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RESUMO

As fracbes W e K10, extraidas da microalga liquénica Myrmecia biatorellae,
utiizando agua e KOH 10%, respectivamente, tiveram seus polissacarideos
purificados e estruturalmente caracterizados por métodos quimicos, cromatograficos
e espectroscopicos. A partir da fracdo W foram purificadas quatro fragoes,
denominadas SW-100R, SW-50R, SW-30R e SW-10R. Estas fra¢cdes apresentavam
ramnogalactofurananas com estruturas semelhantes, mas com massas molares
diferentes, a saber 647.600 Da, 211.000 Da, 170.000 Da e 108.000 Da,
respectivamente. A ramnogalactofuranana presente na fracdo SW-50R apresentou
ramnose (6,0%) e galactose (94,0%) e era constituida por cadeia principal formada
por unidades de B-Galf (1—6)-ligadas, podendo ser substituidas em O-2 por
unidades de B-Galf (1—2)-ligadas ou por unidades terminais nao redutoras de a-
ramnose € [-galactofuranose. A fracdo alcalina K10 também apresentou uma
mistura de ramnogalactofurananas com diferentes massas molares, mas com
estruturas semelhantes a ramnogalactofuranana presente na fracdo SW-50R. A
partir desta fracdo também foi purificada outra ramnogalactofuranana com cadeia
principal formada por unidades de B-Galf (1—3)-ligadas, as quais sdo substituidas
em O-6 (cerca de 6,0%) por cadeias laterais constituidas por unidades de ramnose
2-O- e 2,4-di-O-substituidas. Os terminais ndo redutores sao formados por unidades
de B-D-Galf. Quando testada em um modelo de sepse murino, a fracdo SK10 tratada
com amilase (SK10-A) causou um aumento significativo da letalidade em relacdo ao
grupo controle, na dose de 50 mg/kg. Este aumento da mortalidade por sepse nos
animais tratados com os polissacarideos constituiu um forte indicativo de atividade
pro-inflamatéria dos mesmos e deve-se, provavelmente, a presenca das
galactofuranoses em sua estrutura.

Palavras-chave: Myrmecia biatorellae, fotobionte, polissacarideos,

ramnogalactofurananas.



ABSTRACT

Fractions W and K10, extracted from the lichenic microalgae Myrmecia biatorellae,
using water and KOH 10%, respectively, had their polysaccharides purified and
characterized through chemical methods (methylation analysis), chromatographic
and spectroscopic (RMN mono- and bidimensional). From the fraction W were
purified four fractions, called SW-100R, SW-50R, SW-30R e SW-10R. These showed
rhamnogalactofuranans with similar structures, but with different molar mass, namely
647.600 Da, 211.000 Da, 170.000 Da and 108.000 Da, respectively. The
rhamnogalactofuranan present in the SW-50R fraction showed rhamnose (6,0%) and
galactose (94,0%) and was constituted by a main chain formed by (1—6)-linked (3-
Galf units, substituted at O-2 by (1—2)-linked B-Galf units or by non reducing
terminal ends of a-rhamnose and B-galactofuranose. The alkaline fraction K10 also
showed a mixture of rhamnogalactofuranans with different molar mass, but with
similar structures to the rhamnogalactofuranan present in the SW-50R fraction. From
this fraction was also purified another rhamnogalactofuranan insoluble in cold water.
This had a main chain formed by (1—3)-linked 3-Galf units which were substituted at
0O-6 (around 6,0%) by sidechains constituted by rhamnose 2-O- and 2,4-di-O-
substituted. The non reducing terminal ends are formed by B-Galf units. When tested
in a murine model of sepsis, the fraction SK10-A caused a significant increase in the
lethality when compared to control group, in the dose of 50 mg/Kg. This increased
mortality by sepsis in animals treated with the polysaccharides provided a strong
indication of pro-inflammatory activity of the same and should be, probably, to the
presence of galactofuranoses in its structure.

Keywords: Myrmecia biatorellae, photobiont, polysaccharides,

rhamnogalactofuranans
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1 INTRODUCAO

1.1 LIQUENS

Liguen € um termo biolégico utilizado para nomear uma associac¢ao simbidtica
entre um fungo, Ascomycota ou Basydiomicota, denominado micobionte e uma
cloréfita ou cianobactéria, o fotobionte (HAWKSWORTH e HILL, 1984; AHMADJIAN,
1993a). Nesta associacdo simbidtica, fotobiontes e micobiontes se comportam como
um organismo composto, formando o talo liquénico (MIAO et al., 2001). Este
apresenta forma e estrutura internas constantes e definidas, onde os mesmos séo
morfologicamente distintos dos  simbiontes que se desenvolvem
aOposimbioticamente (HALE, 1979).

Para micologos e liquenologos, os liquens séo referidos como fungos
liguenizados, por haver predominancia do micobionte na associagdo simbiotica
(BARINAGA, 1995). Na classificagéo geral dos seres vivos, pelo sistema dos cinco
reinos, os liquens estdo inseridos no reino Fungi, classe Lichenes (LINHARES e
GEWANDSZAJDER, 1985).

A liguenizacao é o resultado da adaptacdo muatua dos simbiontes para suprir
suas necessidades (GALUN et al., 1984). Nessa simbiose, a alga contribui com a
producdo de acUcares através da fotossintese e, no caso das cianoficeas, também
com a elaboracdo de aminoacidos a partir da fixagcdo de gas carbdnico e nitrogénio
atmosféricos.

Apesar da contribuicdo do fungo ser aparentemente secundaria, este forma
uma camada de hifas, onde ficam alojadas as células do fotobionte, que promove
protecdo contra luz excessiva e ressecamento e, ainda facilitando a troca de gases
(AHMADJIAN, 1993b).

Os liquens habitam os mais diferentes locais e ambientes, tais como rochas e
regides subdarticas. Em regifes polares, por exemplo, eles sdo frequentemente
predominantes em relacdo a vegetacdo no ambiente. Outra caracteristica que pode
ser considerada inerente a esses organismos é sua excepcional resisténcia as
variacbes de temperatura, que pode passar de um resfriamento de —70 °C a uma
temperatura de 50 °C (XAVIER FILHO e RIZZINI, 1976).
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A maioria das associa¢des liquénicas tem como parceiro fotossintético algas
verdes (classe Chlorophyceae), que estao presentes em aproximadamente 90% dos
liquens, e em menor ocorréncia cianobactérias, encontradas em cerca de 10% das
associacdes (TSCHERMAK-WOESS, 1989; AHMADJIAN, 1993).

Dentre as clordfitas, os géneros mais comuns sao Trebouxia, Trentepohlia,
Coccomyxa e Dictyochloropsis (TSCHERMAK-WOESS, 1989). Até o momento
foram identificados 32 géneros (Tabela 1), entre algas verdes e cianobactérias,
como simbiontes em liquens (AHMADJIAN, 1993a). Estima-se que esse numero seja
muito maior, pois a porcentagem de espécies de fungos liquenizados nos quais o
género do fotobionte € conhecido compreende apenas 2% do numero total
(TSCHERMAK-WOESS, 1989; HELMS, 2003), demonstrando que esta é uma area

da ciéncia ainda muito pouco explorada.

TABELA 1: GENEROS DE ALGAS ASSOCIADAS A FUNGOS LIQUENIZADOS

Anacystis Dictyochloropsis Petroderma
Asterochloris Dilabifilum Phycopeltis
Botrydiopsis Elliptochloris Pleurococcus
Calothrix Gloeocapsa Pseudochlorella
Cephaleuros Gloeocystis Scytonema
Chlorella Heterococcus Stichococcus
Chlorosarcina Hyalococcus Stigonema
Chroococcum Hyella Trebouxia
Coccobotrys Leptosira Trentepohlia
Coccomyxa Myrmecia Trochiscia
Dichothrix Nostoc

Fonte: AHMADJIAN, 1993a

1.2 Myrmecia biatorellae J. B. Peterson

De acordo com Friedel e Budel (2008), Myrmecia € um género de algas
pertencente a Divisdo Chlorophyta, Classe Trebouxiophyceae, Ordem Trebouxiales.
Até o momento foram descritas 12 espécies para este género, sendo elas: M.

astigmatica Vinatzer, M. biatorellae, M. bisecta Reisigl, M. globosa Printz, M. incisa
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Reisigl, M. irregularis Ettl & Gartner, M. israeliensis Friedl, M. macronucleata
Andreeva, M. pyriformis Tschermak-Woess & Plessl, M. reticulata Tschermak-
Woess, M. scandens Willd. e M. tachia Gmel..

Myrmecia é um género que pode ser encontrada tanto em simbiose com
fungos liguenizados como também em vida livre, como por exemplo, no solo
(NAKANO et al., 1991). Em simbiose, ja foi encontrado associado aos seguintes
géneros de fungos liquenizados: Catilaria, Lobaria, Pulmonaria, Bacidia,
Dermatocarpon, Phlyctis, Psora, Psoroma, Lobiona e Pannaria (GEITLER, 1963;
JAMES e AINO HENSEN, 1975; TSCHERMAK-WOESS, 1978; KILIAS e
SCHENEIDER, 1978; ELVEBAKK e BJERKE, 2005).

A microalga Myrmecia biatorellae utilizada neste estudo, possui como
caracteristicas morfoldgicas células agrupadas (Figura 1), esféricas quando jovens,
mas tornando-se alongadas e ovéides quando maduras, com um tamanho
aproximado de 3 um, apresentam um cloroplasto em formato de taca em posi¢cao
parietal e ndo apresentam granulos de pirendides (FRIEDL e BUDEL, 2008).

Em meios de cultura Myrmecia biatorellae desenvolve-se preferencialmente
de maneira heterotrofica, apresentando maior crescimento em meios contendo
nitrogénio organico, como aminoacidos, peptona ou hidrolisado de caseina.
Ahmadjian (1993) destaca que essa necessidade de nitrogénio organico ainda € um
mistério, pois é desconhecida a fonte de compostos nitrogenados em associacdes

simbidticas.

1.3 POLISSACARIDEOS DE FOTOBIONTES LIQUENICOS

Os primeiros trabalhos com polissacarideos de fotobiontes liquénicos estao
relacionados, principalmente, a fixagdo de CO, do meio (GOLDSMITH et al., 1997) e
ao movimento de carboidratos de baixa massa molar e polidis da alga para o fungo
(AHMADJIAN, 1993).
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FIGURA 1: CELULAS DE Myrmecia biatorellae CULTIVADAS EM LABORATORIO. EXTRAIDO DE
BETTIN (2010).

Richardson et al. (1967) estudando a movimentacdo de carboidratos da alga
para o fungo, de quatro espécies de Lobaria e de Sticta fuliginosa, utilizando
bicarbonato de sédio marcado com **C, observaram que o modelo de movimento de
carboidratos dentro do talo liquénico é determinado pela natureza do fotobionte.
Quando algas do género Nostoc estdo presentes, é produzida glucose, enquanto
gue o ribitol é produzido pelo género Trebouxia.

Poucos anos depois, Komiya e Shibata (1971) estudando o transporte de
carboidratos da alga para o fungo, em Ramalina subbreviuscula.e Ramalina crassa,
obtiveram resultados semelhantes ao de Richardson et al., (1967). Também
observaram que arabinitol e manitol séo sintetizados pelo micobionte.

Konig e Peveling (1984) avaliando a composi¢cdo monossacaridica da parede
celular de algumas espécies de Trebouxia e Pseudotrebouxia, observaram a
presenca de cinco camadas distintas na parede celular, denominadas de S1 a S5.
Nessas camadas, como constituintes dos polissacarideos, foram encontradas xilose,
galactose, ramnose, arabinose, glucose e manose, além de aminoagucares como a

glucosamina e galactosamina, como constituintes polissacarideos. A proporcao dos
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acucares variou de acordo com a espécie de Trebouxia e Pseudotrebouxia e a
camada celular. Os autores ndo observaram a ocorréncia de acidos urénicos nos
géneros estudados.

Cordeiro e colaboradores (2005) estudando os polissacarideos extraidos da
microalga Trebouxia, foram pioneiros na elucidacdo estrutural de polissacarideos
produzidos por fotobiontes associados a fungos liquenizados. Analisando Trebouxia
sp., isolada do liguen Ramalina gracilis, os autores observaram estruturas de
carboidratos muito incomuns para as algas verdes, como uma B-galactofuranana
composta por uma cadeia principal formada por unidades de B-galactofuranose
(1—5)-ligadas, substituidas em O-6 por pequena propor¢do de unidades de B-Galf
(Figura 2).

-B-Galf-(1—=5)-  -B-Galf~(1-5)-
A

FIGURA 2: ESTRUTURA DA B-GALACTOFURANANA DE Trebouxia sp., ISOLADA DO LIQUEN
Ramalina gracilis. FONTE: Cordeiro et al. (2005).

Em outro trabalho, Cordeiro e colaboradores (2008) encontraram outro
polissacarideo para Trebouxia sp., um heteropolissarideo composto de uma cadeia
principal formada por unidades de galactofuranose (1—5)-ligadas, sendo 11%
dessas unidades substituidas em O-6 por cadeias laterais. Essas cadeias laterais
sdao formadas por estruturas ramificadas muito complexas, compostas
principalmente por unidades de manopiranose 4-O-, 2,4-O-, 2,3-O- e 3,6-O-
substituidas. A ramnose e a arabinose foram encontrados apenas como unidades
nao redutoras, juntamente com as unidades terminais néo redutoras de Galf e Manp
(Figura 3).
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-B-Galf-(1-5)- -B-Galf-(1-5)-
6
A

R = 4-0-, 2,4-di-O-, 2,3-di-O-,
3,6-di-O-Manp, Rhap-(1—, Arap-(1—,
T Galf-(1—, Manp-(1—

-

B

FIGURA 3: ESTRUTURA DA MANOGALACTOFURANANA DE Trebouxia sp., ISOLADA DO LIQUEN
Ramalina gracilis. Cordeiro et al (2007).

No estudo realizado por Ruthes e colaboradores (2008), também foi
encontrada uma p-galactofuranana (1—5)-ligada, oriunda do fotobionte Trebouxia
associado ao liqguen Teloschistes flavicans. Estas galactofurananas de Trebouxia sp.
nao foram detectados em talos de liqguens intactos de Ramalina e Teloschistes
(CORDEIRO et al., 2003; REIS et al., 2002).

Mais tarde, Cordeiro e colaboradores (2007), estudando os polissacarideos
de Asterochloris, isolada de Cladonia confusa, isolaram uma B-xilana linear (1—4)-
ligada e uma xiloramnogalactofuranana, sendo essa composta uma cadeia principal
formada por unidades de galactofuranose (1—3)-ligadas, substituidas em O-6 em
aproximadamente 6,4% das unidades. As cadeias laterais eram compostas por
unidades de galactofuranose 5-O e 6-O-substituidas, bem como por unidades de
ramnopiranose 2-0O, 3-O e 2,3-di-O-substituidas. Xilose foi detectada apenas como
unidade terminal ndo redutora, juntamente com as unidades de galactofuranose.
Estes polissacarideos n&o foram detectados no talo liquénico intacto em trabalhos
realizados anteriormente por lacomini et al. (1985) e Carbonero et al. (2002).

Estes polissacarideos ricos em galactofuranose encontrados em Trebouxia e

Asterochloris ainda ndo haviam sido detectados em algas. Porém, galactofurananas
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foram extraidas de paredes celulares de vérias espécies de fungos, como por
exemplo Penicillium (PARRA et al. 1994), Eupenicillum (LEAL et al. 1993),
Neosartorya (LEAL et al. 1995), Aspergillus (LEAL et al . 1992) e Guignardia
(SASSAKI et al. 2002b). Estas pB-galactofurananas fangicas apresentam uma
variedade de estruturas, sendo compostas por cadeias lineares constituidas apenas
pelas ligagdes (1—5) ou por unidades alternadas (1—5) e (1—6)-ligadas, bem como
podem apresentar estruturas ramificadas. Além disso, residuos de galactofuranose
séo citados como estruturas-chave envolvidas no mecanismo de reconhecimento e/
ou invasao por parasitas em seus hospedeiros (LEVERY et al., 1998).

Em relacdo a simbiose liquénica, a superficie da parede celular do fotobionte
pode ser importante na interacdo entre 0s simbiontes, uma vez que lectinas
produzidas pelo micobionte, localizadas na parede celular, foram encontradas
interagindo com ligantes especificos na parede celular das algas (BUBRICK et al.,
1980, 1981, 1983). Essas lectinas parecem ser capazes de distinguir entre algas
compativeis e incompativeis, agindo como proteinas de reconhecimento quando
uma alga compativel tem um receptor especifico na parede celular, mas produzindo
deterioracdo e morte celular quando este receptor esta ausente (MOLINA et al.,
1998b).

Em experimentos de ressintese, Ahmadjian e Jacobs (1981), a partir do
micobionte de Cladonia cristatella, observaram que engquanto houve a formacéo de
esquamulas com todas as cepas de algas do género Asterochloris, todas as cepas
de Trebouxia foram parasitadas. Este fato pode ser explicado pelos diferentes
polissacarideos e galactofurananas presentes em Trebouxia e Asterochloris, os
qguais podem estar envolvidos no processo de reconhecimento entre 0os simbiontes
(CORDEIRO et al. 2005, 2007, 2008).

Recentemente, outro fotobionte estudado foi Coccomyxa mucigena, simbionte
de Peltigera aphthosa (CORDEIRO et al.,, 2010). Este fotobionte produz uma
manogalactana parcialmente O-metilada, composta por galactose (75%), 3-O-
metilmanose (15%) e manose (10%). Este polimero & formado por uma cadeia
principal composta por unidades de B-galactopiranose (1—6)-ligadas, parcialmente
substituidas em O-3 por unidades de B-Galp, 3-O-Me-a-Manp ou a-Manp (Figura 4).
Em termos de simbiose, ndo existem semelhancas entre este polimero e os

polissacarideos anteriormente encontradas no talo intacto do liquen Peltigera
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aphthosa. Gorin e lacomini (1985) relataram para esta espécie de fungo liquenizado
a presenca de uma fragdo rica em glucose (83%) e de uma galactomanana
(Man:Gal:Glc proporcdo de 58:39:2), composto de uma cadeia principal de a-
manopiranana (1—6)-ligada, monossubstituida em O-4 por unidades B-Galp e
dissubstituido em O-2 e O-4 por unidades a-Manp e B-Galp, respectivamente. Esta
galactomanana parece ser comum ao género Peltigera, uma vez que Omarsdottir et

al. (2006a) relataram uma estrutura semelhante em Peltigera canina.

-B-Galp-(1—6)- -B-Galp-(1—6)-

; ?

X = B-Galp, 3-O-Me-o-Manp, o-Manp
b

FIGURA 4. MANOGALACTANA DE Coccomyxa mucigena. FONTE: Cordeiro et al., (2010).

Uma observacao importante feita por Cordeiro e colaboradores (2010) € que,
como acima, P. aphthosa e P. canina possuem galactomananas semelhantes em
seus talos, apesar de estarem associados a fotobiontes diferentes. Enquanto P.
aphthosa esta associada com Coccomyxa mucigena como fotobionte primério, P.
canina tem Nostoc como seu parceiro fotossintético (AHMADJIAN 1989, GALUN
1988). Estes fotobiontes pertencem a grupos taxondmicos muito distintos, uma
Chlorophyta (Eucariota) e uma Cianobactéria (Procariota), respectivamente. No
entanto, parece que a liguenizacdo com géneros de fotobiontes diferentes néo
modificou as estruturas dos polissacarideos sintetizados por fungos liquenizados do
género Peltigera.

Ruthes e colaboradores (2010) incluiram a caracterizacdo estrutural dos
polissacarideos de Nostoc muscorum, fotobionte do liquen P. canina. Os autores

observaram que esta cianobactéria secreta no meio de cultura um
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exopolissacarideo, uma [B-D-xilana linear (1—4)-ligada. A partir dos extratos da
biomassa celular, os autores purificaram um heteropolissacarideo complexo,
formado principalmente por unidades de [-L-Arap e [B-D-Xilp-(1—4)-ligadas,
parcialmente substituidas em O-3 por unidades a-D-Manp. Este ultimo foi substituido
em O-3 ou O-2 por unidades a-D-Manp ou a-L-Fucp como terminais ndo redutores.
Novamente, € possivel observar que nado h& semelhancas entre estes
polissacarideos com os previamente encontrados por Omarsdottir et al. (2006a) no
talo liquen intacto de P. canina.

Outra microalga que foi estudada é pertencente ao género Chlorella, a qual
pode ser encontrada tanto em vida livre como em simbiose liquénica. Os estudos
presentes na literatura até o momento sobre os polissacarideos presentes nesta
alga foram realizados apenas com cepas de vida livre. O primeiro relato de um
polissacarideo isolado a partir de C. pyrenoidosa foi a quase 30 anos atras por White
e Barber (1972). Neste trabalho os autores observaram que este polissacarideo era
formado por ramnose (52%), galactose (13%) e arabinose (12%), além de outros
acucares em menores propor¢des. Um polissacarideo diferente foi isolado de C.
ellipsoidea, sendo constituido majoritariamente por glucose, e por arabinose e
galactose em pequenas propor¢cdes (KOJIMA et al . 1973). Matsubayashi (1986)
encontrou um heteropolissacarideo com alta viscosidade em Chlorella sp., o qual era
constituido principalmente por ramnose, arabinose, mannose e acidos urénicos.
Anos mais tarde, foi observada a presenca de fucose e ramnose em C. ellipsoidea,
porém ndo foi detectada a presenca de arabinose (UKAI et al., 1990). Yalcin e
colaboradores (1994) isolaram um outro polissacarideo extracelular de Chlorella sp.
sendo este formado por acido glucurdnico e arabinose como componentes principais
(38,3% e 32,5%, respectivamente). Noda e colaboradores (1995) isolaram
principalmente galactose como monossacarideo extracelular de Chlorella, este numa
proporcao de 80%. Acucares mono-O-metilados (3-O-metil-D-galactose, 2-O- e 3-O-
metil-L-ramnose) foram encontrados como componentes minoritarios em Chlorella
vulgaris K-22 por Ogawa e colaboradores (1997). Pugh e colaboradores (2001)
isolaram um polissacarideo de C. pyrenoidosa que era composto por arabinose
(31,6%) e galactose (26,3%) e tracos de muitos outros agucares. Sendo que este
polimero apresentou-se como um potente ativador de mondcitos e fagdécitos

humanos.
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Como pobde ser observado a partir dos dados citados acima, nenhum dos
polissacarideos produzidos pelos fotobiontes cultivados apossimbioticamente foram
encontrados na associacao liquénica, sendo desconhecido o fato que desencadeia
tal fendbmeno. Cordeiro e colaboradores (2010) realizaram uma discussao a respeito
desse fendbmeno. De acordo com os autores, uma das hipGteses seria devido a
pequena proporcdo de células de fotobionte no talo liquénico, levando a néo
deteccdo dos polissacarideos oriundos dos fotobiontes nos extratos de talos
liquénicos intactos, o qual € dominado por polissacarideos do micobionte.

Na literatura € relatado que os fotobiontes passam por uma série de
modificacdes como resultado do processo de liquenizagcdo, como por exemplo: as
paredes celulares passam a ser mais permeaveis a perda de carboidratos, podem
desenvolver-se mais lentamente e sofrer dramaticas modificacbes morfoldgicas,
como por exemplo, em Trentepohlia. Esta alga é formada por células filamentosas,
ramificadas e cilindricas no estado de vida livre, ao passo que em simbiose forma
somente filamentos curtos ou € formada apenas por estagios unicelulares
(BUBRICK 1988, FRIEDL e BUDEL 2008). Porém, a influéncia da liquenizagdo na
producdo de polissacarideos pelas algas simbibnticas ndo € conhecida ainda.
Cordeiro e colaboradores (2010) sugerem que em cultivo apossimbiético (no estado
de vida livre), a microalga seja capaz de produzir todo o seu espectro de moléculas
de carboidratos, enquanto que isto é restrito no estado liquenizado. Isto esta de
acordo com Bubrick (1988), onde o autor afirma que as algas estdo reprimidas na

associacao liquénica e séo induzidas a exportar nutrientes para o fungo.

1.4 ATIVIDADE BIOLOGICA DE POLISSACARIDEOS LIQUENICOS E SEUS
SIMBIONTES

Vérios trabalhos relatam as atividades biolégicas de polissacarideos isolados
de liquens e seus simbiontes, principalmente relacionados a atividades antitumorais,
estimulacdo nédo especifica do sistema imunoldgico, atividade anticoagulante,
antiviral e efeitos na memoria (OLAFSDOTTIR e INGOLFSDOTTIR 2001,
MARTINEZ et al., 2005).
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Carneiro-Leé&o e colaboradores (1997), estudando a atividade in vitro de uma
a-glucana (1—3),(1—4)-ligada extraida de Ramalina celastri, bem como de seus
derivados sulfatados sobre células Hela, observaram que estes polimeros séo
citotoxicos pois causaram morte celular na linhagem de células testada. Stuelp-
Campelo e colaboradores (2002) testaram in vivo a atividade desta a-glucana sobre
Sarcoma 180, bem como seus efeitos em células fagocitarias de exudatos
peritoneais. Os autores observaram que o desenvolvimento dos tumores em animais
tratados com o polimero eram aproximadamente 80% menor quando comparados
com o grupo controle. Também foi possivel observar que o nimero de fagdcitos
peritoneais e sua atividade aumentaram apoés a inoculacdo da a-glucana.

Estudos sobre a influéncia de polissacarideos de liquens sobre o sistema
imune inato foram conduzidos por cientistas islandeses. Eles avaliaram os efeitos
fagocitarios e/ou efeito anticomplemento do heteropolissacarideo thamnolana (Ths-
3) e da p-glucana (Ths-2) de Thamnolia vermicularis var. subuliformis
(OLAFSDOTTIR et al., 1999a, OLAFSDOTTIR et al., 2003), bem como da a-glucana
(Ci-3) do tipo isoliquenana de Cetraria islandica (OLAFSDOTTIR et al. 1999b). Os
resultados demonstraram que estes polimeros sdo imunologicamente ativos, pois
estimularam a fagocitose e reduziram a hemolise induzida pelo complemento in vitro.

Os efeitos de polissacarideos derivados de liquens em experimentos in vitro,
em estudos de proliferacdo celular e secrecdo de citocina foram primariamente
realizados por Omarsdottir e colaboradores (2005), onde foram testados quatro
polissacarideos isolados de Peltigera canina. Estes mostraram atividade mitogénica
em células de baco de rato e estimularam a secrecao de interleucina 10, enquanto
gue em macrofagos peritoneais os polissacarideos estimularam a secrecédo de fator
de necrose tumoral a (TNF-a). De acordo com os autores, estes resultados
indicaram que os polissacarideos influenciaram as células do sistema imune, tanto
inato quanto adaptativo.

O efeito anti-inflamatorio da liqguenana isolada de Cetraria islandica foi
confirmado em experimentos in vivo (FREYSDOTTIR et al, 2008). Mais
recentemente, a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva foram reportadas para
uma glucomanana isolada do liquen Heterodermia obscurata (PEREIRA et al.,
2010).

Derivados sulfatados de liquens ja foram testados em atividades antivirais,

antitrombdticas e anticoagulantes. Hirabayashi e colaboradores (1989) reportaram
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gue um derivado sulfatado de B-glucana inibiu a replicacéo do virus HIV in vitro. As 8
glucanas (1—6)-ligadas, quimicamente sulfatadas, de Parmotrema mantiqueirense e
uma galactoglucomanana de Cladonia ibitipocae demonstraram atividade
anticoagulante in vitro. Além disso, ambos o0s polissacarideos sulfatados
demonstraram propriedades antitromboticas in vivo quando avaliados usando um
modelo de trombose em ratos Wistar (MARTINICHEN-HERRERO et al., 2005a, b).

No entanto, pouco se sabe sobre os possiveis efeitos biolégicos promovidos
pelos polissacarideos isolados de simbiontes liquénicos, pois até o momento,
somente os polissacarideos de Trebouxia sp (CORDEIRO et al., 2008) e de Nostoc
sp (RUTHES, 2010) foram estudados.

Cordeiro e colaboradores (2008) estudaram a atividade imunologica da
manogalactofuranana do fotobionte Trebouxia sp. (simbionte de Ramalina gracilis),
in vitro usando macréfagos peritoneais. Foi observada a atividade bioldgica deste
polimero em todas as concentragbes testadas (1-150 ug/mL), e em 150 ug/mL
houve um incremento na ativacdo de macrofagos em 60% quando comparado ao
grupo controle. Além disso, foram verificadas modificagbes morfolégicas nos
macrofagos quando observados por microscopia eletrénica de varredura.

Ruthes (2010) avaliou as propriedades antinociceptiva e anti-inflamatoria do
heteropolissacarideo isolado de Nostoc sp. Os resultados obtidos indicam que o
tratamento intraperitoneal com o heteropolissacarideo contendo NosA (&cido
nosturdnico) isolado de Nostoc sp. promoveu inibicdo acentuada e dose-dependente
da resposta nociceptiva induzida pela administracdo de acido acético, ou seja, 0
polissacarideo obtido apresentou efeito analgésico, inibindo a nocicepcao em 86 +
8% na dose de 30 mg/kg, porém nao induziu resposta anti-inflamatoria.

Embora exista uma diversidade consideravel de géneros de fotobiontes
liquénicos, a composicdo e a estrutura dos polissacarideos produzidos e sua
atividade biolégica ainda é pouco conhecida, sendo assim um campo aberto para

estudos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho € determinar a estrutura quimica fina de
polissacarideos presentes na microalga Myrmecia biatorellae, fotobionte do liquen
Lobaria linita, cultivada axenicamente, bem como testar a atividade biol6gica destes

polissacarideos em modelo de sepse murino.

2.2 Objetivos Especificos

1) Purificar os polissacarideos existentes nos extratos aquoso e alcalino (KOH a
10%);

2) Quantificar e analisar a composicdo monossacaridica dos polissacarideos
purificados;

3) Caracterizar as estruturas quimicas dos polissacarideos purificados.

4) Testar a atividade biolégica dos polissacarideos em modelo de sepse murino.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL DE ESTUDO

A microalga Myrmecia biatorellae (linhagem 8.82), isolada do liquen Lobaria
linita e obtida do Culture Collection of Algae (SAG), da University of Goéttingen
(Alemanha), foi cultivada em laboratoério em meio nutriente organico para Trebouxia,
segundo Ahmadijian (1993a), sendo constituido por 1 L de meio Bold’s Basal
Medium (BBM, DEASON e BOLD, 1960), 5 g de peptona de carne (fonte de
nitrogénio) e 15 g de glucose (fonte de carbono).

Cada cultivo era composto por 5 L de meio, onde cerca de 1 ml de inéculo foi
adicionado a cada 1 L de meio, e o cultivo foi mantido por 30 dias, a uma
temperatura de 21 °C (+ 2 °C), com radiacdo incidente de 45 mol.m?s? e
fotoperiodo de 12 h/12 h de luz.

Decorridos os 30 dias, as algas foram retiradas do meio de cultivo por meio
de filtracdo em funil de Blchner utilizando filtros de papel. Em seguida, as algas
foram lavadas em agua destilada para retirada do meio residual e congeladas,
liofiizadas e pesadas. A biomassa obtida (41,23 g) foi deslipidificada com
cloroférmio:metanol e os polissacarideos extraidos com agua e 10% KOH, sob
refluxo. Os extratos brutos foram submetidos ao procedimento de congelamento-
degelo (GORIN e IACOMINI, 1984) e gentiimente cedidos para este estudo pelas
alunas de Iniciacdo Cientifica Vanessa de Fatima Reinhardt e Franciele Lima Bettin.

3.2 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

3.2.1 Purificagéo por congelamento e degelo

As fracdes brutas obtidas pelas extracbes aquosa e alcalina passaram pelo
processo de separacdo dos polissacarideos por congelamento e degelo segundo
Gorin e lacomini (1984).

As fracbes foram solubilizadas em &gua destilada e submetidas ao

procedimento de congelamento e posterior degelo a temperatura ambiente. Houve a
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formacdo de um precipitado insolivel em agua fria, o qual foi separado por
centrifugagdo. A purificagdo por congelamento e degelo foi repetida por varias vezes
até que ndo ocorresse mais a formacéo de precipitado a partir do sobrenadante. O
precipitado formado também passou pelo congelamento e degelo repetidamente a
fim de eliminar por completo todos os compostos sollveis em &gua fria. Os
sobrenadantes foram reunidos, congelados e liofilizados, assim como o0s

precipitados das fracoes.

3.2.2 Purificagao por tratamento com a-amilase

As fracdes contendo altos teores de glucose foram tratadas com a enzima a-
amilase (SIGMA), Tipo XIlI-A, de Bacillus licheniformis, em temperatura ambiente sob
agitacdo, por aproximadamente 24 horas, em &gua destilada. Em seguida, as

amostras foram dialisadas por 48 horas, congeladas e liofilizadas.

3.2.3 Purificagéo por precipitacdo em solucéo de Fehling

A fracado foi solubilizada na solucdo A de Fehling e em seguida adicionou-se
igual volume da solugcdo B. Apds forte agitacdo manual, a amostra foi deixada em
geladeira, por alguns minutos, com o objetivo de favorecer a formagédo de
precipitado. Em seguida, a amostra foi centrifugada (15min, 8.000 rpm), e 0
precipitado e sobrenadante neutralizados com acido acético e dialisados por 24
horas. Os materiais dialisados foram tratados com resina catidnica fortemente acida,
filtrados em algod&o, neutralizados com hidroxido de sédio, novamente dialisados e

por fim, liofizados.

3.2.4 Filtragdo por membranas

As amostras foram solubilizadas em &agua destilada, e filtradas em

membranas com limite de exclusdo de 300KDa, 100KDa e 50KDa, (Millipore),

utilizando suporte apropriado para estes tipos de membranas.
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Para identificar estas fragcdes purificadas, houve o acréscimo dos numeros
300, 100 e 50, que representam o limite da exclusdo das membranas utilizadas, e
das letras E e R, que se referem a eluida e retida, respectivamente, ap6s 0 nome da

fracao.

3.3 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS ISOLADOS

3.3.1 HIDROLISE ACIDA TOTAL, REDUGCAO E ACETILACAO DOS PRODUTOS
DE HIDROLISE

Dois miligramas das fracdes foram tratadas com 1 mL de acido trifluoroacético
(TFA) 2M, a 100 °C por oito horas. ApoOs este periodo, o acido foi eliminado das
amostras por evaporagao até a secura, sendo em seguida, submetidas a reducao e
acetilacao.

Os produtos de hidrélise foram reduzidos com boroidreto de sédio (NaBHy)
em temperatura ambiente, pH 9-10, overnight (12-15 horas) (WOLFROM e
THOMPSON, 1963a). Ap6s este periodo, os materiais foram neutralizados com
acido acético e liofilizados.

Os alditéis formados foram acetilados com 0,5 mL de anidrido acético e 0,5
mL de piridina (1:1, v/v) por 30 minutos a 100 °C (SASSAKI et al., 2008). A reacao
foi interrompida pela adicdo de agua destilada e os acetatos de alditois formados
foram extraidos com cloroférmio. A piridina residual, ainda presente na fracdo
cloroférmica, foi removida por complexacdo com sulfato de cobre 5% e o material
lavado com &agua destilada por varias vezes. A completa desidratacdo da fase
cloroférmica foi feita pela adicdo de sulfato de sodio anidro. O cloroférmio foi
evaporado e os acetatos de alditdis analisados por cromatografia liquido-gasosa

acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).

3.3.2 ANALISE DE METILACAO

Os polissacarideos purificados foram submetidos a metilacdo pelo método
de CIUCANU e KEREK (1984). As amostras devidamente liofilizadas e secas (10
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mg) foram solubilizadas em 2 mL de DMSO. Apdés solubilizagéo, adicionou-se NaOH
pulverizado e seco, e o sistema foi agitado por 30 minutos. A seguir, acrescentou-se
0 agente metilante, iodeto de metila (CHgsl), sendo a mistura agitada por mais 30
minutos, em agitador magnético. A reacdo foi interrompida com agua destilada e
neutralizada com gotas de acido acético. Em seguida a amostra foi dialisada contra
agua corrente e liofilizada. O processo de metilag&o foi repetido mais uma vez.

O material liofilizado, aproximadamente 2 mg, foi submetido a hidrélise acida
com 0,3 mL de &cido formico a 45%, por um periodo que variou de 3 a 30 horas, na
temperatura de 100°C. ApGs esse periodo o acido foi evaporado e posteriormente a
amostra foi reduzida com NaBD, e acetilado pelo método convencional com
anidrido-acético e piridina, na proporcdo de 1:1 (V/V), sendo os alditdis acetatos
parcialmente O-metilados resultantes analisados por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (GC-MS) em colunas capilares como se descreve
adiante.

3.4 METODOS ANALITICOS

3.4.1 METODOS CROMATOGRAFICOS

3.4.1.1 Cromatografia liquido-gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-
MS)

As analises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massa foram realizadas usando-se o cromatografo a gas "VARIAN", modelo Saturno
3300, acoplado a um espectrometro de massa da marca FINNIGAN ION-TRAP,
modelo 800, com He como gas carreador, munido com ITS-40 e equipado com
coluna capilar (30m x 0,25 mm d.i.) DB-225.

As injecdes foram feitas utilizando-se a seguinte programagao: Temperatura
inicial da coluna de 50 °C, apoés injecdo, aumento de temperatura a 40 °C/min até
220 °C e mantida constante, o gas de arraste foi o Hélio ultrapuro, com fluxo de 2
mL/min.

Esse método foi empregado para quantificacdo de acetatos de alditéis e

acetatos de alditéis parcialmente metilados (JANSSON et al., 1967), identificados



33

pelos seus perfis caracteristicos de fragmentacéo e pelos seus tempos de retencéo,
0os quais foram comparados com padrbes. As areas dos picos foram obtidas por

integracdo automatica.

3.4.1.2 Determinagdo da homogeneidade e massa molar

As amostras foram solubilizadas em agua na concentracdo de 1 mg/mL e
filtradas através de membranas de acetato de celulose de 0,22 um. Em seguida
foram aplicadas em cromatégrafo de exclusdo estérica de alta pressdo (HPSEC)
WATERS, equipado com um detector de indice de refracdo diferencial WATERS
modelo 2410. Foram utilizadas quatro colunas de gel permeacdo WATERS, com
limites de exclusdo de 1.10°% 4.10° 8.10* e 5.10% em série. O eluente utilizado foi
uma solucdo de NaNO, 0,1 mol.L™ contendo NaN; 200 ppm, com fluxo de 0,6
mL/min, pressdo de 920 psi a 30 °C, monitorados através de bomba peristéltica
WATERS 515.

Para o célculo da massa molar, as amostras com perfil de eluicdo homogéneo
tiveram seu valor de dn/dc (taxa de variacdo do indice de refracdo com relacdo a
concentracdo) determinado, ja que este valor é especifico para cada amostra. E os
resultados de homogeneidade e de determinacéo de massa molar foram analisados
com o software ASTRA 4.70.07.

3.5 METODOS ESPECTROSCOPICOS
3.5.1 Ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN-*C) e DEPT 135

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 e DEPT 135
foram obtidos pelo uso de espectrometro Bruker Avance DRX 400, com frequéncia
de 100 MHz. Os deslocamentos quimicos foram expressos em & ppm. A acetona ou
DMSO-de forneceram sinal de referéncia (30,2 ppm e 39,7 ppm, respectivamente).

Os polissacarideos foram dissolvidos em D,O ou DMSO-dg de acordo com a
solubilidade, e as solu¢des foram colocadas em tubos de 150 mm de comprimento e

diametro de 5 mm, e foram analisados a temperaturas de 50 °C ou 70 °C.
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3.5.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-'H)

Os espectros de RMN.-'H foram obtidos pelo uso do espectrometro Bruker
Avance DRX 400, com frequéncia de 400 MHz, acoplado ao transformador de
Fourier. Os polissacarideos foram analisados com solu¢des de D,O ou DMSO-dg,
em tubos de 150 x 5 mm d.i. e mantidos a 70 °C. Os deslocamentos quimicos foram
expressos em & (p.p.m.). A acetona ou DMSO-dgs forneceram sinal de referéncia

(2,224 p.p.m e 2,60 p.p.m, respectivamente).

3.5.3 Ressonéancia magnética nuclear bidimensional

Os espectros bidimensionais (COSY, HSQC e HSQC acoplado) foram obtidos
pelo uso do espectrdmetro Bruker Avance DRX 400. Os polissacarideos foram
analisados com solu¢cdes em DMSO-dg, em tubos de 150 x 5 mm d.i. e mantidos a

70 °C. Os deslocamentos quimicos foram expressos em & (p.p.m).

3.6 ENSAIO BIOLOGICO

A fracdo SK10-A foi testada em camundongos submetidos a septicemia

induzida por ligadura e perfuracdo do ceco (BURAS et al., 2005).

3.6.1. Procedimento para inducdo da sepse por da cirurgia de ligadura e

perfuracdo do ceco

O modelo de inducdo da sepse em animais atraves da perfuragcédo do intestino
para a cavidade abdominal é clinicamente relevante, uma vez que simula a
septicemia por extravasamento de fezes e acesso das suas bactérias a corrente
sanguinea (SPRONK et al., 2004). Para a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco
(CLP), os camundongos Swiss (7 a 8 semanas de idade) foram anestesiados com
uma mistura de cetamina/xilazina (80/10 mg/kg, i.p.), e realizada uma incisao

abdominal, através da qual a valvula ileocecal foi retirada da cavidade abdominal. A
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vélvula ileocecal foi ligada em sua regido central utilizando um fio cirargico (Figura
5). Para evitar a obstrucdo total da luz do intestino e garantir um padrdo de
similaridade na ligadura em todos os experimentos, utilizou-se uma canula de
polietileno com cerca de 3 mm de diametro, a qual foi colocada ao longo do eixo
intestinal no momento da ligadura.

Apés a ligadura, a valvula ileocecal foi perfurada (3 furos) com uma agulha
(22G). As perfuracdes foram confirmadas por uma leve pressdo manual, a qual
resultou em extravasamento de pequena quantidade de conteudo intestinal. Apos
este procedimento, o intestino perfurado foi imediatamente recolocado na cavidade
abdominal e a incisdo foi suturada. Apés a cirurgia, todos 0s animais receberam uma
injecdo subcutanea de solucéo salina isotdnica (1 mL/100g) e foram acondicionados

em uma caixa aquecida até a recuperacao total da anestesia.

3.6.2. Teste de letalidade em animais tratados com a fracdo SK10-A

Neste estudo, para efeitos de comparagcdo da mortalidade, foram
providenciados diferentes grupos (n= 8 a 10), os quais estao listados abaixo:

e Grupo Falso-Operado - cujos animais foram anestesiados, sofreram a
incisdo, tiveram a valvula ileocecal exposta e recolocada no abdémen,
mas sem as perfuragoes;

e Grupo Controle — constituidos por animais com sepse e tratados
somente com salina (soro fisiol6gico);

e Grupo de animais com sepse tratados com a fracdo SK10-A (mistura
das galactofurananas) de Myrmecia biatorellae. O extrato foi
administrado no momento da cirurgia e a cada 24 horas, na dose de 50

mg/kg, pela via subcutanea.

O tratamento foi mantido durante os sete dias seguintes a cirurgia. Neste
periodo, a mortalidade dos animais foi quantificada a cada 12 horas. Posteriormente,

as mortalidades dos diferentes grupos foram comparadas entre si.
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Ligadura e perfuracao do ceco (caecal ligation and puncture — CLP)

Valvula
ileocecal
Ceco ~~b
Ligadura do Perfuracéo cecal

ceco

FIGURA 5. PROCEDIMENTO DE LIGADURA E PERFURACAO DO CECO (CLP). A SEPSE E
INDUZIDA APOS INCISAO ABDOMINAL E EXPOSICAO DA VALVULA ILEOCECAL,
QUE ESTA LOCALIZADA NA JUNCAO ENTRE O INTESTINO DELGADO E O
GROSSO (a). O CECO SE ESTENDE INFERIORMENTE A UMA BOLSA CEGA (b), E
NORMALMENTE O MATERIAL FECAL PASSA DISTALMENTE PARA O INTESTINO
GROSSO (SENTIDO DA SETA). A LIGADURA CECAL (c) E REALIZADA ABAIXO DA
VALVULA ILEOCECAL DE FORMA NAO-OBSTRUTIVA. O CECO E LIGADO
PARCIALMENTE E PERFURADO. ATRAVES DA PUNCAO, OCORRE O
EXTRAVAZAMENTO DE MATERIAL FECAL PARA A CAVIDADE PERITONEAL, QUE
EM CONDICOES NORMAIS E UM AMBIENTE ESTERIL. FONTE: BURAS et al., 2005.

3.6.3 Analise estatistica

A avaliacéo estatistica foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. O grafico e a analise estatistica foram obtidos com o
auxilio do programa GraphPad Prism® versao 5.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
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Os polissacarideos foram extraidos da biomassa seca e deslipidificada de

Myrmecia biatorellae utilizando extracdes aquosas e alcalinas (KOH 10%), dando

origem a duas fragbes, W e K10, respectivamente (Figura 6). Estas fracbes foram

purificadas e os polissacarideos estruturalmente caracterizados utilizando varias

metodologias que foram adaptadas de acordo com as caracteristicas quimicas de

cada fracao (Figura 6).

BIOMASSA SECA DE Myrmecia
biatorellae

EXTRACAO DOS LIPIDEOS |

Myrmecia biatorellae
Seca e deslipidificada

Extracdo aquosa sob refluxo

Residuo

Fracdo W

Extracdo com KOH 10% sob refluxo

EXTRACAO DOS CARBOIDRATOS
(Extragdes aquosas e alcalinas)

PURIFICACAO DOS
POLISSACARIDEOS

POLISSACARIDEOS ISOLADOS

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

ATIVIDADE BIOLOGICA

Residuo

Fracdo K10

Remocéo do amido com (a-amilase)

Congelamento/Degelo

| Tratamento com Solugdo de Fehling

Ultracentrifugacdo e Didlises

Métodos Quimicos — Composicao

monossacaridica

Cromatograficos — GC-MS, HPSEC

Espectroscopicos — RMN-C, RMN-'H, RMN —

2D

FIGURA 6: ESQUEMA GERAL DAS EXTRACOES, PROCESSOS DE PURIF!CAC;AO E ANALISES
QUIMICAS REALIZADAS NO ESTUDO DOS POLISSACARIDEOS DE Myrmecia

biatorellae. Fonte: O autor (2012)
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4.1 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS
POLISSACARIDEOS PRESENTES NA FRACAO W

A fracdo W (3,0 g) apresentou, na analise da composicdo monossacaridica,
principalmente galactose e glucose, com pequenas quantidades de ramnose,
arabinose e manose (Tabela 2). Para o inicio da purificacdo dos polissacarideos
presentes nesta fracao foi realizado o procedimento de congelamento/degelo, o qual
separa o0s polissacarideos de acordo com sua solubilidade, em sollveis e insollveis
em agua fria. Desta maneira, duas novas fragdes foram obtidas, uma sobrenadante
do congelamento/degelo (fragcdo SW) com 2,0 g de rendimento e a outra precipitada
(fracdo PW), cujo rendimento foi de 0,7 g. Pode-se observar uma maior proporcao
de polissacarideos soluveis em agua fria, correspondendo a cerca de 67% do peso

da fracédo W.

TABELA 2: COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES AQUOSAS OBTIDAS DE
Myrmecia biatorellae

Fracoes Composicdo monossacaridica (mol%)?
Rha Ara Man Gal Glc
W 2,7 1,0 2,4 50,0 43,6
SW 4,2 1,0 5,0 29,8 60,0
SW-A 11 2,6 14,4 68,0 4.0
SW-100R 6,4 - - 93,6 -
SW-50R 6,0 - - 94,0 -
SW-10R 10,0 - - 90,0 -
SW-10E 3,3 27,7 25,0 334 10,6

#Por GLC, como acetato de alditdis, coluna DB-225.
Fonte: O autor (2012)

Na analise da composicdo monossacaridica, a fracdo SW foi composta
principalmente por galactose e glucose (Tabela 2). A presenca de alta concentragao
de glucose nesta fragdo pode ser devida a presenca de amilose, um polimero de
reserva muito comum encontrado em algas trebouxioides (KONIG E PEVELING,
1984; CORDEIRO et al., 2005). Isto foi confirmado pela analise de RMN-'*C desta

fracdo (Figura 7A), a qual monstrou o0s sinais caracteristicos de amilose. Foi
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observado o sinal caracteristicos em & 100,1 do C-1 das unidades de o-Glcp, bem
como um sinal em & 78,9 do C-4 substituido. O sinal de C-6 ndo substituido
apareceu em 6 60,6 (CORDEIRO et al., 2005).
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FIGURA 7: ESPECTROS DE RMN-*°C DE (A) FRAGAO SW E (B) FRAGAO SW-A OBTIDAS DE M.
biatorellae (EM DMSO-ds, A 50 °C, DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.). OS
RETANGULOS INDICAM OS SINAIS REFERENTES A AMILOSE. Fonte: O autor
(2012)

Para a remocao da amilose, a fracdo SW foi tratada com a-amilase originando
a fracdo SW-A (700 mg), cuja andlise da composicdo monossacaridica revelou

elevada proporcdo de galactose, seguida por manose e ramnose (Tabela 2). Pode-
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se observar que este tratamento foi eficiente, pois reduziu os teores de glucose para
apenas 4,0%, bem como pode-se observar o desaparecimento dos sinais de amilose
no espectro de RMN-*C desta fracdo (Figura 7B). Interessante notar neste espectro
a presenca de dois sinais intensos na regido de carbono anomérico em & 106,3 e
108,3, correspondentes as unidades de galactose na configuragéo - e conformacgao
furanosidica (GORIN e MAZUREK, 1975; GORIN 1981; OXLEY e WILKINSON
1989; LEAL et al., 1993, SASSAKI et al., 2005), indicando a presenca de
galactofurananas.

A analise por cromatografia de exclusdo estérica (HPSEC) da fragcdo SW-A
demonstrou a presenca de varios picos (Figura 8A), indicando a presenca de
polissacarideos com diferentes massas molares. Para a purificacdo destes
polimeros, a fracdo SW-A foi submetida a purificacdo por sucessivas ultrafiltracées
em membranas com limites de excluséo decrescentes, de 100 kDa, 50 kDa, 30 kDa
e 10 kDa, conforme demonstrado na Figura 9. Este processo se mostrou muito
eficiente na purificacéo dos polissacarideos, como pode ser visto na Figura 8B, onde
o perfil de eluicdo de todas as amostras retidas nas membranas utilizadas, ou seja,
SW-100R, SW-50R, SW-30R e SW-10R, demonstrou-se homogéneo, com a
presenca de um Uunico pico em cada fracdo. Foi, em seguida, realizada a
determinacdo das massas molares destes polissacarideos, os quais apresentaram
valores de 647.600 Da, 211.000 Da, 170.000 Da e 108.000 Da para os
polissacarideos presentes nas fragbes SW-100R, SW-50R, SW-30R e SW-10R,
respectivamente.

As andlises de composicdo monossacaridica das fragcbes SW-100R, SW-50R
e SW-10R indicaram principalmente a presenca de galactose, com pequenas
propor¢cdes de ramnose (Tabela 2), sugerindo a presenca de polimeros
denominados ramnogalactofurananas. N&o foi realizada a analise da composicao
monossacaridica da fragdo SW-30R devido ao seu baixo rendimento.

As fragcbes purificadas SW-100R, SW-50R e SW-10R foram, em seguida,
analisadas por RMN-3C, e os seus espectros estdo mostrados na Figura 10A, B e

C, respectivamente.
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FIGURA 8: PERFIL DE ELUICAO CROMATOGRAFICO (HPSEC) DA FRAGCAO SW-A (A) E (B) DAS
FRACOES PURIFICADAS SW-100R, SW-50R, SW-30R E SW-10R, OBTIDAS DA
MICROALGA LIQUENICA Myrmecia biatorellae, UTILIZANDO DETECTOR DE iINDICE
DE REFRACAO. Fonte: O autor (2012)
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Fracdo SW-A (700 mg)
|
Ultrafiltracdo 100 kDa
[ ' |
SW-100E SW-100R (116 mg)

Ultrafiltracdo 50 kDa

| I
SW-50R(151 mg) SW-50E

Ultrafiltracdo 30 kDa

I |
SW-30R (14 mg) SW-30E
[
Ultrafiltracdo 10 kDa
[ |
SW-10R (52 mg) SW-10E(208 mg)

FIGURA 9: FLUXOGRAMA DE PURIFICACAO ATRAVES DE ULTRAFILTRAGAO EM MEMBRANAS
DA FRAGCAO SW-A OBTIDA DA MICROALGA LIQUENICA Myrmecia biatorellae. A
LETRA R INDICA QUE A FRACAO FOI RETIDA NA MEMBRANA, ENQUANTO QUE A
LETRA E INDICA ELUIDA DA MEMBRANA. Fonte: O autor (2012)

Pode-se observar que as trés fracdes apresentam espectro de RMN-'3C
bastante similares, indicando a presenca de ramnogalactofurananas com estrutura
quimica semelhantes, mas com massas molares diferentes. Desta maneira, apenas
a fracdo SW-50R, que apresentou um maior rendimento (Figura 9) foi elucidada
estruturalmente.

A fracdo SW-50R foi em seguida analisada por RMN *3C. O espectro (Figura
10B) apresentou 5 sinais na regido de carbono anomérico, aos quais foram
atribuidas as letras A, B, C, D e E, levando em conta a ordem descrescente dos
deslocamentos quimicos. Os sinais em 6 108,2, 107,7, 106,3 e 106,2 correspondem
as unidades de galactofuranose na configuragdo B. O sinal em & 100,4 é
correspondente as unidades de ramnopiranose. Para descobrir a anomericidade
destas unidades, e devido a proximidade dos anémeros a- e (- de ramnose em
espectroscopia de RMN-'3C, foi realizado o experimento de RMN HSQC acoplado,
no qual se pode medir a constante de acoplamento (*Jc.4), entre o C-1 e H-1 destas

unidades. Pode-se verificar na Figura 11 que a *Jc. foi de 172,3Hz, caracteristica de
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carboidratos com conformacgéo piranosidica e com anomericidade a (AHRAZEM et
al., 2007; MOLINARO et al., 2000).
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FIGURA 10: ESPECTROS DE RMN-"°C DAS FRAGOES: (A) SW-100R; (B) SW-50R; (C) SW-10R e
(D) EXPERIMENTO DEPT-135 DA FRAGAO SW-50R OBTIDAS DE M. biatorellae (EM
DMSO-ds, A 50 °C, DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.). Fonte: O autor (2012)
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FIGURA 11: ESPECTRO DE HSQC (RMN "*C/*H) ACOPLADO DA FRACAO SW-50R OBTIDA DE
M. biatorellae (EM DMSO-dg, A 70 °C, DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.).
Fonte: O autor (2012)

Foi realizado ainda o experimento de RMN HSQC, no qual foi possivel
observar o acoplamento entre os carbonos das unidades monossacaridicas e 0s
hidrogénios diretamente ligados a eles. Desta maneira, como observado na Figura
12A, pbde-se assinalar todos os hidrogénios ligados aos carbonos anoméricos das

unidades de Galf e Rhap.
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FIGURA 12: ESPECTRO DE HSQC (RMN-"*C/*H) DA FRACAO SW-50R. EM (A) REGIAO
ANOMERICA E (B) REGIAO C2-C6; OBTIDA DE M. biatorellae (EM DMSO-ds, A 70
°C, DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.). Fonte: O autor (2012)
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Em seguida, foi realizado o experimento de RMN COSY, onde foi possivel a
visualizacdo do acoplamento de hidrogénios vizinhos e separados por trés ligacdes
quimicas. Com isso, foi possivel observar o acoplamento de H-1 de todas as
unidades de Galf (A, B, C e D) e Rhap com seus respectivos H-2 (Figura 13).
Interessante notar o acoplamento de H-1 das unidades de Galf Ce D (6 5,03 e 5,19,
respectivamente) com seus H-2, em 4,07 e 4,02 ppm, respectivamente. O
acoplamento destes hidrogénios com seus respectivos carbonos pode ser
visualizado no experimento RMN HSQC (Figura 12B), onde o sinal de H-2 da
unidade C em & 4,07 se acopla com seu C-2 em & 88,5, e o sinal de H-2 da unidade
D em & 4,02 se acopla com seu C-2 em & 88,9. A presenca destes C-2 em campo
baixo indica O-substituicdo, podendo-se concluir desta maneira, que as unidades de
Galf C e D apresentam-se 2-O-substituidas. Pode-se verificar no RMN HSQC
(Figura 12A), que estas unidades apresentam C-1 em & 106,2 e 106,1,
respectivamente, o que também esta de acordo com dados de literatura (SRUM et
al.,1997; AHRAZEM et al.,, 2001; PERRY e MACLEAN, 2004; LEMERCINIER e

JONES, 2005).
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FIGURA 13: ESPECTRO DE COSY (RMN-'H/'H) DA FRAGAO SW-50R OBTIDA DE M. biatorellae
(EM DMSO-ds, A 70 °C, DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.). Fonte: O autor
(2012)
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Foi também realizado o experimento RMN DEPT-135, onde os carbonos
metilenos (-CH,-) aparecem invertidos no espectro. Em carboidratos, grupos -CH,-
aparecem no carbono 5 de pentoses e carbono 6 de hexoses. O espectro de RMN
DEPT-135 da fragcdo SW-50R (Figura 10D) apresentou 2 sinais invertidos, em & 62,8
e 68,9. O sinal em & 62,8 refere-se a C-6 ndo substituido, o qual esta presente nas
unidades de Galf que constituem os terminais n&o redutores (unidades B), bem
como nas unidades de Galf (1—2)-ligadas (unidades D). O sinal em & 68,9, devido
ao seu deslocamento para a esquerda em campo baixo, refere-se a C-6 substituido,
ou seja, envolvido em ligacao glicosidica. Este carbono esta presente nas unidades
de Galf 6-O- e 2,6-di-O-substituidas (unidades A e C, respectivamente). Com
relacdo ao C-6 das unidades de ramnose, este aparece em & 17,8 no espectro de
RMN-'3C (Figura 10B). Isto se deve ao fato de que a ramnose é um 6-deoxiaglcar, e
apresenta um grupo metil como C-6. No espectro de RMN HSQC, este carbono
acoplou com seus hidrogénios em & 1,24 (dados ndo mostrados).

Desta maneira, utilizando os dados de RMN uni- (*}C e DEPT 135) e
bidimensionais (COSY, HSQC e HSQC acoplado), bem como dados de literatura
(SRUM et al.,1997; AHRAZEM et al., 2001; PERRY e MACLEAN, 2004;
LEMERCINIER e JONES, 2005, CORDEIRO et al., 2005), foi possivel realizar o
assinalamento dos carbonos e hidrogénios das principais unidades
monossacaridicas presentes na ramnogalactofuranana presente na fracdo SW-50R,
0S quais estdo mostrados na Tabela 3.

A andlise de metilacdo da fracdo SW-50R (Tabela 4), mostrou que as
unidades de ramnose estdo presentes apenas como terminais ndo redutores,
juntamente com galactofuranose, devido a presenca dos derivados 2,3,4-Mes-Rha e
2,3,5,6-Mey4-Gal, respectivamente. A presenca dos derivados 2,3,5-Me3-Gal e 3,5-
Me,-Gal indicam unidades de galactofuranose 6-O- e 2,6-di-O-substituidas,
respectivamente, provenientes provavelmente da cadeia principal do polissacarideo.
Também foi verificada a presenca de galactofuranose 2-O-substituida, relativas ao

derivado metilado 3,5,6-Mes-Gal.
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TABELA 3: DESLOCAMENTOS QUIMICOS DOS CARBONOS E HIDROGENIOS DAS UNIDADES
MONOSSACARIDICAS PRESENTES NA FRACAO SW-50R DE Myrmecia biatorellae.

Unidades 1 2 3 4 5 6
—6)-B-Galf-(1— C 108,1 81,5 77,0 81,9 70,5 68.9%
A H 4,91 3,935 3,94 3,86 3,67 3,75/3,50
B-Galf-(1— C 107,7 - - - - 62,8
B H 5,04 3,94 - - - 3,57
—2,6)-B-Galf-(1— C 106,2 88,5% 74,2 83,3 70,6 68,9°
C H 5,03 4,07 4,10 3,94 3,57 3,75/3,50
—2)-B-Galf-(1— C 106,1 88,9° 75,6 83,7 69,3 62,8
D H 5,19 4,02 4,11 3,86 3,81 3,57
a-Rhap-(1— C 100,4 - - - - 17,8
E H 5,00 3,93 - - - 1,24

% Numeros em negrito e sublinados representam carbonos envolvidos em ligaco glicosidica.
Fonte: O autor (2012)

TABELA 4: ANALISE DE METILACAO DA FRACAO SW-50R OBTIDA DA MICROALGA Myrmecia
biatorellae.
Acetato de alditois parcialmente

x a . . b
O-metilados Fragao (%) Tipo de ligagao
2,3,4-Mez-Rha 6,0 Rhap-(1—
2,3,5,6-Me,-Gal 7,8 Galf-(1—
3,5,6-Mes-Gal 28,8 — 2)-Galf-(1—
2,3,5-Me;-Gal 44,6 — 6)-Galf-(1—
3,5-Me,-Gal 12,7 2,6)-Galf-(1—

% 9% obtida através da integracdo dos respectivos sinais no espectro de HSQC.
® Baseado no derivado O-metilalditol acetato.
Fonte: O autor (2012)

A analise de metilacdo sugere, desta maneira, a presenca na fragdo SW-50R
de uma ramnogalactofuranana com cadeia principal formada provavelmente por
unidades de Galf (1—6)-ligadas, podendo ser substituidas em O-2 por unidades de
Galf (1—2)-ligadas ou por unidades terminais ndo redutoras de ramnose e
galactofuranose. A presenca de unidades de Galf 2-O-substituidas na cadeia
principal, intercaladas as unidades de Galf (1—6)-ligadas, ndo pode ser descartada.

A quantificacdo dos derivados metilados ndo pode ser realizada por GC-MS dos
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derivados metilados. Nesta analise ocorreu uma percentagem de terminais nao
redutores muito maiores do que de ramificagbes, mesmo testando-se diferentes (3,
6, 9, 12, 15, 24 e 30 horas) tempos de hidrélise. Por isso, a quantificacdo foi
realizada, pela integracdo dos sinais referentes a cada uma destas unidades no
espectro de HSQC (Figura 12A), sendo os resultados demonstrados na Tabela 4.

Pode-se observar que os experimentos de RMN mono- e bidimensionais
confirmaram os dados de metilagcdo, indicando desta maneira uma
ramnogalactofuranana formada por unidades de Galf 2-O-, 6-O e 2,6-di-O-
substituidas, bem como por unidades terminais ndo redutoras de ramnose e
galactofuranose.

Uma discussao a respeito deste polissacarideo sera apresentada juntamente

com os polissacarideos presentes na fracdo K10, a qual sera descrita a seguir.

4.2 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS
POLISSACARIDEOS PRESENTES NA FRACAO K10

A fracdo K10 (5,5 g), obtida a partir da extracdo com KOH 10% (Figura 6)
apresentou, na analise da composicdo monossacaridica, principalmente a presenca
de galactose e glucose, com pequenas quantidades de ramnose, arabinose e
manose (Tabela 5). Pode-se observar que esta composicdo é semelhante aquela
observada para a fracdo W (Tabela 2).

A fracdo K10 também foi submetida ao processo de congelamento e degelo,
formando uma fracdo solavel (fracdo SK10) com 4,2 g de rendimento e um
precipitado (fracdo PK10), cujo rendimento foi de 0,99 g. Assim como para a fracao
W, pbde-se observar uma maior proporcao de polissacarideos sollveis em agua fria,
correspondendo a cerca de 76% do peso da fragcao K10.

Na analise da composicdo monossacaridica, a fracdo SK10 é composta
principalmente por galactose e glucose (Tabela 5). A presenca de alta concentragao
de glucose nesta fracdo também € devida a presenca de amilose, fato que foi
confirmado pela andlise de RMN-*C desta fragdo, a qual demonstrou o0s sinais

caracteristicos deste polimero de reserva (Figura 14A).
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TABELA 5: COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES ALCALINAS OBTIDAS DE
Myrmecia Biatorellae

Fracdes Composicdo monossacaridica (mol%)®
Rha Ara Man Gal Glc
K10 8,0 1,8 3,4 37,0 49,8
SK10 2,3 1,7 3,7 48,0 44,3
SK10-A 6,6 3,6 9,6 80,2 -
SK10-100R 4,0 3,5 4,5 88,0 -
SK10-50R 4,0 - - 96,0 -
PK10 24,0 2,0 4,0 49,0 21,0
PK10-A 18,3 - 54 62,7 12,9
PK10-SF 50 - - 95,0 -

#Por GLC, como acetato de alditdis, coluna DB-225.
Fonte: O autor (2012)

Para a remocdo da amilose, a fracdo SK10 foi tratada com a-amilase
originando a fracdo SK10-A (1,8 g), cuja andlise da composicdo monossacaridica
revelou elevada proporcdo de galactose (Tabela 5). Novamente pode-se observar
que este tratamento foi eficiente, pois houve o desaparecimento de glucose, bem
como pbde-se observar o desaparecimento dos sinais de amilose no espectro de
RMN-*C desta fracdo (Figura 14B). Uma comparacdo deste espectro com o da
fracdo SW-A (Figura 7B) demonstra que séao bastante semelhantes, com a presenca
dos mesmos picos, indicando que ambas as fracdes apresentam polissacarideos
com a mesma estrutura quimica, ou seja, as ramnogalactofurananas.

Em seguida foi realizada a analise por cromatografia de exclusdo estérica
(HPSEC) da fracdo SK10-A, a qual demonstrou a presenca dois picos com tempo de

eluicdo muito préximos (Figura 15A).
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FIGURA 14: ESPECTROS DE RMN-"°C DE (A) FRACAO SK10 (EM DMSO-ds, A 50 °C) E (B)
FRACAO SK10-A (EM D,O, A 50°C) OBTIDAS DE Myrmecia biatorellae,
(DESLOCAMENTOS QUIMICOS EM p.p.m.). Fonte: O autor (2012)

Para a purificacdo desta fracdo também foram realizadas sucessivas

ultrafiltracbes em membranas, com limites de exclusao decrescentes, de 300 kDa,

100 kDa e 50 kDa, conforme demonstrado na Figura 16. Pode-se observar que a

fracdo SK10-300R apresentou um perfil heterogéneo (Figura 15B), com a presenca

de 3 picos, indicando que nesta fracao existe ainda uma mistura de polissacarideos

e com alta massa molar. A fracdo SK10-100R apresentou um pico principal com um

pequeno ombro a direita, enquanto a fragdo SK10-50R apresentou apenas um pico,

indicando se tratar de uma amostra homogénea (Figura 15C). Foi, em seguida,
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realizada a determinacdo das massas molares destes polissacarideos, os quais
apresentaram valores de 114.000 Da e 139.000 Da para os polissacarideos

presentes nas fracfes SK10-100R e SK10-50R, respectivamente.
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FIGURA 15: PERFIL DE ELUICAO CROMATOGRAFICO (HPSEC) DE (A) FRACAO SK10-A, (B)
FRACAO SK10-300R E (C) DAS FRACOES SK10-100R E SK10-50R, OBTIDAS DA
MICROALGA LIQUENICA Myrmecia biatorellae, UTILIZANDO DETECTOR DE iNDICE
DE REFRACAO. Fonte: O autor (2012)
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Fracdo SK10-A (1,4 9)
[
Ultrafiltracdo 300 kDa
[ ' |
SK10-300E SK10-300R (27 mg)
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| |
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1
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SK10-50R (155 mg) SK10-50E (340 mg)

FIGURA 16: FLUXOGRAMA DE PURIFICACAO ATRAVES DE ULTRAFILTRACAO EM
MEMBRANAS DA FRACAO SK10-A OBTIDA DA MICROALGA LIQUENICA Myrmecia
biatorellae. A LETRA R INDICA QUE A FRACAO FOI RETIDA NA MEMBRANA,
ENQUANTO QUE A LETRA E INDICA ELUIDA DA MEMBRANA. Fonte: O autor (2012)

A analise da composicdo monossacaridica destas fracdes (Tabela 5)
demonstra que a fracdo SK-50R é composta apenas por galactose e ramnose,
enquanto que a fracdo SK10-100R é composta por galactose, ramnose, arabinose e
manose.

As fragbes SK10-100R e SK10-50R foram, em seguida, analisadas por RMN-
13C, e os seus espectros estdo mostrados na Figura 17A e B, respectivamente.
Pode-se observar que as duas fraces apresentam espectros de RMN-3C bastantes
similares, indicando a presenca de ramnogalactofurananas com estruturas quimicas
semelhantes. Da mesma maneira, uma comparacdo destes espectros com o0
espectro de RMN-'3C da fracdo SW-50R (Figura 10B) demonstra a presenca dos
mesmos picos, mas com pequenas diferencas de intensidades. Isto se deve
provavelmente a presenca, na fracdo SK10-50R, das mesmas unidades de
galactofuranose e ramnose presentes na fracdo SW-50R, ou seja, Galf e Rhap

terminais, Galf 2-O-, 6-O e 2,6-di-O-substituidas, mas presentes em percentagens
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diferentes. Para o detalhamento da estrutura quimica fina da ramnogalactofuranana

presente na fragdo SK10-50R foi realizado o processo de metilagao (Tabela 6).
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FIGURA 17: ESPECTROS DE RMN-"C DE (A) FRACAO SK10-100R E (B) FRACAO SK10-50R
OBTIDAS DE Myrmecia biatorellae, (EM D,O, A 50 °C, DESLOCAMENTOS
QUIMICOS EM p.p.m.). Fonte: O autor (2012)
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TABELA 6: ANALISE DE METILACAO DA FRACAO SK10-50R OBTIDA DA MICROALGA Myrmecia
biatorellae.

Acetato de alditois parcialmente

~ a : b
O-metilados Fracao (%) Tipo de ligacdo
2,3,4-Mez-Rha 53 Rhap-(1—
2,3,5,6-Me,-Gal 4,3 Galf-(1—
3,5,6-Me;z-Gal 17,2 — 2)-Galf-(1—
2,3,5-Me;z-Gal 63,0 — 6)-Galf-(1—
3,5-Me,-Gal 10,2 —2,6)-Galf-(1—

% % obtida pela integracdo dos respectivos sinais no espectro de HSQC.
® Baseado no derivado O-metilalditol acetato.
Fonte: O autor (2012)

A analise de metilacdo da fracdo SK10-50R demonstrou a presenca dos
mesmos derivados presentes na fragcdo SW-50R, apenas com pequenas diferencas
com relacdo a quantidades das unidades de Galf 2-O- e 6-O-substituidas, indicando
a presenca de ramnogalactofurananas similares.

A fracdo insolivel em &gua fria (PK10), obtida pelo procedimento de
congelamento/degelo da fracdo K10 possui em sua composicdo monossacaridica
elevadas propor¢cbes de galactose, ramnose e glucose, além arabinose, xilose e
manose em menores propor¢cdes (Tabela 5). Como observado para as fracfes
sobrenadantes do processo de congelamento/degelo, a presenca de glucose na
fracdo PK10, se da devido a presenca de amilose. Desta maneira, esta fracdo foi
tratada com a-amilase, dando origem a fragdo PK10-A.

A fracdo PK10-A é composta basicamente por galactose e ramnose (Tabela
5), com pequenas propor¢des de manose e glucose. O seu espectro de RMN-*3C
estd demonstrado na Figura 18A e apresenta 6 sinais principais, 0s quais podem ser
atribuidos as unidades de B-galactose na conformacéo furanosidica, devido ao seu
sinal de C-1 em & 107,1. Os demais sinais aparecem em & 81,7; 80,9; 80,7; 70,3 e
63,0. O sinal em & 63,0 pode ser atribuido ao C-6 livre das unidades de p-D-Galf. Os
sinais de C-1 das unidades de ramnose podem ser vistos em & 100,9 e 101,7,
enquanto que os seus sinais de C-6 podem ser vistos em & 17,7. Com o objetivo de

purificar esta amostra, foi realizada a precipitacdo com reativo de Fehling, dando
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origem a fracdo PK10-SF, a qual ficou solavel neste tratamento. Essa fragdo néo foi
submetida ao processo de purificagdo por ultrafiltracdo por ndo ser solivel em agua.

A fracdo PK10-SF é composta basicamente por galactose, com pequena
proporcdo de ramnose (Tabela 5). O seu espectro de RMN-'3C est4 demonstrado na
Figura 18B e apresenta os 6 sinais principais referentes a galactofuranose. Uma
comparacao destes sinais com dados da literatura (S@RUM et al.,1997; AHRAZEM
et al., 2001; PERRY e MACLEAN, 2004; LEMERCINIER e JONES, 2005) indica
provavelmente que as unidades de B-Galf estdo (1—3)- ligadas. Sinais de C-1 de
pequena intensidade referentes as unidades de ramnose podem ser observados em
0 101,0 e 101,8, enquanto que os seus sinais de C-6 podem ser vistos em & 17,6 e
17,9.
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FIGURA 18: ESPECTROS DE RMN-“C DE (A) FRACAO PK10-A E (B) FRACAO PK10-SF
OBTIDAS DE Myrmecia biatorellae (EM DMSO-ds, A 50 °C, DESLOCAMENTOS
QUIMICOS EM p.p.m.). Fonte: O autor (2012)
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A fim de estabelecer os deslocamentos quimicos de **C e 'H e confirmar o
tipo de ligacdo das unidades de galactofuranose foram utilizadas as técnicas de
RMN bidimensional COSY e HSQC. No experimento COSY (Figura 19), foi possivel
assinalar todos os sinais de hidrogénios. O sinal de H1 (6 5,08) correlacionou com o
sinal de H2 (d 4,06), e este com H3 (6 4,16). O sinal de H4 (& 3,96) se correlacionou
com o sinal de H5 (6 3,72) e este com o sinal de H6 (6 3,56).

ApOs o assinalamento, os resultados foram lancados no espectro de HSQC e
desta forma os sinais de carbono também puderam ser assinalados (Figura 20,
Tabela 7). Estes experimentos confirmaram que as unidades de galactofuranose
estdo (1—3)-ligadas, devido a presenca do sinal de C-3 em campo baixo em 81,7
ppm, indicando O-substituicdo (SRUM et al.,1997; AHRAZEM et al., 2001; PERRY
e MACLEAN, 2004; LEMERCINIER e JONES, 2005).
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FIGURA 19: ESPECTRO DE COSY (RMN-'H/'H) DA FRAGAO PK10-SF, EM DMSO-ds A 50 °C.
DESLOCAMENTOS QUIMICOS (8) EXPRESSOS EM p.p.m. Fonte: O autor (2012)
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FIGURA 20: ESPECTRO DE HSQC (RMN “*C/*H) DA FRAGCAO PK10-SF, EM DMSO-ds A 50 °C.
DESLOCAMENTOS QUIMICOS (8) EXPRESSOS EM p.p.m. Fonte: O autor (2012)

TABELA 7: DESLOCAMENTOS QUIMICOS (5 PPM) DE RMN *C E 'H OBTIDOS PARA AS
UNIDADES DE GALACTOFURANOSE DA FRAGCAO PK10-SF

Unidadede He C BC () H ()

H1/C1 107,2 5,08
H2/C2 80,7 4,06
H3/C3 81,7 4,16
H4/C4 80,9 3,96
H5/C5 70,3 3,72
H6/C6 63,0 3,56

Fonte: O autor (2012)

Para um detalhamento da estrutura quimica da ramnogalactofuranana presente
na fracdo PK10-SF foi realizada a analise de metilagdo (Tabela 8). Esta indicou
como principal derivado o 2,5,6-Mes-Gal, confirmando que as unidades de galatose

estdo na forma furanosidica e (1—3)-ligadas, formando a cadeia principal da
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ramnogalactofurana. Esta é ramificada em O-6 em aproximadamente 6,0% de suas
unidades, devido a presenca do derivado 2,5-Me,-Gal. As cadeias laterais sao
formadas por unidades de ramnose 2-O- e 2,4-di-O-substituidas, as quais se
apresentam substituidas por terminais ndo redutores de B-D-Galf (2,3,5,6-Me;-Gal,
9%). Desta maneira, pode-se verificar que a ramnogalactofuranana presente na
fracdo PK10-SF de Myrmecia biatorellae apresenta uma estrutura semelhante a

mostrada na Figura 21.

TABELA 8: ANALISE DE METILAC}AO DA FRA(;AO PK10-SF OBTIDA DA MICROALGA Myrmecia
biatorellae.

Acetato de alditois parcialmente

x a : .
O-metilados Fracéo (%) Tipo de ligagéo
3,4Me; Rha 4,0 — 2)-Rhap-(1—

2,3,5,6-Me,-Gal 9,0 Galf-(1—

3-Me-Rha 1,0 — 2,4)-Rhap-(1—
2,5,6-Me;-Gall 80,0 — 3)-Galf-(1—
2,5-Me,-Gal 6,0 —3,6)-Galf-(1—

# 9% da area do pico do O-metilalditol acetato em relacéo as areas totais dos picos, determinada por GC-MS.
® Baseado no derivado O-metilalditol acetato.
Fonte: O autor (2012)

B-Galf-(1>3)-  -B-Galf-(1—3)-
A 6
R= 2-O-,24-di-O-Rhap,
0 Galf-(1—
1
R
B

FIGURA 21: ESTRUTURA PROPOSTA PARA A RAMNOGALACTOFURANANA PRESENTE NA
FRACAO PK10-SF DE Myrmecia biatorellae. Fonte: O autor (2012)
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Devido aos escassos relatos na literatura sobre polissacarideos de microalgas
envolvidas em simbiose liquénica, ndo se torna possivel uma ampla discusséo.

Com relacdo aos polissacarideos relatados para os fotobiontes liquénicos, €&
possivel observar que as ramnogalactofurananas presentes nas fracbes SW-50R,
SK10-50R e PK10-SF de Myrmecia biatorellae apresentam uma estrutura diferente
da manogalactana presente em Coccomyxa mucigena (CORDEIRO et al., 2010) e
das galactofurananas presentes em Trebouxia, as quais apresentam uma cadeia
principal formada por unidades de Galf (1—5)-ligadas (CORDEIRO et al., 2005,
RUTHES et al., 2008).

Por outro lado, a ramnogalactofuranana presente na fracdo PK10-SF apresenta
uma estrutura relacionada com a ramnogalactofuranana de Asterochloris sp, descrita
por Cordeiro et al. (2007). Esta também apresenta uma cadeia principal constituida
por unidades de Galf (1—3)- ligadas, com ramificacdo em C-6 em aproximadamente
6,4% das unidades. Entretanto, suas cadeias laterais apresentam unidades de Galf
5-O- e 6-O-substituidas, bem como unidades de Rhap 2-O, 3-O e 2,3-di-O-
substituidas. Os terminais ndo redutores eram compostos por xilose e
galactofuranose. Ndo é possivel uma comparacdo das ramnogalactofurananas
sollveis em agua fria de Myrmecia e Asterochloris, pois estes polissacarideos ainda
nao foram publicados para este ultimo género.

Véarios estudos empregaram a estrutura de polissacarideos na
quimiotaxonomia de varios géneros de fungos liquenizados (TEIXEIRA et al., 1995;
WORANOVICZ-BARREIRA et al., 1999a,b; STUELP et al., 1999, CARBONERO et
al., 2001, 2002, 2005; CORDEIRO et al, 2003; PRIETO et al., 2008).
Interessantemente, se observarmos a arvore filogenética (Figura 22) de clordfitas
liquenizadas e de vida livre presente em Nash Il (2008) pode-se verificar que as
algas do género Myrmecia se aninham com as algas do género Asterochloris,
indicando que elas estdo muito proximas evolutivamente. Fato este que pdde ser

corroborado pela semelhanca na estrutura de suas ramnogalactofurananas.
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FIGURA 22: ARVORE FILOGENETICA DOS FOTOBIONTES E ALGAS NAO LIQUENIZADAS
CLOROFITAS BASEADA NA ANALISE DAS SEQUENCIAS DO 18S rDNA. FONTE:
NASH I11 (2008).
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Estes polissacarideos ricos em galactofuranose encontrados em Trebouxia,
Asterochloris e agora também em Myrmecia sédo polissacarideos Unicos em algas.
Galactofurananas foram extraidas de paredes celulares de varias espécies de
fungos, como por exemplo Penicillium (PARRA et al. 1994), Eupenicillium (LEAL et
al. 1993), Neosartorya (LEAL et al. 1995), Aspergillus (LEAL et al . 1992) e
Guignardia (SASSAKI et al. 2002b). Estas p-galactofurananas fangicas apresentam,
entretanto, unidades de Galf (1—5)- e/ou (1—6)-ligadas, ndo apresentando unidades
de Galf (1—2)-ligadas, como observadas em Myrmecia biatorellae.

Além disso, residuos de galactofuranose séo citados como estruturas-chave
envolvidas no mecanismo de reconhecimento e ou invasao por parasitas em seus
hospedeiros (LEVERY et al., 1998). Em relacdo a simbiose liguénica, como citado
na introducao, a superficie da parede celular do fotobionte pode ser importante na
interacdo entre os simbiontes, uma vez que lectinas produzidas pelo micobionte,
localizadas na parede celular, foram encontradas interagindo com ligantes
especificos na parede celular das algas (BUBRICK et al., 1980, 1981, 1983). Essas
lectinas parecem ser capazes de distinguir entre algas compativeis e incompativeis,
agindo como proteinas de reconhecimento quando uma alga compativel tem um
receptor especifico na parede celular, mas produzindo deterioracdo e morte celular
guando este receptor estd ausente (MOLINA et al., 1998). Além disso, de acordo
com Fontaniella et al. (2004), o monossacarideo reconhecido pelas lectinas naturais
de liguens é a galactose, embora os autores nao especifiquem entre Galp ou Galf.
Como pode ser observado na literatura e neste estudo, todos os fotobiontes
estudados até a presente data (Trebouxia, Asterochloris, Coccomyxa e Myrmecia)
apresentaram polissacarideos ricos em galactose, e poderiam estar envolvidas no
processo de reconhecimento entre os simbiontes. Contudo, experimentos para
confirmacéo desta hipétese precisam ser realizados.

Interessante notar, que embora poucos fotobiontes tenham sido estudados
quanto aos seus polissacarideos, foi encontrada uma grande variedade de
estruturas quimicas, ressaltando que este campo da liquenologia € muito rico e deve

ser amplamente explorado.
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4.3 ACAO DA FRACAO SK10-A EM MODELO DE SEPTICEMIA INDUZIDA POR
LIGADURA E PERFURACAO DO CECO.

Galactofuranoses estdo ausentes em plantas e mamiferos, sendo
amplamente encontradas como componentes da parede celular de inameros
microorganismos, especialmente naqueles patogénicos aos homens. Quando na
superficie de bactérias, fungos e protozoarios, as galactofuranoses estdo associadas
ao aumento da viruléncia, proliferacdo e disseminacdo destes patdogenos no
hospedeiro (BARRETO-BERGTER et al., 1983; SUZUKI et al., 1997; LEVERY et al.,
1998; SASSAKI et al., 2002). Como exemplo, foi demonstrado que a viruléncia dos
parasitas Trypanosoma cruzi e Leishmania spp esta relacionada aos
galactofuranosidios presentes em glicoconjugados de superficie (PEDERSEN e
TURCO, 2003).

Além disso, as galactofuranoses tém sido relatadas como potentes moléculas
antigénicas, capazes de deflagrar uma rapida resposta imune inata, tanto in vitro
quanto in vivo (ARRUDA et al. 1989; PEDERSEN e TURCO, 2003; SASSAKI et al.
2011).

Interessantemente, galactofuranoses foram encontradas nas microalgas
liquénicas Trebouxia e Asterochloris (CORDEIRO et al., 2005, 2007 e 2008). A
manogalactofuranana de Trebouxia induziu a ativacdo dos macrofagos em todas as
concentracfes testadas (1 a 150 yg/mL) e na concentracdo de 150 ug/mL, este
polissacarideo foi capaz de ativar cerca de 63,9% das células incubadas, o que
corresponde ao um aumento de 60% em relacédo ao grupo controle. Neste estudo,
também foi verificado que todas as concentracdes da manogalactofuranana testadas
causaram alteracdes morfolégicas nos macrofagos (CORDEIRO et al. 2008).

Como visto acima nas secfes 4.1 e 4.2, os polissacarideos de Myrmecia
biatorellae sdo ricos em galactofuranoses. Desta maneira, decidiu-se testar a acao
destes polissacarideos em um modelo de sepse murino, no qual os macréfagos
apresentam um papel muito importante. Foi escolhida a fracdo SK10-A, pois
apresenta uma mistura de galactofurananas e com rendimento suficiente para a
realizagédo dos ensaios biologicos.

A sepse € definida como uma reacdo inflamatéria aguda sistémica,

normalmente decorrente de uma infecgcao bacteriana generalizada. Apresenta alta
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letalidade e pode ter origem em inUmeras causas como pneumonia, apendicite,
gueimaduras, complicacdes de cirurgias abdominais, lesdo no trato intestinal por
instrumentos perfurocortantes e infeccbes hospitalares. Por meio da circulacao
sanguinea, os microorganismos infectantes (fungos, protozoarios ou bactérias e
suas toxinas) atingem os tecidos e causam danos a diversos sistemas organicos,
especialmente o cardiovascular, hepatico, renal e respiratério. Os microorganismos
ativam os macrofagos, os quais amplificam a resposta inflamatéria por meio da
liberacdo de mediadores inflamatorios como o 6xido nitrico, os eicosanoides, e as
citocinas pro-inflamatoérias, especialmente o TNF- a (fator de necrose tumoral — a) e
a IL-1B (interleucina - 1 B). Esta cascata inflamatdria sistémica resulta no
recrutamento intenso de leucécitos polimorfonucleares para varios tecidos (mesmo
agueles distantes do foco da infeccdo), lesionando-os, causando faléncia mduiltipla
dos 6rgéaos e consequente morte (SPRONK et al., 2004; BONE, 1991).

Desta maneira, neste experimento, 0 aumento da mortalidade por sepse nos
animais tratados com os polissacarideos constitui um forte indicativo de atividade
pré-inflamatéria dos mesmos.

Em nosso estudo, a sepse foi induzida por ligadura e perfuragdo do ceco
(cecal ligation and puncture — CLP). Este modelo tem relevancia clinica, uma vez
que se assemelha a sepse produzida por traumas com perfuragdes intestinais ou
colite poOs-operatéria em humanos (BURAS et al, 2005). Para efeitos de
comparacao da mortalidade, foram providenciados 3 grupos: (a) falso-operado; (b)
grupo controle com sepse e (c) grupo de animais com sepse e tratados com 0s
polissacarideos. O tratamento foi mantido durante os sete dias seguintes a cirurgia.
Neste periodo, a mortalidade dos animais foi quantificada a cada 12 horas.
Posteriormente, as mortalidades dos diferentes grupos foram comparadas entre si.
Os dados obtidos encontram-se expressos na Figura 23. Pode-se observar que a
simples abertura da cavidade abdominal, seguida da exposi¢cdo da valvula ileocecal
dos animais ndo causa a sepse. Portanto, todos os animais do grupo falso-operado
se mantiveram vivos durante todo o periodo de observacdo. Ao contrario, 0s animais
cuja valvula ileocecal foi perfurada (grupo controle com sepse), desenvolveram a
sepse e apresentaram uma mortalidade acentuada. Neste grupo, a letalidade
correspondeu a 100% para o periodo de 60 horas ap6s a CLP. No grupo tratado

com a fracdo SK10-A (50 mg/kg), houve um aumento significante da letalidade em
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relacdo ao grupo controle, correspondente a 30 e 10% respectivamente para oS
periodos de 24 e 36 h.

100 00— 00— 00— 00— 000000
—— Falso - operado

—#— Confrole com sepse
—— SK10-A 50 mg/kg s.c.

% Sobrevivéncia
on =
— [ ]
| |

[\%]
o
1

[==]
=

24 48 72 98 120 144 168
Horas apés CLP

FIGURA 23. CURVA DE LETALIDADE EM MODELO DE SEPSE EM ANIMAIS TRATADOS OU NAO
COM A FRAGCAO SK10-A DE Myrmecia biatorellae. OS ANIMAIS FORAM TRATADOS
DIARIAMENTE COM SALINA (CONTROLE) OU COM A FRACAO SK10-A NA DOSE
DE 50 mg/Kg, PELA VIA SUBCUTANEA. O TRATAMENTO FOI INICIADO NO
MOMENTO DA CIRURGIA DE INDUGCAO DA SEPSE E FOI REPETIDO NOS SETE
DIAS SEGUINTES, QUANDO A LETALIDADE DOS ANIMAIS FOI MENSURADA A
CADA 12 HORAS. UM GRUPO FALSO-OPERADO FOI PROVIDENCIADO PARA
COMPROVAR QUE A SIMPLES EXPOSICAO DA VALVULA ILEOCECAL, SEM
PERFURACOES, NAO CAUSA A SEPSE NEM MORTALIDADE. * INDICA P < 0,05.
Fonte: O autor (2012)

O aumento da mortalidade causado pelos polissacarideos de Myrmecia
biatorellae nos indica que estes polimeros podem interferir na reacéo inflamatéria
gue ocorre na sepse. A presenca confirmada das galactofuranoses nos fornece uma
importante explicagdo para o aumento da mortalidade. A capacidade imunogénica
descrita para polimeros contendo galactofuranoses, sugere que estas unidades
funcionam como um amplificador da resposta pro-inflamatéria decorrente da sepse.
Provavelmente, as ramnogalactofurananas de M. biatorellae estdo estimulando os
macrofagos, que sédo considerados a primeira linha de defesa do organismo. Estas
células, através da liberacdo de varios mediadores, dentre eles os radicais livres e
citocinas, tentam eliminar os patdogenos. Entretanto, baseados na literatura cientifica,

0S macrofagos ativados sdo capazes de recrutar leucocitos para fortalecer o
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combate ao agressor exdgeno. Dentre os leucdcitos, os neutrofilos sdo os mais
envolvidos e desempenham um papel primordial na patogénese da sepse. Sua
migracao intensa para diversos tecidos (mesmo aqueles distantes do foco da sepse)
geram lesbes devido a liberacdo intensa de radicais livres no local.
Consequentemente, estas lesdes dos tecidos se intensificam, especialmente quando
associadas a outras complicacdes (por exemplo, ativacdo da cascata de coagulacao
sanguinea). Esta sequéncia de eventos leva a uma faléncia multipla de 6rgaos e

consequente morte dos animais sépticos (COHEN, 2002).

5 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

A partir da fragdo W foram purificadas quatro fracbes, denominadas SW-
100R, SW-50R, SW-30R e SW-10R. Estas fracOes apresentavam
ramnogalactofurananas com estruturas semelhantes, mas com massas molares
diferentes, a saber 647.600 Da, 211.000 Da, 170.000 Da e 108.000 Da,

respectivamente.

A ramnogalactofuranana presente na fracdo SW-50R foi estruturalmente
caracterizada por andlises de metilacdo e ressonancia magnética nuclear mono-
(RMN-'3C, DEPT-135) e bidimensionais (COSY, HSQC e HSQC acoplado) e
apresentou cadeia principal formada provavelmente por unidades de Galf (1—6)-
ligadas, podendo ser substituidas em O-2 por unidades de Galf (1—2)-ligadas ou por

unidades terminais néo redutoras de ramnose e galactofuranose.

A fracdo SK10-A, obtida do tratamento de congelamento/degelo da fracéo
alcalina K10 e apdés remocdo de amilose, apresentou uma mistura de
ramnogalactofurananas com diferentes massas molares e com estrutura semelhante

a ramnogalactofuranana presente na fracdo SW-50R.
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A partir da fragdo PK10, obtida do tratamento de congelamento/degelo da
fracdo alcalina K10, foi purificada uma ramnogalactofuranana insolivel em agua fria.
Esta apresenta uma cadeia principal formada por unidades de B-Galf (1—3)-ligadas,
as quais sao substituidas em O-6 (cerca de 6,0%) por cadeias laterais constituidas
por unidades de ramnose 2-O- e 2,4-di-O-substituidas. Os terminais ndo redutores

sao formados por unidades de p-D-Galf.

A fracdo SK10-A foi testada em um modelo de sepse murino e causou um
aumento significativo da letalidade em relacdo ao grupo controle, na dose de 50
mg/kg. Este aumento da mortalidade por sepse nos animais tratados com o0s
polissacarideos constituiu um forte indicativo de atividade pré-inflamatoria dos
mesmos. Provavelmente, as ramnogalactofurananas de M. biatorellae estdo agindo

sobre os macrofagos, estimulando-os.
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