticamente na

fase estacionaria acima citada.

As purificagOes por cromatografias de troca aniénica e exclusdo nao foram
eficientes para obtencdo de uma fragdo homogénea quanto a massa molecular.
Com o objetivo de se obter uma fragdo com tal caracteristica, a amostra Go3 foi

submetida a ultrafiltragdo em membrana.
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TABELA 8 - RENDIMENTOS E ANALISES QUIMICAS DAS SUB-FRACOES
OBTIDAS APOS CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA DA
FRACAO BRUTA Go3

Fracbes® Rendimento® Aculcar Total © Sulfato ¢ Acido Urénico ©  Proteina

(%) (%) (%) (%) (%)
Go3 ¢ 13,8 49,6 26,1 17,0 3,9
Go3w 12,8 52,9 27,6 19,5 2,9
Go3a 1,7 39,2 15,5 4,2 20,1
Go3b 6,2 47,9 16,4 20,3 4,3
Go3c 2,4 48,2 28,6 21,3 4,7
Go3d 10,0 48,7 32,2 17,4 2,0
Go3e 53,1 57,3 32,1 11,4 0,8
Go3f 4.5 41,4 26,9 13,6 3,3
Go3g 1.4 13,9 215 4,0 8,9

2 fracBes obtidas apds cromatografia de troca anidnica da fracdo Go3 (FIGURA 8); ° em relacso ao
material aplicado na coluna (Go3= 2,9 g); ¢ segundo DUBOIS et al. (1956); ¢ segundo DODGSON e
PRICE (1962); © segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); " segundo LOWRY et al. (1951);

fracdo incluida com fins comparativos.

4.2.2 Ultrafiltracdo em Membrana da Fragdo Bruta Go3

Apos a verificagdo de que os testes cromatograficos para purificagdo dos
polissacarideos de G. oxysperma eram de baixa eficiéncia, testou-se a metodologia
de ultrafiltragcéo (item 3.4). Dessa forma, a fragdo Go3 foi solubilizada e submetida a
ultrafiltracdo em membrana com limite de exclusdo de 300 kDa, obtendo-se uma
frac@o de retida (70% de rendimento) e uma fracdo eluida (30% de rendimento), as
quais foram denominadas Go3r e Go3e, respectivamente. Essas fragdes foram
analisadas por HPSEC-MALLS-IR e o0s respectivos cromatogramas s&o

apresentados nas Figuras 9 e 10.

Analisando a Figura 9 verifica-se que a fracdo Go3r foi eluida com um pico

simétrico, indicando assim que a mesma encontra-se homogénea quanto a sua
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massa. O valor de dn/dc calculado em 0,118 (item 3.9.5) foi utilizado para a
determinag@o da massa molecular ponderal média da fragdo Go3r, que foi de 1.519
kDa.

A observacdo de que a massa molecular ponderal média da fracdo Go3r é
menor que o limite de exclusdo dos géis utilizados anteriormente para purificagédo de
Go3 (item 4.2.1) indica que durante o0s processos cromatograficos o0s
polissacarideos contidos em tal fracAo encontravam-se agregados, aumentando
assim suas massas. Ao que tudo indica, tais agregados foram desfeitos durante a
ultrafiltracdo, provavelmente pela presengca de pressdo sobre as cadeias
polissacaridicas. A formacao de tais agregados foi estudada por Freitas (2003), que
verificou uma reducdo de 41% na massa molecular de amostras de
galactoxiloglucanas aquecidas a 85 °C e entdo resfriadas a temperatura ambiente.
Semelhantemente, Wang et al. (2001) agueceu e submeteu a pressao fracoes

polissacaridicas, verificando redugcéo de suas massas moleculares.
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FIGURA 9 — CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-IR)
DA FRACAO RETIDA EM MEMBRANA DE 300 kDa Go3r
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FIGURA 10 - CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-IR)
DA FRACAO ELUIDA EM MEMBRANA DE 300 kDa Go3e

As massas moleculares encontradas para ulvanas variam de 91-820 kDa
(YAMAMOTO, 1980; YAMAMOTO et al.,, 1980; PARADOSSI et al., 1999) e para
ramnanas sulfatadas de 140-725 kDa (MAEDA et al.,, 1991; LEE et al, 1998;
HARADA e MAEDA, 1998; ZHANG et al., 2008), sendo elas menores as observadas

para a fracdo em estudo.

A fracdo Go3e apresentou perfil heterogéneo (FIGURA 10) sendo submetida
a outras metodologias de purificagcéo (ultrafitracio em membrana de 100, 30 e 10

kDa), porém todas falharam para obtenc&o de uma fracdo homogénea.

A sobreposicdo dos cromatogramas obtidos por analise de HPSEC a partir do
detector IR das fragcbes Go3, Go3r e Go3e é apresentada na Figura 11, para

comparagao do processo de purificagao.

Deste modo, os estudos da estrutura quimica fina dos polissacarideos

sintetizados por G. oxysperma tiveram andamento com a fragdo homogénea Go3r.
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FIGURA 11 — PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC COM DETECTOR DE INDICE DE
REFRACAO DAS FRACOES Go3, Go3r E Go3e

4.3 ANALISE ESTRUTURAL DA FRACAO HOMOGENEA Go3r

4.3.1 Analises Quimicas

As fragbes Go3r e Go3e foram submetidas a analises quimicas e os
resultados sdo apresentados na Tabela 9. E possivel observar que ambas as
fracbes apresentaram teores semelhantes de grupos sulfato (25,8% e 29,5%,
respectivamente), porém, a fragdo homogénea (Go3r) apresentou maiores teores de
acidos urbnicos que a fracdo eluida, os quais sdo semelhantes aos presentes na

fracdo bruta Go3.

O teor de sulfato presente na fragdo Go3r foi semelhante ao obtido para algas
da ordem Ulvales (RAY e LAHAYE, 1995ab), assim como para algas da familia
Monostromataceae (MAEDA et al., 1991; LEE et al., 1998; TABELA 1, p. 33). A
presenca de grupos sulfato influencia propriedades biolégicas e fisico-quimicas de

polissacarideos.
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TABELA 9 — RENDIMENTOS E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES Go3r E
Go3e

Fragdes Rendimento Agucar Total* Sulfato® Acido Urénico © Proteina®  [o]p®

(%) (%) (%) (%) (%)
Go3 ° 13,8 49,6 26,1 17,0 3,9 -38
Go3r 70,0' 49,8 25,8 19,0 — ~45
Go3e 30,0° 39,0 29,5 9,7 3,7 -20

— = n&o detectado; * segundo DUBOIS et al. (1956); ° segundo DODGSON E PRICE (1962); ©
segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); ¢ segundo LOWRY et al. (1951); © frac&o incluida com
fins comparativos; ' em relacdo ao material recuperado ap6s ultrafiltracdo. Rendimento da

ultrafiltragcéo foi de 90%.

Assim como 0s outros substituintes, a presenca de acidos urbénicos € comum
nos polimeros de algas verdes da ordem Ulvales. As ulvanas contém em sua cadeia
principal unidades de [—>4)-3-D-GlcpA-(1-] e [—4)-a-L-ldopA-(1—], além de
ramnose e xilose (RAY e LAHAYE, 1995ab; LAHAYE e RAY, 1996; LAHAYE,
BRUNEL e BONNIN, 1997; LAHAYE, 1998) (TABELAS 2 e 3, p. 36 e 40).

Ao contrario do que ocorre em algas da ordem Ulvales, polissacarideos
soluveis em meio aquoso obtidos de espécies pertencentes a outras ordens de algas
verdes ndo apresentam acido urdnico (RAO e RAO, 1986; RAO e RAMANA, 1991;
RAO, RAO e RAMANA, 1991; RAMANA e RAO, 1991; MATSUBARA et al., 2001),

ou 0s mesmos ocorrem em baixos teores (SIDDHANTA et al., 1999).

4.3.2 Composi¢cao Monossacaridica

As frac6es Go3r e Go3e foram submetidas ao processo de hidrdlise total (item
3.6) para analise de suas composicbes monossacaridicas, cujos resultados s&o
apresentados na Tabela 10. A composicdo monossacaridica de Go3r e Go3e foi
semelhante a da fragdo bruta Go3, sendo que houve concentragdo de arabinose,

manose e glucose na fragdo eluida (Go3e).
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A partir da composicdo monossacaridica da fragdo Go3r, a qual difere das
ulvanas e ramnanas sulfatadas sintetizadas por algas do género Ulva e

Monostroma, respectivamente, os polissacarideos sulfatados biossintetizados por G.
oxysperma foram denominados heteroramnanas.

TABELA 10 - MONOSSACARIDEOS NEUTROS PRESENTES NAS FRAGCOES

Go3r E Go3e
Monossacarideos (mol%) 2
Fracdes
Ram® Xil Glc Gal Ara Man
Go3° 65,9 10,2 10,5 6,2 5,4 1,8
Go3r 77,0 171 4,9 1,0 — —
Go3e 52,9 15,5 204 4,4 3,4 34

— = n&o detectado; * monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditois; ® abreviatura
dos monossacarideo: Ram= ramnose; Xil= xilose; Glc= glucose; Gal= galactose; Ara=arabinose;

Man= manose; fracéo incluida com fins comparativos.

Para o estudo da estrutura quimica fina da heteroramnana Go3r foram
realizadas diferentes modificacbes quimicas nesta fracdo, sendo que tais

metodologias sédo descritas abaixo e resumidas na FIGURA 12.
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FIGURA 12 — SEQUENCIAS METODOLOGICAS UTILIZADAS PARA
CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA QUIMICA FINA DA
HETERORAMNANA Go3r
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4.3.3 Carboxi-Reducéo da Fragdo Go3r

A fracdo homogénea Go3r foi submetida ao processo de carboxi-redugdo na
presenca de NaBD, para identificacdo dos &cidos urbGnicos presentes na mesma.
Neste processo, o acido urbnico presente no polissacarideo nativo € convertido em
seu respectivo aglcar neutro. Com o uso do NaBD, 0os monossacarideos neutros
originados a partir dos &cidos urdnicos 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 sdo avaliadas as presencgas dos
ions 217 (referente a hexoses) e 219 (referente a hexoses provenientes de acidos
urdnicos) (FIGURA 13).

Além de promover a identificagdo dos &cidos urbnicos presentes no polimero,
a metodologia de carboxi-reducdo permite uma melhor analise da estrutura do
polimero uma vez que esses monossacarideos acidos ndo permitem uma adequada

derivatizacao e hidrdlise do polissacarideo que os contém (BeMILLER, 1967).

Apo6s uma etapa de carboxi-reducéo foi realizada dosagem colorimétrica dos
acidos urdnicos pelo método de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991), na qual foi possivel
observar uma redugé@o de 100% no teor dessas unidades monossacaridicas, sendo

recuperado 68,3% do material em relacdo a massa inicial de Go3r (TABELA 11).

Analise comparativa da composicdo monossacaridica das fracdes Go3r e
Go3r-R (TABELA 12) demonstrou um aumento no contetdo de galactose (1,0—3,6
mol%) e glucose (4,9—18,8 mol%). Estes resultados demonstram a presenca de
acido galacturbnico e &cido glucurbnico, respectivamente, no polimero nativo.
Analises por CLG-EM de Go3r-R demonstraram que os derivados glucitol e galactitol
hexaacetato apresentaram ions com m/z 217 e 219. Estes fragmentos séo
caracteristicos da presenca de hexoses neutras e de hexoses provenientes de
acidos urbnicos, respectivamente. De acordo com a porcentagem relativa destes
ions, foi possivel determinar que 65% e 73% do glucitol e galactitol hexaacetato
foram originados a partir da carboxi-reducéo dos acidos glucurénico e galacturdnico,

respectivamente. Deste modo a fragdo Go3r contém 12,2 e 2,6 mol% de acidos
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glucurdénico e galacturdonico, respectivamente. Ressalta-se ainda que as
porcentagens de glucose e galactose (6,6 e 1,0 mol%, respectivamente) foram

similares as obtidas para o polimero original (TABELA 12).

@)

HO
Carboxi-reducéo

v

OH
HO NaBD,

(b) e —
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| 7 219
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378
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FIGURA 13— EXEMPLO DA CARBOXI-REDUCAO DA AMOSTRA Go3r NA
PRESENCA DE NaBDs (a) FORMACAO DA HEXOSE
DEUTERADA,; (b) FRAGMENTOS DE MASSA (CLG-EM)
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TABELA 11 — RENDIMENTOS E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES Go3r-R E

Go3r-RD
Fracdes Rendimento (%) Aclcar Total ® Sulfato ® Acido urdnico ©
(%) (%) (%)
Go3r* 70,0 49,8 25,8 19,0
Go3r-R 68,3 ° 51,7 25,0 —
Go3r-RD 685" 78,4 2,0 —

— = n&o detectado; ® segundo DUBOIS et al. (1956);  segundo DODGSON E PRICE (1962); ©
segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); ¢ fracdo incluida com fins comparativos; ¢ em relagso

ao material submetido a carboxi-reducdo (Go3r= 530 mg); ' em relacio ao material submetido a
dessulfatacao (Go3r-R= 150 mg).

TABELA 12 — MONOSSACARIDEOS NEUTROS PRESENTES NAS FRA(;C)ES
Go3r-R E Go3r-RD

Monossacarideos (mol%) ?

Fracbes
Ram° Xil Glc GlcA © Gal GalA ®
Go3r® 77,0 17,1 4,9 n.d. 1,0 n.d.
Go3r-R 64,1 13,5 6,6 12,2 1,0 2,6
Go3r-RD 64,5 12,7 5,6 12,5 1,1 3,6

a

n.d. = ndo determinado; monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditéis; b

abreviatura dos monossacarideo: Ram= ramnose; Xil= xilose; GlcA= acido glucurdnico; Glc= glucose;
GalA= acido galacturénico; Gal= galactose; ¢ quantificado como 1,6,6-trideutério glucitol hexaacetato;

d quantificado como 1,6,6-trideutério galactitol hexaacetato; ®fracéo incluida com fins comparativos;

Embora a presenca de &cido glucurdnico seja observada em polissacarideos
obtidos de diferentes espécies de algas verdes dos géneros Ulva e Enteromorpha
(PAINTER, 1983; LAHAYE, BRUNEL e BONNIN, 1997), ndo é relatada a presenca

de acido galacturbnico nos polissacarideos biossintetizados por algas desses
géneros.
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Com o objetivo de avaliar os tipos de ligagBes glicosidicas, bem como o
posicionamento dos grupos sulfato, Go3r-R foi dessulfatada, originando a fragéo

Go3r-RD, sendo que ambas foram submetidas ao processo de metilagéo.

4.3.4 Dessulfatacao Solvolitica (Solvélise) da Fragdo Go3r-R

A dessulfatacdo solvolitica de polissacarideos sulfatados é necessaria para a
determinagéo da posi¢éo dos grupos sulfato. As andlises de metilagdo e de RMN do
polimero carboxi-reduzido e carboxi-reduzido/dessulfatado permitem identificar a
localizacdo dos grupos sulfato no polimero original, assim como das ligacdes

glicosidicas.

Desta forma, Go3r-R foi submetida a dessulfatagdo solvolitica, na forma de
sal de piridinio, sendo tratada como descrito em materiais e métodos (item 3.7.2),
originando a fracdo Go3r-RD (carboxi-reduzida/dessulfatada). Apds esse processo
Go3r-RD apresentou 2,0% de grupos sulfato, o que correspondeu a 92,0% de
dessulfatacdo (TABELA 11).

A composicdo monossacaridica de Go3r-RD foi semelhante a de Go3r-R
(TABELA 12), indicando que a dessulfatagdo ndo ocasionou degradacdo desta
fragcdo. Assim, o polissacarideo parcialmente dessulfatado foi utilizado para andlises

de metilagéo e de RMN.

4.3.5 Analise de Metilacdo das Fragdes Go3r-R e Go3r-RD

As andlises de metilacdo das fracdes Go3r-R e Go3r-RD foram conduzidas
utilizando-se o método de Ciucanu e Kerek (1984) (item 3.8.2). Com a finalidade de
se obter os polissacarideos na forma de sal de trietlamdnio, os quais sdo sollveis
em DMSO (solvente da metilacdo), as referidas fragdes foram previamente tratadas
com trietilamina 5% (item 3.8.1). Os polissacarideos permetilados foram hidrolisados

e analisados por CLG-EM.
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Como pode ser observado na Tabela 13, hd uma grande variedade de
derivados metilados entre os produtos de hidrolise, demonstrando uma grande
complexidade do polimero nativo. Embora a fragdo Go3r-R tenha sido submetida a
trés etapas sequenciais de metilagdo, a propor¢cdo de ramnose nédo metilada (Ram)
permaneceu inalterada ao longo do processo, indicando a presenca de unidades
2,3,4-trissubstituidas (17,1 mol%). Além desse derivado, foram identificadas
unidades de ramnose monometiladas (4-Me-Ram, 3-Me-Ram e 2-Me-Ram) e
dimetiladas (2,4-Me;-Ram e 3,4-Mez-Ram), correspondendo a 39,5 mol% de
unidades de ramnose dissubstituidas, 5,9 mol% de 3-ligadas e 4,0 mol% de
unidades 2-ligadas. Xilose foi detectada principalmente como terminais n&o
redutores (2,3,4-Mes-Xil, 5,0 mol%) e em menores proporgdes como unidades 3- e
4-ligadas e 2,4- e/ou 2,3-ligadas. Adicionalmente, unidades de &cido glucurdnico,
reduzidos a glucose, foram identificadas como 3,4,6-Mes-Glc, 2,3,6-Mes-Glc e 3,6-
Me»-Glc e as unidades de acido galacturdnico, reduzidos a galactose, 3,4,6-Mes-Gal
(TABELA 13).

A fracdo Go3r-R (25% de sulfato) foi submetida a dessulfatacéo solvolitica e o
correspondente polimero dessulfatado Go3r-RD (2,0% de sulfato) foi metilado. A
andlise comparativa dos tipos e porcentagens dos derivados metilados obtidos a
partir da fragcdo original e da dessulfatada permitiu localizar parcialmente o

posicionamento de grupos sulfato na molécula original, como discutido a seguir.

Em relac&o as unidades de acidos urdnicos, observa-se o desaparecimento
dos derivados 3,4,6-Me3-Glc, 3,6-Me,-Glc e um decréscimo de 3,4,6-Me,-Gal, com
concomitante aparecimento dos derivados 2,3,4,6-Mes-Glc (5,0 mol%), 2,3,4,6-Mey-
Gal (3,8 mol%) e um aumento do derivado 2,3,6-Me;3-Glc (de 3,0 mol% para 6,8
mol%). Tais resultados demonstraram que ~80% dos &cidos urbnicos presentes na
fracdo Go3r séo sulfatados em C-2, sejam eles terminais n&o redutores ou 4-ligados,
e que ~20% desses acUcares acidos sdo 4-ligados ndo sulfatados (TABELA 13).
Além disso, ~80% do &cido galacturdnico também ¢é sulfatado em C-2. Acidos
urdnicos sulfatados em C-2 ndo haviam sido relatados em polissacarideos de algas

verdes.
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TABELA 13 — ANALISE DE METILACAO DAS FRACOES Go3r-R E Go3r-RD

Derivado 2 Ligacdo Tr®
Go3r-R Go3r-RD

2,3,4-Mez-Ram ©  Ramp-(1— 7:37 — —

3,4-Mes-Ram —2)-Ramp-(1— 9:02 4,0 15,0
2,4-Mes-Ram —3)-Ramp-(1— 9:30 5,9 35,0
2-Me-Ram —3,4)-Ramp-(1—> 10:90 11,3 1,0
4-Me-Ram —2,3)-Ramp-(1-> 11:32 19,1 13,5
3-Me-Ram —2,4)-Ramp-(1-> 11:79 9,1 1,0
Ram —2,3,4)-Ramp-(1— 12:47 17,1 1,0
2,3,4-Mez-Xil Xilp-(1— 7:97 5,0 50
2,4-Mez-Xil —3)-Xilp-(1—> 9:83 2,0 2,0
2,3-Me-Xil —4)-Xilp-(1—> 10:30 3,5 3,9
2/3-Me-Xil —3,4/2,4)-Xilp-(1—> 13:38 11 1,0
2,3,4,6-Glc ¢ GlcpA-(1-> 9:45 — 50
3,4,6-Me;-Glc —2)-GlcpA-(1—> 12:23 50 —

2,3,6-Me3z-Glc —4)-GlcpA-(1—> 13:49 3,0 6,8
3,6-Me;-Glc —2,4)-GlcpA-(1— 17:43 4,5 —

2,3,6-Me3-Glc —4)-Glcp-(1— 13:49 4,0 4,0
2,3,4,6-Me,-Gal *  GalpA-(1— 10:01 — 3,8
3,4,6-Me;-Gal —2)-GalpA-(1— 13:21 4,4 1,0
2,3,4,6-Me,-Gal Galp-(1— 10:01 1,0 1,0

— = ndo detectado; / = e/ou; * mol% dos monossacarideos quantificados na forma de alditdis acetato
parcialmente metilados; b tempo de retenc@o (em min) dos derivados analisados em coluna DB-225; ¢ 2,3,4-
Ram analisada como: 1,5-di-O-acetil-2,3,4-O-metilramnitol, etc.; 4 derivados carboxi-reduzidos
analisados como os exemplos: 2,3,4,6-GIcA = 1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-metil
glucitol; 2,3,4,6-GalA = 1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-metil galactitol, etc.
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Os derivados metilados obtidos a partir da xilose ndo sofreram alteracéo ap6s
0 processo de dessulfatagdo da fragdo Go3r-R, demonstrando assim que tais
unidades ndo s&o substituidas por grupamentos sulfato. De modo diferente, nas
ulvanas unidades de xilose 4-ligadas podem estar sulfatadas em C-2 (LAHAYE,
1998).

Apos dessulfatac@o, os principais derivados metilados foram 2,4-Me,-Ram
(35,0 mol%), 3,4-Me,-Ram (15,0 mol%) e 4-Me-Ram (13,5 mol%), os quais
correspondem a unidades de ramnose 3-ligada, 2-ligada e 2,3-dissubstituida,
respectivamente. A presenca de 13,5 mol% de unidades dissubstituidas (4-Me-Ram)
estd de acordo com a porcentagem de terminais ndo redutores (14,8 mol%) e
indicam que a heteroramnana Go3r apresenta ~20% de pontos de ramificacdo em
sua estrutura (TABELA 13).

Apé6s dessulfatagdo, o aumento dos derivados 2,4-Me,-Ram e 3,4-Me,-Ram,
juntamente com o decréscimo dos derivados 2-Me-Ram e 3-Me-Ram, demonstraram
que o polissacarideo original (Go3r) contém unidades de ramnose 3- e 2-ligadas,
ambas sulfatadas em C-4 (10,3 e 8,1 mol%, respectivamente). O aumento de tais
derivados metilados (2,4-Me>-Ram e 3,4-Mep-Ram) indica ainda que a
heteroramnana poderia ser formada por unidades 3-ligadas sulfatadas em C-2 e/ou
C-2,C-4 (18,8 mol%), além de unidades 2-ligadas sulfatadas em C-3 e/ou C-3,C-4
(2,9 mol%). Desta forma, para complementar os resultados obtidos até o momento, a
fracdo Go3r-R foi sequencialmente metilada, dessulfatada e trideuteriometilada,

como descrito a seguir.
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4.3.5.1 Trideuteriometilagdo da fragdo Go3r-R

Considerando o exposto no item anterior (4.3.5), a fragdo Go3r-R foi
submetida sequencialmente a estratégia descrita abaixo e representada na Figura
14:

O metilagdo com ICH3 —as hidroxilas livres séo ligados grupos CHs (Me)
® dessulfatacdo solvolitica — remocé&o dos grupos sulfato

©® metilacdo com ICD3; — as hidroxilas livres, formadas ap6s dessulfatacao, sédo

ligados grupos CD3

Através da andlise de CLG-EM da fragdo submetida a trideuteriometilacédo
verificou-se que o derivado 4-Ram apresentava fragmentos de massa que indicaram
a presenca de CH; (m/z 131) e CD3 (m/z 134) em C-4, nas proporgdes de 0,88:1,00,
respectivamente. Desta maneira, a partir da porcentagem do derivado 4-Ram
presente na fracdo Go3r-RD (13,5 mol%, TABELA 13, p. 97), foi possivel determinar
que 6,3 mol% das unidades 2,3-dissubstituidas ndo contém grupos sulfato, enquanto

que 7,2 mol% das mesmas apresentam-se C-4 sulfatadas (TABELA 14).

O derivado 2,4-Ram continha fragmentos de massa que caracterizaram a
presenca de grupos CHz (m/z 234) e CDs (m/z 240) nos carbonos C-2 e C-4 (2,4-Me
e 2,4-CDsz-Ram, respectivamente). Adicionalmente, o fragmento de m/z 237,
correspondente a presenca de CD; em C-2 (CH; em C-4) e/ou CD3; em C-4 (CHz em
C-2), foi observado. A razao entre tais ions foi calculada, obtendo-se os valores de
0,26:0,21:1,00, respectivamente. A partir desses dados foi possivel concluir que, dos
35,0 mol% de 2,4-Me,-Ram (ramnose 3-ligada) presentes entre os produtos de
metilagdo de Go3r-RD (TABELA 13, p. 97), 6,2 mol% correspondem a ramnose 3-
ligada ndo sulfatada, 5,0 mol% sulfatada em C-2 e C-4, 13,5 mol% sulfatada em C-2
e 10,3 mol% sulfatada em C-4 (TABELA 14).

99



% o
i Metilacdo (Me) 4-Me 1 Dessulfatagdo
» 1
1 i > i
. HC j . HiC ;
O3S0 © 0350 0
¢ o
! o) i Ram o :
! 1 ! : 1
: l HsC |
I : ' MeO o
HsC |
MeO o o
l 0
o | :
: |
| .

A

(b)

100%+

.................................. : HC_OCDS 134 i
) LB i HC'OAC :

HCH

FIGURA 14 - EXEMPLO DO PROCESSO DE TRIDEUTERIOMETILACAO DE
Go3r-R: (a) SEQUENCIA METODOLOGICA; (b) FRAGMENTO DE
MASSA (CLG-EM) — UTILIZANDO COMO EXEMPLO 4-RAM (4-Me
E 4-CD3)
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TABELA 14 — ANALISES DOS DERIVADOS DE RAMNOSE OBTIDOS APOS
TRIDEUTERIOMETILACAO DA FRACAO Go3r-R

Derivado®  Composto por ® Unidades Mol% Fragmentos de massa
correspondentes © (m/z) °

4-Ram 4-Me-Ram 2L3R/3L2R 6,4 131, 2083, 262, 290
4-CDs-Ram 2L3R4S / 3L2R4S 7,1 134, 206, 265, 293

2,4-Ram 2,4-Me-Ram 3L 6,2 118, 131, 187, 234, 262
2,4-CD3 -Ram 3L2,4S 5,0 121, 134, 193, 240, 268
2-CD3;4-Me-Ram  3L2S 13,4 121, 134, 190, 237, 265
2-Me 4-CDs;-Ram  3L4S 10,3 118, 131, 190, 237, 265

3,4-Ram 3,4-Me-Ram 2L 3,6 115, 130, 131, 190, 262
3,4-CDz-Ram 2L3,4S 3,3 121, 133, 134, 193, 268
3-Me 4-CDs;-Ram  2L4S 8,1 118, 130, 134, 190, 265

| = elou; * monossacarideos metilados contendo grupos metil na posi¢éo indicada; ®Me = metil, CD3 =
trideuteriometil; © L, R, S correspondem a ligacdo glicosidica, ramificacdo e sulfatacio na posicdo
indicada, respectivamente; ¢ Fragmentos observados nos alditéis acetatos parcialmente

trideuteriometilados.

O derivado 3,4-Ram apresentou fragmentos com m/z 130 e 133, indicando a
presenca tanto de grupos CHs, quanto de grupos CDs; em C-3, respectivamente.
Esse derivado continha ainda fragmentos com m/z 131 e 134, os quais Ssao
indicativos de grupos CH; e CD3; em C-4, respectivamente. Os fragmentos com m/z
131 poderiam corresponder a unidades de ramnose 2-ligadas, bem como a unidades
de ramnose 2-ligadas 3-sulfatadas. Por sua vez, o fragmento com m/z 134
corresponderia a unidades de ramnose 2-ligada 4-sulfatada e a unidades de
ramnose 2-ligada 3,4-sulfatadas (TABELA 14). As porcentagens relativas dos ions
com m/z de 131 e 134 foram calculadas e obtiveram-se valores de 23,7% e 76,3%,
respectivamente. Deste modo, dos 15 mol% do derivado 3,4-Me,-Ram (presentes
entre os produtos de metilacdo de Go3r-RD; TABELA 13, p. 97), 3,6 mol% foram
atribuidos apenas a unidades 2-ligadas, desde que esse valor esta de acordo com a
porcentagem obtida na metilacdo da fragdo Go3r-R (4,0 mol%; TABELA 13, p. 97).

Ainda, como previamente determinado, Go3r-R contém 8,1 mol% de ramnose 2-
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ligada 4-sulfato e assim, dos 15 mol% de 3,4-Me,-Ram (TABELA 13, p. 97), 3,3
mol% foram originados a partir de unidades de ramnose 2-ligada 3,4-sulfatadas
(TABELA 14).

Considerando que o derivado 4-Me-Ram detectado entre os produtos de
metilagdo de Go3r-R (19,1 mol%; TABELA 13, p. 97) corresponde tanto a unidades
de ramnose 2,3-dissubstituidas (6,4 mol%; TABELA 14), quanto a ramnose 3-ligada
2-sulfato (13,4 mol%; TABELA 14), foi possivel determinar que unidades de ramnose

2-ligadas 3-sulfatadas ndo estéo presentes na heteroramnana em estudo.

A partir dos dados de metilacdo e trideuteriometilagdo foi possivel concluir
que a fracdo polissacaridica Go3r, isolada de G. oxysperma, € uma heteroramnana
ramificada e sulfatada, contendo unidades de ramnose 2,3-dissubstituidas, 3- e 2-
ligadas na propor¢cdo molar de 0,38:1,00:0,43, respectivamente, apresentando um
ponto de ramificagdo a cada cinco unidades de ramnose. Tanto as unidades 2-
ligadas quanto as 3-ligadas encontram-se principalmente sulfatadas em C-4 (37%) e
dissulfatadas (17%). Adicionalmente, as unidades 3-ligadas sé&o sulfatadas em C-2

(27%) e cerca de 50% das unidades 2,3-dissubstituidas séo sulfatadas em C-4.

O variado padrdo de sulfatacdo da heteroramnana Go3r torna-se mais
complexo pela presenca de terminais ndo redutores de acidos glucurdnico e

galacturénico sulfatados em C-2, além de &cido glucurdnico 4-ligado 2-sulfatado.

A estrutura identificada para a heteroramnana de G. oxysperma difere das
estruturas reportadas para os polissacarideos de outras algas verdes. As ulvanas,
polissacarideos isolados de algas do género Ulva, sé@o constituidas principalmente
pelo dissacarideo denominado &cido ulvanobiurbnico 3-sulfato A [—4)-B-D-GlcAp-
(1>4)-a-L-Ramp 3-sulfato-(1—] (TABELA 2, p. 36). Adicionalmente, ha unidades de
acido glucurbnico como terminais ndo redutores, ligados ao C-2 das unidades de
ramnose 3-sulfato, além de unidades de xilose 4-ligadas, sulfatadas ou ndo em C-2.
Com estrutura similar, os polissacarideos obtidos de Enteromorpha compressa
também contém em sua estrutura ramnose 3-sulfato, &cido glucurénico e xilose,
sendo 0s mesmos, a exemplo dos polimeros obtidos do género Ulva, denominados
ulvanas (RAY, 2006).

102



De modo diferente, as ramnanas sulfatadas biossintetizadas por algas do
género Monostroma sdo pouco investigadas sob o aspecto estrutural, sendo descrito
a presenca de unidades de ramnose 2- e 3-ligadas, podendo estar sulfatadas em C-

3 ou C-4 (M. latissimum) e C-2 (M. nitidum), respectivamente.

Esses dados demonstram que a heteroramnana sulfatada biossintetizada pela
cloréfita G. oxysperma apresenta padrdes de ligagdo glicosidica e sulfatacédo
diferentes dos obtidos para algas pertencentes aos géneros Ulva, Enteromorpha e

Monostroma.

4.3.6 Degradacdo Controlada de Smith e Dessulfatagdo Solvolitica dos

Produtos

Com o objetivo de se obter maiores informa¢des sobre a estrutura quimica da
heteroramnana em estudo, as fracbes Go3r e Go3r-R foram submetidas a
degradacéo controlada de Smith, dando origem aos produtos degradados de Smith,
os quais foram denominados com o acréscimo da letra “S” ao nome original da
fracdo (Go3r-S e Go3r-RS, respectivamente). O rendimento ap6s degradacédo de
Smith foi de 50% para ambas as fracdbes (TABELA 15). Tais fragbes foram
posteriormente submetidas a dessulfatagdo solvolitica, originando as frag6es Go3r-
SD e Go3r-RSD, com rendimentos de 72% e 79,5%, respectivamente (TABELA 15).

Apos degradacdo de Smith a fragdo Go3r-RS, em relagdo a fragdo Go3r-R,
apresentou um aumento significativo nos teores de ramnose (64,1—-91,4 mol%),
diminuicdo nos teores de xilose (13,5—3,0 mol%), de glucose (18,8—5,6 mol%) e
galactose (3,6—0 mol%). Ressalta-se que o processo de degradagao controlada de
Smith foi conduzido com a heteroramnana previamente carboxi-reduzida (na
presenca de NaBD.) e que os teores de glucose e galactose acima referidos
correspondem tanto as hexoses neutras como aos acidos urdnicos presentes no
polimero nativo. Portanto, o processo de degradacéo controlada de Smith ocasionou
a oxidacao parcial das unidades de xilose, glucose e &cido glucurbnico e de maneira
total removeu unidades de galactose e &cido galacturbnico. Apds oxidacdo com

periodato de sodio o produto Go3r-RS apresentou-se enriquecido com ramnose,
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sendo altamente sulfatado e ainda contendo acido glucurénico (TABELA 15). Esses
dados estdo de acordo com os resultados de metilagdo da fracdo Go3r-R (TABELA
13, p. 97) onde a maioria das unidades de ramnose, bem como o &cido glucurdnico
4-ligado 2-sulfatado e xilose 3-ligada, ndo seriam susceptiveis a oxidagdo com
periodato. Por outro lado, houve remocdo das unidades correspondentes aos
terminais ndo redutores de xilose, galactose, acido glucurdnico 2-sulfato e acido
galacturénico 2-sulfato, assim como das demais unidades susceptiveis a oxidacao
com periodato (ramnose 2-ligada, xilose 4-ligada, acido glucurbnico e glucose,

ambos 4-ligados).

O produto de degradagéo controlada de Smith (Go3r-S) obtido a partir da
heteroramnana nativa (Go3r) apresentou resultados similares aos descritos para a
fracdo Go3r-RS, ou seja, oxidagdo significativa das unidades de xilose, glucose e
acidos urbnicos, oxidacdo total da galactose e enriquecimentos nos teores de

ramnose (77,0594,0 mol%; TABELA 15).

Quando se comparam as fragbes degradadas de Smith com as fragdes nativa
(Go3r) e carboxi-reduzida (Go3r-R), nota-se um aumento nos teores de ramnose,
com consequente reducdo nas porcentagens dos demais agucares. Além disso, as
fracbes degradadas sdo semelhantes em suas composicbes quimicas e
monossacaridicas, demonstrando assim que o processo de degradacdo controlada
de Smith foi similar para ambos os polimeros. Ainda, o aumento de glucose na
fracdo Go3r-RS é proporcional aos teores de acidos urdnicos dosados na fracao
Go3r-S, confirmando a presenca de &cido glucurbénico nesta Ultima, o que esta de
acordo com a existéncia de é&cido glucurdnico 4-ligado 2-sulfatado no polimero
nativo, o qual ndo é susceptivel a degradacao controlada de Smith (TABELA 13, p.
97).

Os produtos de degradacédo de Smith Go3r-S e Go3r-RS foram submetidos a
dessulfatacdo solvolitica, sendo os respectivos produtos dessulfatados denominados
Go3r-SD e Go3r-RSD. Essas fragbes contém 3,0% de grupos sulfato, o que equivale
a ~88% de dessulfatagdo para ambos (TABELA 15). A composi¢do monossacaridica
das fragdes dessulfatadas apresentaram composi¢cdo monossacaridica semelhante
aquela obtida para os polimeros originais (Go3r-S e Go3r-RS), indicando assim que

ndo houve degradacdo de tais fragbes durante a solvolise (TABELA 15).
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TABELA 15 — RENDIMENTOS, ANALISES QUIMICAS E MONOSSACARIDEOS NEUTROS DAS FRACOES Go3r-S, Go3r-
SD, Go3r-RS E Go3r-RSD

Rendimento  Aclcar Total ® Sulfato © Acido urdnico ¢ Monossacarideos (mol%) ?
Fracbes
(%) (%) (%) (%) Ram®  Xil Glc  GlA'  Gal GalA

Go3r ¢ 70,0 49,8 25,8 19,0 77,0 17,1 4,9 n.d. 1,0 n.d.
Go3r-S 50,0 " 54,0 26,0 4,0 94,0 3,5 2,5 n.d. — n.d.
Go3r-SD 72,0 55,0 3,0 n.d. 95,0 3,0 2,0 n.d. — n.d.
Go3r-R ¢ 68,3 51,7 25,0 — 64,1 13,5 6,6 12,2 1,0 2,6
Go3r-RS 50,0 " 52,7 26,1 — 91,4 3,0 1,8 3,8 — —
Go3r-RSD 795" 79,9 3,0 — 91,7 2,9 2,0 3.4 — —

— = ndo detectado; n.d. = ndo determinado; * monossacarideos quantificados na forma de acetatos de alditois, b segundo DUBOIS et al. (1956); ©
segundo DODGSON E PRICE (1962); ¢ segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); ¢ abreviatura dos monossacarideo: Ram= ramnose; Xil= xilose;
Gle= glucose; Gal= galactose; ' quantificado como 1,6,6-trideutério glucitol hexaacetato; ¢ fragcdes incluidas com fins comparativos; " em relacso ao
material submetido a degradacéo controlada de Smith (Go3r e Go3r-R= 130 mg); ' em relac&o ao material submetido a dessulfatacdo (Go3r-S= 50 mg;
Go3r-RS= 40 mg).
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4.3.7 Andlise de Homogeneidade do Produto de Degradacdo Controlada de
Smith Go3r-S

A fragdo Go3r-S foi submetida a andlise por HPSEC-MALLS-IR, originando
um cromatograma homogéneo em relagdo a massa molecular, sendo o resultado
obtido a partir do detector RI comparado com o cromatograma da fracdo Go3r e
apresentado na FIGURA 15. Assim, esta amostra teve sua massa molecular
ponderal média analisada, a qual foi de 109 kDA (dn/dc 0,251). O decréscimo de
~14 vezes na massa molecular de Go3r apds degradacdo controlada de Smith
sugere que a heteroramnana contém cadeias susceptiveis a oxidacdo com
periodato, como verificado durante analises quimicas e de composicao
monossacaridica de Go3r-S (TABELA 15, p. 105), e que essas estruturas estdo

distribuidas regularmente ao longo da cadeia polissacaridica.
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. — Go3r
L ----GO3r-S
o 004
[a]
a b
14 L
o0 o 2o . S L ————
1 1 ‘ 1 | 1 |

Tempo (min)

FIGURA 15 — PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC COM DETECTOR DE INDICE DE
REFRACAO DAS FRACOES Go3r E Go3r-S
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4.3.8 Analise de Metilacdo das Fragdes Go3r-RS e Go3r-RSD

As fragdes Go3r-RS (carboxi-reduzida submetida a degradagéo controlada de
Smith) e Go3r-RSD (carboxi-reduzida/degradada de Smith e dessulfatada) foram
submetidas ao processo de metilagdo e os resultados sdo apresentados na TABELA
16.

Os dados de metilagéo da fracdo Go3r-RS mostram que houve remogéo dos
terminais nao redutores (xilose, acidos urénicos e galactose) presentes no polimero
nativo, assim como de outras unidades susceptiveis a oxidacdo com periodato:
ramnose 2-ligada, xilose, glucose e acido glucurénico todos 4-ligados (TABELA 13,
p. 97). A permanéncia do derivado 3,6-Me,-Glc (proveniente do &cido glucurdnico
carboxi-reduzido) no polimero Go3r-RS sugere que a heteroramnana possui, em sua

cadeia principal, unidades de acido glucurdnico 4-ligado 2-sulfato (TABELA 16).

A presenca de 5,0 mol% do derivado 4-Me-Ram entre os produtos de
metilacdo de Go3r-RSD demonstra que o polimero degradado ainda permaneceu
ramificado. Teores semelhantes de terminais ndo redutores de ramnose (3,1 e 2,9
mol%, Go3r-RS e Go3r-RSD, respectivamente) foram observados, o que esta de
acordo com a presenga de pontos de ramificagdo nos produtos de degradagéo
controlada de Smith. Deste modo, considerando a porcentagem de unidades de
ramnose 2,3-dissubstituidas presentes na fracdo Go3r-RSD (5,0 mol%), o produto
de degradacdo controlada de Smith apresenta um ponto de ramificagdo a cada
dezenove unidades de ramnose (19:1). Esta relacdo é diferente da calculada para o
polimero carboxi-reduzido Go3r-R, que foi de 5:1 (item 4.3.5), o que novamente
indica perda de pontos de ramificacdo no processo de degradacéo controlada de
Smith. Ressalta-se que, embora as caracteristicas estruturais das ramificacdes
presentes na heteroramnana em estudo tenham sido parcialmente esclarecidas, a
presenca de terminais ndo redutores de ramnose no polimero degradado de Smith

demonstra que, adicionalmente, tais ramificagdes contém unidades de ramnose.
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TABELA 16 — ANALISE DE METILACAO DAS FRACOES Go3r-RS E Go3r-RSD

Fracbes
Derivado 2 Ligacdo Tr®
Go3r-RS Go3r-RSD
2,3,4-Mez-Ram ©  Ramp-(1— 7:37 3,1 2,9
2,4-Me,-Ram —3)-Ramp-(1— 9:02 15,2 50,0
3,4-Me,-Ram —2)-Ramp-(1— 9:30 1,1 33,1
2-Me-Ram —3,4)-Ramp-(1—> 10:90 17,3 1,0
3-Me-Ram —2,4)-Ramp-(1-> 11:32 15,6 2,0
4-Me-Ram —2,3)-Ramp-(1—> 11:79 19,7 50
Ram —2,3,4)-Ramp-(1— 12:47 20,4 —
2,3,4-Mes-Xil Xilp-(1- 7:97 — —
2,4-Me,-Xil —3)-Xilp-(1— 9:83 3,2 2,0
2,3-Me,-Xil —4)-Xilp-(1— 10:30 — —
2/3-Me-Xil —3,4/2,4)-Xilp-(1— 13:38 — —
2,3,4,6-Me,-Glc*  GlcpA-(1-> 9:45 — —
3,4,6-Mes-Glc —2)-GlcpA-(1— 12:23 — —
2,3,6-Me;s-Glc —4)-GlcpA-(1— 13:49 — 4,0
3,6-Me,-Glc —2,4)-GlcpA-(1-> 17:43 4,0 —
2,3,6-Mes-Glc —4)-Glep-(1- 13:49 — —
2,3,4,6-Me,-Gal ¢ GalpA-(1—> 10:01 — —
3,4,6-Me;-Gal —2)-GalpA-(1— 13:21 — —
2,3,4,6-Me,-Gal  Galp-(1—> 10:01 — —

— = ndo detectado; / = e/ou; * mol% dos monossacarideos quantificados na forma de alditéis acetato
parcialmente metilados; b tempo de retenc@o (em min) dos derivados analisados em coluna DB-225; ¢ 2,3,4-
Ram analisada como 1,5-di-O-acetil-2,3,4-O-metilramnitol, etc.: ¢ derivados carboxi-reduzidos
analisados como os exemplos: 2,3,4,6-GIcA = 1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-metil

glucitol; 2,3,4,6-GalA = 1,5-di-O-acetil-(1,6,6-trideutério)-2,3,4,6-O-metil galactitol, etc.
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A analise de metilacdo de Go3r-RSD mostrou que as unidades de ramnose
2,3-substituidas:3-ligadas:2-ligadas apresentavam uma relacao de 0,10:1,00:0,66,
respectivamente. Quando se compara esses resultados com os obtidos pela analise
de metilagdo do polimero carboxi-reduzido/dessulfatado (Go3r-RD = 0,38:1,00:0,43,
respectivamente) (item 4.3.5.1; TABELA 13, p. 97), nota-se que, no polimero Go3r-
RSD, houve um aumento das unidades de ramnose 2-ligadas (de 0,43 para 0,66)
com concomitante reducdo das unidades 2,3-dissubstituidas (de 0,38 para 0,10).
Desta forma, esses resultados indicaram que, pelo menos parte, 0os pontos de
ramificagcdo presentes na heteroramnana de G. oxysperma poderiam estar

localizados no C-3 das unidades de ramnose 2-ligadas.

4.3.9 Analises de RMN das Fragdes Go3r, Go3r-RD, Go3r-S Go3r-SD

As analises de RMN mono e bidimensionais foram conduzidas com as fracées
Go3r e Go3r-RD, e com os produtos da degradagdo de Smith Go3r-S e Go3r-SD.
Nessas fracBes os espectros de 'H e 13C foram parcialmente assinalados utilizando
os experimentos de COSY, TOCSY e HMQC. As referéncias utilizadas para
comparagao com os assinalamentos realizados foram de ramnanas néo sulfatadas
(BOCK, PEDERSEN e PEDERSEN, 1990; KNIREL et al., 1998a,b; SENCHENKOVA
et al., 1999; OVOD et al, 2004), os quais foram complementados com o0s
deslocamentos quimicos considerando os efeitos o e B da sulfatagcdo (LAHAYE e
RAY, 1996; LAHAYE, BRUNEL e BONNIN, 1997; LAHAYE, INIZAN e VIGOUROUX,
1998).

Assim como observado nas fragdes brutas, a fragdo Go3r apresentou um
espectro de RMN de **C complexo, com sinais alargados, o que esta de acordo com
0 padré@o heterogéneo de glicosilacdo e sulfatacdo das unidades de ramnose, além
da presenca de outras unidades monossacaridicas, tais como xilose e &cidos
urdnicos (TABELA 13, p. 97). Adicionalmente, a presenca de pontos de ramificacao
sulfatados e ndo sulfatados no polissacarideo pode resultar em um espectro com
elevado grau de sobreposicbes. De acordo com a complexa estrutura da

heteroramnana em estudo, os espectros de RMN de *3C das fragdes Go3 e Go3r
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(FIGURA 16a,b) continham vérios sinais na regido anomérica, sendo que 0s sinais
em & ~105,0 foram atribuidos a unidades monossacaridicas na configuracéo beta e
aqueles entre & 98-103, foram principalmente assinalados como pertencentes as

unidades de a-ramnose.

Na Figura 16 observa-se que todos 0s espectros apresentam sinais de alta
intensidade na regido de & 17,9, 6 18,0 e 6 18,2, correspondentes ao C-6 das
unidades de ramnose, de acordo com a elevada porcentagem de 6-deoxiagucar
nessas fragbes (TABELA 12, p. 94). Apos carboxi-redugéo houve o desaparecimento
do sinal em 6 175,5, correspondente aos grupos carboxilicos dos acidos urénicos,
seguido do aumento dos sinais referentes ao C-6 livre de hexoses (6 61,7), o que
esta de acordo com a conversdo dos acidos urdénicos aos seus respectivos aglcares

neutros.

A configuragdo a-anomérica das unidades de ramnose foram determinadas a
partir dos deslocamentos quimicos correspondentes ao H-5 em § 3,76-3,88 e ao C-5
em § 70,6 (FIGURAS 16 e 17), sendo que nas unidades de ramnose f-anoméricas
os deslocamentos de tais &tomos encontram-se em & 3,39 e & 72,3-73,4,
respectivamente (BACKINOWSKY et al.,, 1980; LIPKIND et al., 1988; JANSSON,
KENNE e WIDMALM, 1989).
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FIGURA 16 — ESPECTROS DE RMN DE C DAS FRACOES Go3 (a), Go3r (b) E

Go3r-RD (c)

Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrdo interno (3 31,45).
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Os assinalamentos correspondentes ao acido glucurénico e a xilose foram de
dificil identificacdo, devido a baixa quantidade desses monossacarideos em relacao
a ramnose (TABELA 13, p. 97), a heterogeneidade do padrdo de substituicdo e a
sobreposicao de sinais existente nos espectros de RMN (FIGURA 16). Entretanto, o
sinal de baixa intensidade em & ~105,2 presente no *C de Go3r (FIGURA 16b) foi
assinalado como C-1 de unidades beta, e poderia corresponder a terminais néo
redutores de [-D-xilose, baseado na ressonancia dos correspondentes metil
glicosideos, que apresentam deslocamento do C-1 em & 1051 (GORIN e
MAZUREK, 1975). Além disso, tal deslocamento poderia se referir as unidades de p-
D-xilose 4-ligada e B-p-acido glucurdnico, os quais tém deslocamento na regido de 6
104,4-104,8 nos espectros de ulvanas (LAHAYE, BRUNEL e BONNIN, 1997).
Adicionalmente, através da andlise de HMQC de Goa3r verificou-se que o sinal em &
102,6 apresentava correlagdo com seu proton geminal em $ 4,79, os quais poderiam
corresponder a unidades de B-p-acido glucurdnico 2-sulfato. Esses deslocamentos
quimicos sdo similares aos deslocamentos descritos para unidades de &cido
glucurdnico 4-ligado 2-ramificado (C1/H1 = & 102,9/4,66; ROGER et al.,, 2004) e
acido glucurdnico 4-ligado 2-sulfatado (6 102,8/4,74; CASU et al., 1994). A auséncia
de tal acoplamento no espectro de HMQC da fragdo Go3r-RD, associado ao
aumento dos sinais na regido de 6 105,3-105,8, estdo de acordo com o efeito 3
(+2,7-3,2 ppm) que a sulfatagdo em C-2 exerce sobre o C-1 das unidades
sulfatadas. Deslocamentos semelhantes foram obtidos por outros autores quando
compararam os sinais referentes aos acoplamentos entre C1/H1 de unidades de p-b-
acido glucurénico 4-ligado com unidades 4-ligadas 2-sulfatadas (efeito  de +1,2-2,7
ppm) (CASU et al., 1994; KOVENSKI e CIRELLI, 1997).

A fracdo nativa (Go3r) e seu produto de degradagéo controlada de Smith
(Go3r-S) apresentaram RMN de 'H qualitativamente similares, com sinais atribuidos
as unidades de a-ramnose na regido de 8 5,03 a 5,79 (FIGURA 18a,c, p. 116). Os
espectros de RMN de *3C das frag6es acima citadas continham um grande nimero
de sinais na regido anomérica, com deslocamentos quimicos na regido de &
98,0-102,9 (Go3r) e & 98,0-103,6 (Go3r-S), os quais foram atribuidos principalmente
as unidades de a-L-ramnose (FIGURA 16b e 17a).
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A partir do HMQC e do COSY, realizados com a fragdo Go3r, os sinais
anoméricos em & 100,5/5,33, 5 100,2/5,48 e 3 98,0/5,78 foram atribuidos a ramnose
3-ligada, sulfatada em C-2 e em C-2 e C-4. Para a fragdo Go3r-S esses valores
foram de 6 100,4/5,33, 6 100,1/5,50 e 6 98,0/5,79, respectivamente. A existéncia dos
picos cruzados em 5,48 e 5,50/4,70 e 5,33/4,70 (H-1/H-2), observados nos
experimentos de COSY das fragbes Go3r e Go3r-S, conduziram a identificagdo do
sinal do hidrogénio ligado ao C-2 sulfatado (6 4,70). O deslocamento do C-2
sulfatado de tais unidades aparece em ¢ 78,2 (acoplando com 6 4,70 no HMQC) e
este deslocamento estd de acordo com o efeito a que a sulfatacdo exerce sobre o
carbono sulfatado (+6,8 ppm) (GORIN e MAZUREK, 1975; LAHAYE et al., 1999). A
influéncia da sulfatagdo nos deslocamentos quimicos discutidos acima foi
confirmada pela auséncia de tais sinais nos espectros de RMN de *°C e 'H dos
respectivos produtos dessulfatados, Go3r-RD e Go3r-SD (FIGURAS 16¢, 17b e
18b,d). As ressonancias atribuidas as unidades de ramnose 3-ligadas 2- e 2,4-
sulfatadas foram semelhantes as relatadas para unidades de a-D-manose 3-ligada 2-

sulfatada (C-1/H-1 em 6 100,5/5,52, C-2 em 6 77,4; KOLENDER et al., 1997).

No HMQC de Go3r os sinais anoméricos em & 101,3 e & 101,0
correlacionaram com os prétons geminais em 8 5,22 e 4 5,27 e foram atribuidos a
unidades de ramnose 2-ligadas 3,4- e 4-sulfatadas. No espectro de HMQC de Go3r-
S os sinais de C-1/H-1 para estas unidades foram identificados em & 101,4/5,23 e
101,0/5,28. Em ambos os espectros, o sinal em 6 ~82,0 foi atribuido ao C-4
sulfatado (FIGURAS 16b e 17a), cujo C-5 encontra-se em & ~68,6. Adicionalmente,
tais sinais anoméricos também podem corresponder ao C-1 das unidades de
ramnose 2,3-dissubstituidas, sulfatadas ou ndo em C-4 (KNIREL et al.,, 1998a). A
diminuic&o na intensidade do sinal de H-1 em § 5,27 ap0s degradacgéo controlada de
Smith (aparecendo neste espectro em & 5,28) indica que 0s mesmos correspondem,
pelo menos em parte, ao H-1 das unidades de ramnose 2,3-dissubstituidas (FIGURA
18b,d, p. 116).
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FIGURA 17 — ESPECTROS DE RMN DE *C DAS FRACOES Go3r-S (a) E Go3r-
SD (b)

Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrdo interno (3 31,45).
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Os sinais anoméricos em 8 102,6-102,9 e em 102,6-103,6, presentes nos
espectros de RMN de **C de Go3r e Go3r-S, respectivamente, correlacionaram-se
com prétons geminais em 6 5,10-5,03 e & 5,09-5,05, respectivamente. Essas
ressonancias foram atribuidas a unidades de ramnose 3-ligadas e 3-ligadas 4-
sulfatadas. A identificagéo dos sinais de H-2 (6 4,17) e C-2 (5 71,4) (HMQC realizado
a 30 °C) foi consistente com a presenca de C-2 livre e estdo de acordo com 0s
deslocamentos relatados na literatura para unidades de ramnose 3-ligadas e 3-
ligadas 4-substituidas (C-1/H-1 em & ~102,6-103,2/4,98-5,04 e C-2/H-2 em &
~71,0-71,3/4,15-4,19; OVOD et al, 2004; SENCHENKOVA et al, 1999,
ZDOROVENKO et al., 1999). No HMQC da fracdo Go3r-S as unidades de ramnose
3-ligadas 4-sulfatadas apresentaram deslocamentos referentes aos C-4/H-4 e C-5/H-
5 em & 80,5/4,36 e 6 69,2-69,3/3,94, respectivamente. No espectro de Go3r 0s

valores para estes assinalamentos foram de & 80,4/4,34 e 5 69,2/3,94.

Considerando os dados expostos até agora, as analises de RMN da
heteroramnana sulfatada confirmaram a existéncia de pontos de ramificacdo e a
presenca de varios sitios de sulfatacdo nas unidades de ramnose 3- e 2-ligadas,
como havia sido descrito nas analises de metilacao (TABELAS 13, 14 e 15, p. 97,
101 e 105).
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FIGURA 18 - ESPECTROS DE RMN DE 'H DAS FRACOES Go3r (a), Go3r-RD
(b), Go3r-S (c) E Go3r-SD (d)

Solvente: D,O (70 °C); acetona como padrdo interno (3 31,45).

Dando continuidade aos estudos de RMN, o polissacarideo carboxi-
reduzido/dessulfatado Go3r-RD, assim como o produto de degradacéo controlada de
Smith/dessulfatado Go3r-SD foram analisados por RMN mono e bidimensionais. Os
espectros de RMN de 13C de Go3r-RD (FIGURA 16¢c, p. 111) e Go3r-SD (FIGURA
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17b, p. 114) apresentaram dois sinais principais na regido anomerica, que foram
atribuidos a unidades de ramnose 2,3- e 2-ligadas (6 102,0) e 3-ligada (6 103,1).
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos pela analise de metilacdo desses
polimeros (TABELAS 13 e 16, p. 97 e 108 ).

Os espectros bidimensionais do tipo HMQC de Go3r-RD e Go3r-SD (FIGURA
19) apresentaram acoplamentos bem definidos e, na regido anomérica, os sinais em
& 102,0/5,20 foram atribuidos ao C-1/H-1 das unidades de ramnose 2-ligadas
(designada como E na FIGURA 19) (SENCHENKOVA et al., 1999; OVOD et al.,
2004). Ainda na regido anomérica, os acoplamentos em & 103,1/5,07 e 6 103,1/4,99
correspondem a unidades de ramnose 3-ligadas em diferentes ambientes quimicos:
ligadas ao C-3 e ao C-2, respectivamente, de outras unidades de ramnose, ou seja,
[>3)-a-L.-Ram-(1—>3)-a-L.-Ram] e [>3)-a-L-Ram-(1—>2)-a-L.-Ram] (unidades C e D,
respectivamente, na FIGURA 20). Os assinalamentos realizados para as unidades C
e D (TABELA 17, p. 121) estdo de acordo com dados de literatura para unidades
repetitivas de ramnose presentes na cadeia O-polissacaridica do lipopolissacarideo
isolado de Pseudomonas syringae pv. garcae NCPPB 2708 (OVOD et al., 2004).

Adicionalmente, os espectros de 'H de Go3r-RD e Go3r-SD apresentaram
sinais 6 5,26 e o 5,27, respectivamente, correspondentes ao H-1 de unidades de
ramnose 2,3-dissubstituidas (unidade B, FIGURA 20a). No espectro de HMQC de
Go3r-RD foi possivel assinalar o acoplamento entre o H-1 em & 5,26 e seu
correspondente C-1 em § 102,0 (FIGURA 19a). Tal correlagédo ndo foi observada no
espectro de HMQC do produto de degradagdo de Smith dessulfatado, devido ao
menor grau de ramificacdo em relacdo ao polimero original. Os valores dos
deslocamentos quimicos verificados para unidades de ramnose 2,3-dissubstituidas
em Go3r-RD sédo semelhantes aos reportados para tais unidades presentes no O-
polissacarideo de Pseudomonas syringae pv. tomato GSPB 483 (KNIREL et al.,
1998a).

Os sinais correspondentes aos prétons a-anoméricos presentes nos
espectros de Go3r-RD e Go3r-SD apresentaram integracdo relativa de
0,6:0,7:1,2:1,0 (5,26, 5,20, 5,07, 4,99) e 0,2:1,4:1,7:1,0 (5,27, 5,20, 5,07, 4,99)

respectivamente. A intensidade do sinal de H-1 correspondente as unidades de
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ramnose 2,3-dissubstituida (5 5,27, no espectro de Go3r-SD) decresceu quando

comparado ao correspondente sinal (6 5,26) presente no espectro de Go3r-RD.

Estes resultados estdo de acordo com os dados obtidos na analise de metilacéo das

fragbes acima relatadas, os quais demonstraram um decréscimo nos pontos de

ramificag@o ap6s degradacdo de Smith.
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FIGURA 19 — ESPECTROS DE HMQC DAS FRACC)ES DESSULFATADAS Go3r-

RD (a) E Go3r-SD (b)

Solvente: D,O (70 °C). B, C, D e E correspondem as unidades [—2,3)-a-L-Ramp-
(1-], [—3)-a-L-Ramp-(1—3)], [—3)-a-L.-Ramp-(1—-2)] e
respectivamente (ver FIGURA 20).

[-2)-a-L-Ramp-(1-],
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NOTA: R; = cadeias laterais contendo como terminais ndo redutores: Glc, Gal (formados a partir da
carboxi-reducdo dos acidos urdnicos) ou Xil. A unidade B néo foi representada na parte (b) devido a

sua baixa quantidade.

FIGURA 20 — PRINCIPAIS UNIDADES DE RAMNOSE PRESENTES NAS
FRACOES Go3r-RD (a) E Go3r-SD (b)

ApoOs as analises de RMN foi possivel confirmar os dados previamente
obtidos por metilacdo dos polimeros modificados quimicamente, e a partir desses
dados foi proposta uma estrutura com as principais caracteristicas da
heteroramnana Go3r, que € mostrada na Figura 21. Ressalta-se que tanto a Figura

20 quanto a Figura 21 séo ilustrativas dos tipos de ligacdes glicosidicas presentes
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na heteroramnana Go3r, ndo sendo possivel afirmar nem descartar a presenca do

pentassacarideo representado.

Assim, a heteroramnana Go3r apresenta elevado grau de sulfatagéo, sendo
constituida principalmente por unidades de ramnose 2,3-, 2- e 3-ligadas, na relacéo
de ~1:1:3, as quais se encontram 53%, 54% e 29% sulfatadas em C-4. Embora o
principal sitio de sulfatacdo seja o C-4, grupos sulfato também esterificam os
carbonos C-2 (38%), C-2 e C-4 (14%) das unidades de ramnose 3-ligadas e os C-3
e C-4 (22%) das unidades 2-ligadas. Além de grupos sulfato, a heteroramnana Go3r
contém outros grupos acidos, devido a presencga de &cidos urdnicos (glucurdnico e
galacturdnico), que por sua vez estdo majoritariamente (80%) sulfatados em C-2.
Por fim, a presenca de ramificagcbes (1 cadeia lateral para cada 5 unidades
monossacaridicas) € um fator adicional que aumenta a complexidade estrutural

desta heteroramnana.

RO O
R5;0 @ o o) 5 o
,,,,,,, 0 O
o o
R1=R2=H (6,2%) Rs; = Cadeias laterais (13,5%) Rs = Rs=H (3,6%)
Ri1 = R;=S0j3 (5,0%) Ry =H (6,3%) ou SO3 (7,2%) Rs=Rg=S0;3 (3,3%)
R: = H; R;= SO;5 (10,3%) Rs = H; Rg= SO3 (8,1%)

R, = SOs3’; Ro= H (13,5%)

NOTA: % = mol%. Cadeias laterais contém como terminais nao redutores: GlcpA 2-sulfato (5 mol%)
ou GalpA 2-sulfato (~4 mol%) ou Xilp (5 mol%).

FIGURA 21 — PRINCIPAIS UNIDADES DE RAMNOSE PRESENTES NA
HETERORAMNANA SULFATADA Go3r
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TABELA 17 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS ASSINALADOS A PARTIR DOS ESPECTROS MONO E BIDIMENSIONAIS
DAS FRACOES DESSULFATADAS Go3r-RD E Go3r-SD

Unidades de Deslocamentos quimicos (ppm) Deslocamentos quimicos (ppm)
a

famnose = c1  c2 c3 c4 cC5  C6 H1 H2 H3 H4 H5 H-6

c’ 103,1 71,3 79,3 72,9 70,6 17,9/18,0 5,07 4,18 3,92 3,60 3,76-3,88 1,30-1,33
(103,1) (v1,4) (79.3) (72,8/729) (706) (17,9) (5,07) (415) (3.91) (3,60) (3,78-3,88) (1,32)

D" 103,1 71,3 79,0 72,9 70,6 17,9/18,0 4,99 4,18 3,87 3,62 3,76-3,88 1,30-1,33
(103,1) (v1,4) (79.1) (72,8/729) (706) (17,9) (499) (415) (3.86) (3,62) (3,78-3,88) (1,29)

EP® 102,0 79,3 71,3 73,8 70,6 17,9/18,0 5,21 4,09 3,96 3,53 3,76-3,88 1,30-1,33
(102,0) (v9,3) (71.4) (73.8) (70,6) (17,9) (5,20) (4,08) (3,95 (3,51) (3,78-3,88) (1,32)

B° 102,0 17,9/18,0 5,26 4,09 1,30-1,33
(102,0) (17,9) (5,27) (1,29-1,32)

Em parénteses deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de 'H e *C da fracdo Go3-SD; 2 unidades apresentados na FIGURA 20; ° de acordo

com SENCHENKOVA et al., 1999 e OVOD et al., 2004; °de acordo com KNIREL et al., 1998a.
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4.4 OBTENCAO E ANALISE DOS OLIGOSSACARIDEOS

A obtencéo de oligossacarideos é uma ferramenta importante para auxiliar o
estudo estrutural de polissacarideos, tanto para a confirmacdo da seqiéncia
monossacaridica e configuracdo enantiomérica dessas unidades, quanto para
determinacdo dos padrdes de glicosilacdo e sulfatagdo do polissacarideo original
(PAINTER, 1983).

4.4.1 Auto-Hidrélise Analitica

Com o objetivo de se produzir oligossacarideos utilizou-se o processo de
auto-hidrélise. Para tanto, foi selecionada a fracdo contendo heteroramnanas Go4.
Os polissacarideos, apos serem cromatografados em resina catibnica fortemente
acida, encontravam-se na sua forma acida e assim foram submetidos a uma auto-
hidrélise analitica em diferentes tempos (5-75 horas), sendo mantida temperatura
constante (80 °C). Esse processo foi acompanhado pela dosagem de agucares
redutores (FIGURA 22) e por RMN de *C (FIGURA 23).

Observando a Figura 22 é possivel notar que a partir do tempo de 5 horas ha
grande mudanca nos espectros de RMN de *C dos produtos de auto-hidrélise,
quando comparados ao espectro da fracdo bruta Go4 (FIGURA 4, p. 78). Os
espectros de tais produtos assemelharam-se aos espectros de RMN de **C dos
polissacarideos dessulfatados (FIGURA 6, p. 80) pela presenca de sinais na regido
anomérica correspondentes as unidades de ramnose 2-, 3-ligadas e 2,3-
dissubstituidas (5 101,9 e 5 103,1). Além disso, os espectros dos produtos de auto-
hidrélise apresentaram varios sinais na regido de & 105,0, que indicam a presenca
de unidades de é&cidos urénicos nessas fragbes (GORIN e MAZUREK, 1975). A
presenca de sinais anoméricos em 4 94,6 e 5 95,1 foi atribuida ao C-1 de unidades
de ramnose redutora (B e a, respectivamente). A analise de acucares redutores

demonstrou que em 5 horas de auto-hidrélise houve grande aumento no poder
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redutor do material, quando comparado com o polimero nativo (poder redutor = 1%)
(FIGURA 22).

No tempo de 25 horas de hidrélise ocorreu um aumento no poder redutor,
quando comparada as fra¢cbes hidrolisadas por menos tempo, sendo esse valor
somente 4% menor que o obtido apds 75 horas de hidrélise (FIGURA 22). Assim, o
tempo de 25 horas foi selecionado para realizacdo do processo de auto-hidrélise
preparativa levando-se em consideracdo o poder redutor e as analises de RMN de
13C, que demonstravam a presenca de sinais referentes & ramnose sulfatada (8
~98,0 e 5 100,5) e dessulfatada (6 102,0 e 5 103,0). Comparativamente, esse tempo
€ semelhante ao utilizado por Lahaye, Inizan e Vigouroux (1998) para producéo de
oligossacarideos a partir dos polissacarideos ulvanas, pelo método de auto-hidrélise.
Esses autores obtiveram, apos purificacdo do hidrolisado, um dissacarideo que
correspondia ao &cido aldobiurdnico [B-D-GIcAp-(1—4)-af-L.-Ram], além de dois
diferentes trissacarideos, os quais continham duas unidades de ramnose 3-sulfato e
uma unidade de &cido glucurénico ou &cido idurénico: [a-L-Ram-(1—4)-B-D-GIcA-

(1—>4)-.-Ram] e [a-L-Ram-(1—4)a-L-IdoA-(1—4)-L.-Ram].

75h = 23,0%
50h = 21,0%

25h =19,0%

Oh = 1,0%
0 T T > T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (horas)

FIGURA 22 — DETERMINACAO DO TEOR DE ACUCARES REDUTORES EM
FUNCAO DO TEMPO DE AUTO-HIDROLISE

123



70,5
18,0
L1478

(5h)

(10h)

(15h)

(h)

(50h)

(75h)

T T
105 100 95 90 8 8 75 70 65 20 ppm

FIGURA 23 — ESPECTROS DE RMN DE **C DAS FRACOES OBTIDAS APOS
AUTO-HIDROLISE DA FRACAO BRUTA Go4

Solvente: D,O (50 °C); acetona como padréo interno (§ 31,45). *Porcentagem de
acUcares redutores (PARK e JOHNSON, 1949).
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4.4.2 Auto-Hidrélise Preparativa e Purificagdo dos Oligossacarideos

Tendo selecionado o tempo adequado para a auto-hidrolise, a produgéo
preparativa de oligossacarideos foi realizada utilizando-se a fragdo bruta Go4, na

sua forma é&cida, sendo submetida & hidrdlise por 25 horas a 80 °C (item 3.7.4).

Apés o procedimento de auto-hidrolise, a amostra foi neutralizada,
centrifugada e o sobrenadante foi precipitado com etanol, centrifugado, originando
as fracdes Go4s (3,8 g) e Godp (1,3 g), sobrenadante e precipitado etandlicos,

respectivamente.

A fracdo Go4s foi submetida & cromatografia de exclusdo em Bio-Gel P-2,
com o objetivo de dessalificar a amostra, desde que o rendimento apds auto-
hidrélise foi de 103,8% em relagdo a massa inicial da fracdo Go4. A Figura 24
apresenta o perfil de eluicdo desta fracdo. E possivel observar a separacdo do
hidrolisado em quatro sub-fragdes que foram denominadas de Go4A, Go4B, Go4C e
Go4D e apresentaram rendimentos de 24%, 17%, 48% e 0,3%, respectivamente

(expressos em termos de material aplicado na coluna).

Anélise de RMN de °C da fragdo de maior rendimento Go4C (FIGURA 25)
demonstrou que a mesma € constituida principalmente por unidades redutoras de
ramnose (o = & 94,9, B = & 94,3) e unidades redutoras de xilose (o« =6 97,5, B =9
97,6), sendo possivel realizar os assinalamentos de todos os demais carbonos
constituintes dessas unidades (FIGURA 25) (GORIN e MAZUREK, 1975; LAHAYE e
RAY, 1996).
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FIGURA 24 — CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO DO HIDROLISADO Go4s EM

BIO-GEL P-2
Limite de exclusédo: 100-1800 Da; Vo= 250 mL; Vt= 800 mL; fase movel= agua.
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FIGURA 25— ESPECTRO DE RMN DE **C DA FRACAO OLIGOSSACARIDICA

Go4C
Solvente: D,O (25 °C); acetona como padrdo interno (§ 31,45). X = xilose; R =

ramnose.
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A fragdo Go4A foi selecionada para estudo e, com o0 objetivo de se obter
fragBes neutras e fragBes acidas, foi submetida a cromatografia de troca anidénica em
coluna contendo DEAE-Sephacel, sendo esta primeiramente eluida com agua,

seguida de concentragbes crescentes de (NH4).COs (0,05-0,5 M). A Figura 26

apresenta o perfil de eluicdo dessa fragéo.

A2

0,3 - '"t"' 10,5
w —~~
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FIGURA 26 — CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA DA FRACAO

OLIGOSSACARIDICA Go4A EM DEAE-Sephacel
Fase mével: 4gua e (NH,),CO; (0,05-0,5 M)

As fracBes de maior rendimento foram as eluidas com agua (oligo-W) e com
baixa molaridade de (NH4).COsz (oligo-A2), o que sugere baixos teores de
substituintes com cargas negativas nessa fracdo. Quando as fracdes &cidas (oligo-
A2 a oligo-A5) foram analisadas por cromatografia de camada delgada (CCD) todas
apresentaram véarias manchas, demonstrando a sua heterogeneidade (dados néo
mostrados).

O estudo dos oligossacarideos foi seguido através da analise da estrutura

quimica dos oligossacarideos oligo-W e oligo-A2.
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4.4.3 Analise Estrutural do Oligossacarideo Neutro oligo-W

A fracdo oligossacaridica oligo-W (16% de rendimento) apresentou
majoritariamente unidades de ramnose (95,5 mol%) na andlise de sua composicao
monossacaridica. Por ser uma fragdo eluida com agua na cromatografia de troca-
idnica, ndo era esperado a presenca de é&cidos urbnicos ou grupos sulfato na
mesma, o que foi confrmado por analises de RMN (mono e bidimensionais) e

metilacéo.

Quando a fracdo oligossacaridica oligo-W foi submetida a andlise de
metilagdo os principais derivados permetilados obtidos foram 3,4-Me>-Ram (46,0
mol%) e 2,4-Me,-Ram (42,6 mol%), indicando que o oligo-W € principalmente
constituido por unidades de ramnose 2- e 3-ligadas e apresentam relacdo de
1,08:1,00, respectivamente (TABELA 18). A presenca de baixos teores de terminais
ndo redutores de ramnose (6,9 mol%), em quantidades similares as unidades 2,3-
dissubstituidas (4-Me-Ram = 4,5 mol%), sugere que os pontos de ramificacdo sdo

constituidos por terminais de ramnose (TABELA 18).

TABELA 18 — ANALISE DE METILACAO DO OLIGOSSACARIDEO oligo-W

Derivado # Ligacdo oligo-W
2,3,4-Mez-Ram ® Ramp-(1— 6,9
2,4-Me,-Ram —3)-Ramp-(1— 42,6
3,4-Me,-Ram —2)-Ramp-(1— 46,0
2-Me-Ram —3,4)-Ramp-(1—> —
3-Me-Ram —2,4)-Ramp-(1— —
4-Me-Ram —2,3)-Ramp-(1— 4,5
Ram —2,3,4)-Ramp-(1— —

— = ndo detectado; ® mol% dos monossacarideos contendo grupos metil na posicéo indicada.
Valores corrigidos para 100% de ramnose; b 2,3,4-Ram analisada como 1,5-di-O-acetil-2,3,4-O-

metilramnitol, etc.
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O oligo-W foi analisado por RMN mono e bidimensionais. O espectro de RMN
de °C deste oligo apresenta trés sinais principais na regido anomérica em  102,1, §
103,2 e 8 103,5. Pela analise do espectro de HMQC (FIGURA 27) foi observado que
0s sinais acima referidos correspondem as unidades de ramnose 2-ligada (5 5,22),
3-ligada (6 4,99) e terminal ndo redutor (6 4,99), respectivamente (TABELA 19). Os
deslocamentos quimicos referentes ao C-1/H-1 das unidades 3-ligadas (8
103,2/4,99), bem como os sinais do C-3/H-3 de tais unidades (6 78,7/3,86), estéo de
acordo com dados de literatura que indicam a ligagéo destas em C-2 de ramnose, ou
seja, [>3)-a-L.-Ramp-(1—2)] (OVOD et al., 2004; BEDINI et al., 2006) (TABELA 19).
Dados similares foram obtidos por andlises de metilacdo e RMN das fracGes
polissacaridicas Go3r-RD e Go3r-SD (TABELAS 17 e 20, p. 121 e 134). Assim, 0s
dados apresentados sugerem que as heteroramnanas obtidas de G. oxysperma

contém blocos formados por: [—3)-a-L.-Ramp-(1—2)-a-L-Ramp-(1—],.

A presenca de terminais ndo redutores de ramnose foi confirmada pelo
acoplamento entre H-1/H-2 em & 4,99/4,10 (espectro de COSY), sendo que tais
deslocamentos s&o similares aos obtidos por outros autores para a unidade referida
(6 4,98/4,08, CASTRO et al., 2006; 5,01/4,01, KOCHETKOQV et al., 1991) (TABELA
19, p. 131). Adicionalmente, a razdo entre os prétons & 5,22 e 5 4,99 foi de
0,90:1,00, o que difere da razao verificada anteriormente pela analise de metilacédo
(1,08:1,00, ramnose 2- e 3-ligada, respectivamente) (TABELA 18). Assim, quando se
calcula essa relagdo somando os derivados metilados 2,4-Me,-Ram e 2,3,4-Me;-
Ram, obtem-se uma razdo mais proxima a verificada nos prétons (0,93:1,0), o que
reafirma que o sinal em & 4,99 corresponde a ramnose 3-ligada e terminal ndo

redutor de ramnose.
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FIGURA 27 — ESPECTRO DE HMQC DO OLIGOSSACARIDEO oligo-W.
REGIOES: ANOMERICA (a) E C-2—-C-5/H-2-H5 (b)

Solvente: D,0O (30 °C); deslocamentos quimicos expressos em ppm ().

Os dados obtidos para o oligo-W demonstraram que 0 mesmo é
principalmente constituido por unidades de ramnose 2- e 3-ligadas alternadas, nao
contendo unidades de &cidos urbnicos em sua estrutura, o que foi confirmado pela
auséncia dos sinais na regido de 6 ~105,0 (parcialmente atribuidos ao C-1 de &cidos

urdnicos no polimero nativo).
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TABELA 19 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS ASSINALADOS A PARTIR DOS ESPECTROS MONO E BIDIMENSIONAIS
DA FRACAO oligo-W

Deslocamentos quimicos (ppm) Deslocamentos quimicos (ppm)
Unidades de ramnose
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
—2)-a-L.-Ramp-(1—»3)* 102,1 79,2 71,1 73,9 70,5 17,8 5,22 4,10 3,97 3,53 3,86 1,33

(102,0) (79,4) (71,2) (73.4) (70,4) (17,9) (5,21) (4,08) (3,96) (3,51) (3,84) (1,31)

3)-a-l-Ramp-(12)® 1032 711 787 729 705 178 499 418 386 357 3,77 1,30

(103,2) (71,0) (79,2) (72,8) (705) (17,9) 4,97) (4,17) (3,84) (3,56) (3,77) (1,28)

o-L-Ramp-(1—2) ° 1035 711 705 17,8 499 410 3,78

(103,5) (71,4) (73,0) (73.4) (705) (17,8) (4,98) (4,08) (3,80) (3,45) (3,74) (1,28)

Entre parénteses deslocamentos de 3¢ e H das referéncias: OVOD et al., 2004; P CASTRO et al., 2006.
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4.4.4 Anélise Estrutural da Frag&do Oligossacaridica Acida oligo-A2

A fracdo oligossacaridica acida oligo-A2, obtida apds cromatografia de troca
idnica da fracdo Go4A, foi a fragdo de maior rendimento (38%), sendo submetida a
andlises de composicdo monossacaridica, Electrospray-lonization Mass
Spectrometry (ESI-MS) (FIGURA 28) e RMN de *C (FIGURA 29). Tais anélises
demonstraram que o oligo-A2 é constituido principalmente por ramnose (90,4 mol%;
CHs; & 17,8), além de baixas porcentagens de glucose (6,1 mol%) e xilose (3,5
mol%). Essa fragdo oligossacaridica continha 37% de &cidos urbnicos (dosagem
colorimétrica), sendo a presenca destes confirmada pelos sinais em & 1755 e §

176,4 no espectro de RMN de **C (FIGURA 29).

Quando a fracdo oligossacaridica oligo-A2 foi analisado por ESI-MS (modo
negativo) foram gerados varios fragmentos com diferentes m/z (FIGURA 28;
TABELA 20), reforcando os dados previamente obtidos por analise em CCD, que

indicavam que essa fragéo era heterogénea.

Na Figura 28 € possivel observar que os principais ions obtidos a partir do
oligo-A2 corresponderam a tri-, tetra- e pentassacarideos, contendo em sua
estrutura unidades de ramnose (na quantidade de 2, 3 e 4, respectivamente) e uma
unidade de acido urdnico (TABELA 20). O teor de sulfato nessa frag@o era de 9,1%,
sendo verificada a presenga de ions com m/z de 681,5 e 827,6, que corresponderam
a tetra- e pentassacarideos de ramnose ([M-H]), respectivamente, monossulfatados
(TABELA 20). Assim, verificou-se que ndo houve completa dessulfatacdo do
polissacarideo durante o processo de auto-hidrélise e, além disso, a presenca de
acido urénico ligado a ramnose reforca os dados obtidos pela analise da estrutura
quimica da heteroramnana Go3r, que demonstrou que tais monossacarideos sao
constituintes da cadeia polissacaridica. Oligossacarideos obtidos a partir de hidrdlise
parcial das ramnanas sulfatadas extraidas de M. latissimum n&o continham &cidos
urbnicos em suas estruturas (LEE et al.,, 1998), o que difere do obtido para os

oligossacarideos presentes na fracao oligo-A2.
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FIGURA 28 — ESI-MS (MODO NEGATIVO) DA FRACAO OLIGOSSACARIDICA
oligo-A2

Voltagens: capilar= 2,91 Kv; cone= 73 v; extrator= 9 v.

REES (1963) estudou a estabilidade de grupos sulfato em meio &cido, a partir
de polissacarideos de algas vermelhas, e encontrou a seguinte ordem: sulfato em
hidroxila priméria > sulfato em hidroxila secundéaria axial > sulfato em hidroxila
secundéaria equatorial. Talvez a labilidade dos grupos sulfato localizados em
hidroxilas secundéarias equatoriais justifique a dessulfatacdo dos oligossacarideos
obtidos por auto-hidrélise, desde que, pela analise da estrutura quimica da
heteroramnana Go3r, foi verificado que os principais sitios de sulfatagdo nesse

polissacarideo apresentam as caracteristicas acima citadas (FIGURA 21, p. 120).
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TABELA 20 — PRINCIPAIS IONS FORMADOS POR ANALISE DE ESI-MS (MODO
NEGATIVO) DA FRACAO OLIGOSSACARIDICA oligo-A2

Mw & m/z [M-HJ Ramnose ° Acido Urénico Sulfato
194,4 193,4 — 1 _
340,0 339,0 1 1 —
486,4 485,0 2 1 —
632,6 631,5 3 1 —
778,7 777,6 4 1 —
924,8 922,9 5 1 —
682,6 681,5 4 — 1
828,8 827,6 5 — 1

a b

massa molecular; ° as unidades sdo apresentadas na relacdo identificada pela andlise dos

respectivos ions.

A analise de RMN de *3C da fragéo oligossacaridica oligo-A2 (FIGURA 29a)
demonstrou a presenca de sinais em o6 94,9 & 94,4, correspondentes ao C-1 de
ramnose redutora (o e B, respectivamente) (GORIN e MAZUREK, 1975; LAHAYE e
RAY, 1996). Os sinais em 6 101,9 e 6 103,1 (FIGURA 29a) foram atribuidos as
unidades de ramnose 2- e 3-ligadas (SENCHENKOVA et al.,, 1999; OVOD et al.,
2004; BEDINI et al., 2006), respectivamente, podendo o primeiro corresponder ainda
a ramnose 2,3-dissubstituida (TABELA 17, p. 121) (KNIREL et al., 1998a). Além
disso, a presenca dos sinais centrados em ~105,0 confirma a presenga de é&cidos
urénicos em fB-configuracdo como constituintes do oligo-A2. Considerando que a
fracdo Go4 contém &cido glucurdnico como principal monossacarideo &cido em sua
cadeia (TABELAS 5 e 6, p. 72 e 74), pode-se sugerir que tais unidades
monossacaridicas estejam presentes na fragdo oligossacaridica em estudo. No
espectro de RMN de *3C do oligo-A2 (FIGURA 29a) observa-se ainda um grupo de
sinais na regido de & 80,5-81,5, que podem corresponder ao C-4 ligado de &cidos
urénicos (LAHAYE, BRUNEL e BONNIN, 1997).
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FIGURA 29 — ESPECTROS DE RMN DE 3¢ DAS FRACOES
OLIGOSSACARIDICAS oligo-A2 (a), oligo-18 (b) E oligo-D9 (c)

Solvente: D,0O (50 °C); acetona como padréo interno (3 31,45).
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Com o objetivo de se obter uma fragao oligossacaridica homogénea, parte da
frac@o oligossacaridica oligo-A2 foi submetida, separadamente, a cromatografia de
excluséo (Bio-Gel P-2) e cromatografia de troca anibnica (DEAE-Sephacel), sendo

os perfis cromatograficos apresentados na Figura 30.

O perfil de eluicdo da fracdo oligossacaridica oligo-A2 em cromatografia de
exclusdo (FIGURA 30a) demonstrou que esse método nao foi eficiente para separar
os oligossacarideos com diferentes m/z presentes na mesma (FIGURA 28), o que é
indicado pela presenga de um Unico pico no cromatograma. Deste modo, para se
avaliar o processo cromatogréfico, foi selecionada uma fracdo oligossacaridica,
como demonstrado na Figura 30a, que foi denominada oligo-18 (13% de

rendimento).
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FIGURA 30 - PURIFICACAO POR METODOS CROMATOGRAFICOS DA
FRACAO OLIGOSSACARIDICA oligo-A2: EXCLUSAO EM BIO-GEL

P-2 (a), TROCA ANIONICA EM DEAE-Sephacel (b)
Bio-Gel P-2: Limite de exclusdo= 100-1800Da; Vo= 45 mL; Vt= 150 mL; fase
movel= dgua. DEAE-Sephacel: fase mével= dgua e (NH,),CO3 (0,01-0,02M).

Ao contrério, quando a fracdo oligo-A2 foi submetida a cromatografia de troca
anidnica, obteve-se uma fragdo que foi eluida em um Unico pico simétrico, com uma
concentracdo de 0,02 M de (NH,).CO3; (FIGURA 30b), sendo esta denominada oligo-
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D9 (11,3% de rendimento). As demais fracdes obtidas a partir dos dois processos

cromatogréficos discutidos ndo foram estudadas nesse trabalho.

Assim, as fra¢des oligossacaridicas oligo-18 e oligo-D9 foram analisadas por
CCD, ESI-MS (FIGURA 31) e RMN mono e bidimensionais.

Andlise por CCD da fracdo oligo-18 demonstrou que tal fracdo era
heterogénea, contendo ao menos trés tipos de oligossacarideos com massas
moleculares diferentes. Analise por ESI-MS (FIGURA 31a) confirmou o caréter
heterogéneo da mesma. Os ions com m/z 485,5, 631,6 e 777,7 corresponderam a
tri, tetra e pentassacarideos é&cidos (contendo 2, 3 e 4 unidades de ramnose,
respectivamente, [M-H]) e 1 unidade de &cido urdnico. Adicionalmente, foi verificada
a presenca de ions que correspondem a tetra- e pentassacarideos de ramnose

monossulfatados (m/z 681,6 e 827,1, [M-HJ, respectivamente).

Em contrapartida, a andlise por ESI-MS do oligo-D9 apresentou
majoritariamente o ion com m/z de 768,8 (FIGURA 31b), que foi identificado como
um decassacarideo constituido por oito unidades de ramnose e duas unidades de

acido urénico ([M-H7Y).

Deste modo, os processos cromatogréaficos utilizados para purificagdo da
fracdo  oligossacaridica oligo-A2  permitiram isolar diferentes fracbes
oligossacaridicas, as quais contém diferentes teores de ramnose e &cidos urénicos,

podendo as mesmas estar ou ndo sulfatadas.
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FIGURA 31 - ESI-MS (MODO NEGATIVO) DAS FRACOES

OLIGOSSACARIDICAS oligo-18 (a) E oligo-D9 (b)
Oligo-18 — voltagens: capilar= 3,50 Kv; cone= 20 v; extrator= 2 v; Oligo-D9 —

voltagens: capilar= 2,91 Kv; cone= 73 v; extrator= 9 v.

Os espectros de RMN de **C das fragées oligossacaridicas oligo-18 e oligo-
D9 foram qualitativamente similares (FIGURA 29b,c, respectivamente). Devido a
menor complexidade do espectro de massa do oligo-D9, em relagdo ao oligo-18,
esse foi selecionado para as analises por RMN de COSY, TOCSY e HMQC.

A regido anomérica do espectro de RMN de **C do oligo-D9 apresentou sinais
correspondentes as unidades de ramnose 2-ligadas e 2,3-dissubstituidas (5 102,0),
3-ligadas (6 103,2) e terminais redutores (o = & 95,1, B = & 94,6). Dentre os
acoplamentos presentes na regido anomérica do espectro de HMQC dessa fracéo
foram obtidos sinais cruzados que corresponderam as unidades de ramnose 3-
ligadas (6 103,2/4,99, 103,2/5,06). Assim como observado nas analises de RMN das
fragBes polissacaridicas, esses deslocamentos quimicos correspondem a unidades

de ramnose glicosidicamente substituidas em C-3, as quais se apresentam ligadas
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ao C-2 e ao C-3, respectivamente, de outras unidades de ramnose
(SENCHENKOVA et al., 1990; OVOD et al., 2004; BEDINI et al., 2006). Através da
andlise do espectro de COSY foi observado que o sinal em 3 4,99 corresponde
também ao H-1 de terminais nédo redutores de ramnose (H-2 em & 4,08) (CASTRO et
al., 2006), sendo esses valores semelhantes aos verificados nos espectros de RMN
do oligo-W (FIGURA 27, p. 130).

No espectro de HMQC o sinal anomérico em & 102,0 apresentou acoplamento
com diferentes prétons anoméricos em & 5,24, & 5,34 e 6 5,41, os quais foram
identificados como segue. O acoplamento entre H-1/H-2 em & 5,24/4,08 foi atribuido
aos deslocamentos anoméricos das unidades de ramnose glicosiladas em C-2 (8
79,0) (OVOD et al. 2004). Os acoplamentos em 6 5,34/4,23/4,03 e & 5,41/4,28/4,03
foram atribuidos aos H-1/H-2/H3 de unidades de ramnose 2,3-dissubstituidas. Estas
unidades apresentam sinais de C-2 e C-3 em 6 80,1 e 77,6 e em 79,7 e 77,6,
respectivamente. A auséncia de sinais em & ~4,60—4,70 confirmou que essa fragcéo
oligossacaridica ndo apresenta sulfatacdo em C-2 (KOLENDER et al., 1997),
reforcando assim que os sinais de H-1 em & 5,34 e § 5,41 referem-se as unidades

2,3-dissubstituidas.

Adicionalmente, foram assinalados 0s deslocamentos  quimicos
correspondentes aos carbonos (C-1-C5) e prétons (H-1-H-5) de terminais néo
redutores de é&cidos urdnicos em: & 105,4/74,4/76,6/73,3/77,3 e &
4,60/3,39/3,53/3,51/3,70, respectivamente.

Desta forma, foi possivel sugerir que o decassarideo oligo-D9 é constituido
pela estrutura apresentada na Figura 32, ressaltando-se que a mesma €
representativa das unidades de ramnose e acido glucurénico identificadas por
andlises de RMN, embora néo seja possivel determinar a exata distribuicdo de tais
unidades no oligossacarideo. Assim, o oligo-D9 possui pelo menos duas unidades
de ramnose 2,3-dissubstituida (H-1 em & 5,34 e 3 5,41), as quais provavelmente
encontram-se ramificadas por terminais ndo redutores de &cido glucurdnico (2
unidades), além de apresentar ramnose 2-ligada (1 ou 2 unidades) e 3-ligada (2 ou 3
unidades), ramnose redutora (1 unidade) e terminal n&o redutor desse

monossacarideo (1 unidade).
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Este resultado demonstra que para cada quatro unidades de ramnose h& um ponto
de ramificacdo, relacdo similar ao grau de ramificagdo determinado na

heteroramnana Go3r (um ponto de ramificagdo para cada cinco unidades de

sﬁﬁgﬁﬁé
A%

FIGURA 32 — ESTRUTURA ESQUEMATICA DO DECASSACARIDEO PRESENTE
NA FRACAO oligo-D9

ramnose).
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45 ATIVIDADE ANTIVIRAL DAS HETERORAMNANAS SULFATADAS
ISOLADAS DE G. oxysperma

45.1 Teste de Citotoxicidade das Heteroramnanas Go3, Go3r e Go4

As fracbes polissacaridicas que apresentaram maior rendimento pelo
processo de extragdo aquosa Go3 e Go4, assim como a heteroramnana purificada
Goa3r, foram inicialmente testadas quanto a sua citotoxicidade através do teste de
viabilidade das células Vero quando tratadas com esses polissacarideos. Durante a
realizacdo do teste de citotoxicidade, assim como da atividade antiviral das
heteroramnanas, a heparina foi simultaneamente testada como polissacarideo de

referéncia.

A partir desse teste foi observado que nenhum dos polimeros obtidos de G.
oxysperma apresentou efeito sobre a viabilidade das células Vero, mesmo em
concentragdes maiores que 1.000 ug/mL. Esse resultado € semelhante ao obtido em
véarios estudos que avaliam a atividade antiviral de polissacarideos de algas verdes.
LEE et al. (2004) avaliaram os polissacarideos obtidos de 11 espécies de clordfitas
pertencentes a diferentes ordens e ndo observaram citotoxicidade desses polimeros

sobre células Vero mesmo em concentragfes acima de 900 pg/mL.

4 5.2 Teste da Atividade Antiviral das Heteroramnanas Contra HSV-1 e HSV-2

Apos ser verificada a auséncia de citotoxicidade das fragdes polissacaridicas
Go3, Go3r e Go4, elas foram ensaiadas quanto as suas atividades antivirais contra
0s virus HSV-1 cepa F e HSV-2 cepa MS, pelo método de reducdo do numero de

placas virais em células Vero.

Os dados apresentados na Tabela 21 demonstram que todas as fragdes
testadas exibiram potente atividade antiherpética in vitro, com valores de ICso na

faixa de 0,27 a 0,3 ug/mL para o virus HSV-1 e valores dez vezes menores (entre
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0,036 e 0,054 ng/mL) para o HSV-2, demonstrando que as heteroramnanas estudas
sdo capazes de inibir a multiplicacdo desses dois virus. Testada simultaneamente
como uma substancia de referéncia, a heparina foi cerca de dez vezes menos
efetiva contra os virus HSV-1 e HSV-2, quando comparada aos polissacarideos de

G. oxysperma.

As heteroramnanas sulfatadas obtida de G. oxysperma apresentaram
elevados indices de seletividade (IS = CCs/Cls), na ordem de >3.333 a >27.778,
demonstrando a especificidade do efeito inibitério desses polimeros contra o virus

herpes simplex.

TABELA 21 — ATIVIDADE ANTIVIRAL DAS FRACOES Go3, Go3r E Go4 OBTIDAS
DE G. oxysperma

Fracdes Clso (ng/mL) 2 IS (CCso/ICs0) °
HSV-1 (F) HSV-2 (MS) HSV-1 (F) HSV-2 (MS)
Go3 0,30+ 0,15 0,054 + 0,006 > 3333 > 18518
Go3r 0,27 + 0,03 0,036 + 0,001 > 3704 > 27778
Go4 0,28 + 0,12 0,037 + 0,001 > 3571 > 27027
Heparina®  1,30+0,1 0,50 0,1 > 769 > 2000

& Clso (concentracdo inibitdria 50%): concentracdo necessaria para reduzir em 50% o nimero de
placas em células Vero. Cada valor é a media de duas determinacdes + SD; ° IS (indice de
seletividade): CCso/ICs0. CCsp (concentracao citotdxica 50%): concentragcao necessaria para reduzir
50% do numero de células Vero viaveis. Esta concentragédo foi > 1000 pug/mL para todas as fragdes

testadas. © Heparina incluida como substancia de referéncia.

Polissacarideos sulfatados obtidos de diferentes géneros de algas verdes,
como Enteromorpha, Monostroma, Caulerpa, Chaetomorpha e Codium (GHOSH et
al., 2004; LEE et al, 2004), também apresentaram atividade antiherpética. A
ramnana sulfatada isolada de Monostroma latissimum apresentou potente atividade
antiviral contra diferentes tipos de virus envelopados, como o citomegalovirus
humano (IS = 2180 + 170), HIV-1 (IS = 1740 + 255) e HSV-1 (IS = 8100 + 98). Nesse

trabalho foi verificado que a ramnana sulfatada além de inibir a adsor¢éo do virus a
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célula hospedeira, interfere também com etapas posteriores da replicacéo viral (LEE
et al., 1999).

A atividade antiherpética dos polissacarideos sulfatados esté relacionada com
suas caracteristicas anibnicas assim como sua massa molecular (KOLENDER,
MATULEWICZ e CEREZO, 1995). Além disso, j4 foi relatado que o caréater
hidrofobico dos aglcares que constituem esses polimeros sdo importantes para sua
atividade antiviral (DUARTE et al., 2004). Levando em consideragdo o exposto
acima, a heteroramnana sulfatada Go3r isolada de G. oxysperma apresenta uma
combinacéo desses fatores estruturais que determinam a atividade antiviral de um
polissacarideo, tais como alta massa molecular e elevado contetdo de grupos
sulfato, onde 75% e 80% das unidades de ramnose e de acido urbnico,
respectivamente, sdo substituidos por grupos sulfato. Aliado a essas caracteristicas
o carater hidrofébico do grupo metil das unidades de ramnose é um fator adicional
que poderia contribuir para a alta e especifica atividade antiherpética desses

polissacarideos.
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4.6 CARACTERIZACAO GERAL DAS ULVANAS EXTRAIDAS DE Ulva lactuca E

U. fasciata

As algas verdes U. lactuca e U. fasciata foram coletadas no litoral de Santa
Catarina (Floriandpolis - Setembro de 2004 e Junho de 2005, respectivamente). Os
polissacarideos de U. fasciata foram obtidos por extragdo em autoclave (condi¢Bes
gerais), realizado pela Mestra Roberta Paulert (Departamento de Biotecnologia da
UFSC), e cedidos para estudo de sua estrutura quimica, sendo o extrato bruto
denominado Uf. A alga U. lactuca foi extraida com a mesma metodologia utilizada
para extracdo dos polissacarideos de G. oxysperma (FIGURA 33). Em resumo, a
alga seca e moida foi submetida a extragfes aquosas seqienciais, duas a 25 °C e
guatro a 80 °C, o sobrenadante das mesmas foi tratado com etanol e o precipitado
foi dialisado e liofilizado. Assim, foram obtidas as fragcdes brutas Uvl, Uv2 (extracdes
a 25 °C), Uv3-Uv6 (extragdes a 80 °C). A fragcdo de maior rendimento Uv2 foi
adicionalmente tratada com KCI 2 M, para remocdo das proteinas presentes na
amostra, sendo que ao material soltvel foi mantido o nome da fracao original e o

material insoltvel foi descartado (33,0% de proteina).

A alga U. fasciata apresentou maior rendimento quando comparada a U.
lactuca, sendo esse de 30% para a primeira e 21% para a segunda (TABELA 22). O
rendimento obtido para U. lactuca € similar ao obtido por outros autores para a
mesma espécie (~20%; BRADING, GEORG-PLANT e HARDY, 1954; PERCIVAL e
WOLD, 1963). Os teores de carboidratos e grupos sulfato mantiveram-se
aproximadamente constantes em todas as extragdes realizadas com a alga U.
lactuca (TABELA 22). O teor desses dois compostos é maior em U. fasciata e, ao
contrario, o teor de é&cidos urbnicos € menor nessa Ultima. As porcentagens de
grupos sulfato observados nos polissacarideos brutos obtidos das espécies do
género Ulva em estudo foram semelhantes aos dos polissacarideos obtidos para
outras algas da ordem Ulvales (TABELA 1, p. 33). Os resultados de grau de
sulfatacdo das fragdes de U. lactuca sdo semelhantes aos obtidos por BRADING,
GEORG-PLANT e HARDY (1954) (16%) e PERCIVAL e WOLD (1963) (15%),
quando analisaram a mesma alga, porém o conteddo de 4cidos urdnicos obtido por

esses autores foi menor (~19%) que o observado nesse trabalho.
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FIGURA 33— ESQUEMA DE EXTRACAO (a) E FRACIONAMENTO (b) DOS
POLISSACARIDEOS SINTETIZADOS PELA ALGA VERDE U.

lactuca

145



TABELA 22 — RENDIMENTOS E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES BRUTAS
OBTIDAS DE U. lactuca (Uv) E U. fasciata (Uf)

Fracdo®  Rendimento®  Acucar Total ©  Sulfato®  Acido Urdnico® Proteinaf

(%) (%) (%) (%) (%)

Uvl 4,3 47,1 20,3 32,3 7,9
Uv2 7,7 62,1 20,3 37,5 7,9
Uv3 5,9 48,0 19,8 32,3 7,5
Uv4 1,0 47,2 16,7 30,3 12,5
uvs 1,8 43,6 15,3 19,9 12,5
Uve 0,6 40,7 18,5 30,1 n.d.
uf 30,0 60,9 27,5 25,2 6,8

n.d. = ndo determinado; * fracBes obtidas por extracdes aquosas: a 25 °C (Uvl, Uv2); a 80 °C
(Uv3-Uve6); ® em relacdo & massa de alga seca e moida submetida a extracdo aquosa (116,0 g); ©
segundo DUBOIS et al. (1956); ¢ segundo DODGSON e PRICE (1962); °segundo FILISETTI-COZZI e
CARPITA (1991); " segundo LOWRY et al. (1951).

As analises de composicdo monossacaridica das fra¢cdes brutas obtidas das
algas verdes U. lactuca e U. fasciata foram realizadas pelo processo de hidrélise
total e sdo apresentados na Tabela 23. Estas apresentaram variagdo na constituicao
monossacaridica, porém em ambas o principal monossacarideo foi a ramnose
(48,5-68,8 mol%). As fracBes brutas também apresentaram, em diferentes
proporcdes, unidades de glucose (10,3-34,1 mol%), xilose (10,7-26,1 mol%),
galactose (2,2-3,5 mol%) e manose (1,7-7,5 mol%), sendo que esses dois Ultimos
ndo foram encontrados em U. fasciata. Os teores de xilose foram maiores para a
fracdo Uf (26,1 mol%). As andlises quimicas aliadas aos dados de composi¢édo
monossacaridica mostram que as duas espécies em estudos sintetizam
glicuronoxiloramnanas denominadas ulvanas (LAHAYE e AXELOS, 1993). Essa
variacdo na composicdo monossacaridica dos polissacarideos obtidas de algas do
género Ulva foi observada por outros autores, sendo que Lahaye (1998) identificou
que ulvanas extraidas da mesma espécie (U. rigida), porém de regifes diferentes,

apresentavam diferentes distribuicbes de xilose e acido glucurbnico na cadeia
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polissacaridica (TABELA 2, p. 36). Apesar dos elevados teores de glucose
encontrados em todas as fra¢des brutas obtidas de U. lactuca e U. fasciata, no RMN
de °C dessas fracdes ndo foram verificados sinais referentes ao C-6 livre de
hexoses. Desta forma, a glucose presente nas fragbes pode corresponder a um
polimero insolivel nas condicdes utilizadas para analise de RMN de **C, enquanto
que sdo passiveis de hidrélise em meio 4cido, o que promoveria a sua quantificacéo
nas andalises monossacaridicas. Durante a caracterizacdo dos polissacarideos
sintetizados por U. rigida Ray e Lahaye (1995) obtiveram fragdes ricas em glucose
somente quando realizaram extrag6es com hidréxido de potassio, sendo que nesse
caso essa hexose foi identificada como constituinte de uma xiloglucana. Dessa
forma, ndo foi possivel afirmar se a glucose é constituinte ou ndo das ulvanas

biossintetizadas por U. lactuca e U. rigida.

As fragBes Uv2-Uv4 e Uf foram submetidas a anélise por HPSEC-MALLS-IR
para avaliagdo do seu perfii de homogeneidade e os cromatogramas s&o
apresentados na Figura 34. E possivel observar que todas as fracbes apresentam
um perfil heterogéneo em relagdo a massa molecular, sendo que da fragéo Uf foi
obtido um cromatograma mais complexo, sugerindo que a mesma é mais

heterogénea que as fragcoes de U. lactuca.

Desde que a fracdo Uf foi estudada quanto a sua atividade bioldgica sem ser
previamente submetida a processos de purificacdo (PAULERT, 2005), sua estrutura
quimica também foi avaliada sem a realizacéo de tal processo. Por sua vez, a fragdo
de maior rendimento obtida de U. lactuca (Uv2) foi submetida a filtragdo em
membrana de 500 kDa como descrito no item 3.4, sendo obtido um material retido
na membrana (denominado Uv2r) e um material eluido (denominado Uv2e), cujos
perfis cromatogréficos em HPSEC, obtidos a partir do detector IR, sdo apresentados

na Figura 35 e seus rendimentos e andlises quimicas na Tabela 24 (p. 151).
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TABELA 23 — MONOSSACARIDEOS NEUTROS PRESENTES NAS FRACOES
BRUTAS OBTIDAS DE U. lactuca (U) E U. fasciata (Uf)

Monossacarideos (mol%)?

Fracdo

Ram ° Xil Glc Gal Man
Uvl 55,2 10,8 23,3 3,1 7,5
Uv2 68,8 11,1 10,3 3,5 6,3
Uv3 63,0 14,3 13,7 3,0 2,4
uv4 52,1 10,7 32,1 2,4 2,7
Uvb 48,5 13,6 34,1 2,2 1,7
Uve 57,9 11,0 25,7 3.4 2,0
Uf 51,1 26,1 22,8 — —

— n&o detectado; * monossacarideos quantificados na forma de acetatos de aldit6is; ® abreviatura

dos monossacarideos: Ram= ramnose; Xil= xilose; Glc= glucose; Gal= galactose; Man= manose.

@)
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indice de refragéo
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FIGURA 34 — PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC DAS FRACOES BRUTAS Uf
OBTIDA DE U. fasciata (a) E Uv2-Uv4 OBTIDAS DE U. lactuca (b)

Nota-se no cromatograma das fracdes retida e eluida uma grande diferenca

nos tempos de eluicdo, assim como no perfil cromatogréafico, sendo que a fracdo
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Uv2r apresentou um perfil menos heterogéneo que o obtido para a fragéo que lhe
deu origem Uv2. Dessa forma, Uv2r foi considerada parcialmente purificada em
termos de massa molecular, e a caracterizagcdo dos polissacarideos de U. lactuca foi
conduzida pelo estudo dessa fracdo. Uv2r e Uv2e apresentaram caracteristicas
quimicas semelhantes, entre si e com a fracdo original, sendo que as maiores
difirencas observadas foram os teores de proteina, os quais sdo menores na fragcéo
Uv2r (1,8%) e a composicdo monossacaridica, desde que a filtracdo conduziu a um
acumulo da manose (20,7 mol%) na fracdo Uv2e (TABELA 25).

___________

IR (volts)

o 20 40 60

Tempo (min)

FIGURA 35 — PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC COM DETECTOR DE iNDICE DE
REFRACAO DAS FRACOES Uv2r E Uv2e

A fracdo retida na membrana de 500 kDa é majoritariamente constituida por
ramnose (70,8 mol%), além de xilose (12,0 mol%) e glucose (11,1 mol%) em
porcentagens semelhantes. Assim, a fracdo nativa Uv2r difere da fracdo nativa Uf
por apresentar maiores teores de ramnose e menores teores de xilose e glucose
(TABELA 25). Além disso, esta Ultima apresenta menores porcentagens de &cidos
urbnicos que a primeira, o que indica diferenca estrutural entre as duas ulvanas em
estudo (TABELA 22 e 24, p. 146 e 151).
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Para investigar o tipo de &cido urbnico presente na fragdo Uv2r, esta foi
submetida ao processo de carboxi-redu¢cdo em escala preparativa, para posterior
analise de RMN de **C (na presenca de NaBHs) e em escala analitica, na qual a
reducdo foi realizada na presengca de NaBDj, para quantificagdo e identificacéo
exatas dos acidos urbnicos presentes na mesma. Os produtos de carboxi-reducéo
foram denominados Uv2r-R. Como pode ser observado na Tabela 25, a fragéo
carboxi-reduzida Uv2r-R apresenta teores de ramnose (49,4 mol%) e xilose (9,3
mol%) menores que 0s obtidos para Uv2r, ndo apresentando galactose e manose
em sua constituicdo. Consequentemente houve aumento nas porcentagens de
glucose (11,1-537,2 mol%), resultado esse que demonstra a presenca de &cido
glucurénico na amostra obtida de U. lactuca. Andlise por CLG-EM demonstrou que
glucitol hexaacetato, obtido entre os produtos de hidrélise, reducdo e acetilacdo de
Uv2r-R, apresentava os fragmentos com m/z 217 e 219 (FIGURA 13, p. 93). A partir
da porcentagem relativa destes ions foi determinado que 30% e 70% do glucitol
hexaacetato correspondiam a glucose e &cido glucurénico, respectivamente, no
polimero original. Esses resultados indicam que 26,0 mol% da glucose, detectada
entre os produtos de hidrélise da fracdo carboxi-reduzida, foram proveniente dos
acidos urbnicos reduzidos a glucose (TABELA 25). Adicionalmente, a analise por
CLG-EM demonstrou a presenca de 2,3,4-tri-O-acetil-1,6-anidro-hexose, que foi
atribuida a presenca de idose nessa fracdo (4,1 mol%, TABELA 25). O &cido
idurénico esta presente nos polissacarideos obtidos de algas do género Ulva e foi
relatado pela primeira vez por Quemener, Lahaye e Bobin-Dubigeon (1997), quando
esses autores desenvolveram uma metodologia para quantificagdo dos é&cidos
urénicos por HPLC (TABELA 3, p. 40). Neste trabalho foi relatado que a ulvana
obtida de U. lactuca apresentava 3,7% de &cido idurdnico (em relagdo a massa de
ulvana seca analisada). Para Uv2r-R a porcentagem de acido idurdnico foi calculado
levando-se em consideracdo que em meio acido a idose encontra-se em equilibrio
com seu correspondente 1,6-anidro-derivado na relagdo de 6,1:1,0,
respectivamente. Desta forma, corrigindo os teores de idose para 100%, Uv2r-R
contém 4,8 mol% de acido idurénico. Como discutido no item 4.1.3.1, nenhuma das
fragdes carboxi-reduzidas obtidas de G. oxysperma apresentaram acido idurénico,
sendo esse mais um ponto de diferenciagéo entre as ulvanas e as heteroramnanas

sulfatadas estudas nesse trabalho.
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TABELA 24 — RENDIMENTOS E ANALISES QUIMICAS DAS FRACOES Uv2e,
Uv2r, Uv2r-R, Uv2r-RD e Uf-D

Fracao Rendimento Aclcar Total* Sulfato®  Acido Urénico ¢  Proteina ¢
(%) (%) (%) (%) (%)
uv2 © 7,7 62,1 20,3 37,5 7,9
Uv2e 37,0' 64,6 24,4 52,0 4,5
Uv2r 63,0' 62,1 16,2 32,0 1,8
Uv2r-R 60,4 ¢ n.d. n.d. 4,2 n.d.
Uv2r-RD 64,09 n.d. 5,0 n.d. n.d.
uf 30,0 60,9 27,5 25,2 6,8
Uf-D 63,39 n.d. 9,7 n.d. n.d.

n.d. = ndo determinado; ® segundo DUBOIS et al. (1956); b segundo DODGSON E PRICE (1962); ©
segundo FILISETTI-COZZI e CARPITA (1991); d segundo LOWRY et al. (1951); © fracdes incluidas
com fins comparativos; ' em relacdo ao material recuperado apés ultrafiltracio. Rendimento da

ultrafiltracéo foi de 85%; Y em relacéo a massa utilizada nas respectivas modificacdes quimicas.

TABELA 25 - MONOSSACARIDEOS NEUTROS PRESENTES NAS FRACOES
Uv2e, Uv2r, Uv2r-R, Uv2r-RD E Uf-D

Monossacarideos (mol%) #

Fracdo

Ram® Xil Glc 1,6-anidro-idose Gal Man

Uv2© 68,8 11,1 10,3 _ 3,5 6,3

Uv2e 48,5 12,2 12,7 — 5,8 20,7
Uv2r 70,8 12,0 11,1 — 3,9 2,2
Uv2r-R 49,4 9,3 37,2 4,1 — —
Uv2r-RD 50,5 10,0 35,7 3,8 — —
uf© 51,1 26,1 22,8 _ _ _
Uf-D 49,4 32,8 17,5 _ _ _

~ , g n b .
— = n3o detectado; * monossacarideos guantificados na forma de acetatos de alditéis; = abreviatura

dos monossacarideo: Ram= ramnose; Xil= xilose; Glc= glucose; Gal= galactose; Ara=arabinose;

Man= manose; °fracées incluidas com fins comparativos.
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Dando sequéncia ao estudo das ulvanas extraidas de U. lactuca e U. fasciata
as fragbes Uv2r-R e Uf foram submetidas ao processo de dessulfatagdo solvolitica
para remo¢do dos grupos sulfato e simplificacdo da estrutura polissacaridica,
obtendo-se com isso as fracdes dessulfatadas, que foram denominadas Uv2r-RD e
Uf-D. Essas fra¢des continham 5,0% e 9,7% de grupos sulfato ap6és o processo
solvolitico, havendo assim uma dessulfatacdo de 69% e 65%, respectivamente. As
fracbes parcialmente dessulfatadas apresentaram composicdo monossacaridica
semelhante a das fragdes originais (TABELA 25), o que demonstrou que ndo houve

degradacgé&o dos polissacarideos durante tal procedimento.

ApOs as caracterizagdes quimicas e monossacaridicas, a fracdo retida em
membrana de 500 kDa (Uv2r) e seus produtos de carboxi-reducdo (Uv2r-R) e
carboxi-redugéo/dessulfatacado (Uv2r-RD), assim como a fragéo Uf e seu produto de
dessulfatacdo (Uf-D), foram analisadas por RMN de **C (FIGURAS 36 e 37, p. 155 e
156). Os deslocamentos quimicos das principais diades presentes nas fragfes
acima referidas foram assinalados e sdo apresentados na Tabela 26, sendo suas
estruturas apresentadas na Figura 38 (p. 158). Para o assinalamento desses

espectros foram utilizadas as referéncias presentes na Tabela 3 (p. 40).

Os espectros de RMN de 3C das fracOes Uv2r e Uf apresentaram variagcéo
em seus deslocamentos quimicos, confimando a diferenca das estruturas
dissacaridicas que compdem essas ulvanas (FIGURAS 36a e 37a, p. 155 e 156). O
espectro da ulvana nativa Uv2r apresentou dois sinais principais na regido
anomeérica em § 104,4 e § 101,1, os quais foram atribuidos aos C-1 da diade [—4)-B-
D-GlcpA-(1—4)-a-L-Ramp 3S-(1—], denominada é&cido ulvanobiurdnico 3-sulfato A
(LAHAYE, BRUNEL e BONNIN, 1997). Os sinais correspondentes a essa estrutura
dissacaridica também foram identificados no espectro da fracdo Uf obtida de U.
fasciata (FIGURA 37a, p. 156).

No espectro de Uv2r (FIGURA 37a, p. 156) sinais anoméricos de baixa
intensidade em § 100,5 e 99,3 foram atribuidos a diade [—»4)-B-D-Xilp 2S-(1—4)-a-L-
Ramp 3S-(1-]. O sinal correspondente ao C-2 sulfatado das unidades de xilose 4-
ligadas foi observado em § 78,5, 0 que esta de acordo com dados de literatura que

atribuem os deslocamentos quimicos na regido de § 78,5-78,8 ao C-2 sulfatado de
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tais unidades (LAHAYE, 1998). De modo similar, o espectro de RMN de Uf também
apresentou sinais correspondentes aquela diade. Adicionalmente, o espectro de Uf
(FIGURA 37a, p. 156) apresenta deslocamentos quimicos em & 104,8 e 5 98,9,
atribuidos a estrutura dissacaridica formada por [—4)-B-D-Xilp-(1—4)-a-L-Ramp 3S-
(1-]. Os demais deslocamentos quimicos correspondentes as diades acima

descritas foram assinalados e séo apresentados na Tabela 26.

No espectro de RMN de **C da fracéo carboxi-reduzida Uv2r-R (FIGURA 36b,
p. 155) houve o aparecimento dos sinais correspondentes ao C-6 livre de hexoses (&
60,7-61,8), com concomitante desaparecimento do sinal em § 175,9 (carboxila dos
acidos urdnicos) confirmando assim a eficiéncia da carboxi-redugdo. A regido
anomérica desse espectro apresenta sinais em § 104,1 e § 101,5, correspondentes
ao C-1 da diade [—4)-B-D-Glcp-(1—4)-a-L-Ramp 3S-(1-], resultado da carboxi-
reducdo do acido glucurénico presente na ulvana original. Nesse espectro 0s sinais
em § 79,5, 5 79,1 e § 78,9 foram atribuidos ao C-3 e C-4 das unidades de ramnose
4-ligada 3-sulfato e ao C-4 das unidades de glucose (acido glucurdénico carboxi-
reduzido), respectivamente. Os demais sinais correspondentes a essa diade estao
apresentados na Tabela 26. Devido a alta relacdo sinal ruido nédo foi possivel
identificar os sinais referentes a diade constituida por unidas de xilose 2-sulfato e

ramnose 3-sulfato.

A fracdo carboxi-reduzida foi submetida a solvélise e o espectro de *C do
produto dessulfatado Uv2r-RD (FIGURA 36c, p. 155) apresentou dois sinais
principais na regido anomeérica em § 104,3 e § 101,8 atribuidos a diade [—4)-B-D-
Glcp-(1—-4)-a-L-Ramp-(1—] (4cido glucurbnico carboxi-reduzido), respectivamente.
Apos dessulfatacdo o sinal de C-3 das unidades de ramnose aparecem em § 71,5, o
que esta de acordo com o efeito o (+7,8 ppm) ocasionado pela presenca de sulfato
em C-3 (& 79,5) no polimero sulfatado. O sinal em § 82,4 foi atribuido ao C-4 das
unidades de ramnose, o que esta de acordo com o deslocamento deste carbono
para campo mais baixo apOs dessulfatagdo. Em menor intensidade, sinais
anoméricos em § 105,0 e § 99,2 (FIGURA 36¢c, p. 155) foram atribuidos a diade
[—>4)-B-D-Xilp-(1—4)-a-L.-Ramp-(1—], respectivamente, formada pela dessulfatacéo

do dissacarideo constituido por unidades de xilose 2-sulfato e ramnose 3-sulfato.
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Na regido anomérica do espectro de RMN de ¥C da fracdo Uf-D (FIGURA
37b, p. 156) foi observado a presenca dos sinais em § 104,3 e § 101,6, atribuidos ao
C-1 das unidades de acido glucurdnico 4-ligado e ramnose 4-ligada. Os sinais
correspondentes ao C-4 ligado destas ultimas foram observados em § 82,1-82,4,
sendo que o C-3 livre aparece em campo mais alto em § 71,4, semelhante ao obtido
na andlise do espectro da fracdo Uv2r-RD. Adicionalmente, na regido anomérica de
Uf-D séo verificados sinais de alta intensidade em § 105,1 e § 99,1 atribuidos a
diade dessulfatada composta por [—4)-B-D-Xilp-(1—4)-a-L.-Ramp-(1—]. A
permanéncia dos pares de sinais em § 104,6/100,9 e § 105,1/98,8, correspondentes
aos C-1 dos dissacarideos [—4)-B-D-GlcpA-(1—4)-a-L.-Ramp 3S-(1-]) e [—>4)-B-D-
Xilp-(1—4)-a-L.-Ramp 3S-(1-]), respectivamente, estdo de acordo com a parcial
dessulfatacdo desse polimero, o qual permanece com 9,7% de grupos sulfato
(TABELA 24, p. 151).

A partir dos dados obtidos por andlises quimicas, monossacaridicas e de
RMN foi possivel identificar os polissacarideos extraidos das clordéfitas U. lactuca e
U. fasciata como ulvanas. As ulvanas Uv2r e Uf sdo majoritariamente constituida
pela diade [—>4)-B-D-GlcpA-(1—4)-a-L.-Ramp 3S-(1-]. Ainda, a ulvana Uf contém as
diades [—>4)-B-D-Xilp-(1—>4)-a-L.-Ramp 3S-(1-] e [>4)-B-D-Xilp 2S-(1—4)-a-L.-Ramp
3S-(1-], enquanto que Uv2r contém somente esta ultima (FIGURA 38, p. 158).
Esses dados demonstraram que as ulvanas produzidas por U. lactuca e U. fasciata
apresentam diferengcas na composicdo e distribuicio de suas unidades
dissacaridicas, o que havia sido identificado através dos estudos das estruturas

quimicas de diferentes espécies de algas do género Ulva (TABELA 2, p. 36).
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FIGURA 36 — ESPECTROS DE RMN DE *3C DAS FRA(;C)ES Uv2r (a), Uv2r-R (b)
E Uv2r-RD (c)
Solvente: D,O (70 °C); acetona como padréo interno (5 31,45); ver FIGURA 38.
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FIGURA 37 — ESPECTROS DE RMN DE **C DAS FRACOES Uf (a) E Uf-D (b)

Solvente: D,O (70 °C); acetona como padréo interno (5 31,45); ver FIGURA 38.
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TABELA 26 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS DAS PRINCIPAIS UNIDADES DISSACARIDICAS OBTIDAS POR RMN DE *C
DAS FRACOES Uv2r, Uv2r-R, Uv2r-RD, Uf E Uf-D

Deslocamentos quimicos (ppm)

Fracbes Diades?

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

uva2r Ga—Rs 104,4 751 754 80,2 774/77.8 1759 101,0 70,3 794 79,4 69,4 18,2
Xs—>Rss 1005 785 726 754 628 99,3 70,3 794 79,4 69,1 18,2

uv2r-R  G-R’s 104,121 753 758 789 76,2 60,1-61,8 1015 70,3 795 79,1 69,7 18,4
Uv2r-RD G'-»R’ 104,3 755 759 789 764 60,3-61,8 101,8 71,7 715 82,4 69,1 18,0
X' >R 105,0 75,0 753 756 64,0 99,2 71,7 715 82,4 68,7 18,0

Uf Ga—Rs 104,4 751 753 80,2 779 176,2 101,0 70,4 79,6 79,6 69,5 18,2
Xs—>Rss 1005 786 72,7 756 631 99,4 70,4 79,6 79,6 69,3 18,2

X—>Rsx 104,8 748 751 756 63,8 98,9 70,4 79,6 79,6 69,3 18,2

uUf-D G,>»R" 1043 754 756 805 78,0 176,2 1016 71,7 714 82,1/82,4 69,1/694 18,0
X' >Ry 105,121 753 754 756 639 99,1 71,7 714 82,1/82,4 68,6 18,0

#abreviatura das unidades dissacaridicas apresentadas na FIGURA 38.
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5. CONCLUSOES

A alga verde (Chlorophyta) Gayralia oxysperma pertencente a ordem Ulvales
sintetiza heteroramnanas sulfatadas como principal polissacarideo soluvel em

meio aquoso.

Analises quimicas e espectroscopicas conduzidas com uma heteroramnana
homogénea (Mw 1.519 kDa) demonstraram a presenca majoritaria de unidades
de a-L-ramnose, as quais se encontram 2,3-dissubstituidas, 3- e 2-ligadas, na
propor¢cdo de 0,38:1,0:0,43, respectivamente. As unidades de ramnose 3-
ligadas estdo sulfatadas em C-2 (38%) e C-4 (29%), enquanto
aproximadamente 50% das unidades 2-ligadas e 2,3-dissubstituidas estédo

sulfatadas em C-4.

A sequiéncia metodolégica composta por metilagdo, dessulfatagcdo e
trideuteriometilagdo do polimero carboxi-reduzido, seguida da anlise dos
fragmentos de massa por CLG-EM, foi eficaz para a identificagdo exata dos
sitios de sulfatagdo nas unidades de ramnose presentes na heteroramnana

nativa.

Adicionalmente, 4cidos glucurdnico e galacturdnico 2-sulfato sdo constituintes
dessa heteroramnana, os quais foram pela primeira vez descritos em

polissacarideos obtidos de algas verdes.

As heteroramnanas de G. oxysperma apresentaram potente e seletiva
atividade antiherpética contra o virus herpes simplex tipo 1 (cepa F) e tipo 2
(cepa MS).
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O processo de auto-hidrolise promoveu a dessulfatacdo parcial dos
oligossacarideos obtidos. Apesar disso, a obtencéo de oligossacarideos acidos
(contendo &cidos urdnicos) e neutros foi importante para a confirmacdo de
alguns aspectos estruturais das heteroramnanas obtidas de G. oxysperma,
sendo eles: presenca de Aacidos urbnicos como constituintes da cadeia
polissacaridica e blocos de ramnose contendo a sequéncia: [—3)-a-L-Ramp-

(1—2)- a-L-Ramp-(1—].

De modo diferente, as algas verdes pertencentes ao género Ulva (U. lactuca e
U. fasciata) sintetizam ulvanas constituidas principalmente pelo dissacarideo
acido:  [>4)-B-p-&cido  glucurdnico-(1—»4)-a-L-ramnose  3-sulfato-(1-],

denominado ulvanobiurénico 3-sulfato A.
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A homogeneous sulfated heterorhamnan was obtained by aqueous extraction, then by ultrafiltration
from the green seaweed Gayralia oxysperma. Besides a-L-rhamnose it contains glucuronic and galact-
uronic acids, xylose and glucose. The structure was established by methylation analyses of the car-
boxyl-reduced, carboxyl-reduced/desulfated, carboxyl-reduced/Smith-degraded, and carboxyl-reduced/
Smith-degraded/desulfated products and 1D, 2D NMR spectroscopy analyses. The heterorhamnan back-

bone is constituted by 3- and 2-linked rhamnosyl units (1.00:0.80), the latter being ~50% substituted at
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simplex virus.

C-3 by side chains containing 2-sulfated glucuronic and galacturonic acids and xylosyl units. The 3- and
2-linked rhamnosyl units are unsulfated (20%), disulfated (16%), and mostly monosulfated at C-2 (27%)
and C-4 (37%). The branched and sulfated heterorhamnan had high and specific activity against herpes

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Marine green algae (Chlorophyta) synthesize a great variety of
water-soluble polysaccharides.! Most of them are sulfated and
contain predominant amounts of rhamnose!~!? or galactose!>~1°
as well as pyruvic acid ketal.!>"1°

Algae from the genera Ulva and Enteromorpha (order Ulvales)
produce sulfated glucuronoxylorhamnans,*®!? named ulvans.!®
These contain a major repeating disaccharide unit defined as
ulvanobiuronic acid 3-sulfate which is composed of 4-linked
rhamnose 3-sulfate and 4-linked glucuronic or iduronic acid resi-
dues.>717 Additionally, several other repeating sequences have
been identified for ulvans.*®® Recently, an excellent review
describing the structure and properties of ulvans has been pub-
lished.'® In contrast, other species of genus Monostroma (order
Ulvales) biosynthesize 2- and 3-linked rhamnans sulfated at C-2,
C-3, or C-4.21°

Sulfated polysaccharides isolated from the genera Monostroma,
Ulva, and Enteromorpha genera are known to have a broad range of
biological activities, comprising antiviral,'®-??> immunomodulat-
ing,2® anticoagulant,'®?4-25 antioxidant®”?® besides antihyperlipi-
demic properties.?93°

* Corresponding author. Tel.: +55 41 33611663; fax: +55 41 32662042.
E-mail address: eugenia.duarte@pq.cnpq.br (M. E. R. Duarte).

0008-6215/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.carres.2008.09.014

We now report the structure of the major water-soluble poly-
saccharide obtained from the green seaweed Gayralia oxysperma
(Ulvales) and its antiviral activity against herpes simplex virus type
1 (HSV-1) and 2 (HSV-2).

2. Results and discussion

2.1. Extraction and purification of the sulfated polysaccharides
from G. oxysperma

The milled green alga G. oxysperma was successively extracted
twice with water at room temperature yielding fractions Go1 and
Go2, respectively. The residue was then sequentially extracted four
times with the same solvent at 80°C giving rise to Go3-Go6,
respectively. Yields, analyses, and monosaccharide composition
of these crude extracts are given in Table 1. The six fractions
contained rhamnose as the major neutral sugar (56-88 mol %),
together with glucose (3-21 mol %), xylose (4-10mol%), and
arabinose (3-10 mol %). Small amounts of mannose (1-2 mol %)
were also detected. GC-MS analysis of acetylated aminoalditol
derivatives showed that rhamnose has the i-configuration. All
the fractions present high sulfate content (21.2-30.9%) besides
uronic acids (12.2-17.0%). On the basis of their monosaccharide
composition, the term heterorhamnan is now adopted to define
this kind of polysaccharide.
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Table 1
Yield, chemical analyses, specific rotation, and monosaccharide composition of
polysaccharidic fractions obtained from G. oxysperma

Go1? Go2 Go3 Go4 Go5 Gob
Yield® (%) 1.4 0.6 138 12.7 45 5.8
Carbohydrate (%) 384 440 49.6 46.7 451 51.7
Sulfate© (%) 21.2 22.2 26.1 30.9 235 30.9
Uronic acid (%) 12.2 12.9 17.0 16.2 13.7 13.8
Protein (%) 7.3 8.8 3.9 2.0 6.0 4.6
[odo (°) 430 -245 380 -375 290 -33.0
Monosaccharide (mol %)
Rha 65 56 67 75 88 71
Xyl 10 9 10 9 4 9
Glc 17 21 10 11 3 12
Gal 2 3 6 5 — 3
Ara 4 10 5 — 3 3
Man 2 1 2 — 2 2

— = Not detected.
¢ Fractions are defined in the text.
b percentage based on milled seaweed.
¢ Determined as SOsNa.

Considering that Go3 had the highest yield (13.8%) among all
the crude extracts, it was selected for the structural studies. It
was fractionated by ultrafiltration through a 300 kDa cut-off mem-
brane, yielding a retained Go3r (70% yield) and an eluted fraction,
Go3e (30% yield). The former is rich in uronic acids (19.0%) and sul-
fate groups (25.8%), having rhamnose (77 mol%) and xylose
(17 mol %) as the major monosaccharides, besides small amounts
of glucose (5 mol %) and galactose (1 mol %). The monosaccharide
composition of Go3e was different from that of Go3r, since it con-
tains a significant proportion of glucose (20 mol %) and a lower
uronic acid content (9.7%), Table 2.

HPSEC-MALLS-RI analysis of Go3r gave a homogeneous profile
(Fig. 1) with MW of 1519 kDa (dn/dc of 0.118), whereas Go3e
showed an asymmetric peak when analyzed by the same tech-
nique and was kept for further investigation. A great variation in
molecular weights, in the range of 91-820 kDa, is reported for
ulvans, depending on the species and approach utilized for extrac-
tion and analysis.31~33

2.2. Carboxyl-reduction of the heterorhamnan

Identification and quantification of the uronic acids present in
fraction Go3r were carried out by esterification with 1-cyclo-
hexyl-3-(2-morpholinoethyl) carbodiimide metho-p-toluenesulfo-
nate followed by reduction of the corresponding products with
NaBD,.343> GC-MS analysis of the carboxyl-reduced polysaccha-

0.08—

0.04—

RI (volts)

0.00

Time (min)

Figure 1. Elution profiles of Go3r (—) and Go3r-S (---) using HPSEC, obtained with
a refractive index detector.

rides (Go3r-R, 70.0% yield) showed a net increase of glucitol and
galactitol (Table 2), and that 65% and 73% of these alditols corre-
sponded to 1,6,6-trideutero glucitol and galactitol hexaacetate,
respectively. These results indicate the presence of 12.3 and
2.9 mol % of glucuronic and galacturonic acid residues, respec-
tively, in the original polymer. In order to determine if the purifica-
tion procedure carried out with the crude extract Go3 affected its
uronic acid composition, it was submitted to carboxyl-reduction
(Go3-R, Table 2) followed by GC-MS analysis. The presence of
the same uronic acids identified in the purified fraction was con-
firmed in the crude extract (11 and 3 mol % of glucuronic and
galacturonic acids, respectively). Glucuronic acid together with
iduronic acid have been reported as components of ulvans isolated
from different species of Ulva genus.*-%1718 The lack of 2,3,4-tri-O-
acetyl-1,6-anhydrohexose in the GC-MS analysis of Go3r-R and
Go3-R excludes the possibility of the presence of iduronic acid
residues in heterorhamnans of G. oxysperma.

2.3. Solvolytic desulfation of the carboxyl-reduced
heterorhamnan

Solvolytic desulfation®® of Go3r-R removed 92% of the sulfate
giving rise to the partially desulfated fraction Go3r-RD (70.0% yield,
Table 2). Monosaccharide analysis of Go3r-RD was similar to that
obtained for the parent fraction indicating lack of degradation dur-
ing the solvolytic treatment (Table 2).

2.4. Methylation analyses of fractions Go3r-R and Go3r-RD
Methylation analysis was initially carried out with two polysac-

charidic fractions, the carboxyl-reduced one (Go3r-R) and the car-
boxyl-reduced and desulfated fraction (Go3r-RD). The results of

Table 2
Yield, chemical analyses, specific rotation, and monosaccharide composition of polysaccharidic fractions obtained from Go3

Go3-R* Go3e Go3r Go3r-R Go3r-RD Go3r-RS Go3r-RSD Go3r-S Go3r-SD
Yield (%) 68.3 30.0° 70.0° 70.0 70.0 50.0 80.0 50.0 72.0
Carbohydrate (%) 459 39.0 49.8 51.7 78.4 52.7 79.9 54.0 55.0
Sulfate® (%) 253 29.5 25.8 25.0 2.0 26.1 3.0 26.0 3.0
Uronic acid (%) — 9.7 19.0 — — — — 4.0 n.d.
Protein (%) n.d. 3.7 — n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
[o]p (°) n.d. -20.0 —45.0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Monosaccharide (mol %)
Rha 59 54 77 64 64 91 92 95 95
Xyl 9 16 17 13 13 3 3 3
Glc 21 20 5 19 18 6 5 2 2
Gal ) 4 1 4 5 — — —
Ara 1 3 — — — — — — —
Man 1 3 — — — — — — —

— = Not detected. n.d. = not determined.
¢ Fractions are defined in the text.

b percentage based on material recovered after ultrafiltration of Go3. Yields of ultrafiltration were 90%.

¢ Determined as SOsNa.



J. E. F. Cassolato et al./Carbohydrate Research 343 (2008) 3085-3095 3087

Table 3

Methylation analysis of the carboxyl-reduced (Go3r-R), carboxyl-reduced, and Smith-
degraded (Go3r-RS) fractions and their partially desulfated products (Go3r-RD and
Go3r-RSD) obtained from Go3r

Table 4
Analysis of rhamnose derivatives from Go3r-R after successive methylation, desulf-
ation, and trideuteromethylation

Derivative Composed by? Corresponding Mol % Mass fragments
Derivative®  Deduced linkage Fractions units® (m/z)°
Go3r-R  Go3r-RD  Go3r-RS  Go3r-RSD 4-Rha 4-Me Rha 2L3R/3L2R 6 131, 203, 262, 290
b 4-CD3 Rha 2L3R4S/3L2R4S 7 134, 206, 265, 293
3'2’_‘;?:3 lih;)’iég;_( - . 35 ? 5 20 24-Rha  2.4-Me Rha 3L 6 118, 131, 187, 234, 262
3'4—Rha ~2)-Rhap-(1— 4 15 1 33 2,4-CD3 Rha 3L2,4S 5 121, 134, 193, 240, 268
2'—Rha 3,4)-Rhap-(1— 1 1 17 1 2-CD3 4-Me Rha  3L2S 13 121, 134, 190, 237, 265
3-Rha —>2'4)-Rhap-(1 . 9 1 16 2 2-Me 4-CD3 Rha 3L4S 10 118, 131, 190, 237, 265
[ 25.3) Rhap{1 19 13 20 s 34-Rha  34-Me Rha 2L 4 115, 130, 131, 190, 262
Rha a2:3,4)—Rhap—(1a 17 1 20 _ 3,4-CD3 Rha 2L3, 4S 3 121, 133, 134, 193, 268
23.4-%yl Xylp-(1— 5 5 _ _ 3-Me 4-CD; Rha 214S 8 118, 130, 134, 190, 265
2,4-Xyl —3)-Xylp-(1> 2 2 3 2 | = andor.
2,3-Xyl —4)-Xylp-(1— 4 4 = = 2 Me = methyl, CDs = trideuteromethyl.
2/3-Xyl -34/24)-Xylp-(1> 1 1 - - b L, R, S correspond to glycosidic linkage, side chain and sulfate at the position
2,34,6-Glc  GlcAp-(1- = 5 = = indicated, respectively.
3,4,6-Glc —2)-GlcAp-(1— S5 - - - ¢ Fragment ions observed in the partially trideuteromethylated alditol acetates.
2,3,6-Glc —4)-GlcAp-(1- 3 7 — 4
3,6-Glc —2,4)-GlcAp-(1— 4 — 5 -
2,3,6-Glc S 4)-Glep-(1— 4 4 = =
2346-Gal  GalAp-(1— - 4 - -
3,4,6-Gal —2)-GalAp-(1- 5 1 = — positions (3 mol %). It follows that the results of these methylation
2346-Gal  Galp-(1- 1 1 = = analyses were not sufficient to determine the position of all the

- =not detected. / = and/or.
2 Mol % of monosaccharide bearing methyl groups at the positions indicated.
b 2.3,4-Rha analyzed as 1,5-di-O-acetyl-2,3,4-0-methylrhamnitol, etc.

these analyses are shown in Table 3. Although the methylation
process was sequentially repeated three-times to obtain the per-
O-methylated product, the content of nonmethylated rhamnose
(Rha) for Go3r-R remained unaltered and was thus attributed to
2,3 4-trisubstituted rhamnosyl units. Besides this, monomethyl-
ated rhamnose (4-Rha, 3-Rha, and 2-Rha) and dimethylated rham-
nose residues (2,4-Rha and 3,4-Rha) were also found indicating the
presence of disubstituted (39 mol %), 3-linked (6 mol %), and 2-
linked (4 mol %) rhamnosyl units in Go3r-R. Xylosyl units were
mainly detected as nonreducing terminal residues (2,3,4-Xyl,
5 mol %) followed by lower amounts of 3-linked, 4-linked, and
2,4- plus 2,3-disubstituted xylosyl units. Additionally, 3,4,6-Glc,
2,3,6-Glc and 3,6-Glc (reduced glucuronic acid), 3,4,6-Gal (reduced
galacturonic acid), and nonreducing terminal galactose residues
were also identified.

Methylation analysis of the desulfated product (Go3r-RD),
when compared with that of the parent compound (Go3r-R),
showed the disappearance of previously present 2-, 2,4-substi-
tuted glucuronic acid and a decrease of 2-substituted galacturonic
acid with a concomitant appearance of nonreducing glucuronic
(5 mol %) and galacturonic acid (4 mol %) residues, and an increase
of 4-substituted glucuronic acid (3-7 mol %). These results showed
that ~80% of the uronic acids are sulfated on C-2 either as nonre-
ducing or 4-linked residues and that ~20% are nonsulfated 4-
linked residues. Nevertheless, the major derivatives among the
Go3r-RD methylation products were 2,4-Rha (35 mol %), 3,4-Rha
(15 mol %), and 4-Rha (13 mol %) corresponding to 3-linked, 2-
linked, and 2,3-disubstituted rhamnosyl units. The later represents
branching points in the heterorhamnan in agreement with the
amount of nonreducing terminal residues (14 mol %) detected
among the partially O-methylated derivatives from Go3r-RD (Table
3). After desulfation, the increase of 3-linked and 2-linked rham-
nose residues (2,4-Rha and 3,4-Rha, respectively) along with the
decrease of 2-Rha, 3-Rha, Rha, and 4-Rha, showed that the parent
polysaccharide contains 3- and 2-linked rhamnosyl units with sul-
fation at C-4 (10 and 8 mol %, respectively). In addition, it could
contain 3-linked units sulfated at C-2 and/or C-2,C-4 (19 mol %),
besides 2-linked rhamnosyl units sulfated on C-3 and/or C-3,C-4

sulfate groups.

However, when the carboxyl-reduced polysaccharide Go3r-R
was sequentially per-O-methylated, desulfated, and trideuterome-
thylated, the sulfation pattern was clarified. The results of this
analysis (Table 4) showed that 4-Rha, 2,4-Rha, and 3,4-Rha deriva-
tives were partially methylated and/or trideuteromethylated, and
the CDs location was interpreted as the sulfation position in the
original polysaccharide. The 4-Rha derivative gave rise to frag-
ments at m/z 131 and 134, indicating the presence of CH3 and
CD3 at C-4 in the proportion of 0.88:1.00, respectively. Therefore,
from the 13 mol % of 4-Rha, detected among the Go3r-RD products
of methylation (Table 3), corresponding to branched rhamnosyl
units, 6 mol % was unsulfated and 7 mol % C-4 sulfated.

The 2,4-Rha derivative showed characteristic fragments ions at
m/z 234 and 240 indicating the presence of CH3 and CD3 groups,
respectively, at both C-2 and C-4 positions, besides a fragment
ion at m/z 237 corresponding to a CD3 group at C-2 (CHs at C-4)
and/or at C-4 (CH3 at C-2). Therefore, from the ratios of these frag-
ments (0.26:0.21:1.00, respectively), the 35 mol% of 2,4-Rha
observed in the methylation analysis of Go3r-RD (Table 3) was
derived from 3-linked nonsubstituted rhamnopyranosyl units
(6 mol %), sulfated on both C-2 and C-4 (5 mol %), sulfated on C-2
(13 mol %) and sulfated on C-4 (10 mol %).

Similarly, the 3,4-Rha derivative (Table 4) gave fragment ions at
m/z 130 and 133 indicating the presence of CH; and CDs groups,
respectively, at C-3 position together with fragment ions at m/z
131 and 134 indicative of CH3 and CD3 groups, respectively, at
the C-4 position. The ratio of the above mentioned fragments
(0.95:0.37:0.31:1.00, respectively) confirmed that the 2-linked
rhamnosyl units are unsulfated (27%) and C-4 sulfated (53%), as
previously determined from the methylation analysis of the
Go3r-RD polysaccharide (Table 3). Taking into account that the
4-Rha derivative detected among the products of methylation
analysis of Go3r-R (19 mol %, Table 3) corresponds to unsulfated
branching points (6 mol %) and to 3-linked 2-sulfated rhamnosyl
units (13 mol %), it is possible to conclude that 2-linked 3-sulfated
rhamnosyl units are not present in this polysaccharide. Therefore,
these data indicate that the 3,4-disulfated rhamnosyl units gave
rise to 20% of the 2-linked residues after desulfation.

Thus, the polysaccharide fraction Go3r, isolated from G. oxysper-
ma, is a branched and sulfated heterorhamnan with 2,3-substi-
tuted, and 3- and 2-linked rhamnose residues in a molar ratio of
0.37:1.00:0.43, respectively, corresponding to one branching point
every five rhamnose residues. The 3- and 2-linked rhamnose
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residues are mostly 4-sulfated (37%) and to a lesser extent 2-sul-
fated and disulfated (27% and 16%, respectively). Notwithstanding
of the fact that the branching position was not completely estab-
lished (at C-2 or C-3 of the 2,3-disubstituted rhamnosyl units),
approximately 50% of these are sulfated on C-4. The complexity
of the sulfation pattern is increased by the presence of glucuronic
and galacturonic acids, each 2-sulfated, as nonreducing end-units
and 2-sulfated 4-linked glucuronic acid residues.

Ulvans isolated from genus Ulva contain ulvanobiuronic acid
([-4)-B-p-GlcpA-(1—4)-a-L-Rhap 3-sulfate-(1—]) as the major
disaccharide repeating structure.*31718 This is also substituted
on C-2 of its rhamnose 3-sulfate residue by single stubs of glucu-
ronic acid together with other disaccharide repeating structures
containing xylose and xylose 2-sulfate, which were also identified
in ulvans.!® A heteroglycan produced by Enteromorpha compressa
(Ulvales) also contains rhamnose 3-sulfate besides 4-linked glucu-
ronic acid and xylose 2-sulfate residues.!! In contrast, Monostroma
spp. produced branched sulfated rhamnans with different propor-
tions of 2- and 3-linked rhamnosyl units®!%2> with sulfate substi-
tution mainly at C-2,%1° C-3, or C-4.° Hence, the glycosidic linkage
and sulfation patterns of the heterorhamnan of G. oxysperma are
distinctly different from those observed for other green algae
belonging to genera Ulva and Enteromorpha.

2.5. Controlled Smith degradation and methylation analysis of
the Smith-degraded product

In order to complement the structural information discussed
above, the carboxyl-reduced heterorhamnan Go3r-R was submit-
ted to a controlled Smith degradation®’® giving rise to the car-
boxyl-reduced and Smith-degraded product (Go3r-RS, 50% yield,
26.1% SO3Na) that was sequentially submitted to solvolytic treat-
ment (Go3r-RSD, ~88% of desulfation) (Table 2). Monosaccharide
composition of both products was similar and showed mainly
rhamnose (91-92 mol %) besides minor amounts of xylose
(3 mol %) and glucose (6-5 mol %) (Table 2). Methylation analysis
of resulting Go3r-RS (Table 3) showed that the nonreducing end-
units, as well as other units susceptible to periodate oxidation
(2-linked rhamnose, 4-linked xylose, and 4-linked glucose) were
removed. Methylation analysis of Go3r-RSD (Table 3) showed the
presence of 4-Rha derivative (5 mol %) indicating that the Smith-
degraded and desulfated product still retained a low level of
branching (one branching point every eighteen rhamnosyl units).
Although the composition and length of the branches were par-
tially determined, in addition to uronic acids and xylose units they
must also contain rhamnosyl units, in accord with the detection of
2,3,4-Rha amongst the methylation derivatives of both sulfated
(Go3r-RS) and desulfated (Go3r-RSD) products (3 mol %). Go3r-
RSD methylation data also showed that the 2,3-substituted
3-linked, 2-linked rhamnosyl units are present in a molar ratio of
0.10:1.00:0.66, respectively. When compared with Go3r-RD, the
Smith-degraded product Go3r-RSD showed an increase of 2-linked
rhamnosyl (from 0.43 to 0.66) with a concomitant decrease
of 2,3-disubstituted rhamnosyl units from 0.37 to 0.10. This result
could indicate that, at least in part, the branches are located at C-3
of the 2-linked rhamnosyl units in the heterorhamnan of G.
oxysperma.

The native polysaccharide Go3r was also submitted to a con-
trolled Smith degradation to afford Go3r-S (Table 2). Its HPSEC-
MALLS-RI analysis gave a homogeneous profile with MW of
109 kDa (dn/dc of 0.251). The HPSEC-RI elution profile of Go3r-S
is shown in Figure 1. The ~14-fold decrease of the molecular
weight, when compared with that of Go3r, suggests that the
heterorhamnan backbone contains units susceptible to periodate
oxidation, and that these are randomly distributed along the
polysaccharide.

2.6. FTIR analyses

FTIR spectra of Go3r-R and Go3-R were similar and showed
absorptions of high intensity at 1250 cm™! related to sulfate
groups (stretching vibration of S-0O of sulfate) together with two
other bands at 850 and 829 cm™'. Absorptions at 850 cm~! were
observed in the FTIR spectra of ulvans from Ulva lactuca and E. com-
pressa and attributed to axial sulfate on C-2 of rhamnose.>%“° How-
ever, the FTIR spectrum of the ulvan from U. ‘rigida’ bearing sulfate
groups at equatorial position® (on C-3 of rhamnose) also showed
absorption at 850 cm™'. From these results, the authors® suggested
that this absorption did not correspond to sulfate groups at an axial
position. Taking into account these results, the absorptions at 850
and 829 cm™! present in the FTIR spectra of Go3r-R and Go3-R can-
not be employed as diagnostic stretching vibrations of C-O-S in
equatorial and/or axial positions.

2.7. NMR analyses

2.7.1. NMR analyses of the sulfated polysaccharidic fractions

The '>C NMR spectra of the crude extracts Go1-Go6 showed the
same signal pattern (data not shown), so that it was decided to per-
form the NMR analyses with Go3, as a representative of the water-
soluble polysaccharide system produced by G. oxysperma.

The 'H and 3C NMR spectra of the native polysaccharide and its
modified products were partially assigned using COSY, TOCSY, and
HMQC experiments and by comparison with the chemical shift
data of similarly substituted sugar residues.*'=*> As these refer-
ences correspond to unsulfated polysaccharides (bacterial rhamn-
ans), we complemented their chemical shifts considering the
o- and B-effect of sulfation.*5”

The 3C NMR analyses of the sulfated polysaccharides (Go3,
Go3r) show complex spectra with broadened signals in agreement
with the heterogeneous pattern of glycosylation and sulfation of
the rhamnosyl units together with the presence of other monosac-
charides such as xylose and uronic acids. In addition, the presence
of sulfated and nonsulfated branching points in the polysaccharidic
fractions results in spectra with a high degree of overlapping. In ac-
cord with this structural complexity the >C NMR spectra of Go3,
Go3r (Figs. 2a and b), and Go3r-R show several anomeric reso-
nances, at ~105 ppm attributed to p-glycosidic configurations®
with those between 103 and 98 ppm being mainly assigned to
o~-rhamnosyl units.

The very intense high-field signals at 18.2-17.9 ppm (Figs. 2a-
c) arise from C-6 of rhamnosyl units in agreement with major
amounts of this 6-deoxysugar (Tables 1 and 2) and its complex pat-
tern of substitution (Table 3). After carboxyl-reduction, the disap-
pearance of the lower-field signal at 175.5 ppm (not shown) from
carboxyl groups of uronic acids, along with the increase of the sig-
nal corresponding to unsubstituted C-6 (61.7 ppm), is in agree-
ment with the conversion of glycopyranosiduronic acids to the
corresponding neutral monosaccharides.

The o-anomeric configuration of rhamnosyl units was deduced
from H-5 signals (data not shown) at 3.77-3.88 ppm (compared
with the B-anomer at 3.39 ppm)*’ and C-5 signal at 70.6 ppm
(compared with that of the p-anomer at 72.3-73.4 ppm),*®4° pres-
ent in all the '3C NMR spectra (Figs. 2a—c and 3a, b).

Due to the relatively low glucuronic acid and xylose contents
(Tables 1 and 2), their heterogeneous substitution patterns (Table
3), and overlapping of signals, it was very difficult to identify their
chemical shifts. However, the low intensity signal at 105.2 ppm
present in the spectrum of Go3r (Fig. 2b) could arise from nonre-
ducing terminal B-p-xylosyl units based on the corresponding
methyl glycoside resonance®® as well as from 4-linked p-p-xylose
and B-p-glucuronic acid residues.® In addition, the C-1 signal at
102.6 ppm showed HMQC correlation with its linked proton at
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Figure 2. '>C NMR spectra of the crude extract Go3 (a), purified polysaccharide Go3r (b), and the carboxyl-reduced and desulfated derivative Go3r-RD (c).

4.79 ppm, and could arise from B-p-glucuronic acid 2-sulfate resi-
dues. These resonances are in close agreement with those reported
for 4-linked 2-substituted glucuronosyl residues present in an exo-
polysaccharide produced by a deep-sea bacterium®° taking into ac-
count the additional effect of sulfation as well as those reported for
4-linked 2-sulfated glucuronosyl units.>’>?> These assignments
were corroborated by the disappearance of the correlation in the
HMQC spectrum of the desulfated polysaccharide.

The 'H NMR spectra of Go3r and the Smith-degraded product
(Go3r-S) were qualitatively similar, and the anomeric resonances
between 5.79 and 5.03 ppm were assigned to o-rhamnosyl units
(Fig. 4a and c). The '>C NMR spectra of Go3r (and Go3r-S) showed
in the anomeric region several signals between 102.9 and 98.0
(103.6-98.0) ppm mainly attributed to a-t-rhamnosyl units (Figs.
2b and 3a). From the HMQC and COSY experiments of Go3r and
(Go3r-S), the anomeric signals at 100.5 (100.4)/5.33, 100.2

(100.1)/5.48 (5.50), and 98.0/5.78 (5.79) ppm were assigned to
3-linked rhamnosyl units sulfated at C-2 and at both C-2 and
C-4. Their C-2 signal appeared at 78.2 ppm, in agreement with
the a-effect (+6.9 ppm) of sulfation of the 3-linked rhamnose resi-
dues (see Table 5). The H-1-H-2 cross-peaks, 5.48(5.50)/4.70 and
5.33/4.70 ppm, are consistent with sulfation at C-2. The influence
of sulfation on these resonances was confirmed by the lack of those
signals in the spectra of the desulfated products Go3r-RD and
Go3r-SD (Figs. 2c, 3b, and 4b, d). The H-1, C-1, and C-2 resonances
are in good agreement with those reported for the related o-p-
mannose 2-sulfate units in the 3-linked mannans isolated from
the red seaweed Nothogenia fastigiata.>

In the HMQC spectra of Go3r and (Go3r-S), the anomeric signals
at 101.3 (101.4) and 101.0 ppm correlated with their geminal
hydrogens at 5.22 (5.23) and 5.27 (5.28) ppm that were ascribed
to 3,4- and 4-sulfated 2-linked rhamnose residues (C-4 at
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Figure 3. '3C NMR spectra of the Smith-degraded Go3r-S (a) and Smith-degraded and desulfated Go3r-SD (b) products.

82.0 ppm). Additionally these anomeric signals correspond to 2,3-
substituted 4-sulfated or unsulfated rhamnose residues,*> showing
that part of the branching points remained after controlled Smith
degradation. The anomeric signals at 102.9-102.6 and (103.6-
102.6) ppm showed correlations with their geminal protons at
5.03-5.10 and (5.05-5.09) ppm, respectively. These resonances
were attributed to 3-linked and 3-linked 4-sulfated rhamnose res-
idues. The values for C-2 (71.4 ppm) and H-2 (4.17 ppm) are con-
sistent with the lack of C-2 substitution, and are in accord with
literature data for 3-linked and 3-linked 4-substituted rhamnose
residues.*!>54 For Go3r-S, the 4-sulfated residue gave C-4/H-4
and C-5/H-5 resonances at 80.5/4.36 and 69.3-69.2/3.94 ppm,
respectively. In the spectrum of Go3r, similar resonances at 80.4/
4.34 and 69.2/3.94 ppm were assigned to C-4/H-4 and C-5/H-5 of
the 3-linked 4-sulfated rhamnose residues. In agreement with
C-4 sulfation, these carbon resonances are shifted downfield
(~7.6 ppm) and upfield (~1.1 ppm), respectively, when compared
with the corresponding signals of the 3-linked rhamnose
residues in the spectrum of the desulfated product (Figs. 2c and
3b, Table 5).

NMR analyses of the sulfated heterorhamnan thus confirm the
presence of several types of sulfated 3- and 2-linked rhamnose
residues as determined by methylation analysis.

2.7.2. NMR analyses of the desulfated polysaccharidic fractions

The desulfated polysaccharide (Go3r-RD) and the Smith-de-
graded and desulfated product (Go3r-SD, Table 2) were analyzed
using 1D and 2D NMR spectroscopy. '3C NMR spectra of Go3r-RD
(Fig. 2c) and Go3r-SD (Fig. 3b) showed two main anomeric signals
attributed to 2,3-linked, 2-linked (102.0 ppm), and 3-linked
(103.1 ppm) rhamnose residues in agreement with methylation re-
sults. The HMQC spectra of Go3r-RD and Go3r-SD (Fig. 5) contain
well-defined cross-peaks for these anomeric nuclei at 102.0/5.20
for the 2-linked rhamnose residues*'*? (designed as residue A in
Chart 1) and at 103.1/5.07 and 103.1/4.99 assigned to 3-linked
rhamnose-(1-3)- and 3-linked rhamnose-(1—2)-rhamnose resi-
dues, respectively (residues C and D, respectively, Chart 1). The
assignments for C and D residues (Table 5) are in accordance with
those reported for the rhamnosyl repeating units present in the O-
polysaccharide chains of the lipopolysaccharide from Pseudomonas
syringae pv. garcae NCPPB 2708.4! In addition, the signals at 5.26
and 5.27 ppm present in the spectra of Go3r-RD and Go3r-SD
(Fig. 4b and d, respectively) were attributed to H-1 of 2,3-disubsti-
tuted rhamnose residues (residue B, Chart 1). For Go3r-RD, the
HMQC spectrum showed that the H-1 signal at 5.26 ppm corre-
lated with a carbon at 102.0 ppm. These assignments are in good
agreement with the values reported for 2-linked 3-substituted
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Figure 4. 'H NMR spectra of the purified polysaccharide Go3r (a) carboxyl-reduced
and desulfated derivative Go3r-RD (b), Smith-degraded Go3r-S (c), and Smith-
degraded and desulfated Go3r-SD (d) products.

rhamnose residues from the O-polysaccharide of P. syringae pv.
tomato GSPB 483.4

The H-1 resonances of Go3r-RD and Go3r-SD at 5.26-5.27, 5.20,
5.07, and 4.99 ppm (Fig. 4b,d, Table 5) had relative integrals of

Table 5
Chemical shift assignments of NMR spectra of Go3r-RD and Go3r-SD
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0.6:0.7:1.1:1.0 and 0.2:1.4:1.7:1.0, respectively. The H-1 signal
intensity for 2,3-linked rhamnose residues (5.27 ppm) in Go3r-SD
spectrum decreased in comparison with the corresponding signal
(5.26 ppm) in the Go3r-RD spectrum. This result is in agreement
with methylation analysis, which showed a decrease of the branch-
ing points after controlled Smith degradation. Furthermore, after
this modification the intensity of the signal at 5.20 ppm increased
with a concomitant decrease of that at 5.27 ppm, indicating the
presence of branching points at C-3 of the 2-linked rhamnose res-
idues. Therefore, NMR analyses complement and confirm methyl-
ation data and allow us to propose the major structural features
of the heterorhamnan Go3r that are shown in Chart 2.

2.8. Cytotoxicity test of the sulfated heterorhamnans from G.
oxysperma

The extracts with the highest yields Go3 and Go4 and the puri-
fied fraction Go3r, obtained on ultrafiltration, were initially evalu-
ated for cytotoxicity by assessing their effects on Vero cell viability.
For comparative purposes, heparin was simultaneously assayed as
a known reference polysaccharide. No effect on cell viability was
observed with any of these compounds at concentrations up to
1000 pg mL 1.

2.9. Antiviral activity of the sulfated heterorhamnans against
herpes simplex virus

The three polysaccharidic fractions were then screened for anti-
viral activity against strain F of HSV-1 and strain MS of HSV-2, by a
virus plaque reduction assay on Vero cells. As shown in Table 6,
Go3, Go3r, and Go4 exhibited potent in vitro antiherpetic activity
with ICsq values ranging from 0.27 to 0.3 pg mL~' for HSV-1 and
values 10-fold lower from 0.036 to 0.054 pug mL~' for HSV-2. Hep-
arin was simultaneously assayed as a reference substance, and it
was found less effective than the fractions obtained from G. oxy-
sperma to inhibit the multiplication of HSV-1 and HSV-2.

Good anti HSV activity has also been reported with structurally
different sulfated polysaccharides produced by green algae from
genera Enteromorpha, Monostroma, Caulerpa, Chaetomorpha, and
Codium.?*5> A rhamnan sulfate isolated from Monostroma latissi-
mum showed potent antiviral effect against human cytomegalovi-
rus (HCMV) and HIV-1. The antiviral action of the rhamnan sulfate
was not only due to the inhibition of virus adsorption, but also
might involve the later replication of virus in host cells.?®

Given the lack of cytotoxicity exhibited by the sulfated heteror-
hamnans analyzed in this work, and the very good antiviral activity
against the two serotypes of HSV tested, they present very high
selectivity indices (SI: ratio CCso/ICsp), indicating the specificity
of the inhibitory effect against herpesviruses.

Rhamnosyl residues Chemical shift (ppm)

Chemical shift (ppm)

C-1 c2 c-3 c-4 c-5 c-6 H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6

c 103.1 713 79.3 72.9 70.6 17.9/18.0 5.07 418 3.92 3.60 3.76-3.88 1.30-1.33
(103.1)  (714)  (793)  (72.8/729)  (70.6)  (17.9) (507)  (415) (3.91) (3.60) (3.78-3.88)  (1.32)

D? 103.1 71.3 79.0 72.9 70.6 17.9/18.0 4.99 418 3.87 3.62 3.76-3.88 1.30-1.33
(103.1)  (714)  (79.1)  (72.8/729)  (70.6)  (17.9) (499)  (415) (3.86) (3.62) (3.78-3.88)  (1.29)

A 102.0 79.3 71.3 73.8 70.6 17.9/18.0 521 4.09 3.96 3.53 3.76-3.88 1.30-1.33
(102.0)  (793) (71.4)  (73.8) (706)  (17.9) (520) (4.08) (395) (351) (3.78-3.88)  (1.32)

B 102.0 17.9/18.0 5.26 4.09 1.30-1.33
(102.0) (17.9) (5.27) (1.29-1.32)

In parentheses chemical shifts in Go3r-SD 'H and '>C NMR spectra.
2 In accordance with Refs. 41 and 42.
" In accordance with Ref. 43.
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Figure 5. HMQC spectrum of Smith-degraded and desulfated Go3r-SD product, anomeric (a) and C-2-C-5/H-2-H-5 (b) regions. A, C, and D correspond to [—2)-o-.-Rhap-
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Chart 1. Major rhamnose residues present in the carboxyl-reduced and desulfated
polysaccharide Go3r-RD and in the Smith-degraded and desulfated product Go3r-
SD. A, B, C, and D correspond to [—2)-o-L-Rhap-(1-], [—2,3)-0-.-Rhap-(1-3)],
[-3)-a-L-Rhap-(1-3)], and [ - 3)-a-L-Rhap-(1—-2)] residues, respectively. Go3r-RD:
R! = side chains containing Glc, Gal (reduced uronic acids), or Xyl as nonreducing
terminal units; Go3r-SD: R! = side chains containing Rha as nonreducing terminal
units.

The antiviral activity of sulfated polysaccharides is linked to an-
ionic features of the macromolecules as well as to their molecular
weight.56-%6 Moreover, as previously reported, the hydrophobic
character of the constituent sugars seems to be important for anti-
viral activity of the polysaccharide.”®>® Therefore, the sulfated
heterorhamnan from G. oxysperma presents a combination of

structural factors that determine its antiherpetic activity, such as
high molecular weight and sulfate content (75% and 80% of the
rhamnosyl and uronic acids, respectively are substituted by sulfate
groups). Together with these structural characteristics, the hydro-
phobic character of the methyl group at C-5 of the rhamnosyl units
is an additional factor that could contribute to the high and specific
activity of the sulfated heterorhamnan isolated from the green
seaweed G. oxysperma.

3. Experimental
3.1. Collection of specimens

The specimen of the green seaweed G. oxysperma (Kiitzing) K.L.
Vinogradova ex Scagel et al. was cultivated at Bahia de Paranagua,
Parana State (southern coast of Brazil).®” The voucher specimen
was deposited in the herbarium of the Department of Botany, Fed-
eral University of Parana (Curitiba, Brazil) with herbarium number
UPCB-58059. The fresh material was cleaned to remove undesir-
able contaminants, washed with tap water, sun-dried, and milled.

3.2. Extraction and purification of polysaccharides

The milled seaweed G. oxysperma was extracted twice with
water (5% w/v) at 25 °C with mechanical stirring for 4 h. After cen-
trifugation, the supernatant was precipitated with EtOH (3 vols),
and the resulting precipitate was redissolved in water, dialyzed
(cut-off 12-14 kDa), concentrated, and freeze-dried to give the
crude extract Gol. This was repeated to give fraction Go2. The res-
idue was then submitted to similar four successive aq extractions
at 80 °C for 4 h, to afford the crude extracts Go3 to Go6. Fraction
Go3 was submitted to ultrafiltration through a 300 kDa cut-off
membrane, yielding a retained fraction (Go3r) and an eluted frac-
tion (Go3e).

3.3. Analytical methods

Sulfate and uronic acid contents were determined by the meth-
ods of Dodgson and Price®® and Filisetti-Cozzi and Carpita,®®
respectively. Total carbohydrate content was estimated by the
phenol-sulfuric acid method,’® using rhamnose as standard.
Protein content was measured by the method of Lowry using the
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Chart 2. Major rhamnose residues present in the sulfated heterorhamnan Go3r. NRT = nonreducing terminal units.

Antiviral activities of fractions obtained from G. oxysperma

Fractions ICs0 (ng mL™1) SIP (CCs0/ICs0)

HSV-1 (F) HSV-2 (MS) HSV-1 (F) HSV-2 (MS)
Go3 0.30+0.15 0.054 + 0.006 >3333 >18,518
Go3r 0.27 £0.03 0.036 = 0.001 >3704 >27,778
Go4 0.28 £0.12 0.037 £ 0.001 >3571 >27,027
Heparin® 1.30+0.1 0.50+0.1 >769 >2000

@ ICsp (inhibitory concentration 50%): concentration required to reduce plaque
number in Vero cells by 50%. Each value is the mean of two determinations + SD.

b S| (selectivity index): CCso/ICso. CCso (cytotoxic concentration 50%): concen-
tration required to reduce the number of viable Vero cells by 50% after 48 h of
incubation with the fractions. This concentration was >1000 pg mL~" for all the
fractions.

€ Heparin included as a reference substance.

Folin-Ciocalteau reagent with bovine serum albumin as stan-
dard.”! For monosaccharide composition, the polysaccharide sam-
ples were hydrolyzed using M TFA at 100 °C for 4 h. Hydrolysis
products were reduced with NaBD,, and after acetylation with
1:1 acetic anhydride-pyridine for 12 h at room temperature, the
resulting alditol acetates derivatives were analyzed by GC-MS.
GC-MS analyses were performed with a Varian 3800
chromatograph, equipped with a fused silica capillary column
(30 m x 0.25 mm) coated with DB-225MS (Durabond), and a Varian
Saturn 2000R ITD spectrometer. The chromatograph was pro-
grammed to run at 50 °C for 1 min, then 50-215 °C at 40 °C min~’,
using helium as carrier gas at 1 mL min~'. The enantiomeric con-
figuration of rhamnose was carried out after reductive amination
with chiral (S)-o-methylbenzylamine as previously described.”?

3.4. Carboxyl-reduction

The crude extract Go3 was esterified with 1-cyclohexyl-3-(2-
morpholinoethyl) carbodiimide metho-p-toluenesulfonate and
the product reduced with NaBH, to give Go3-R (68% yield).>* Buf-
fers MES and TES were used to maintain the pH.3> Fraction Go3r
was carboxyl-reduced using the same method described above,
but using NaBD, to give Go3r-R (70% yield).

3.5. Controlled Smith degradation
Go3r-R (130 mg) and Go3r (130 mg) were oxidized with 0.05 M

aq NalOy4 (20 mL) for 72 h at 25 °C in the dark.?” Each sample was
dialyzed, and treated with NaBH,4 (pH 9-10) for 20 h, neutralized

with HOAc, dialyzed, freeze-dried, and submitted to partial acid
hydrolysis (M TFA, 20 h, 25 °C).38 The products of controlled Smith
degradation were dialyzed and freeze-dried to afford Go3r-RS and
Go3r-S (50% yield).

3.6. Desulfation

Partial solvolytic desulfation was carried out as previously de-
scribed.>® The polysaccharides Go3r-R (60 mg), Go3r-RS (40 mg),
and Go3r-S (50 mg) in the pyridinium salt form were treated with
89:10:1 Me,SO-MeOH-pyridine at 100 °C for 4 h. The desulfated
polysaccharides were recovered after dialysis and freeze-drying
to afford Go3r-RD (70% yield), Go3r-RSD (80% yield), and Go3r-
SD (72% yield), respectively.

3.7. Methylation analysis

Per-O-methylation was carried out by the method of Ciucanu
and Kerek’® with the carboxyl-reduced polysaccharides (Go3r-R
and Go3r-RD) and carboxyl-reduced and Smith-degraded products
(Go3r-RS and Go3r-RSD). The samples (15 mg) in the triethylam-
monium salt form’* were dissolved in Me,SO (1 mL), and pow-
dered NaOH (30 mg) was added. After 30 min at 25°C with
stirring, Mel (0.1 mL) was added, and the reaction was allowed to
proceed as described above. The process was repeated twice and
the reaction was interrupted by addition of water (2 mL) and neu-
tralized with 50% aqueous AcOH. The products were dialyzed
against distilled water, freeze-dried and submitted to more two
steps of methylation in the same way as described above. Partially
methylated alditol acetates were generated by hydrolysis in aque-
ous formic acid (45%, for 16 h, at 100 °C), followed by NaBD,4 reduc-
tion and acetylation. The products were analyzed by GC-MS and
identified by their typical electron-impact breakdown profiles
and retention times.”>’® A portion of per-O-methylated Go3r-R
was sequentially desulfated,®® then trideuteromethylated as de-
scribed above, but using trideuterated iodomethane. The partially
methylated and trideuteromethylated alditol acetates were gener-
ated and analyzed as described above.

3.8. High-pressure size-exclusion chromatography (HPSEC)
analysis

HPSEC-MALLS-RI analysis was carried out with a 1 mgmL™!
soln of the polysaccharide, using a Waters high-performance size
exclusion chromatography (HPSEC) apparatus coupled to a
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differential refractometer (RI) and a Wyatt Technology Dawn-F
multi-angle laser light scattering (MALLS) detector adapted on-
line. Four Waters Ultrahydrogel columns (2000, 500, 250, and
120) were connected in series and coupled with multi-detection
equipment. A 0.1 M NaNOs soln, containing NaN3 (0.5 g L™!), was
used as eluent. The value of dn/dc (differential refractive index to
change in solute concentration) was determined using five concen-
trations, between 1.0 and 0.2 mg mL~'. HPSEC data were collected
and analyzed by the Wyatt Technology ASTRA program. All exper-
iments were carried out at 25 °C.

3.9. Spectroscopic methods

For nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) analysis,
each lyophilized sample was dissolved in D,0 (~30 mgmL™1).
The NMR spectrum of the solution was recorded at 70 °C using a
Bruker Advance DRX400 NMR spectrometer, equipped with a
5 mm multi-nuclear inverse detection probe, at a base frequency
of 100.63 MHz for '>C and 400 MHz for 'H nuclei. Chemical shifts
are expressed in ppm using acetone as internal standard at 31.45
and 2.225 ppm for 13C and 'H, respectively. For 'H and 2D NMR
experiments, the samples were deuterium exchanged by succes-
sive freeze-drying steps in D,0 (99.9%) and then dissolved in D,0O
(20-30 mg mL~!). 'H and '3C acquisition parameters were previ-
ously reported.”” 2D 'H, H COSY, TOCSY, and 'H, *C HMQC exper-
iments were carried out using the pulse programs supplied with
the Bruker manual.

Fourier-transform infrared (FTIR) spectra were recorded on a
Perkin-Elmer series 2000 FTIR spectrometer using the polysaccha-
rides in the KBr pellets form.

3.10. Cells and viruses

Vero (African green monkey kidney) cells were grown in Eagle’s
minimum essential medium (MEM) (GIBCO, USA) supplemented
with 5% calf serum (GIBCO, USA). For maintenance medium
(MM), the serum concentration was reduced to 1.5%.

HSV-1 strain F and HSV-2 strain MS were used for the antiviral
assays. Virus stocks were propagated and titrated by plaque forma-
tion in Vero cells.

3.11. Cytotoxicity test

Vero cell viability was measured by the MTT (3-(4,5-dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) method. Confluent cultures in 96-well
plates were exposed to different concentrations of the polysaccha-
rides, with three wells for each concentration, using incubation
conditions equivalent to those used in the antiviral assays. Then
10 uL of MM containing MTT (final concentration 0.5 mgmL™!)
was added to each well. After 2 h of incubation at 37 °C, the super-
natant was removed and 200 pL of EtOH was added to each well to
solubilize the formazan crystals. After vigorous shaking, absor-
bance was measured in a microplate reader at 595 nm. The cyto-
toxic concentration 50% (CCsg) was calculated as the compound
concentration required to reduce cell viability by 50%.

3.12. Virus plaque reduction assay

Antiviral activity was evaluated by a virus plaque reduction as-
say. Vero cell monolayers grown in 24-well plates were infected
with about 50 PFU/well in the absence or presence of various con-
centrations of the fractions. After 1 h of adsorption at 37 °C, the
residual inoculum was replaced by MM containing 0.7% methylcel-
lulose and the corresponding dose of each fraction. Plaques were
counted after 2 days of incubation at 37 °C. The ICso was calculated

as the fraction concentration required to reduce virus plaques by
50%. All determinations were performed twice and each in dupli-
cate. Heparin was from Sigma-Aldrich, USA.
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