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RESUMO

Entre os polissacarideos sintetizados pela parede celular das algas vermelhas estédo
as galactanas sulfatadas (agaranas e carragenanas). Este trabalho teve como
objetivo principal modificar quimicamente a estrutura das carragenanas kappa, iota e
theta, através de sulfatacGes seletivas e persulfatacdo, para a realizacdo de um
estudo comparativo de atividade anticoagulante. As carragenanas kappa, iota e
lambda foram extraidas a quente, das algas Kappaphycus alvarezii, Eucheuma
denticulatum e Gigartina skottsbergii, respectivamente. Apds a extracdo, 0S
polissacarideos foram precipitados com 3 volumes de etanol. Os polissacarideos de
Kappaphycus alvarezii (K) foram submetidos a tratamento com KCI| 0,1 M para a
separacdo da kappa-carragenana, gerando a fracdo K-01; os de Eucheuma
denticulatum (E) foram submetidos a tratamento alcalino para a ciclizacdo das
unidades D2S,6S, pertencentes ao precursor nu-carragenana, em DA2S da iota-
carragenana, gerando a fracdo IC; os de Gigartina skottsbergii (G) foram
submetidos a tratamento com KCI 0,8 M, para a separacédo da lambda-carragenana
(G-08), e em seguida a um tratamento alcalino para a ciclizacdo das unidades
D2S,6S de lambda-, em DA2S de theta-carragenana, gerando a fracdo TC. A fracao
K-01(G4S-DA) foi submetida a sulfatacdo seletiva em C6, produzindo a fracdo K-
016S com 55% da diade G4S,6S-DA e grau de sulfatacdo 2,0. Em outro
procedimento de sulfatacao seletiva, a fracdo K-01 foi submetida previamente a uma
esterificacdo com o grupo pivaloila para a protecédo da hidroxila de C6, produzindo a
fracdo K-O1lE. Em seguida essa fracdo foi sulfatada e tratada com NaOH para a
desprotecao da hidroxila de C6, produzindo a fracdo K-O1ES constituida de 40% da
diade G2S,4S-DA2S e grau de sulfatacdo 3,2. A fracdo K-01 foi submetida a uma
persulfatacdo, produzindo a fracdo K-010S, constituida por 81% da diade
G2S,4S,6S-DA2S e grau de sulfatagcdo 3,8. A fracdo K-0O1 foi dessulfatada,
produzindo a fracdo KD constituida por 78% da diade G-DA e grau de sulfatacao
0,14. A fracdo KD foi submetida a sulfatacédo seletiva em C6, gerando a fracdo KD-
6S (G6S-DA). A fracdo IC (G4S-DA2S) foi submetida a sulfatacdo seletiva em CB6,
produzindo a fracdo IC-6S constituida por 73% da diade G4S,6S-DA2S e grau de
sulfatacdo de 2,4. A fracdo TC foi submetida a sulfatacdo seletiva em C6,
produzindo a fracdo TC-6S constituida por 33% da diade G2S,6S-DA2S e grau de
sulfatacao de 2,6. A atividade anticoagulante das fragbes nativas e das modificadas
guimicamente foram avaliadas in vitro através do teste de tromboplastina parcial
ativada (APTT). Todas as fragbes modificadas quimicamente apresentaram atividade
anticoagulante dose-dependente, superior a das fracdes nativas, exceto a KD que foi
submetida a um processo de dessulfatacdo. Para se ter um grande efeito
anticoagulante, sem efeito pré-coagulante, sdo necessarios grupos sulfato
adequadamente posicionados em C2, C4 e C6 da unidade de -D-galactopiranose e
em C2 da unidade de 3,6-a-D-anidrogalactopiranose. A fragcdo K-01OS possui estes
requisitos e exibiu o maior efeito anticoagulante entre todas as fragdes.

Palavras-chave: Polissacarideos. Galactanas sulfatadas. Carragenanas. Sulfatacédo
seletiva. Persulfatacdo. Atividade anticoagulante.



ABSTRACT

Among the polysaccharides synthesized by cell walls of red algae are the sulfated
galactans (carrageenans and agarans). The aim of this work is to chemically modify
the structure of kappa-, iota and theta-carrageenan, using a methodology of selective
sulfation and oversulfation. The modified molecules were tested in a trial of
anticoagulant activity. These algae were extracted from Kappaphycus alvarezii,
Eucheuma denticulatum and Gigartina skottsbergii, respectively. After extraction, the
polysaccharides were precipitated with 3 volumes of ethanol. The polysaccharides of
Kappaphycus alvarezii (K) were treated with KCI 0.1 M for the separation of kappa-
carrageenan, getting a fraction named K-01; those of Eucheuma denticulatum (E)
were subjected to alkaline treatment for cyclization of the units D2S,6S, belonging to
the precursor nu-carrageenan, in DA2S of iota-carrageenan. This procedure yielded
a fraction named IC; and the polysaccharides of Gigartina skottsbergii (G) were
treated with KCI 0.8 M for the separation of lambda-carrageenan (G-08) and then to
an alkaline treatment for the cyclization of units D2S,6S of lambda-, in DA2S of theta-
carrageenan, generating a fraction named TC. K-01 (G4S-DA) was submitted to
selective sulfation at C6, producing K-016S with 55% yield in the dyad G4S,6S-DA
and with degree of sulfation around 2.0. In another procedure for selective sulfation,
K-01 was submitted prior to an esterification reaction with pivaloyl for protection of
the C6 hydroxyl, producing a fraction named K-O1lE.Then this fraction was over
sulfated and treated with NaOH for elimination of pivaloyl, producing the fraction K-
01ES, comprised 40% vyield of the dyad G2S,4S-DA2S and degree of sulfation 3.2.
K-01 was submitted to a oversulfation, producing K-010S, consisting for 81% yield of
dyad G2S,4S,6S-DA2S and degree of sulfation 3.8. K-01 was desulfated, producing
a fraction named KD, consisting of 78% yield of the dyad G-DA and degree of
sulfation 0.14. KD was subjected to selective sulfation at C6, generating a fraction
named KD-6S (G6S-DA). IC (G4S-DA2S) underwent selective sulfation at C6 of
G4S, producing IC-6S fraction consisted of 73% vyield of the dyad G4S,6S-DA2S and
degree of sulfation of 2.4. TC was subjected to selective sulfation at C6 of G2S,
producing TC-6S, comprises 33% vyield of the dyad G2S,6S-DA2S and degree of
sulfation 2.6. The anticoagulant effects of native and chemically modified fractions
were evaluated, in vitro, by activated partial thromboplastin time (APTT) test. All
chemically modified fractions exhibited dose-dependent anticoagulant effect, higher
than native, except for the KD, which was submitted to a desulfation process. To
have a high anticoagulant effect, without pro-coagulant effect, sulfate groups suitably
positioned in C2, C4 and C6 of the unit of B-D-galactopyranose and in C2 of the unit
of 3,6-a-D-anidrogalactopiranose are needed. The K-010S fraction exhibited the
highest anticoagulant effect of all fractions.

Key-words: Polysaccharides. Sulfated galactans. Carrageenans. Selective sulfation.
Over sulfation. Anticoagulant effect.
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1 INTRODUCAO

As algas vermelhas (Rhodophyta) sdo a principal fonte nao-animal de
polissacarideos sulfatados encontrada na natureza. Seus principais produtos de
extragdo sdo as galactanas sulfatadas (agaranas e carragenanas), largamente
exploradas comercialmente pelas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica,
em virtude de suas propriedades geleificantes e viscosificantes. Nas Ultimas
décadas, estudos tém demonstrado que além das propriedades fisico-quimicas,
esses hiopolimeros exibem valioso potencial farmacol6gico, com destaque para as
atividades antioxidante (ZHANG et al. 2010), antitumoral (ZHOU et al. 2006), antiviral
(DUARTE et al. 2004; TALARICO et al. 2007), e anticoagulante (FARIAS et al. 2000;
SILVA et al. 2010). O tipo de atividade bioloégica e as propriedades fisico-quimicas
atribuidas as galactanas sulfatadas estdo intrinsecamente relacionados as suas
caracteristicas estruturais, como por exemplo, o padrdo de substituicdo por grupos
éster sulfato, que lhes confere carater aniénico, favorecendo a sua interacdo com
moléculas carregadas positivamente como proteinas, proteoglicanas e acidos
nucléicos (KRENTSEL et al. 1997). Variacbes na massa molecular, no tipo de
ligacdo glicosidica e no posicionamento dos grupamentos sulfato também
contribuem para o aumento da atividade biolégica ou para a melhoria das
propriedades fisico-quimicas relacionadas a estes polimeros.

Dentre as diferentes atividades bioldégicas relatadas para estes
polissacarideos, a atividade anticoagulante é uma das mais pesquisadas em virtude
da busca por um substituto para a heparina, polissacarideo sulfatado com atividade
anticoagulante, amplamente utilizado na prevengcdo e tratamento de trombose
venosa, que tem seu uso limitado por causar efeitos indesejaveis em seus USUArios,
além do risco de contaminacao viral devido a sua origem animal (MESTECHKINA,;
SHCHERBUKHIN, 2010). Essa busca abriu um novo campo de pesquisa na area de
sintese de carboidratos e as galactanas sulfatadas apresentam inimeras vantagens
como a sua abundancia na natureza, a diversidade de padrbes estruturais, a
extracdo em meio aquoso através de metodologias simples, sem agressdo ao meio
ambiente e a um baixo custo, além de serem isentos de patégenos animais.

Diante disso, a proposta desse trabalho foi extrair e purificar a kappa-, a iota-

e a lambda-carragenana, obtidas das espécies de algas vermelhas Kappaphycus
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alvarezii, Eucheuma denticulatum e Gigartina skottsbergii, respectivamente, e
promover modificagdes quimicas em suas moléculas, através de reacgbes de
sulfatacdo regiosseletivas e persulfatacdo, com o intuito de obter, em laboratério,
novas estruturas com diferentes graus de sulfatacdo e posicionamento do
grupamento sulfato para em seguida realizar um estudo comparativo da atividade

anticoagulante, in vitro, entre as estruturas nativas e quimicamente modificadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALGAS VERMELHAS

As algas sé@o organismos tipicamente aquaticos e com estrutura menos
complexa do que as plantas superiores (GRAHAM; WILCOX, 2000), estando
largamente distribuidas no ambiente, em especial no habitat marinho. Elas
representam um grupo abrangente de organismos fotossintetizadores e avasculares,
gue ndo apresenta 6rgdos nem sistemas especializados e possui suas estruturas
reprodutivas desprotegidas (criptogamia), além de serem desprovidas de flores e
sementes (SOUTH; WHITTICK, 1987). Por ndo apresentarem uma estrutura vegetal
diferenciada em raiz, caule e folhas, sdo denominadas talofitas ou plantas inferiores
(VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1989).

As trés principais divisdes de macroalgas marinhas sdo a Phaeophyta (algas
marrons), Chlorophyta (algas verdes) e Rhodophyta (algas vermelhas) que juntas
compreendem 7000 espécies (RORRER; CHENEY, 2004). A parede celular dessas
espécies é constituida por dois componentes principais: um fibrilar que forma o
esqueleto da parede e um amorfo que constitui a matriz. A matriz pode
compreender até 70% do peso seco da parede celular e geralmente possui uma
composicdo variada de polissacarideos sulfatados como os alginatos nas algas
marrons e agaranas e carragenanas nas algas vermelhas, correspondendo aos
principais polissacarideos de algas, comercialmente explorados (RAVEN; EVERT,;
EICHHORN, 2001; LEE, 1989).

A divisdo Rhodophyta (algas vermelhas) constitui um dos mais antigos grupos
de algas eucarioticas, representadas em apenas uma classe (Rhodophyceae) que
se divide em duas subclasses (Bangioideae e Florideae). As Rhodophyta abrangem
cerca de 5500 espécies, espalhadas em cerca de 600 géneros, dos quais 20
compreendem representantes de agua doce e 10 contém plantas unicelulares,
sendo assim a maioria dos géneros é composta de espécies pluricelulares marinhas
(VAN DEN HOEK; MANN; JAHNS, 1995).
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2.2 GALACTANAS SULFATADAS

As galactanas sulfatadas sdo polissacarideos de alta massa molecular
constituidos por galactose, extraidos do componente amorfo da parede celular de
espécies da maioria dos géneros da divisdo Rhodophyta. Estruturalmente sé&o
biopolimeros dispostos em cadeias lineares formados por unidades alternadas de [3-
D-galactopiranose, ligadas glicosidicamente atraves das posi¢coes 1 e 3 (unidades A)
e de a-galactopiranose ligadas glicosidicamente através das posicbes 1 e 4
(unidades B), formando uma estrutura dissacaridica repetitiva basica do tipo (AB)p,
conforme figura 1. As galactanas sulfatadas apresentam um variado padrdo de
substituicdo em sua unidade basica repetitiva, principalmente por grupos O-sulfato e
em menor grau por grupos O-metil e acetal de acido pirdavico, dentre outros, 0 que
Ihes confere uma ampla variabilidade estrutural (PAINTER, 1983; USOV, 1984).

A classificacdo das galactanas sulfatadas esta baseada na estereoquimica de
suas unidades 4-O-ligadas (Figura 1). Denomina-se agaranas as que possuem
configuracéo L- e carragenanas as que possuem configuracao D-. Frequentemente a
unidade B de agaranas e carragenanas se apresenta na forma de 3,6-
anidrogalactopiranose (PAINTER, 1983). Além das agaranas e carragenanas,
algumas ordens do filo Rhodophyta possuem algas que biossintetizam galactanas
com estruturas intermediarias as agaranas e carragenanas. Estas galactanas séo
denominadas de DL-hibridas. Neste tipo de estrutura, uma mesma molécula pode
apresentar a unidade B tanto na configuracdo D- quanto na L- (STORTZ: CEREZO,
2000).
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FIGURA 1 - ESTRUTURAS DISSACARIDICAS BASICAS DAS GALACTANAS
EXTRAIDAS DAS ALGAS VERMELHAS

R =H ou SOs
A OR i OR OR B
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. 0 OR OR o}
o) o OR
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A B A B
2.3 CARRAGENANAS

O termo carragenana deriva do galico “carraigeen” que significa alga ou do
nome “Carraghen”, distrito irlandés onde ha séculos se colhe a alga vermelha
Chondrus crispus. Tradicionalmente a populacdo desse distrito aquece essa alga
junto com o leite para a producao caseira de um flan. Nesse processo, a gelificacao
do leite ocorre através da interacdo dos grupamentos sulfato das carragenanas
presentes na alga e das cargas positivas da caseina, principal proteina do leite
(PEREIRA; MESQUITA, 2004).

As carragenanas correspondem a um grupo de galactanas sulfatadas obtidas
das algas vermelhas. Possuem propriedades fisico-quimicas como geleificante,
viscosificante e emulsificante, exploradas pelas industrias alimenticia, farmacéutica e
cosmeética (TOJO; PRADO, 2003). Os trés principais tipos de carragenanas
importantes sob aspecto econémico sdo a kappa, a iota e a lambda. A kappa (k) e a
iota (1) sdo carragenanas formadoras de gel, enquanto a lambda (A) é excelente
doadora de viscosidade (USOV, 1998). O mercado para estes ficocoléides vem

crescendo a uma taxa anual acima de 5%, indo de 5500 toneladas em 1970 a
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indices acima de 20.000 toneladas em 1995. Em 2003 foi de aproximadamente
35.000 toneladas com valor comercializado em torno de US$ 300 milhdes. Nos
altimos anos a demanda por carragenanas vem crescendo em ritmo ascendente no
mercado internacional com valor comercializado estimado em US$ 450 milhdes
(SAHU et al. 2011). Dados da producdo mundial de carragenofitas de 2007,
provenientes principalmente dos cultivos de Kappaphyccus alvarezii e Eucheuma
denticulatum das Filipinas, Indonésia e Tanzénia, atingiram a cifra de anual de 1,6
milhdes de toneladas, rendendo aproximadamente U$ 175milhdes, segundo a FAQO’s
(Food and Aquaculture Organization of United Nations). A producéo da industria de
carragenanas excedeu 50 mil toneladas entre 2007 e 2008, com valor superior a U$
600 milhdes, excluindo a producéo da China (BOUZON et al., 2009).

23.1.1 ESTRUTURA, CLASSIFICACAO E NOMENCLATURA DAS
CARRAGENANAS

Estruturalmente, as carragenanas sao galactanas sulfatadas de cadeia linear
formadas pela diade B-(1—3)-D-galactopiranose e a (1—4)-D-galactopiranose ou a
(1—4)-3,6—anidro-D-galactopiranose, unidas por ligacdo glicosidica, constituindo
assim uma unidade repetitiva, conforme figura 1(USQOV, 1984).

A classificacdo das carragenanas é feita em funcdo da quantidade e da
posi¢cdo dos grupamentos O-sulfato na molécula, bem como da presenca ou néo do
anel 3,6 anidro na unidade B (Tabela 1).

Rees (1963) introduziu um sistema de nomenclatura onde letras gregas séao
associadas as unidades repetitivas de carragenanas e estabeleceu que se tomando
como base o padrdo de sulfatacdo da unidade A das diversas carragenanas ja
descritas, pode-se agrupa-las em quatro familias diferentes: kappa, lambda, beta e
omega (Tabela 1). As carragenanas pertencentes a familia kappa sédo aquelas nas
quais a “unidade A” é 4-O-sulfatada, podendo a “unidade B” ser 3,6-anidro-a-D-
galactopiranose (kappa-carragenana); 3,6-anidro-a-D-galactopiranose-2-sulfato (iota-
carragenana); a-D-galactopiranose-6-sulfato (mu-carragenana) ou a-D-
galactopiranose-2,6-dissulfato (nu-carragenana), sendo as duas Ultimas precursoras

biologicas da kappa- e iota-carragenana, respectivamente. As pertencentes a familia
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lambda sao aquelas nas quais a “unidade A” é 2-O-sulfatada, podendo a “unidade B”
ser a-D-galactopiranose-2,6-dissulfato (lambda-carragenana); a-D-galactopiranose-2-
sulfato  (xi-carragenana) ou 3,6-anidro-a-D-galactopiranose-2-sulfato  (theta-
carragenana). As carragenanas desprovidas de grupos O-sulfato em sua “unidade
A” pertencem a familia beta, podendo a “unidade B” ser 3,6-anidro-a-D-
galactopiranose (beta-carragenana); 3,6-anidro-a-D-galactopiranose-2-sulfato (alfa-
carragenana); da-D-galactopiranose-6-sulfato  (gamma-carragenana) ou Q-D-
galactopiranose-2,6-dissulfato (delta-carragenana). Finalmente, as carragenanas da
familia omega sédo aquelas que possuem tanto a “unidade A” quanto a “unidade B”
6-O-sulfatada (psi-carragenana) ou apresentam na “unidade B” o anel 3,6 anidro-a-
D-galactopiranose (omega-carragenana). A nomenclatura descrita acima € utilizada
oficialmente em trabalhos cientificos, na legislacdo e no comércio, porém este
sistema ndo € adequado para descrever as estruturas de carragenanas
detalhadamente. Knutsen et al. (1994) propuseram um sistema alternativo de
nomenclatura que desde entdo vem sendo adotado por inUmeros autores quando
necessitam descrever estruturas mais complexas de carragenanas e agaranas
(Tabela 1). Nesse sistema, a unidade A, B-D-galactopiranose, é sempre identificada
pela letra “G”. A unidade B quando for a-galactopiranose, é designada pela letra “L”
ou “D”, conforme a série enantiomérica a que pertenca. A 3,6-anidro-galactopiranose
€ denominada de “LA”, em agaranas, e “‘DA” em carragenanas. A posicao dos
substituintes € indicada pelo numero do carbono ao qual ele esta ligado, seguida de
“S”, quando for o grupamento O-sulfato; “M” quando for O-metil; e “P” quando for
acetal de &cido piravico.

Esta classificacdo estd baseada nas unidades dissacaridicas de
carragenanas ditas “ideais”, pois quase sempre a estrutura real das carragenanas se
apresenta de forma hibrida, contendo uma porcentagem de unidades distintas das
propostas no dissacarideo ideal (NOSEDA, 1994).

Diferentes tipos de carragenanas sao extraidos de varias espécies de algas
vermelhas e, dependendo da fase do seu ciclo de vida, € comum a extracdo de mais
de um tipo de carragenana na mesma espécie. Na ordem Gigartinales, por exemplo,
em sua fase tetraesporofitica € comum a extracdo da lambda-, enquanto que na
gametofitica, da kappa-carragenana, apesar deste fenbmeno nédo ser caracteristico
de todas as familias desta ordem (NOSEDA, 1994).
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TABELA 1 - CLAS§IFICAQAO DAS CARRAGENANAS DE ACORDO COM O
PADRAO DE SULFATACAO DA UNIDADE A
Adaptada de Knutsen et al. (1994)
FAMILIA 3-0-B-D-Galp 4-O-a-D-Galp CODIGO DE
UNIDADE A UNIDADE B LETRAS ®
KAPPA
K (kappa) B-D-Galp-4-sulfato 3,6-anidrogalp G4S-DA
I (iota) B-D-Galp-4-sulfato 3,6-anidrogalp-2-sulfato G4S-DA2S
M (mu) B-D-Galp-4-sulfato a-D-Galp-6-sulfato G4S-D6S
v (nu) B-D-Galp-4-sulfato a-D-Galp-2,6-dissulfato G4S-D2S, 6S
LAMBDA
A (lambda) B-D-Galp-2-sulfato a-D-Galp-2,6-dissulfato G2S-D2S, 6S
& (xi) B-D-Galp-2-sulfato a-D-Galp-2-sulfato G2S-D2S
0 (theta) B-D-Galp-2-sulfato 3,6-anidrogalp-2-sulfato G2S-DA2S
BETA
B (beta) B-D-Galp 3,6-anidrogalp G-DA
a (alfa) B-D-Galp 3,6-anidrogalp-2-sulfato G-DA2S
Yy (gamma) B-D-Galp a-D-Galp-6-sulfato G-D6S
O (delta) B-D-Galp a-D-Galp-2,6-dissulfato G-D2S, 6S
OMEGA
w (omega) B-D-Galp-6-sulfato 3,6-anidrogalp G6S-DA
W (psi) B-D-Galp-6-sulfato a-D-Galp-6-sulfato G6S-D6S

% De acordo com a definicdo de Knutsen et al. (1994)

2.4  ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS

Os polissacarideos naturalmente sulfatados extraidos das algas marinhas e

0s quimicamente sulfatados extraidos de fungos e liquens, tém sido amplamente

estudados por apresentarem atividades bioldgicas, intrinsecamente relacionadas a

estrutura do polissacarideo, podendo ter maior ou menor intensidade de acordo com

tipo de ligagédo glicosidica, peso molecular e grau de substituicAo em moléculas

nativas ou sulfatadas quimicamente (MESTECHKINA; SHCHERBUKHIN, 2010).
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Souza et al. (2007) testaram, in vitro, a atividade antioxidante dos
polissacarideos sulfatados de carragenanas (kappa, iota e lambda) e da fucoidana
(polissacarideo derivado principalmente das algas marrons e que possui alto teor de
L-fucose sulfatada) extraida de fuccus vesiculosus . Os resultados indicaram que a
lambda-carragenana e a fucoidana exibiram alta atividade antioxidante e
antirradicais livres. Os autores encontraram uma correlagdo positiva entre o
contelido de sulfato e a atividade antioxidante. Gracher et al. (2010) sulfataram uma
manogalactana obtida do cogumelo Pleurotus ostreatoroseus e testaram sua
atividade anticoagulante e antitrombdtica, sua tendéncia hemorrgica e seu efeito
sobre a agregacao plaquetéaria. A atividade anticoagulante da amostra sulfatada foi
determinada pelos ensaios de tempo de tromboplastina parcial ativada (APTT) e
tempo de trombina (TT). Também foram avaliados os efeitos dos polissacarideos
sobre a atividade da a-trombina e do fator Xa, na presenca de antitrombina (AT) e/ou
cofator 1l da heparina (HCII). O efeito antitrombotico foi avaliado em ratos usando um
modelo de trombose venosa e a tendéncia hemorragica também foi testada in vivo.
Os resultados mostraram que a atividade anticoagulante ocorreu pela inibicdo da a-
trombina mediada pela antitrombina e pelo cofator Il da heparina. Também houve
um efeito sobre a agregacdo plaquetaria induzida por adenosina difosfato e a-
trombina. Os autores sugerem que a manogalactana sulfatada quimicamente é uma
alternativa a heparina como anticoagulante. Martinichen-Herrero et al. (2005),
sulfataram uma [B-glucana isolada do liguen Parmotrema mantiqueirense. Foram
avaliadas a atividade anticoagulante in vitro através de ensaios do tempo de
tromboplastina parcial ativada (APTT) e tempo de trombina (TT) assim como a
atividade antitromboética em modelos de ratos com trombose induzida. Os resultados
mostraram que a B-glucana sulfatada (76,8%) foi efetiva como anticoagulante e

antitrombdtico, sendo um promissor agente antitrombatico.

2.4.1 ATIVIDADE ANTICOAGULANTE DAS GALACTANAS SULFATADAS

Estudos mostram que a atividade anticoagulante de galactanas sulfatadas
isoladas de algas vermelhas, como as carragenanas, estd intrinsecamente

relacionada a sua massa molecular e a sua composi¢cao quimica, especialmente na
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quantidade de sulfato (NISHINO; AIZU; NAGUMO, 1991). Silva et al. (2010)
investigaram a acdo anticoagulante de trés tipos de carragenanas comerciais
(kappa, iota e lambda) através do teste de APTT e demonstraram que a alta
atividade anticoagulante da lambda-(33,38% de sulfato) e a baixa atividade da
kappa-carragenana (17,89% de sulfato) se deve, provavelmente, a quantidade de
sulfato na molécula. Opoku et al. (2006) fizeram um estudo comparativo da atividade
anticoagulante de uma amostra de kappa-carragenana nativa e de uma
persulfatada, utilizando o ensaio do tempo de protrombina (PT). Os resultados
mostraram que neste ensaio, a kappa-carragenana persulfatada mostrou efeito
anticoagulante trinta vezes maior que a amostra nativa indicando que a quantidade
de sulfato é importante para esse efeito. Fonseca et al. (2008) compararam o efeito
anticoagulante e antitrombdtico de duas galactanas sulfatadas obtidas das algas
vermelhas Gelidium crinale e Botryocladia occidentalis. As galactanas extraidas de
ambas as espécies possuem estrutura polissacaridica idéntica, com mesma massa
molecular, variando apenas no padrdo de sulfatacdo. Os resultados mostraram que
a galactana sulfatada da espécie Gelidium crinale exibiu um efeito pré-coagulante e
proé-trombaotico em baixas doses (até 1 mg/kg de peso corporal), mas em doses altas
(acima de 1 mg/kg de peso corporal) ela inibiu a trombose venosa e prolongou o
tempo de recalcificacdo ex vivo. Por outro lado, a galactana sulfatada da espécie
Botryocladia occidentalis demonstrou potente atividade anticoagulante e
antitrombdtica em baixas doses, com reversédo do efeito em altas doses. Os autores
concluiram que discretas diferencas na propor¢ao e/ou distribuicdo dos grupamentos
sulfatos na cadeia das galactanas sdo criticos para a interacdo do polimero com
proteases, ativadores e inibidores do sistema de coagulagéo, resultando em padrdes
distintos de atividade anti- e pré-coagulante e de acdo antitrombdtica. Eles
ressaltaram que estudos nessa linha de pesquisa podem contribuir na descoberta de

antitrombadticos especificos, potentes e isentos de efeitos indesejaveis.

2.5 HEMOSTASIA

A hemostasia é um mecanismo fisiolégico dos vertebrados responsavel por

manter a fluidez do sangue, que inclui um mecanismo de defesa o qual envolve dois
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processos complementares: a formagdo de um coagulo ou trombo quando um vaso
sofre injaria e a dissolucao desse coagulo, ou fibrindlise, quando a leséo é reparada.
A primeira fase da hemostasia, denominada de fase vascular, consiste na
constriccdo de um vaso lesionado e a consequente diminuicdo do fluxo sanguineo
no local. Na segunda fase, pré-coagulacdo, ocorre a adesdo e agregacao
plaguetaria, com o objetivo de formar um tampéo plaquetario e diminuir a perda
sanguinea. Ao mesmo tempo ocorre uma série de reacdes enzimaticas em cascata,
resultando na formacédo da fibrina, a partir da clivagem do fibrinogénio. A fibrina se
agrega ao coagulo inicial conferindo-lhe estabilidade, formando uma rede insoluvel.
Na terceira fase (anticoagulagcédo) ha a inibicdo da formacéo excessiva do coagulo e
na quarta fase ocorre a dissolucdo do coagulo (fibrindlise) quando a lesdo no vaso
foi reparada (GENTRY, 2004; COLMAN, 2006).

2.6 COAGULACAO SANGUINEA

Ao longo do século passado, a medida que novas células sanguineas e
proteinas associadas a coagulacéo foram sendo descobertas, diferentes modelos de
mecanismos de coagulacdo foram propostos (ROMNEY; GLICK, 2009). Em 1905,
Morawitz postulou o mecanismo classico da coagulacdo (Figura 2), baseado em
quatro fatores de coagulacdo, onde a protrombina (FIl) era convertida em trombina
pelo fator tissular (FlIl) associado ao calcio (FIV); e a trombina catalisava a clivagem
do fibrinogénio (FI) em fibrina (ROMNEY; GLICK, 2009).

FIGURA 2 - MECANISMO CLASSICO DA COAGULACAO SANGUINEA
PROPOSTO POR MORAWITZ, 1905

Flll FIV FI

Fll - | TROMBINA | =——

FIBRINA
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A teoria do mecanismo classico predominou até que novos fatores de
coagulacéao fossem sendo descobertos. Mcfarlane (1964) e Davie e Ratnoff (1964),
independentemente, propusessem o modelo em cascata, que consiste em uma
sequéncia de ativacdo de pro-enzimas em enzimas ativas até chegar a trombina que
catalisa a clivagem do fibrinogénio em fibrina, conforme o modelo classico. O
modelo em cascata esta dividido em duas vias: a extrinseca, ou via do fator tissular,
e a intrinseca, ou via do contato. Ambas convergem em uma via final comum que é

a ativacao do fator X (FX).
2.6.1 VIA EXTRINSECA OU VIA DO FATOR TISSULAR

O fator tissular (FT) é uma tromboplastina tecidual expressa na camada
endotelial dos vasos sanguineos (COLMAN, 2006) que nao esta presente na
circulacdo, a menos que ocorra uma lesdo no vaso. Por isso a via € denominada de
extrinseca (Figura 3). Uma vez exposto a corrente sanguinea, o FT se liga ao FVII
que é autoclivado em FVlla na presenca de célcio (Ca™). Esse complexo (FT-FVlla-
Ca'™) promove a clivagem do FX em sua forma ativa FXa, iniciando o processo de
coagulacéo pela via final comum (FRANCO, 2001; DEVLIN, 2007).

FIGURA 3 - VIA EXTRINSECA DA COAGULACAO SANGUINEA
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2.6.2 VIA INTRINSECA OU VIA DO CONTATO

Esta via foi denominada de “intrinseca” ou “via do contato”, a partir da
observacdo de que a coagulacdo sanguinea ocorre espontaneamente (in vivo)
guando o sangue € exposto ao colageno e este entra em contato com o FXI, FXIl, a
pré-calicreina e o cininogénio de alta massa molecular - HMWK (Figura 4). Essa via
também € desencadeada in vitro, quando 0 sangue entra em contato com
superficies carregadas negativamente como o caulim, silica ou vidro (LIMA et al.,
1992; FRANCO, 2001). Nessa fase de contato é desencadeada a cascata de
coagulacédo, onde o colageno ativa o fator XIl. O fator Xlla, em conjunto com o
HMWAK, converte a pré-calicreina em calicreina e esta, por retroalimentacéo,
converte mais FXIl em FXlla. O fator Xlla ativa o fator XI. Na presenca de calcio
(Ca™) o fator Xla ativa o fator IX. O fator IXa, juntamente com o fator Vllla, Ca™ e

fosfolipidios formam o complexo tenase que ativa o fator X (NORRIS, 2003).

FIGURA 4 - VIA INTRINSECA DA COAGULACAO SANGUINEA

2

lLesio no endotelio

Membrana anidnica exposta

FXI
P
. . i .
»# Pré-calicraina FX
s Fase de contato
L7 HMWE a
R4
» FXI
’ FX
P 7
Pré-calicreina Ca

Calicreina

FXIla| — | Fxla| —— | FXa

L




36

2.6.3 VIA FINAL COMUM

Nesta via a protrombina (FII) é convertida em trombina pela acdo do fator Xa.

A trombina cliva o fibrinogénio em fibrina, formando o coagulo (Figura 5).

FIGURA 5 - VIA FINAL COMUM DA COAGULACAO SANGUINEA

FXa
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2.7 REGULACAO DA COAGULACAO SANGUINEA

O mecanismo de coagulacdo sanguinea deve ser estritamente regulado no
sentido de evitar a formacéo de fibrina em excesso e consequentemente a ocluséo
vascular (NORRIS, 2003). A regulagéo ocorre através da inibicdo enzimatica ou por
modulagdo da atividade dos cofatores, diretamente no local da lesdo vascular e em
cada etapa da cascata (DAHLBACK, 2000). O sistema de anticoagulacdo atua
desde o inicio da coagulagéo através de inibidores fisiolégicos, destacando os mais
relevantes biologicamente como o inibidor da via do fator tissular (TFPI — tissue
factor pathway inhibitor), a antitrombina (AT), a proteina C (PC) e o cofator Il da
heparina (HCII).
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2.7.1 INIBIDOR DA VIA DO FATOR TISSULAR (TFPI)

O TFPI € uma glicoproteina expressa nas células endoteliais que possui trés
dominios inibitérios do tipo “Kunitz”, denominados de K1, K2 e K3 (WUN et al., 1988;
FRANCO, 2001). O dominio K1 tem afinidade pelo complexo FVIla/TF, o dominio K2
pelo fator Xa e o K3 pela heparina ou outro glicosaminoglicano (MINE et al., 2002).
O TFPI atua desde o inicio da coagulacéo, principalmente através do bloqueio do
complexo FVIla/TF (DEVLIN, 2007), quando este se liga ao dominio K1(Figura 6).

FIGURA 6 - DOMINIOS INIBITORIOS DO TFPI (K1, K2 e K3) E SUAS
MOLECULAS DE LIGACAO

K, VIIa/FT

TFPI 3 K2 FXa

2.7.2 ANTITROMBINA (AT)

A antitrombina € uma serpina inibidora de serino-proteases, considerada a
principal enzima inibitoria do sistema de coagulacdo, atuando como inibidor primario
da trombina, além de outras enzimas do sistema de coagulacdo como os fatores
IXa, Xa e Xla. Como efeito adicional, a AT acelera a dissociagcdo do complexo
FVIIa/TF, eliminando a atividade pré-coagulante excessiva (Figura 7). O heparan
sulfato, uma glicoproteina presente na membrana das células endoteliais, acelera as
reacO0es catalisadas pela antitrombina. A heparina, estruturalmente similar ao

heparan, potencializa ainda mais essa reagdo (FRANCO, 2001).
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FIGURA 7 - ANTITROMBINA E SEUS LIGANTES

Trombina

ATIII IXa, Xa, XIa

Heparina

2.7.3 COFATOR Il DA HEPARINA (HCII)

O cofator Il da heparina (HCII) € uma glicoproteina homéloga a antitrombina
gue tem acéo inibitéria somente sobre a trombina, porém em baixa atividade quando
comparado a antitrombina (Figura 8). E ativado pelo dermatan sulfato e pela
heparina, sendo que a quantidade de heparina necesséaria para a sua ativacdo é
bem maior do que necessita a antitrombina (TOLLEFSEN, 2007).

FIGURA 8 - COFATOR Il DA HEPARINA (HCII) E SEUS LIGANTES
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2.8 HEPARINAS

A heparina foi o primeiro anticoagulante descrito (MESTECHKINA;
SHCHERBUKHIN, 2010). Mesmo tendo sido descoberta no inicio do século
passado, quando foi isolada de figado de cées, 0 seu uso clinico na prevenc¢do da
trombose venosa sO foi iniciado na década de 1940 devido a dificuldades na
purificacdo e padronizacdo terapéutica (MUELLER, 2004). O seu mecanismo de
acao foi elucidado em 1973 (MIDDELDORP, 2008), sendo atualmente o agente
anticoagulante e antitromboético mais utilizado no mundo para o tratamento da
trombose venosa, sindromes coronarianas, coagulacéo intravascular disseminada,
além de procedimentos como a hemodialise, circulacdo extracorpérea e coleta de
sangue. Sua administracdo sO pode ser feita através das vias endovenosa e
subcuténea, por ndo ser absorvida pelo trato gastrointestinal (MERLI, 2005).

Existem duas formas de heparina disponiveis, a nao-fracionada (UFH —
unfractioned heparin) e a de baixa massa molecular (LMWH - low-molecular-weigh
heparin).

Estruturalmente a UFH consiste em uma mistura de glucosaminoglicanas
altamente sulfatadas, com massa molecular variando em torno de 3000 a 30000 Da
(MIDDELDORP, 2007; DINWOODEY; ANSELL, 2006).

A cadeia polissacaridica da UFH € constituida por uma sequéncia alternada
de a-D-glucosamina e acido urdnico através de ligagdes a (1—4). A maioria das
unidades de glucosamina sao desacetiladas no nitrogénio e sulfatadas nos grupos
amino e hidroxil (N-SO3; e 6-0OS03). Grupamentos sulfato também podem ser
encontrados na posicédo C3. As unidades de acido urénico sdo o a-L-idurdnico e o [3-
D-glucurdnico, epimeros em C5 (MESTECHKINA; SHCHERBUKHIN, 2010).

O mecanismo de acdo da UFH consiste na ligacao e ativacao da antitrombina,
a qual se liga e neutraliza os fatores de coagulacao serina proteases trombina e FXa
(HIRSH, 1991).

Esta acdo € atribuida a uma regido pentassacaridica especifica (Figura 9),
distribuida aleatoriamente na cadeia, constituindo um dominio de ligacdo para a
antitrombina (LAM; SILBERT; ROSENBERG, 1976; LINDAHL et al. 1984).
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FIGURA 9 - SEQUENCIA PENTASSACARIDICA DA HEPARINA
R'(-H OU S03) e R"(-SO3 OU -COCHy5). Os grupos sulfato marcados com asterisco
séo considerados essenciais para a ligacdo com a antitrombina
FONTE: Lindahl et al. (1984)
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Somente 30% da cadeia da UFH contém essa sequéncia pentassacaridica,
sendo o restante da cadeia inativa, mas capaz de se ligar ndo especificamente a
outras proteinas plasmaticas, a células endoteliais e ao fator plaquetario 4, o que
torna a farmacocinética da UFH imprevisivel, necessitando que 0 seu uso seja
monitorado (RICH, 2004).

O uso da UFH em larga escala evidenciou uma série de reacdes adversas,
como inducdo a osteoporose, trombocitopenia, aumento da atividade plaquetaria e
complicagBes hemorragicas, além do risco de contaminacdo por patégenos animais,
uma vez que sdo extraidas da mucosa intestinal de suinos e pulmdo de bovinos
(MESTECHKINA; SHCHERBUKHIN, 2010). Outra grande desvantagem € que
devido a sua heterogeneidade estrutural, cada lote produzido apresenta diferengca no
teor da fracdo ativa, o que pode levar ao risco de sub ou super dosagens, caso 0
uso ndo seja monitorado (MERLI, 2005).

As heparinas de baixa massa molecular (LMWH) surgiram com o objetivo de
melhorar o perfil farmacocinético e farmacoldgico da UFH (COHEN, 2000). Elas
possuem cerca de um terco do peso molecular da UFH e sdo obtidas através de
varios processos de despolimerizacdo. Possuem a sequéncia especifica para a
ligacdo com a antitrombina, inibindo o FXa, mas por terem menor tamanho, sao
menos capazes de inibir a trombina (DINWOODEY; ANSELL, 2006).

As LMWH apresentam inumeras vantagens frente a UFH, como melhor
biodisponibilidade e maior tempo de meia vida, diminuindo o numero de

administracdes diarias, além de n&o necessitarem de monitoramento laboratorial. Os
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efeitos adversos também s&o menores, mas estes polimeros ainda apresentam

algumas limitagcdes como a heterogeneidade estrutural (CAUGHEY, 2003).

2.9 SULFATACAO QUIMICA DE POLISSACARIDEOS

A sulfatacdo € a principal estratégia de modificacdo quimica de
polissacarideos. E realizada em polimeros previamente caracterizados, que
apresentam alguma propriedade fisico-quimica a ser melhorada ou potencial
biolégico a ser explorado. A sulfatacdo acontece através de reacdo de substituicdo
nucleofilica em grupos hidroxila formando ésteres de sulfato. Nao ha na literatura
uma metodologia universal para a sintese de polissacarideos sulfatados em funcao
da diversidade estrutural apresentada pelos mesmos (MESTECHKINA,;
SHCHERBUKHIN, 2010). A configuracdo de ligacbes glicosidicas, a massa
molecular, a disposicdo dos grupos substituintes na molécula e o grau de
substituicdo sdo fatores ligados a natureza quimica de cada polissacarideo que
influenciam diretamente no grau de sulfatacdo da molécula. Alguns parametros,
ligados ao ambiente reacional, também influenciam na eficiéncia da sulfatagéo,
como o agente sulfatante utilizado, o solvente, a proporcdo molar dos componentes

da reacdo, o tempo de reacdo e a temperatura.

2.9.1 PRINCIPAIS AGENTES SULFATANTES

A escolha do agente sulfatante € um dos parametros mais importantes na
eficiéncia de uma reacao de sulfatacdo. Ha relatos de que no inicio do século XX as
reacOes de sulfatagdo eram realizadas utilizando-se o acido sulfarico (GILBERT,
1965). Estruturas como o polietilenoglicol, o glicerol e os polissacarideos podem ser
sulfatados dessa maneira, mas com numerosas desvantagens que vao desde baixo
rendimento a degradacao do polimero (AL-HORANI; DESAI, 2010).

O acido cloro-sulfénico vem sendo utilizado h& décadas como agente

sulfatante de polissacarideos. Porém, em virtude de sua natureza acida, alguns
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efeitos indesejaveis como a clivagem de grupos funcionais e a degradacdo da
cadeia principal podem ocorrer durante a reacdo. Para parcialmente neutralizar
esses efeitos, a piridina tem sido empregada como solvente nessas condicfes de
reacdo. Contudo, ainda ha relatos de degradacdo do polimero, bem como da
dificuldade em eliminar a piridina do meio reacional por formacédo de ligacéo
covalente desta com os terminais redutores dos polissacarideos (PAPY-GARCIA et
al. 2005). Contudo, Liu et al. (2009) sulfataram uma amostra extraida do fungo
Phellinus ribis com &acido cloro-sulfénico e constatou que houve pouca degradacéo
no processo de sulfatacdo, comprovado através da determinacdo da massa
molecular das amostras sulfatadas. Nesse caso, 0s autores atribuiram a escolha do
solvente formamida e o uso de temperatura branda como sendo 0s responsaveis
pela manutencéo da integridade do polissacarideo. Yang et al. (2002) corroboraram
com essa conclusdo mostrando que o aumento da temperatura de reagédo, assim
como a utilizacdo de um solvente inadequado s&o os fatores que mais contribuem
para a degradacao de polissacarideos durante a sulfatacao.

Atualmente, os agentes sulfatantes mais utilizados sdo os complexos de
trioxido de enxofre com aminas (piridina, trietilamina e trimetilamina) e amidas
(dimetil formamida). Estudos apontam algumas vantagens na utlizacdo desses
complexos, como a facilidade na aquisicdo ou no preparo em laboratério, sua
natureza solida em temperatura ambiente e sua estabilidade em altas temperaturas,
sendo o0os mais adequados na sulfatacdo de grupos alcodlicos presentes em
carboidratos (AL-HORANI; DESAI, 2010). Mas ha relatos de que eles promovem a
despolimerizacdo, pois normalmente apresentam carater acido quando dissolvidos
em solventes organicos. Zhang et al. (2010) testaram a atividade antioxidante da
porfirana (agarana do género Porphyra) extraida da espécie Porphyra haitanensis e
de seus derivados sulfatados utilizando o complexo de trioxido de enxofre — dimetil
formamida. Nesse experimento, apds a sulfatacdo, houve diminuicdo na massa
molecular das amostras em decorréncia da clivagem das ligacdes glicosidicas do
polimero, causando a diminuicdo no tamanho da molécula. Eles observaram que a
atividade antioxidante diminuiu mesmo em uma amostra com alto grau de
sulfatacdo, concluindo que a massa molecular do polissacarideo é um fator
importante na relacdo estrutura e atividade bioldégica. No mesmo experimento, 0s
autores relataram que quando foram utilizadas amostras acetiladas a atividade

aumentou, mesmo com a degradacdo do polimero. Em um estudo de atividade
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antitumoral utilizando a lambda-carragenana com diferentes massas moleculares,
ZHOU et al. (2006) relataram diferentes efeitos, sendo o melhor alcancado com

amostras de menor massa molecular.

2.9.2 SULFATACAO REGIOSSELETIVA DE POLISSACARIDEOS

7z

A sulfatacdo regiosseletiva de polissacarideos é uma ferramenta importante
utilizada quando se quer direcionar a entrada do éster de sulfato em uma posi¢ao
especifica da estrutura com multiplas hidroxilas livres. Algumas estratégias tém sido
utilizadas para conduzir a regiosseletividade em reacdes de sulfatacdo (AL-HORANI;
DESAI, 2010), sendo a principal delas a protecdo da hidroxila a qual ndo se deseja
sulfatar, com a introducdo de um grupo protetor. Essa estratégia é feita em uma etapa
intermediaria que precede a adicdo do agente sulfatante, sendo este removido
através de uma reacdo de desprotecdo, depois de concluida a reacdo de sulfatacéo.
A etapa intermediaria € feita através de uma reacdo de acilacdo seletiva que é
amplamente utilizada na sintese de carboidratos. A mais comum delas é a
benzoilacdo, realizada comumente na presenca de cloreto de benzoila. Também é
comum a ativacao utilizando o complexo tributilestanil-2-oxazolidona (Bu3Sn),0,
seguido de um ataque eletrofilico com cloreto de benzoila. Porém, a seletividade
através de benzoilacdo ndo é tdo alta (JIANG; CHAN, 1998). Outra estratégia de
protecdo é a acetilacdo seletiva utilizando o cloridrato de pivaloila (trimetil acetil
cloridrato). Esta técnica tem sido bastante utilizada como método seletivo para a
esterificacdo de hidroxilas primarias na presenca de grupos hidroxil secundarios. Petit
et al. (2004), sulfataram seletivamente as hidroxilas secundarias de uma glucana
bacteriana utilizando o cloridrato de pivaloila como grupo protetor da hidroxila
primaria. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *C da amostra sulfatada
mostraram um sinal na regido do carbono 6 previamente detectado antes da reacéo
de protecéo, indicando que a introducao do grupo pivaloila ndo foi completa. Em outro
estudo, Gao et al., (1997), sulfataram seletivamente as hidroxilas ligadas aos
carbonos secundarios da estrutura da curdulana, exopolisacarideo microbiano
formado por unidades de glucose B (1—3) ligadas, através da protecéo das hidroxilas

primarias com pivaloila e posterior sulfatacdo. A estrutura do 6-piv-curdulana foi
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confirmada por ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN **C) através do
deslocamento total do sinal referente ao C6, da regido de 63,0 para 65,0 ppm,
indicando 100% de esterificacdo nessa posicao.

Zhang et al. (2010) realizaram duas reacdes de sulfatacdo regiosseletivas na
porfirana obtida da alga vermelha Porphyra haitanensis. A amostra 1 foi sulfatada
seletivamente na hidroxila ligada ao carbono primario. A amostra 2 foi sulfatada nas
hidroxilas ligadas aos carbonos secundarios da posicdo 2 do dimero, utilizando o
grupo protetor dimetoxi tritil cloridrato na hidroxila primaria. Os resultados mostraram
que a sulfatacdo da amostra 1 aconteceu com maior facilidade e com maior grau de
substituicdo do que na amostra 2, mostrando que a hidroxila ligada ao carbono
primario € estericamente menos blindada, alcancando maior reatividade.

Os estudos citados mostram o grau de dificuldade na conducao de reacdes
de sulfatacdo regiosseletivas, principalmente na etapa intermediaria de protecéo
através da reacdo de acilacdo, onde o rendimento depende da escolha correta do
agente protetor, do solvente, da concentracdo do grupo protetor, do catalisador e

das condicdes gerais da rea¢do, como o0 tempo e a temperatura.
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3 JUSTIFICATIVA

As algas vermelhas sdo a principal fonte ndo-animal de polissacarideos
sulfatados encontrada na natureza. Seus principais produtos de extracao sao as
galactanas sulfatadas (carragenanas e agaranas) que sao largamente exploradas
comercialmente pelas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica, em virtude
de suas propriedades geleificantes e viscosificantes, assim como séo exploradas por
pesquisadores da area médica devido ao seu potencial farmacoldgico. Esses
polimeros anibnicos sdo extraidos em meio aquoso, através de metodologias
simples, sem agressdo ao meio ambiente e a um baixo custo, além de serem isentos
de patdgenos animais. O tipo de atividade biolégica e as propriedades fisico-
qguimicas atribuidas as galactanas sulfatadas estéo intrinsecamente relacionadas as
suas caracteristicas estruturais. Varios estudos, alguns citados nesse trabalho,
demonstram que variacdes no peso molecular, no tipo de ligacdo glicosidica e no
posicionamento dos grupamentos sulfato contribuem para a melhoria da atividade
bioldgica desses biopolimeros. Em relacdo as propriedades biolégicas atribuidas as
carragenanas, estudos mostram que a atividade anticoagulante esta intrinsecamente
relacionada a presenca de grupamentos sulfatos na estrutura desses
polissacarideos e que essa atividade é variavel quanto ao nimero e a posicao
desses substituintes na estrutura. Assim, o foco principal desse trabalho esta em
promover modificacdes quimicas na estrutura de trés carragenanas nativas (kappa,
iota e lambda) através de sulfatacbes regiosseletivas e persulfatacdo para estudo
comparativo da relacdo estrutura/atividade anticoagulante dos novos padrfes de

sulfatacao obtidos.
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4 OBJETIVOS

4.1

OBJETIVO GERAL

Modificar quimicamente a estrutura das carragenanas kappa, iota e theta,

através de sulfatacdes seletivas e persulfatacdo para a realizacdo de um estudo

comparativo de atividade anticoagulante.

4.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair e purificar as carragenanas das algas vermelhas Kapaphycus alvarezii,
Eucheuma denticulatum e Gigartina skottsbergii;

Realizar tratamento alcalino nas fracdes extraidas das algas Eucheuma
denticulatum e Gigartina skottsbergii para a obtencdo da iota- e theta-
carragenana, respectivamente;

Determinar a estrutura quimica das carragenanas extraidas e modificadas
através de métodos quimicos e espectroscopicos;

Sulfatar seletivamente a kappa-carragenana para obter uma fracdo com a
diade G4S,6S-DA;

Esterificar a kappa-carragenana para a obtencdo de uma fracdo contendo o
intermediario G4S,6piv-DA;

Sulfatar a fracdo contendo o intermediario G4S,6piv-DA e realizar a
deacilacdo com alcali para obter uma fracdo contendo a diade G2S,4S-DA2S;
Dessulfatar a kappa-carragenana para a obtencdo de uma fragdo contendo a
diade G-DA (beta-carragenana);

Sulfatar seletivamente a fracdo dessulfatada (beta-carragenana) para obter
uma fracdo com a diade G6S-DA;

Persulfatar a kappa-carragenana para obter uma fracdo com a diade
G2S,4S,6S-DA2S;
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Sulfatar seletivamente a iota-carragenana para obter uma fracdo com a diade
G4S,6S-DA2S;

Sulfatar seletivamente a theta-carragenana para obter uma fragdo com a
diade G2S,6S-DAZ2S;

Comparar a atividade anticoagulante in vitro de todas as fraces obtidas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ALGAS PRODUTORAS DE CARRAGENANAS: OBTENCAO E EXTRACAO
DOS POLISSACARIDEQOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram extraidas trés carragenanas
naturalmente sulfatadas - kappa, iota e lambda, das algas Kappaphycus alvarezii,
Eucheuma denticulatum e Gigartina skottsbergii, respectivamente.

5.1.1 Kappaphycus alvarezii

A espécie Kappaphycus alvarezii foi obtida do cultivo desenvolvido no Nucleo
de Pesquisa do Litoral Norte, em Ubatuba, Sdo Paulo (PAULA; PEREIRA; OHNO,
1999). A alga foi lavada com agua corrente e seca a temperatura de 60°C até peso
constante e submetida a tratamento alcalino com KOH 6% por 48h em temperatura
ambiente. Em seguida foi lavada com agua corrente e seca a 60°C até peso
constante.

A alga seca (40 g) foi processada em um moinho de facas e submetida a
extracdo dos polissacarideos em 2 L de solucédo tampao fosfato 0,025 M (pH 7,0),
sob agitacdo mecanica, a 65°C, por 5 h. Apés centrifugacdo (8000 RPM, 20°C, por
20 minutos), o sobrenadante (1,5 L) foi tratado com 4,5 L de etanol (3 volumes). Os
polissacarideos precipitaram na forma de longas fibras e foram separados da
solucdo etandlica com o auxilio de um bastdo de vidro, redissolvidos em agua
destilada, dialisados (membrana de 12-14 KDa) contra cloreto de sodio (NaCl) e em
seguida com agua destilada até a remocdo do sal. Apds didlise os polissacarideos
foral liofilizados, gerando uma fragdo denominada de K, com rendimento de 23 g.

A fracdo K (10 g) foi solubilizada em 4 L de a4gua destilada e tratada com 29,8
g de KCI (0,1 M), sob agitacdo mecanica, por 3h, seguida de repouso por 16h, a 4°C
(CEREZO, 1967). Apos centrifugacdo (8.000 RPM, 20°C, por 20 minutos), foi
adicionado ao sobrenadante, 115,6 g de KCI (0,5 M), sob agitacdo mecanica, por 3h,



49

seguida de repouso por 16h, a 4°C. Apos centrifugacao (8.000 RPM, 20°C, por 20
minutos), foi adicionado ao sobrenadante, 346,7 g de KCI (2,0 M), sob agitacao
mecanica, por 3h, seguida de repouso por 16h, a 4°C. Depois, 0s precipitados foram
submetidos a dialise fechada em membrana de 12-14 KDa contra uma solucdo de
NaCl 1 M por 24h e em seguida com agua destilada por 4 dias (trocada a cada 24h)
até a completa remocdo do sal. Apds didlise, os precipitados foram liofilizados,
gerando as fragbes K-01 (kappa-carragenana), K-05 e K-2, com rendimento de 7,02,

2,4 e 1,5 g, respectivamente.

5.1.2 Eucheuma denticulatum

Amostras comerciais de Eucheuma denticulatum, importada das Filipinas pela
indastria Gelymar S.A. (Puerto Montt, Chile), foram gentiimente cedidas ao
Laboratério de Quimica de Carboidratos da UFPR.

A alga seca e moida (5 g) foi submetida a extracdo com 0,5 L de agua
destilada, sob agitacdo mecanica, a 80°C, por 4h. Apds centrifugacéo (8000 RPM, a
20°C, por 20 minutos), o sobrenadante foi tratado com etanol (3 volumes). O
precipitado (fibras de polissacarideos) foi recolhido com o auxilio de um bastdo de
vidro, redissolvido em agua destilada e dialisado em membrana de 12-14 KDa contra
NaCl 1 M por 24h e em seguida com agua destilada até a remocao do sal. Depois a
amostra foi liofilizada, gerando a fracdo E, com rendimento de 2,8 g.

A fracdo E foi submetida a tratamento alcalino segundo a metodologia de
Ciancia et al. (1993). Uma amostra (2,0 g) foi solubilizada em 1,0 L de agua
destilada e tratada com 0,2 g de boroidreto de sédio (NaBH,) por 16 h. Adicionou-se
0,5 L de uma solucédo de hidroxido de sédio 3 M (concentracéo final de 1 M), e
novamente 0,1 g de NaBH,. A solucédo foi aquecida a 80°C por 30 minutos, sendo
em seguida neutralizada com acido cloridrico fumegante, em banho de gelo. Depois
a solugéo foi concentrada em rota-evaporador, dialisada (membrana de 12-14 KDa)
contra NaCl 1 M por 24h e em seguida com agua destilada até a remocao do sal.
ApoOs diadlise a amostra foi liofilizada, gerando a fracdo IC (iota-carragenana) com

rendimento de 1,71 g em relagéo ao peso seco da alga.
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5.1.3 Gigartina skottsbergii

A alga Gigartina skottsbergii € proveniente da Bahia de Camarones, Provincia
de Chubut, Argentina (GONCALVES et al., 2005). A alga seca e moida (15 g) foi
submetida a extracdo com 1,0 L de 4gua destilada, sob agitacdo mecénica, a 70°C,
por 4h. Apos centrifugacdo (8000 RPM, a 20°C, por 20 minutos), o sobrenadante foi
tratado com etanol (3 volumes). O precipitado (fiboras de polissacarideos) foi
recolhido com um bastdo de vidro, redissolvido em agua destilada, dialisado
(membrana de 12-14 KDa) contra NaCl 1 M por 24h e em seguida com &agua
destilada até a remocéo do sal. Apés dialise a amostra foi liofilizada, gerando uma
fracdo denominada de G, com rendimento de 7,95 g em relacdo ao peso seco da
alga.

A fragdo G (7,95 g) foi solubilizada em 3,2 L de agua destilada e tratada com
190,8 g de KCI, obtendo a concentragédo 0,8 M (NOSEDA, 1994). A solucao foi
mantida sob agitacdo mecanica por 4h e em repouso por 16h a 4°C. ApoOs
centrifugacdo (8.000 RPM, 20°C, 20 minutos) o precipitado foi dialisado em
membrana de 12-14 KDa contra cloreto de sédio 1 M e 4gua destilada. Apés didlise
a amostra foi liofilizada, gerando a fracdo G-08 (lambda-carragenana), com
rendimento de 6,6 g em relacéo ao peso seco da alga.

A fracdo G-08 (3,0 g) foi solubilizada em 2,25 L de agua destilada e tratada
com 0,3 g de NaBH, (10% em relacdo a massa de carboidrato) por 16 h. Adicionou-
se entdo 0,75 L de uma solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 3 M (concentracdo
final de 1 M), e 0,15 g de NaBH, (5% em relacdo a massa de carboidrato). A solucéo
foi aquecida a 80° C por 28h (DOYLE et al., 2010). Depois a solucéo foi concentrada
em rota-evaporador, dialisada (membrana de 12-14 KDa) contra NaCl 1 M e agua
destilada. Apos dialise a amostra foi liofilizada, gerando a fracdo TC (theta-

carragenana), com rendimento de 1,3 g em relagéo ao peso seco da alga.
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5.2 MODIFICACOES QUIMICAS EM KAPPA-CARRAGENANA (K-01)

5.2.1 OBTENCAO DA FRACAO K-016S ATRAVES DA SULFATACAO SELETIVA
DE K-01

A fracdo K-01 (2 g) foi dissolvida em 160 mL de agua destilada e a solucao
foram adicionados 300 mg de NaBH,; para reducdo dos terminais redutores dos
polimeros (pH 9,0). Deixou-se sob agitacdo magnética até o dia seguinte. Apds esse
periodo o pH da solucédo foi corrigido para 4,0 com a adi¢do de algumas gotas de
acido acético glacial. Depois, a amostra reduzida foi submetida a didlise (membrana
de 12-14 KDa) contra NaCl 1 M e agua destilada. Apds a diadlise a amostra foi
liofilizada. Uma amostra da fracdo K-01 reduzida (200 mg) foi solubilizada em 40 mL
de dimetilformamida anidra (DMFa). Adicionou-se, sob agitacdo, 2 g do complexo de
trioxido de enxofre-piridina (SO3-Py), juntamente com 4 mL de 2-metil-2-buteno
(2M2B) e deixou-se reagindo por 1h. O pH da reacéo baixou para 2,0 no momento
da adicdo do complexo, sendo corrigido para 7,0 ap6s a adicdo de 0,3 mL de
trietilamina. A reacao foi interrompida com banho de gelo e neutralizada com 10 mL
de bicarbonato de sdédio 1,0 M. O polissacarideo foi recuperado do meio reacional
através da adicdo de etanol (3 volumes). ApoOs centrifugacdo, o precipitado foi
redissolvido em tampao fosfato (para manter o pH em 7,0), dialisado (membrana de
12-12 KDa) contra NaCl 1 M e liofilizado, gerando a fracdo K-016S, com rendimento
de 215 mg.

5.2.2 OBTENCAO DA FRACAO K-010S ATRAVES DA PERSULFATACAO DE K-
01

A fracdo K-01 foi tratada com cloridrato de trietilamina para deixa-la na forma
de sal de trietilamdnio com o objetivo de melhorar a solubilidade do polissacarideo
em DMFa. Para a formacgao do sal procedeu-se do seguinte modo: uma amostra de
5 g da resina catidnica (DOWEX 50x8) na forma de H" foi lavada com agua destilada

até pH 5,5. Em seguida a resina lavada e seca foi incorporada a 40 mL de uma
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solugdo de cloridrato de trietlamina a 5%, sob agitacdo, por 16h, quando foi
novamente lavada com agua destilada até pH 5,5. Uma amostra de 500 mg da
fracdo K-01 (reduzida) foi solubilizada em 40 mL de agua destilada, sendo a solucéo
incorporada, sob agitacdo, a resina previamente tratada com cloridrato de
trietilamina (pH = 4,5). ApGs 16h, a solugdo com a resina foi filtrada em papel de filtro
e lavada com agua destilada até reacdo negativa ao fenol sulfarico (DUBOIS et al.,
1956). O filtrado foi dialisado em membrana de 12-14 KDa contra agua destilada e
em seguida liofilizado, gerando a fragcdo K-01T, com rendimento de 520 mg. Uma
amostra (200 mg) da fracdo K-01T foi solubilizada em 20 mL de DMF anidra.
Adicionou-se, lentamente e sob agitacdo magnética, 2 g de SOs—Py, juntamente com
4 mL de 2M2B e deixou-se reagindo por 7h. O pH do meio reacional manteve-se em
4,5. A reacado foi interrompida com banho de gelo e neutralizada com 10 mL de
bicarbonato de sédio 1,0 M. O polissacarideo foi recuperado do meio reacional
através da adicdo de etanol (3 volumes). ApoOs centrifugacdo, o precipitado foi
redissolvido em 10 mL de tampéao fosfato, dialisado (em membrana de 12-14 KDa
contra cloreto de sodio por 24h e em seguida com agua destilada) e liofilizado,

gerando a fracdo K-010S, com rendimento de 295 mg.

5.2.3 OBTENCAO DA FRACAO K-01ES ATRAVES DA ESTERIFICACAO E
SULFATACAO SELETIVA DE K-01

A fracdo K-01 previamente reduzida (200 mg) foi solubilizada em 40 mL de
DMFa, juntamente com 0,4 g de lauril sulfato de sodio (SDS). Em seguida adicionou-
se 2,9 mL de cloridrato de pivaloila e 0,17 g de 4-dimetilamino piridina (4-DMAP)
como catalisador. O pH do meio reacional (3,0) foi corrigido para 7,0 com a adi¢cao
6,4 mL de piridina. Adicionou-se, em intervalos de 10 minutos e por mais duas
vezes, 2,9 mL de pivaloyl cloridrato. Deixou-se reagir por 17h, sob agitacéo, a 20°C.
A reacéo foi interrompida com banho de gelo e o polissacarideo foi recuperado do
meio reacional através da adicdo de etanol (3 volumes). Apds centrifugacdo, o
precipitado foi redissolvido em tampao fosfato, dialisado e liofilizado, gerando a
fragcdo K-O1E, com rendimento de 205 mg. Uma amostra da fracdo K-O1E (100 mg)
foi solubilizada em 20 mL de DMFa. Em seguida adicionou-se 1,46 g de SOs—Py,
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sob agitacdo magnética a 35°C, juntamente com 2 mL de 2M2B. O pH do meio foi
corrigido para 7,0 com 0,3 mL de trietilamina. Apds 17h a reacado foi interrompida
com banho de gelo e o polissacarideo foi recuperado do meio reacional através da
adicao de etanol (3 volumes). ApGs centrifugacao, o precipitado foi redissolvido em
tampao fosfato, dialisado e liofilizado. Em seguida a fracdo K-016E foi solubilizada
em 20 mL de uma solucdo de NaOH 1 M (pH 12), sob agitacéo, por 4h, para a
remocao dos grupos pivaloila. A solucdo foi neutralizada com algumas gotas de
acido cloridrico, sendo em seguida dialisada em membrana de 12-14 kDa contra
agua destilada e depois liofilizada, gerando a fracdo K-01ES, com rendimento de 95

mg.

5.2.4 DESSULFATAGAO DE K-01 PARA FORMACAO DA FRAGAO KD E
OBTENGAO DA FRAGAO KD-6S ATRAVES DA SULFATAGAO SELETIVA
DE KD

Inicialmente, a fracdo K-01 foi submetida a um processo de dessulfatacéo por
tratamento solvolitico (NAGASAWA; INOUE; KAMATA, 1977). Uma amostra de K-01
(200 mg) foi solubilizada em 40 mL de agua destilada, seguida da adicédo de 2 g de
resina catibnica DOWEX 50 x 8 na forma H* (1 mg de polissacarideo/10 mg de
resina), sob agitacdo magnética, a 20°C, durante 45 minutos (pH entre 1-2). A
solucdo foi filtrada e o sobrenadante neutralizado com piridina até pH 7,0 e
liofilizado. O polissacarideo, na forma de sal de piridénio (200 mg), foi solubilizado
em 60 mL da mistura reativa (DMSO, metanol e piridina na proporcao de 89:10:1) e
foi mantido a 100°C por 4h, em estufa previamente estabilizada. Apds resfriamento,
a amostra dessulfatada foi dialisada em agua corrente por 24h e em seguida em
dialise fechada por mais trés dias em agua destilada. O dialisado foi liofilizado,
gerando a fracdo KD, com rendimento de 114 mg. Uma aliquota (30 mg) da fracédo
KD foi solubilizada em 6 mL de DMFa. Em seguida adicionou-se 300 mg de SO3-Py
e 0,6 mL de 2M2B, sob agitacdo, a 20°C. Apds 1h a reacao foi interrompida com
banho de gelo e o polissacarideo foi precipitado com etanol (3 volumes). Apés
centrifugacéo, o precipitado foi redissolvido em tampao fosfato, dialisado (membrana
de 12-14 KDa) contra cloreto de sddio 1 M de agua destilada. Apos dialise a amostra

foi liofilizada, gerando a fracdo KD-6S, com rendimento de 26 mg.
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5.3 MODIFICACOES QUIMICAS EM IOTA-CARRAGENANA (IC)

5.3.1 OBTENGCAO DA FRACAO IC-6S ATRAVES DA SULFATACAO SELETIVA DE
IC

A fracdo IC (50 mg) foi solubilizada em 10 mL de DMFa. Adicionou-se 730 mg
de SOs3-Py, sob agitacédo, a 35°C, juntamente com 1,5 mL de 2M2B. O pH do meio
(5,0) foi corrigido para 7,0 com 0,15 mL de trietilamina. Apdés 1h a reacédo foi
interrompida com banho de gelo e o polissacarideo foi precipitado com etanol (3
volumes). Apés centrifugacdo, o precipitado foi redissolvido em 10 mL de tampé&o
fosfato 0,025 M, dialisado (membrana de 12-14 KDa) contra NaCl 1 M e &gua
destilada. ApoOs dialise a amostra foi liofilizada, gerando a fracdo IC-6S, com

rendimento de 53 mg.

5.4 MODIFICACOES QUIMICAS EM THETA-CARRAGENANA (TC)

5.4.1 OBTENCAO DA FRACAO TC-6S ATRAVES DA SULFATACAO SELETIVA
DE TC

A fracdo TC foi tratada com trietilamina para deixa-la na forma de sal de
trietilamoénio. Para a formacao do sal, procedeu-se da seguinte forma: uma amostra
de 2,0 g da resina catidnica (DOWEX 50x8) na forma de H* foi lavada com agua
destilada até pH 5,5. Em seguida a resina lavada e seca foi incorporada a 40 mL de
uma solucéo de trietilamina a 5%, sob agitacdo, por 16h, quando foi lavada com
agua destilada até pH 5,5. Uma amostra de 200 mg da fracdo TC (1 mg de
carboidrato/10 mg de resina) foi solubilizada em 40 mL de agua destilada, sendo
incorporada, sob agitagdo, a resina previamente tratada com trietilamina. Apos 16h,
a solucao com a resina foi filtrada em papel de filtro e lavada com agua destilada até
reacdo negativa ao fenol sulfarico (DUBOIS et al., 1956). O filtrado foi dialisado

contra agua destilada e liofilizado, gerando a fracdo TC-T. A amostra TC-T (50 mg)
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foi solubilizada em 10 mL de DMF anidro. Em seguida adicionou-se 500 mg de SOs-
Py sob agitacdo magnética, a 20°C e 1 mL de 2M2B. O pH do meio foi corrigido para
7,0 com a adicdo de 0,1 mL de trietilamina. Apos 1h a reacéao foi interrompida com
banho de gelo e o polissacarideo foi precipitado com etanol (3 volumes). Apés
centrifugacéo, o precipitado foi redissolvido em tampéo fosfato, dialisado (membrana
de 12-14 KDa) contra NaCl 1 M e agua destilada. Apds dialise a amostra foi

liofilizada, gerando a fracdo TC-6S, com rendimento de 28 mg.

5.5 METODOS ANALITICOS GERAIS

5.5.1 DETERMINACAO DO GRAU DE SULFATACAO (DS)

O grau de sulfatacdo das carragenanas foi determinado através do método
turbidimétrico descrito por Dodgson e Price (1962). Em 80 mL de agua destilada
aguecida (60—70°C) foram solubilizados 400 mg de gelatina (5 mg/mL). A solucéo foi
mantida em refrigerador por 12h. Em seguida adicionou-se 400mg de cloreto de
bério sob agitacdo vagarosa e novamente manteve-se sob refrigeracdo por mais 2h.
Cada fracdo polissacaridica (10 mg) foi submetida a hidrélise, através da
solubilizacdo em 5 mL de acido cloridrico 1 N (2 mg/mL) e aguecimento em estufa a
100°C por 5h. Cada fracao hidrolisada (0,2 mL) foi tratada com 3,8 mL de acido
tricloroacético a 3% e com 1,0 mL de solucdo de cloreto de bario-gelatina. Apés 15
minutos em temperatura ambiente, foi determinada a absorbancia em
espectrofotometro (360 nm) para cada amostra (em triplicata). Para a calibracédo do
aparelho foi utilizado uma solugao “branco”, onde 0,2 mL da amostra foi substituido
por 0,2 mL da solucao de acido cloridrico 1 N. O teor de sulfato foi determinado em
relacdo a uma curva padrdo de sulfato de sodio (20 a 180 pg/mL). O grau de
substituicdo dos polissacarideos foi calculado utilizando a seguinte férmula
(WHISTLER; SPENCER, 1964):

DS = 306,27 x S/3200 - (102 x S)
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Onde:

306,27 = 1 mol da unidade repetitiva (G-DA)

3200 = massa atdomica do enxofre (32 g) x 100

102 = representa 1 mol do éster substituinte (SOzNa)

S = representa o teor de enxofre dado em porcentagem

5.5.2 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA DE ALTA PR~ESSAO
(HPSEC) ACOPLADA A DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO (IR)
DIFERENCIAL E ESPALHAMENTO DE LUZ EM MULTIANGULOS (MALLS)

As analises de homogeneidade das fracbes nativas e modificadas
quimicamente foram realizadas em cromatégrafo de exclusdo estérica de alta
pressdo (HPSEC) da marca WATERS, acoplado a um detector de indice de refracéo
diferencial (IR) da marca WATERS, modelo 2410 e a um detector de espalhamento
de luz em multiangulos (MALLS) da marca WYATT Technology, modelo DAWN
DSP, com 18 detectores dispostos ao redor da fotocélula em diferentes angulos.
Foram utilizadas 4 colunas de gel filtragdo Ultrahydrogel™ 2000, 500, 250 e 120
acopladas em série, com limites de exclus&o de 7,0x10°, 4,0x10°, 8,0x10* e 5,0x103,
respectivamente. Como eluente, foi utilizada uma solucdo de nitrito de sédio
(NaNO;) 0,1 mol/L contendo azida de sddio (NaN3z) 0,2 g/L, com fluxo controlado de
0,5 mL/min. As amostras foram solubilizadas na solu¢cdo usada como eluente, para
uma concentracgédo final de 1 mg/mL e filtradas através de membrana de acetato de
celulose (MILLIPORE®) com diametro médio dos poros de 0,22 um. Uma quantidade
de 100 uL de cada amostra foi injetada no aparelho. A taxa de variacdo do indice de
refracdo com relacdo a concentracdo (dn/dc) foi determinada somente para as
fracOes nativas, utilizando solugdes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg das amostras em
1mL de NaNO; 0,1 mol/L, contendo NaNs 0,2 g/L. A determinagdo da massa
molecular ponderal média (M,) de cada fracdo nativa foi determinada a partir do
perfil de eluicdo e valores de dn/dc. Os célculos foram efetuados pelo software
ASTRA. As massas moleculares das fracdes modificadas quimicamente foram
estimadas através de regressao linear a partir de uma curva padréo elaborada com
os logaritmos das massas moleculares das amostras nativas (calculadas

previamente pelo software ASTRA) em fung&o dos seus tempos de eluigao.



57

5.6 METODOS ESPECTROSCOPICOS

5.6.1 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrometro BRUKER Avance DRX 400 operando na frequéncia base de 400 MHz
e 100 MHz para os nlcleos de H e °C, respectivamente. Antes da andlise, cada
amostra foi solubilizada em &gua deuterada (D,0O), congelada e liofilizada, sendo
este processo repetido por trés vezes. Os experimentos foram realizados utilizando
tubo de 5 mm de didmetro externo e com concentracdes que variaram de 25 a 60
mg/mL. Foram realizados experimentos de *H, **C, *C DEPT 135, *H-'H COSY, 'H-
13C HSQC, 'H-*C HMBC. Os deslocamentos quimicos foram determinados
utilizando acetona como padrao interno: & = 2,208 ppm para *H e § = 32,69 para **C.
Os deslocamentos da acetona foram determinados utilizando o 2,2-dimetil-2-
silapentano-5-sulfonato de sédio (5 = 0 ppm para *H e **C) como padréo interno,
conforme recomendagdes da IUPAC (VAN DEL VELDE, 2004).

5.6.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

As andlises de infravermelho foram realizadas no Departamento de Quimica
da UFPR, em espectrbmetro Bio-Rad, modelo FTS 3500GX, incorporado a
transformada de Fourier. As amostras foram homogeneizadas com brometo de
potassio (2 mg de polissacarideo/100 mg de brometo de potassio) e prensadas para
serem alisadas na forma de pastilhas. Os espectros foram adquiridos em 64 scans e
os resultados foram analisados utilizando o software IR SEARCHMASTER 6.0 da

Bio-Rad Corporation.
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5.7 ENSAIO DA ATIVIDADE ANTICOAGULANTE in vitro

A atividade anticoagulante das fracbes modificadas quimicamente e das
nativas foi avaliada pela determinacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada
(APTT). O teste foi realizado no coagulébmetro COAG-A-MATE XM da marca
Organon Teéknica, utilizando um pool de plasma humano normal, preparado a partir
de sangue de doadores voluntarios coletado em solucdo de citrato de sédio a 3,8%

(9 partes de sangue para 1 parte de citrato).

5.7.1 TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA (APTT)

Nos ensaios de APTT foram utilizadas as concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50
100 e 150 ug de polissacarideo/mL de plasma para todas as amostras. Foi realizado
um teste com solucao salina como controle negativo (determinacéo do tempo normal
de coagulacdo) e como controle positivo foi utilizada a heparina ndo fracionada (202
Ul/mg) nas concentragbes de 1, 2, 3, 4, 5 e 10 pg/mL. Foram incubados 90 pL de
plasma com 10 uL de solucéo salina (controle), amostra, ou heparina, a 37 °C por 1
minuto, seguida por adicao de 100 pL de cefalina de coelho e re-incubacéo por 2,5
minutos. Decorrido este tempo, foram adicionados 100 uL de cloreto de calcio 0,025
M, para iniciar a coagulacédo. O tempo de coagulacao foi determinado em duplicata
para cada concentracdo, sendo repetido nos casos de diferenca superior a 10%
entre as andlises. O coagulémetro foi programado para efetuar leituras até 300 s. O
valor da concentragdo de cada polissacarideo, necesséario para dobrar o valor do

APTT em relacédo a salina, foi calculado por regressao linear.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EXTRA(;AQ DAS GALACTANAS DA ALGA Kappaphycus alvarezii E
SEPARACAO DA KAPPA-CARRAGENANA POR TRATAMENTO COM
CLORETO DE POTASSIO

A alga vermelha Kappaphycus alvarezii biosintetiza um conjunto de
galactanas sulfatadas, composto principalmente pela kappa-carragenana
(ESTEVES; CIANCIA; CEREZO, 2004). Neste trabalho esta carragenana foi obtida
através da extracdo aquosa a 65°C da alga seca e moida. ApGs centrifugacéo, o
sobrenadante foi precipitado com 3 volumes de etanol. O precipitado foi redissolvido
em agua destilada, dialisado e liofilizado, gerando a fracdo K, com rendimento de
57,5% em relacdo ao peso seco da alga (40 g). Esta fracdo foi submetida a
tratamento com KCI| em concentragdes de 0,1 a 2 M, com o objetivo de precipitar
uma fragdo que contenha majoritariamente a kappa-carragenana (Figura 10).

A principal propriedade fisico-quimica das carragenanas é a sua capacidade
de gelificacdo na presenca de ions positivos. A capacidade geleificante envolve a
formacao de dupla hélice entre as cadeias de galactose. Dentre outros requisitos, a
formacdo da dupla hélice requer que as cargas negativas oriundas dos grupamentos
sulfato, presentes em praticamente todas as carragenanas nativas, sejam
neutralizadas (PRADO-FERNANDEZ et al., 2003). Assim, quanto maior o nimero de
grupamentos sulfatos presentes na molécula, maior a quantidade de ions positivos
necessarios para a precipitacdo. Isso explica o fato da kappa-carragenana, com
somente um substituinte sulfato, precipitar com uma concentracdo menor de KCI que
a iota-carragenana que possui dois, justificando a metodologia de separacao

utilizando esse sal.



FIGURA 10 - EXTRACAO DAS GALACTANAS DE Kappaphycus alverezii E
SEPARACAO DAS CARRAGENANAS POR TRATAMENTO COM

CLORETO DE POTASSIO
S = Sobrenadante; P = Precipitado; * em relaco ao peso seco da alga

Kappaphycus alvarezii

Alga seca e moida (40,0 g)

- Extracéo aquosa a 65°C, 5h

- Centrifugagéo 8.000 RPM, 20°C, 20’

P1 S1

- Etanol (3 volumes)

P2

- Dialise
- Liofilizacéo

K (57,5%) I

- Solubilizagdo em agua (0,25 g% p/v)
- Adicéo de KCI (0,1 M)

- Agitagdo mecanica (3h)

- Repouso a 4°C (16h)

- Centrifugagao a 8.000 RPM (20°)

S2 P3

- Adicdo de KCI (0,5 M) - Didlise

- Agitacdo mecénica (3h) - Liofilizag&o
- Repouso a 4°C (16h)

- Centrifugagéo a 8.000 RPM (20°)

K-01
| |
P4 S3 40,37%°
- Dialise - Adi¢éo de KCI (2,0 M)
- Liofilizag&o - Agitacdo mecénica (3h)
- Resfriamento a 4°C (16h)
a - Centrifugacéo a 8.000 RPM
K-05 (1,4%) I I
S4 P5 — K-2 (0,86%)?

- Liofilizagao
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A fragdo nativa K e as sub-fracdes K-01, K-05 e K-2 foram analisadas por
RMN. O espectro de 'H da fracéo K (Figura 11, D) mostra a presenca da kappa- e
iota-carragenana, indicadas pelos sinais a-anoméricos em 5,09 e 5,29 ppm,
respectivamente, além de uma quantidade significativa de unidades de 6-O-metil-$3-
D-galactopiranose-4-sulfato, indicadas pelo sinal em 3,41 ppm correspondentes ao
grupo metil (ESTEVES; CIANCIA; CEREZO, 2004). Apos o tratamento com cloreto
de potassio, verificou-se, através de RMN 'H, que a fracdo K-0O1(Figura 11, C),
precipitada com 0,1 M de KCI, apresenta acima de 90% de diades de kappa- e cerca
de 8% de iota-carragenana, co-precipitada nesta fracdo. Esses valores foram
estimados através da integragdo dos prétons a-anoméricos. Esta fracdo € a que
apresenta o maior grau de pureza para a kappa-carragenana. O espectro da fracéo
K-05 (Figura 11, B), precipitada com 0,5 M de KCI, mostra que ha uma mistura de
polissacarideos na fracdo, observada pela quantidade de sinais no espectro. Entre
esses sinais, aparecem 0s anoméricos da kappa-, iota- e nu-carragenana, em 5,09,
5,29 e 5,24 ppm respectivamente (VAN DE VELDE; ROLLEMA, 2008). Verifica-se
também um aumento na intensidade do sinal em 3,41 ppm (6-O-metil-B-D-
galactopiranose-4-sulfato). O espectro da fracdo K-2 (Figura 11, A), precipitada com
2 M de KCI, mostra os mesmos sinais da fracdo K-05, mas com intensidades
diferentes. Observa-se claramente que o sinal em 5,29 ppm de iota-carragenana
aumentou de intensidade, indicando a presenca dessa carragenana em maior
guantidade que naquelas fracdes anteriores. O espectro também mostra uma
pequena quantidade de kappa-carragenana e grande quantidade de unidades de 6-
O-metil-B-D-galactopiranose-4-sulfato, observada pela diminuicdo do sinal de H5 e
H6 de G4S da kappa- e iota-carragenana em 3,80 ppm e aumento significativo na

intensidade do sinal em 3,41 ppm.
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FIGURA 11 - COMPARACAO DOS ESPECTROS DE RMN 1,H DA FRACAO K (D)
E SEUS PRODUTOS DE PRECIPITACAO APOS TRATAMENTO

COM KCI

Solvente: D,O (K-01 = 70°C; demais amostras = 60°C); acetona como padréo
interno (& = 2,208 ppm - referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde e Rollema
(2008)

3,80 H5, H6, H6’ de G4S
5,09 ppm (H1 de DA — kappa) ppm ( © )

\ ™~ 3,41 ppm
(6-O-metil)
~J

I>a]
/

L (A)K-2
[~ 5,29 ppm (H1 de DA — iota)

N B ko5

3,60 ppm

= (H2 de G4S)

P, |

/
"] (©)ko01
e\

e — — ]

A g— (D) K

INBYNGSSN N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 53 52 51 50 49 48 47 45 45 44 43 42 41 40 2% 38 AT 38 A5 pRm

6.2 EXTRACAO DAS GALACTANAS DA ALGA Eucheuma denticulatum E
TRATAMENTO ALCALINO PARA OBTENCAO DE IOTA-CARRAGENANA
(1C)

A alga Eucheuma denticulatum seca e moida (5,0 g) foi submetida a extracéo
aquosa a 80°C. Apos centrifugacdo, os polissacarideos foram precipitados com
etanol (3 volumes). O precipitado foi redissolvido em agua destilada, dialisado e
liofilizado, gerando a fragdo E (Figura 12). O rendimento dos polissacarideos em

relacdo ao peso seco da alga foi de 56%.
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FIGURA 12 - EXTRAQAO DAS GALACTANAS DA ALGA Eucbeuma dentiCLllatum
E TRATAMENTO ALCALINO PARA A OBTENCAO DA FRACAO IC
S = sobrenadante; P = precipitado; % em relacéo ao peso seco da alga

Eucheuma denticulatum

Alga seca e moida (5,0 g)

- Extracéo aquosa a 80°C,4h

- Centrifugagéo 8.000 RPM, 20°C,

P1 S

- Etanol (3 volumes)

P2

- Didlise
- Liofilizacédo

E (56%)?

- Tratamento alcalino

IC
(48%)?

A alga Eucheuma denticulatum sintetiza, como principal polissacarideo, um
hibrido de iota/nu-carragenana, como verificado no espectro de RMN *H da fracdo E
(Figura 13, A). A analise permitiu identificar e quantificar o teor de G4S-DA2S (71%)
e seu precursor G4S-D2S,6S (29%), através da integracéo e relacdo entre os sinais
anomeéricos das unidades D2S,6S e DA2S.
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FIGURA 13 - ESPECTRO DE RMN *H DA FRACAQ IC (B) OBTIDA ATRAVES DE
TRATAMENTO ALCALINO DA FRACAO E (A)

Solvente: D,0; acetona como padrao interno (& = 2,208 ppm - referente ao DSS em
0 = 0,0 ppm), Van de Velde e Rollema (2008)
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Com o objetivo de diminuir o teor de nu-carragenana (G4S-D2S,6S) e
consequentemente aumentar o teor de iota-carragenana (G4S-DA2S), a fragcéo E foi
reduzida com NaBH; e submetida a tratamento alcalino (NaOH 1 M, 80°C, 30
minutos) segundo metodologia descrita por Ciancia et al. (1993), dando origem a
fracdo IC (Figura 13, B). A formacdo da ligacdo 3,6-anidro ocorre através da
eliminacdo do grupo sulfato de C-6 das unidades de a-D-galactopiranose 2,6-
dissulfato em meio alcalino (Figura 14). A formacdo da ligacdo ocorre em dois
passos: primeiramente o hidroxido de sédio (NaOH) desprotona as hidroxilas,
produzindo &nions alcoxidos. A a-D-galactopiranose 2,6-dissulfato passa da
conformacéo “C; (6-OSOs - equatorial) para 'C4 (6-OSO5 - axial). Este passo coloca
0 C6 sulfatado e o alcéxido de C3 nas posi¢cdes cis axiais. O segundo passo
consiste no ataque nucleofilico do alcoxido de C3 ao C6, resultando na formacéo da
ligacdo 3,6-anidro na mesma unidade de galactose e liberagdo do grupo sulfato de
C6 (DE RUITER; RUDOLPH, 1997). O rendimento do tratamento alcalino ficou em
48%.
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FIGURA 14 - REAGAO DE CICLIZAGAO DAS UNIDADES D2S,6S DAS DIADES
DE NU-CARRAGENANA PRESENTES NA FRAGAO E PARA
OBTENGCAO DA FRACAO IC

0450 0,50 OH
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a-D-Galp 6-sulfato (*C;) 3,6-An-a-D-Galp 6-sulfato (‘C,)

A fracdo IC foi analisada por RMN de 'H (Figura 13, B). O sinal anomérico,
em 5,50 ppm, das unidades de a-D-galactopiranose 2,6-dissulfato (nu-carragenana)
desapareceu, restando apenas o sinal em 5,29 ppm (VAN DE VELDE; ROLLEMA,
2008) correspondente ao proton anomérico das unidades de 3,6-anidro-a-D-

galactopiranose 2-sulfato (iota-carragenana).

6.3 EXTRACAO DAS GALACTANAS DA ALGA Gigartina skottsbergii,
SEPARACAO DA LAMBDA-CARRAGENANA POR TRATAMENTO COM
CLORETO DE POTASSIO E TRATAMENTO ALCALINO PARA OBTENCAO
DE THETA-CARRAGENANA (TC)

A alga Gigartina skottsbergii sintetiza como principal polissacarideo a lambda-
carragenana (G2S-D2S,6S), utilizada neste trabalho como substrato para a
obtencdo da theta-carragenana (G2S-DA2S). A alga seca e moida foi submetida a
extracdo aquosa a 70°C e precipitada com etanol (Figura 15). O precipitado foi
redissolvido em agua destilada, dialisado e liofilizado, gerando a fracdo G, com
rendimento de 53% em relacdo ao peso seco da alga. A fracdo G foi solubilizada em
agua destilada e tratada com KCI até concentracdo 0,8 M (NOSEDA, 1994), com o
intuito de separar a lambda-carragenana dos demais polissacarideos presentes na
fracdo. A fracdo gerada apOs esse procedimento foi denominada de G-08, com

rendimento de 44% em relacdo ao peso seco da alga.
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FIGURA 15 - EXTRAGAO DAS GALACTANAS DE Gigartina skottsbergii (G),
SEPARACAO DA LAMBDA-CARRAGENANA (G-08) COM CLORETO
DE POTASSIO E TRATAMENTO ALCALINO PARA OBTENGCAO DE

THETA-CARRAGENANA (TC)
S = sobrenadante; P = precipitado. * em relagdo ao peso seco da alga
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Com o objetivo de converter as unidades de a-D-galactopiranose 2,6—
dissulfato (lambda-carragenana) em 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato (theta-
carragenana), a fracdo G-08 foi submetida a tratamento alcalino (NaOH 1M, 80°C,
28h), de acordo com a metodologia descrita por Doyle et al. (2010), dando origem a
fracdo TC (Figura 15). A formacdo da ligacdo 3,6-anidro ocorreu através da
eliminacdo do grupo sulfato de C6 das unidades de a-D-galactopiranose 2,6-
dissulfato em meio alcalino, conforme mecanismo descrito no item 6.2. O rendimento
do tratamento alcalino ficou em 25,3% em relacédo ao peso seco da alga.

As fracdes G-08 e TC foram analisadas por RMN. O espectro de *H, mostra o
desaparecimento do sinal em 5,55 ppm, referente ao H1 de D2S,6S (GUIBET et al.,
2006), na fracdo G-08 (Figura 16, B) e o surgimento de um sinal de grande
intensidade em 5,29 ppm em TC, que corresponde ao préton anomérico das
unidades de 3,6-anidro-a-D-galactopiranose 2-sulfato (Figura 16, A), como era
esperado para a essa fracdo constituida pela diade G2S-DAZ2S.

FIGURA 16 - ESPECTRO DE RMN 'H DA FRACAO TC (A) OBTIDA A PARTIR DO

TRATAMENTO ALCALINO DA FRACAO G-08 (B)

Solvente: D,O (60°C); acetona como padrdo interno (& = 2,208 ppm - referente ao
DSS - 6 = 0,0 ppm), Van de Velde e Rollema (2008)

5,29 ppm (DA2S)

5,55 ppm (D2S,6S)

57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 3.9 38 27 36 3.5 PPm

A figura 17 mostra o espectro de RMN *3C da fragdo TC, onde se observa os
sinais de C3 e C6 de DA2S em 79,4 e 72,1 ppm, respectivamente (VAN DE VELDE;
ROLLEMA, 2008).
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FIGURA 17 - ESPECTRO DE RMN *C DA FRACAO TC OBTIDA APOS

TRATAMENTO ALCALINO DA FRA(;AO G-08
Solvente: D,O (60°C); acetona como padréo interno (& = 32,69 ppm - referente ao
DSS - 6 = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008)

79,4 ppm

72,1 ppm

105 100 95 90 85 80 75 70 65 ppm

A analise de HSQC (Figura 18) em conjunto com dados da literatura permitiu
0 completo assinalamento da theta carragenana (Tabela 2).

A amostra TC foi analisada por espectroscopia de infravermelho. O espectro,
idéntico ao obtido por Doyle et al. (2010), mostra trés caracteristicas da conversao
da lambda- em theta-carragenana (Figura 19). A primeira € a auséncia da banda de
absorcdo em 820 cm™, tipica de C6-O-S da unidade D2S,6S, presente em lambda-
carragenana. A segunda é a presenca de uma banda em 805 cm™, caracteristica de
C2-O-S em 3,6-anidrogalactose, presente em theta- e ausente em lambda-
carragenana. E a terceira é a presenca de uma banda em 930 cm™ referente & ponte
3,6-anidrogalactose. Esses dados confirmam a conversdo da lambda- em theta-

carragenana, corroborando com a analise de RMN.
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FIGURA 18 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRACAO TC

Solvente: D,0; acetona como padrao interno (3 = 2,208 e 32,69 ppm para ‘H e **C,
respectivamente - referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008).
As correlagbes 79,4/4,75 e 72,1/4,14 correspondem a C3/H3 e C6/H6 de DAZ2S,
respectivamente.
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TABELA 2 - ASSINALAMENTOS DE RMN 'H E *C DA FRACAO TC, OBTIDOS
ATRAVES DA ANALISE POR HSQC
Deslocamentos quimicos (ppm) b
FRACAO UNIDADE
C1/H1 C2/H2 C3/H3 C4/H4 C5/H5 C6/H6; HE6’
625 102,6 79,7 81,5 69,8 76,9 63,2
TC 4,76 4,37 3,91 4,14 3,71 3,77; 3,77
97,5 76,9 79,4 79,7 79,0
DA2S 72,1; 4,14
5,29 4,60 4,75 4,70 4,66

% Os codigos de letras referem-se a nomenclatura desenvolvida Por Knutsen et al (1994); ° referentes

ao padrdo interno acetona (3 = 2,208 e 32,69 ppm para 'H e

3C respectivamente), calibrado com

DSS em 0,00 ppm, Van de Velde e Rollema (2008)
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FIGURA 19 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA FRACAO TC
Regiso entre 1400 e 600 cm™
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6.4 MODIFICACOES QUIMICAS EM KAPPA-CARRAGENANA (K-01)

A fracdo K-01 (kappa-carragenana) foi submetida a modificacbes quimicas
com o objetivo de obter polimeros com diversos padrdes de sulfatacdo. Este
polimero apresenta uma estrutura dissacaridica repetitiva (Figura 20, 1) constituida
de unidades de (1—3) pB-D-galactopiranose-4-sulfato (G4S) e (1—4) a-D-3,6-
anidrogalactopiranose (DA), com hidroxilas livres nas posi¢coes de C6 e C2 das
unidades de G4S e C2 de DA. Nesse polimero foi possivel realizar uma
persulfatacdo, através da formacédo de ésteres de sulfato em todas as hidroxilas
livres da diade (Figura 20, 2) e sulfatacfes seletivas nas hidroxilas ligadas a C6 de
G4S e G (Figura 20, 3 e 7) e nas hidroxilas ligadas a C2 das unidades G4S e DA
(Figura 20, 5).

A entrada do grupamento sulfato em cada posi¢cao na estrutura foi monitorada
através da espectroscopia por RMN 'H. Nas modificacdes da fracdo K-01, o

monitoramento foi feito através da integracdo, no espectro, da area dos sinais na
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regido de 5,09 ppm (H1 das unidades de DA), de 3,80 ppm (H6, H6’ e H5 das
unidades de G4S) e de 3,60 ppm (H2 de G4S), estabelecendo uma relagéo entre os
sinais 3,80/5,09 (3:1) e 3,60/5,09 (1:1). A entrada de um grupamento sulfato em C6
submete os dois protons ligados a esse carbono e o proton ligado a C5 a um novo
ambiente quimico, causando o deslocamento do sinal de 3,80 ppm para outro
campo. Dessa forma, quanto maior for a sulfatacdo seletiva em C6, menor sera o
sinal em 3,80 ppm e a relacdo 3,80/5,09. Do mesmo modo, a entrada de um
grupamento sulfato em C2 de G4S, causa o deslocamento do sinal em 3,60 ppm,
diminuindo o sinal no espectro e a relacdo 3,60/5,09. A sulfatacdo de C2 de DA
causa a diminuicéo do sinal em 5,09 ppm e aparecimento de sinais entre 5,29 e 5,35
correspondentes a H1 das unidades de DA2S (USOV, 1984; VAN DE VELDE;
ROLLEMA, 2008).
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FIGURA 20 - ESQUEM~A DAS MODIFICAQC)ES QUiMICAS EM K-01 (1) PARA
OBTENCAO DE SEUS PRODU]’OS DE SULFATACAO SELETIVA
EM C6 (3 E Zﬁ SULFATACAO SELEHVA EM C2 (4 E 5)
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6.4.1.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE SULFATACAO DA FRAGCAO K-01
PARA A OBTENCAO DAS FRACOES K-010S E K-016S

No primeiro protocolo de sulfatacdo em K-01 (Tabela 3, entrada 2) foi utilizada
a fracdo K-01 na forma de sal de trietlamdnio com a finalidade de melhorar a
solubilidade do polimero no solvente DMFa. Como agente sulfatante foi utilizado o
complexo triéxido de enxofre-piridina (SO3-Py) e para evitar a degradacdo do
polimero, acrescentou-se o 2-metil-2-buteno (PAPY-GARCIA et al., 2005). O tempo

de reacéo foi de 7h, com o pH mantido em 4,5 durante todo o processo.

TABELA 3 - OTIMIZAGAO DAS CONDICOES DE PERSULFATACAO E
SULFATACAO SELETIVA DA FRACAO K-01
Entrada Agente Condicéo da Relacéo Relacéo Relacéo Relacéo
sulfatante® reacdo” 3,60/5,09° | 3,80/5,09° | 5.29/5,09° | 5,35/5,09°
10 - - 1,2 3,5 0,1 -
2° SO5-Py 500 mg/DMFa/7h nd' nd' nd' nd'
3° SOs-MesN | 500 mg/H,0/24h 1,4 37 0,1 -
4° SOz-Me;N | 500 mg/DMFa/24h 1,1 3,0 0,1 -
5° SOs-Py | 500 mg/DMFa/lh 1,2 0,7 0,3 0,1
6° SOs-Py | 500 mg/DMFa/gh 1,4 0,6 0,4 0,1

% S0O5-Py = complexo trioxido de enxofre-piridina. SOs-MesN = complexo triéxido de enxofre-
trimetilamina; ® Em todas as condi¢cbes (exceto na condicdo 2), o pH foi mantido em 7,0 com a adi¢éo
de trietilamina. Todas as reacdes foram realizadas a 20°C; ¢ Intensidade relativa ao sinal em 5,09
ppm. Integracdes foram realizadas através de analises de RMN y; ¢ Kappa-carragenana (K-01) foi
utilizada na forma de sal de sédio; ® Kappa-carragenana (K-01) foi utilizada na forma de sal de
trietilaménio; ' nd = ndo detectado. Apenas um sinal em 5,35 ppm foi observado. Em todas as reacdes
utilizou-se 50 mg do polissacarideo.

O produto formado foi analisado por RMN 'H (Figura 21, 2). O espectro da
amostra evidencia a auséncia dos sinais em 3,80 e 3,60 ppm, indicando a sulfatacéo
em C6 e C2 de G4S. O espectro também mostra, na regido anomérica, um sinal de
grande intensidade 5,35 ppm, indicando a sulfatacdo em C2 de DA. A andlise
desses dados permite afirmar que, utilizando esse protocolo, houve persulfatacao do
polimero, atribuida, provavelmente, a utilizacdo do polissacarideo na forma de sal de

trietilamonio.
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FIGURA 21 - ESPECTROS DE RMN 'H DA OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE

SULFATACAO SELETIVA EM C6 E PERSULFATACAO DE K-01
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrdo interno (6 = 2,208 ppm para H -
referente ao DSS - 6 = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008). (1) = K-01; (2) a
(6) = condicbes 2 a 6 da tabela 3
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A analise dos resultados do primeiro protocolo de sulfatacdo contribuiu para a
elaboracdo de um segundo, onde as condicbes de reacdo foram abrandadas,
objetivando a sulfatacdo seletiva em C6. Nesse protocolo (Tabela 3, entrada 3)
houve variagdo em todos os parametros da reacéo anterior, com o intuito de diminuir
a reatividade do agente sulfatante e direcionar a introdugdo do grupamento sulfato
para a posi¢ao desejada. Para isso, o polimero K-01 (contra-ion Na®) foi solubilizado
em agua destilada (GILBERT, 1965) e submetido a sulfatacdo com o SO3-MesN, por
24h. A trimetilamina é uma base mais forte que a piridina, tornando o triéxido de
enxofre menos reativo. A analise por RMN *H (Figura 21, espectro 3) mostrou que
nao houve sulfatacdo no polimero, pois ndo ha evidéncia da diminuicdo do sinal em
3,80 ppm, nem na relacao 3,80/5,09 comparando-se a integracdo das areas desse

sinal (Tabela 3, entrada 3) com a da fragdo K-01 (Tabela 3, entrada 1).
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Para melhorar a condicdo 3, mudou-se o solvente da reagdo para DMFa
(Tabela 3, entrada 4). A anélise por RMN 'H (Figura 21, espectro 4) mostrou que
houve sulfatacdo em baixo grau no polimero, evidenciada por uma pequena
diminuicdo no sinal em 3,80 ppm e na relacdo 3,80/5,09 de 3,5 para 3,0. Nas
condicbes 5 e 6, substituiu-se o SO3-Me3sN por SO3-Py como agente sulfatante,
mantendo o DMF anidro como solvente. A Unica diferenca entre elas foi o tempo de
reacdo (1 e 8h, respectivamente). O produto formado apdés 1h de reacdo foi
analisado por RMN 'H (Figura 21, espectro 5). O espectro mostra a diminuicdo
significativa do sinal em 3,80 ppm e da relacao 3,80/5,09 (de 3,5 para 0,7), indicando
a entrada de grupamento sulfato em C6 (Tabela 3, entrada 5). Na regido anomérica
houve um pequeno aumento na intensidade do sinal em 5,29 ppm, indicando a
sulfatacdo em C2 de DA. Outro sinal a-anomérico de baixa intensidade surgiu em
5,35 ppm e foi assinalado como H1 de DA2S ligado a G2S,4S ou G2S,4S,6S. A
andlise dos dados em conjunto sugere que o produto é formado por polimeros
constituidos principalmente pela diade repetitiva G4S,6S-DA. Entretanto, foram
detectados também a presenca de diades com C2 de G4S e DA sulfatadas em
menor propor¢cao. O espectro do produto formado na condicéo de reacdo 6 (Figura
21, espectro 6) mostra que o sinal em 3,80 ppm diminuiu em relacéo a condicao 5,
assim como a relacdo 3,80/5,09 (de 3,5 para 0,6), indicando a sulfatagcdo em C6. Por
outro lado, houve aumento na intensidade do sinal em 5,29 ppm, significando
aumento na sulfatacdo de C2 de DA. Dessa forma, de todos os protocolos testados,
a melhor condicdo encontrada para a sulfatacao seletiva em C6 foi a descrita na
tabela 3, entrada 5, com a formacao majoritaria do produto seletivamente sulfatado
em G4S,6S-DA (55%), sendo 45% de outras diades (Tabela 4).

Uma vez estabelecidas as melhores condi¢bes de persulfatacéo e sulfatacdo
seletiva em C6, foram feitas reacfes preparativas com o objetivo de obter as fracbes
sulfatadas em quantidades suficientes para os ensaios de caracterizacao e atividade

bioldgica.
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6.4.2 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DAS FRACOES K-010S E K-
016S

Os produtos formados nas reacdes preparativas de persulfatacdo (K-010S) e
sulfatacdo seletiva em C6 (K-016S) foram caracterizados por analises de RMN e
infravermelho.

Assim como na reacdo de otimizacdo (Figura 21, 2), o espectro de 'H do
produto K-010S (Figura 22, 2) mostra a auséncia de sinal em 3,80 ppm (H5 e H6 de

G4S), evidenciando a sulfatacdo em C6.

FIGURA 22 - ESPECTRO DE RMN 'H DA REACAO PREPARATIVA PARA A
OBTENCAO DA FRACAO K-010S (A) A PARTIR DA

PERSULFATAC}AO DE K-01 (B)
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrdo interno (5 = 2,208 ppm para ‘H -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008)
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No espectro de *C (Figura 23, B) foi observado o desaparecimento do sinal
de C6 de G4S em 63,5 ppm e o deslocamento do sinal de C5 de 77,0 para 74,5
ppm. O sinal de C6 de G4S,6S aparece em 70,0 ppm (TANH, et al., 2001),
confirmado pelo sinal invertido em DEPT 135 (Figura 23, A). No espectro de 'H
verifica-se também a diminui¢cdo significativa do sinal em 3,60 ppm, indicando
sulfatacdo em C2 de G4S, evidenciada no espectro de *C pela diminuicéo do sinal
em 71,7 ppm (C2 de G4S) e aumento no sinal em 79,1 ppm referente a C2 de
G2S,4S,6S (TANH, et al., 2001).
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FIGURA 23 - COMPARAGAO DOS ESPECTROS DE RMN **C DEPT (A) E **C (B)
DA FRACAO K-010S OBTIDA A PARTIR DA SULFATACAO

SELETIVA EM C6 DE K-01 (C)
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrdo interno (5 = 32,69 ppm para °C -
referente ao DSS - 6 = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008)

(A)
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No espectro de HSQC (Figura 24), sdo observadas duas correlacdes de
grande intensidade na regido anomérica, determinantes para a elucidacédo da diade
majoritaria da fracdo K-010S, como a 4,83/102,8 ppm (H1/C1l de G2S,4S,6S) e
5,35/96,0 ppm (H1/Cl1l de DAZ2S). A auséncia de correlacdo entre 3,80/63,5 e
3,80/77,0 ppm (H6/C6 e H5/C5 de G4S, respectivamente) confirma a sulfatacéo total
em C6 de G4S e permite afirmar que as correlacbes em menor intensidade em
5,28/94,0 e 4,70/104,7 ppm estédo relacionadas as unidades de H1/C1 de DA2S e
H1/C1 de G4S,6S, respectivamente. Os assinalamentos obtidos através de RMN

HSQC estéao ilustrados na tabela 4.
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FIGURA 24 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRAQAO K-010S
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrao interno (5 = 2,208 e 32,69 ppm para 'H
e °C, respectivamente - referente ao DSS - 5 = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema
(2008)

FE
- &
- &
[ &
% :—E
":Tm =D L s
DA2S™ P e s _n o T 5
(5,28/94,0 ppm) &= = -
= ] i
\ : :
o G25.45,65° 3
= (4,83/102,8 ppm)  G4s.6St i
T (4,70/104,7 ppm) [ 5
a [ L
DA2S? [ o
(5,35/96,0 ppm) -
T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 50 'Y ] 40  FI[ppm]

Os dados em conjunto permitem afirmar que a fracdo K-010S é composta
pelas diades G2S,4S,6S-DA2S e G4S,6S-DA2S, ja produzidas por Tanh et al.
(2001), a partir de iota-carragenana. Na tabela 4 sdo encontrados todos o0s
assinalamentos de 'H e *3C da diade principal da fracdo K-010S.

A integracdo dos sinais anoméricos por RMN *H permitiu estimar a proporcao
das diades no polimero (Tabela 5). O grau de sulfatacdo (DODGSON; PRICE, 1962)
da fracdo K-010S foi determinado em 3,8, condizente com o0 esperado para um
polimero com a maioria das diades tetra sulfatadas.

A analise de K-010S por espectroscopia de infravermelho (Figura 25), mostra
bandas de absorcédo em 705 cm™ (sulfato em C4), 850 cm™ (C4-O-S) e entre 805-
820 cm™ (C2 e C6-0O-S), corroborando com os resultados obtidos por espectroscopia
de RMN (PRADO-FERNANDEZ et al., 2003).
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FIGURA 25 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA FRACAO K-010S
Regido entre 1400 e 600 cm™
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O perfil de eluicdo, determinado por HPSEC acoplado a indice de refracao,
indica que houve diminuicdo na cadeia polissacaridica, confirmado pela
determinacdo da massa molecular. A perda de massa foi causada, provavelmente,
pelo rompimento das ligacdes glicosidicas mais labeis quando em contato com o
complexo de enxofre, de carater acido. O cromatograma da fracdo K-01OS mostra o
aumento no tempo de retencdo quando comparado com o da fracdo K-01 (Figura
26).
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FIGURA 26 - PERFIL DE ELUIQAO DETERMINADO POR HPSEC ACOPLADO A
DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO E COMPARACAO DA
MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA DAS FRACOES K-01 (A)
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Dando sequéncia as analises dos produtos de sulfatacéo, o espectro de *H do
produto obtido na reacdo preparativa da sulfatacdo seletiva em C6 (Figura 27, 3),
mostra a diminuicdo significativa do sinal em 3.80 ppm (H5 e H6 de G4S), quando
comparado com o mesmo sinal da amostra inicial K-01 (Figura 27, 1), indicando a
sulfatagcdo em C6, confirmada, no espectro de *C e *C DEPT (Figura 28, A e B),
pelo deslocamento do sinal de C6 de 63.5 para 70.1 ppm e do sinal de C5 de 77.0
para 74.5 ppm. Os sinais de **C sado idénticos aos reportados por Liao et al. (1996)
para a diade G4S,6S-DA. Dessa forma, através da analise de HSQC esta diade foi
completamente caracterizada, conforme assinalamentos na tabela 4. No espectro de
'H aparece, na regido anomérica, um sinal de pequena intensidade em 5.29 ppm,
correspondente a H1 de DA2S, enquanto que no espectro de *C o sinal de C1 em
DA2S é observado em 94.0 ppm. Estes resultados indicam a sulfatacdo em C2 de
DA. O sinal em 5.35 ppm no espectro de *H corresponde a H1 de DA2S ligado a
G2S,4S,6S, conforme foi observado no espectro da fragdo K-010S. Pode-se
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verificar também um sinal remanescente na regido de 3.80 ppm indicando que o C6
n&o foi totalmente sulfatado. Dessa forma, utilizando a analise de RMN *H e HSQC,

identificou-se e quantificou-se a presenca de outras diades na fracdo K-016S
(Tabela 5).

FIGURA 27 - ESPECTRO DE RMN *H DA FRACAO K-016S (A) OBTIDA A

PARTIR DA SULFATACAO SELETIVA EM C6 DE K-01 (B)
Solvente: D,O (60°C); acetona como padréo interno (& = 2,208 ppm para H -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008)

5.29 ppm II 3,80 ppm
5,35 ppm l 5,09 ppm N "VnUll /\/I \\/n\,f’\ l
Ny oYY \_/
_____,,a\/\_.___/‘l | ,[\_/L’\%A)

55 54 53 52 51 50 49 48 -l:.'n" 46 45 44 43 42 41 40 38 38 37 36 35

O grau de sulfatacdo (DODGSON; PRICE, 1962) da fracdo K-016S foi

determinado em 2,1, condizente com o esperado para um polimero com a maioria
das diades dissulfatadas.

A analise de K-016S por espectroscopia de infravermelho (Figura 29),
mostrou uma banda de absorcdo na regido entre 810-820 cm™ que podem ser

relativas a grupos sulfato em C6 (PRADO-FERNANDEZ et al., 2003), corroborando
com os resultados obtidos por espectroscopia de RMN.
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FIGURA 28 - ESPECTROS DE RMN **C DEPT (A) E *C (B) DE K-016S OBTIDA A

PARTIR DA SULFATAC}AO SELETIVA EM C6 DE K-01 (C)
Solvente: D,O (60°C); acetona como padréo interno (6 = 32,69 ppm para B¢ .
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008)
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FIGURA 29 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA FRACAO K-016S
Regi&o entre 1400 e 600 cm™
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TABELA4 - ASSINALAMENTOS DE RMN 'H E ®C DA PRINCIPAL DIADE
PRESENTE NAS FRACOES K-010S, K-016S, K-01E E K-01ES,
OBTIDOS ATRAVES DE HSQC

DESLOCAMENTOS QUIMICOS (ppm)©
FRACAO? UNIDADE"
C1/H1 C2/H2 C3/H3 C4/H4 C5/H5 C6/H6; H6’
102,84, 79,0 76,7 75,7 74,5 70,0
G2S,4S,6S
83 4,37 4,15 4,98 4,05 4,26, 4,26
K-010S
96,0 75,8 79,8 80,9 79,3 71,6
DA2S
5,35 4,69 4,85 4,66 4,73 4,12; 4,22
104,74, 71,5 80,6 75,9 74,6 70,1
G4S,6S
65 3,60 3,99 4,84 4,02 4,21; 4,26
K-016S
DA 97,2 71,8 81,4 81,0 78,9 71,3
5,09 4,11 4,51 4,64 4,71 4,05; 4,05
. 104,54, 71,5 80,7 75,9 74,3 66,1
G4S,6piv
62 3,60 3,95 4,82 3,99 4,30; 4,30
K-01E
97,1 71,9 81,3 80,7 78,7 715
DA2S
5,09 4,10 4,50 4,56 4,63 4,04; 4,17
101,74, 78,9 76,9 75,7 76,6 63,3
G2S,4S
77 4,36 4,12 4,97 3,82 3,82; 3,82
K-01ES . . .
95,8 nd 79,1 nd nd 71,8
DA2S d d d
5,34 nd 4,87 nd nd 4,12; 4,26

 Fracbes obtidas através de modificagdes quimicas em K-01. K-010S = persulfatacio; K-016S
sulfatacdo seletiva em C6; K- OlE esterificacdo com cloridrato de pivaloila em C6; K-01ES
persulfatacdo em C2 de K-01E; ® os codigos de letras referem-se a nomenclatura desenvolwda Por
Knutsen et al. (1994); ¢ referentes ao padrdo interno acetona (2,208 e 32,69 ppm para 'He
respectivamente), calibrado com DSS — & = 0,00 ppm, Van de Velde e Rollema (2008); Y nd = no
determinado

O perfil de eluicdo (Figura 30), determinado por HPSEC acoplado a um
detector de indice de refracdo, indica que houve diminuicAo na cadeia
polissacaridica, assim como na fragdo K-010S, evidenciada no cromatograma pelo
aumento no tempo de eluicdo da fracdo K-016S quando comparada com a fracao K-

01 e confirmada através determinacéo da massa molecular.
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FIGURA 30 - PERFIL DE ELUI(;AO DETERMINADO POR HPSEC (ACOPLADO A
DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO) E COMPARACAO DA
MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA DAS FRACOES K-01 (A)
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TABELA 5 - ESTIMATIVA DAS DIADES PRESENTES NAS FRACOES K-010S E
K-016S, GRAU DE SULFATACAO (DS) E MASSA MOLECULAR

PONDERAL MEDIA (M)

FRACAO DIADES? (%)° DS° My (Da)
G2S,4S,6S-DA2S 81

K-010S 3.8 74.300
G4S,6S-DA2S 19
G4S,6S-DA 55
G4S-DA 17

K-016S 2.1
G4S,6S-DA2S/GA4S-DA2S 18 98.000
G2S,4S,65-DA2S/G2S,4S-DA2S | 10

% Os cédigos de letras referem-se & nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al (1994); ° estimada a
partir RMN H, através da integracdo dos prétons a-anoméricos de cada diade;  metodologia descrita

por Dodgson e Price, (1964)
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6.4.3 OTIMIZACAO DA CONDICAO DE ESTERIFICACAO DA FRACAO K-01
PARA A OBTENCAO DA FRACAO K-01E

A obtencé&o do derivado sulfatado em C2 de G4S e DA2S foi dividida em duas
etapas: esterificacdo da hidroxila livre ligada ao carbono 6 da unidade G4S, atraves
da introducdo de um grupo protetor (cloridrato de pivaloila) e sulfatacdo das
hidroxilas livres ligadas aos carbonos 2 de cada unidade da diade.

Primeiramente, com o intuito de sulfatar a fracdo K-01 seletivamente nas
hidroxilas ligadas a C2 de G4S e DA para a formacdo da diade G2S,4S-DA2S
(Figura 20, 5), foi necessaria a protecdo da hidroxila de C6 e formacdo de um
intermediario contendo a diade G4S,6Piva-DA (Figura 20, 4). Para a formacédo deste
intermediéario, a fracdo K-01 foi submetida a uma reacdo de esterificacdo seletiva
com o grupo protetor cloridrato de pivaloila. Varias condicGes foram testadas (Tabela
6) e o monitoramento das reacdes foi feito através da integracao dos sinais em 3,80,
3,60 e 5,09 ppm, estabelecendo uma relacdo entre os sinais 3,80/5,09 (3:1) e

3,60/5,09 (1:1), conforme procedimento descrito para as reacfes de sulfatacao.

TABELA 6 - OTIMIZACAO DA CONDICAO DE ESTERIFICACAO DA FRACAO K-
01 PARA OBTENCAO DA FRACAO K-01E

Entrada | Pivaloila(mL) | T (°C) | t (h) | 4-DMAP (g) | Piridina (mL) Relaqéoa Relagéoa
3,60/5,09 3,80/5,09
1P N N - - - 1,2 3,5
2° 0,037 20 17 0,01 - 1,2 3,5
3 0,72 20 17 0,01 - 1,2 3,2
4° 0,72 35 17 0,01 - 1,2 3,4
5° 0,72 35 17 0,01 0,8 1,1 2,0
6°° 0,8 (x3) 20 17 1,2 1,6 1,0 1,8
7° 0,8 (x3) 20 1 0,01 1,6 0,9 1,8

% Intensidade relativa ao sinal em 5.09 ppm. Integracdes foram realizadas através de analises de 'H
RMN:; ° Polimero K-01, na forma sédica; © Na entrada 6 foi acrescentado 1% de SDS (lauril sulfato de
s6dio); d polimero na forma de sal de trietilam6nio. Em todas as reac¢des foi utilizado o solvente DMFa
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No primeiro protocolo de esterificacdo (Tabela 6, entrada 2) a amostra K-01
foi solubilizada em DMF anidro e tratada com o cloridrato de pivaloila (trimetil acetil
cloridrato) durante 17h, na presenca do catalisador 4-amino dimetil piridina. A
anélise por RMN *H mostrou que ndo houve esterificacdo em C6, pois ndo ha
evidéncia da diminuicao do sinal em 3,80 ppm (Figura 31, 2). No protocolo seguinte,
(Tabela 6, entrada 3) a quantidade de cloridrato de pivaloila foi aumentada cerca de
20 vezes, mas praticamente ndo houve variacdo no sinal em 3,80 ppm. O aumento
da temperatura para 35°C (Tabela 6, entrada 4) também nao representou melhora
na esterificacdo de C6. Nesse estagio, foi adicionada a piridina (Tabela 6, entrada
5), com o intuito de acentuar a reatividade das hidroxilas na reagéo de esterificagao.
Foi observada uma reducéo na relacdo 3,80/5,09 de 3,5 para 2,0 evidenciando a
esterificacdo em C6. O sinal de 3,60 ppm (C2 de G4S) nédo diminuiu
significativamente, indicando que a esterificacao foi principalmente regiosseletiva em
C6. Na tentativa de aumentar a esterificacdo, foi realizada uma reagdo com maior
guantidade de pivaloila, catalisador e piridina (Tabela 6, entrada 6), além da incluséo
do lauril sulfato de sédio (SDS) nessa condicdo de reacdo. A andlise por RMN *H
mostrou que houve diminuigdo do sinal em 3,80 ppm (Figura 31, espectro 6). A
relacdo 3,80/5,09 diminuiu de 3,5 para 1,8 indicando melhora na condicdo de
esterificacdo. Houve também diminuicdo na relacao 3,60/5,09 sugerindo a entrada
do éster de pivaloila em C2 de G4S em menor grau que em C6. Como ultima
tentativa de aumentar a sulfatacdo seletiva em C6, foi realizada uma reacédo
utilizando o polimero na forma de sal de trietilamonio (Tabela 6, entrada 7). A anélise
por RMN *'H (Figura 31, espectro 7) revelou que a esterificacdo em C6 foi
semelhante a da condicdo anterior, mas que em C2 de G4S aumentou
significativamente, evidenciada pela diminui¢cao na relacao 3,60/5,09 de 1,2 para 0,9.
Esse resultado indica que a utilizacdo do polimero na forma de sal de trietilamdnio
de fato promove o aumento na reatividade das hidroxilas, como aconteceu na

reacao de persulfatacéo (K-010S).



FIGURA 31 - ESPECTROS DE RMN *H DA OTIMIZACAO DA CONDICAO DE

ESTERIFICACAO EM K-01
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Solvente: D,O (60°C); acetona como padrdo interno (6 = 2,208 ppm para 'H -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008). A humeracdo da

figura corresponde as entradas da tabela 6
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Dessa forma, de todos os protocolos testados, a melhor condi¢do encontrada

para a esterificagdo seletiva em C6 de G4S foi a da entrada 6, que apresenta melhor

seletividade em C6, com menor esterificagcdo em C2.

6.4.4 OBTENCAO DA FRACAO K-01E PREPARATIVA, UTILIZANDO A MELHOR

CONDICAO DE ESTERIFICACAO EM C6

Escolhida a melhor condicéo de esterificacao, a fragdo K-01 foi submetida a

uma reacgao preparativa com o objetivo de obter a fragdo K-O1lE em quantidade

suficiente para a caracterizacdo por RMN e a realizacdo da sulfatacdo seletiva em

C2 de G4S e DA. O espectro de 'H foi semelhante ao da amostra analitica (Figura

31, espectro 6). No espectro de **C (Figura 32), verifica-se a presenca de um sinal
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em 28,8 ppm correspondente as metilas do grupamento pivaloila. Este carbono
apresentou correlacdo no espectro de HSQC (Figura 33) com protons que aparecem
em 1,20 ppm. Através dos sinais desses protons foi possivel assinalar, no espectro
de HMBC (Figura 34), o carbono quaternario e a carboxila do grupamento pivaloila
em 41,0 e 183,5 ppm, respectivamente. Esses dados confirmam a esterificagdo de
K-01 com o grupo protetor. Ainda no espectro de *C, a principal diferenca entre o
espectro do polimero nativo e o da amostra esterificada foi o deslocamento do sinal
de C6 de G4S de 63,5 para 66,1 ppm e do sinal de C5 de 77,0 para 74,3 ppm. Os
assinalamentos obtidos através da analise por HSQC encontram-se na tabela 4.
Dessa forma, através da andlise dos espectros, foi possivel caracterizar a diade
G4S,6piv-DA. Os dados em conjunto sugerem que a fracdo K-O1lE é formada por
polimeros constituidos pela diade repetitiva G4S,6Piv-DA, mas também pela diade
G4S-DA (K-01). A integracao do sinal em 3,80 ppm no espectro de préton de K-01E
comparada com a de K-01, permitiu estimar a quantidade da diade esterificada em
44%.

FIGURA 32 - ESPECTRO DE RMN **C DA FRACAO K-01E OBTIDA A PARTIR DA

ESTERIFICAQAO SELETIVA EM C6 DE K-01
Solvente: D,O (60°C); acetona como padréo interno (6 = 32,69 ppm para B¢ .
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde e Rollema (2008)
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FIGURA 33 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRACAO K-01E
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Solvente: D,O (60°C); acetona como padrao interno (5 = 2,208 e 32,69 ppm para ‘H
e 3C, respectivamente - referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde e Rollema

(2008)
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FIGURA 34 - ESPECTRO DE RMN HMBC DE K-01E
Solvente: D,O (60°C); acetona como padréo interno (6 = 2,208 e 32,69 ppm para 'H
e C, respectivamente - referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema

(2008)
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6.4.5 OBTENCAO DA FRACAO K-01ES A PARTIR DA SULFTACAO SELETIVA
EM C2 (UNIDADES G4S E DA) DA FRACAO K-01E

A segunda etapa da obtencéo do derivado sulfatado em C2 de G4S e DA2S
(Figura 20, 5) consistiu na sulfatacéo da fracdo K-01E que contém a diade G4S,6piv-
DA. Para isso, a fragdo K-O1lE foi solubilizada em DMF anidro e submetida a
sulfatagdo com o complexo trioxido de enxofre-piridina (SOs3-Py). Acrescentou-se
2M2B como aceptor de protons e deixou-se reagir por um periodo de 17h. Apés a
sulfatacdo, a amostra foi tratada com hidroxido de sodio, com o intuito de promover
a desprotecdo em C6 de G4S6Piv, uma vez que a ligacdo éster € labil em meio
alcalino. A analise por RMN *H (Figura 35) mostra um sinal em 3,82 ppm, assinalado
como sendo correspondente a H6 e H5 de G2S,4S. Na regido anomérica verifica-se

a presenca de sinais na regido de 5,30 a 5,38 ppm, correspondentes a H1 de DA2S.

FIGURA 35 - ESPECTRO DE RMN 'H DA FRAC}AO K-01ES OBTIDA A PARTIR
DA SULFATACAO SELETIVA DE C2 (UNIDADES G4S E DA) DA
FRACAO K-01E
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrdo interno (&6 = 2,208 ppm para H -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008)
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No espectro de '3C (Figura 36), o sinal em 95,8 e 96,1 ppm indicam a
presenca das unidades DA2S. Os dados em conjunto mostram a presenca da diade
G2S,4S-DA2S, a qual foi caracterizada no produto formado, indicando que a
condicdo de protecao, sulfatacdo seletiva e desprotecédo foi executada com éxito.
Através da andlise por HSQC e utilizando os dados das fragBes caracterizadas
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anteriormente, foi possivel fazer os assinalamentos dessa diade (Tabela 4). O
espectro de 'H mostra um sinal de baixa intensidade em 3,60 ppm, correspondente
a H2 das unidades de (B-D-galactopiranose, indicando que a fracdo K-O1E pode né&o
ter sido sulfatada completamente ou no momento da esterificacdo houve protecéo
com pivaloila nesta posi¢éo. Esse dado sugere a presenca das diades G4S-DA2S e
G4S,6S-DA2S na fracdo K-01ES, confirmado também pelo sinal em 5,30 ppm,
correspondente a H1 de DA2S dessas diades. Ainda na regido anomérica, verifica-
se um sinal em 5,35 ppm correspondente a H1 de DA2S da diade G2S,4S,6S-DA2S,
formada a partir da persulfatacdo da diade G4S-DA presente na fracdo K-0O1lE. Os
sinais anoméricos em 102,9 e 96,1 ppm no espectro de '3C confirmam essa
informacédo, uma vez que essa diade ja foi caracterizada na fracdo K-010S. A
integracdo dos sinais anoméricos no espectro de HSQC permitiu estimar a
proporcao das diades no polimero (Tabela 7).

O perfil de eluicdo, obtido por HPSEC acoplado a indice de refracao, indica
gue houve diminuicdo na cadeia polissacaridica, evidenciada no cromatograma pelo
aumento no tempo de eluicdo da fracdo K-O1ES e pela determinacdo da massa
molecular (Figura 37). Embora seja possivel a degradacdo durante a etapa de
esterificacdo ou remocao do grupo pivaloila em meio alcalino, o mais provavel é que
a perda de massa molecular tenha ocorrido durante a etapa de sulfatacéo, conforme

observado para outras fracoes.

FIGURA 36 - ESPECTRO DE RMN *C DA FRACAO K-01ES OBTIDA A PARTIR

DA SULFATAQAO SELETIVA DE K-01E
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrdo interno (5 = 32,69 ppm para °C -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde e Rollema (2008)

102,9 ppm 95,8 ppm
* 96,1 ppm

105 100 95 20 85 80 75 70 65 ppm



92

FIGURA 37 - PERFIL DE ELUI(;AO DETERMINADO POR HPSEC (ACOPLADO A
DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO) E COMPARACAO DA
MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA DAS FRACOES K-01 (A)
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TABELA 7 - ESTIMATIVA DAS DI':ADES PRESENTES NA FRACAO K-01ES,
GRAU DE SULFATACAO (DS) E MASSA MOLECULAR PONDERAL

MEDIA (Mw)
FRACAO DIADES® (%)° DS¢ M,, (Da)
G2S,4S-DA2S 40
K-01ES G4S-DA2S/G4S,6S-DA2S 06 3,2 89.000
G2S,4S,6S-DA2S 54

% Os codigos de letras referem-se a nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al (1994); ° estimada a
partir da integracdo por RMN 'H dos prétons anoméricos de cada diade; ° metodologia descrita por
Dodgson e Price (1964)

6.46  OBTENCAO DA FRACAO KD ATRAVES DA DESSULFATACAO
SOLVOLITICA DA FRACAO K-01

A fracdo K-01 foi submetida a um processo de dessulfatagéo de acordo com a
metodologia de solvdlise de Nagasawa; Inoue e Kamata (1977). A fracdo
polissacaridica foi inicialmente transformada em sal de piridénio, depois foi

solubilizada na mistura reativa (DMSO, metanol e piridina) e mantida a 100°C por
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4h. Por ser executado em alta temperatura, o processo de solvdlise pode levar ao
rompimento de ligagbes mais labeis, como aquelas envolvendo unidades
anidrogalactosidicas e promover degradacdo no polissacarideo. O cromatograma
obtido através de cromatografia de exclusdo estérica de alta pressdao (HPSEC)
mostra que de fato ocorreu diminuicdo na massa molecular, evidenciado pelo
aumento no tempo de retencdo da fragcdo KD quando comparado com a fragcado K-01
(Figura 38).

FIGURA 38 - PERFIL DE ELUI(;AO DETERMINADO POR HPSEC (ACOPLADO A
DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO) E COMPARACAO DA
MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA DAS FRACOES K-01 (A)
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A fracdo KD foi analisada por RMN. O espectro de *H (Figura 39) mostra um
sinal na regido anomérica em 5,07 ppm caracteristico de H1 da unidade DA de beta-
carragenana (KOLENDER; MATULEWICZ, 2004), sobreposto a um sinal de menor
intensidade em 5,09 ppm (H1 de DA) da kappa-carragenana (fracdo K-01),
indicando a dessulfatacdo parcial dessa fragdo. A sobreposicdo dos sinais
anomeéricos impediu a quantificacdo das diades presentes na fracdo através da
integracdo das areas desses sinais. Portanto, uma alternativa encontrada para a

quantificacdo foi considerar a area dos sinais anomeéricos sobrepostos como 100% e
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integré-la com o sinal de H4 de G4S que aparece em 4,81 ppm, referido por Usov
(1984) e confirmado nas analises de HSQC das fragfes K-016S e K-010S (Tabela
4). O resultado da integracdo dos sinais anoméricos sobrepostos subtraido do valor
da area integrada de H4 de G4S, mostrou que a diade G-DA corresponde a 78% da

fracdo, sendo 22% correspondente a diade G4S-DA.

FIGURA 39 - ESPECTRO DE RMN 'H DA FRACAO KD OBTIDA ATRAVES DE

DESSULFATACAO SOLVOLITICA DA FRACAO K-01
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrado interno (& = 2,208 ppm para -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008)
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O espectro de **C da fracdo KD comparado com o da fracdo K-01 (Figura 40)
mostra o deslocamento do sinal de C4 de G4S de 76,3 para 68,6 ppm, como o
obtido por Van de Velde e Rollema (2008) para a beta-carragenana.

O espectro de infravermelho (Figura 41) mostra a diminuicao significativa da
banda em absorcdo em 850 cm™ caracteristca de C4-O-S, indicando a
dessulfatacdo parcial da fracdo K-01 (TOJO; PRADO, 2003), corroborando com os
resultados obtidos por RMN. O grau de sulfatacdo da amostra KD foi determinado

em 0,14, esperado para uma amostra 78% dessulfatada (Tabela 8).
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FIGURA 40 - ESPECTRO DE RMN *3C DA FRACAO KD (A) COMPARADA COM A
FRACAO K-01 (B)
Solvente: D,O (60°C); acetona como padréo interno (6 = 32,69 ppm para B¢ .
referente ao DSS - & = 0,0 ppm). O sinal em 76,3 ppm refere-se ao C4 de kappa-
carragenana (K-01) sulfatado e em 68,6 ppm ao C4 de beta-carragenana (KD) sem
sulfato (VAN DE VELDE; ROLLEMA, 2008)

68,6 ppm
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FIGURA 41 - ESPECTRO DE |NFRAVER|\/lELHO DA FRAQAO KD (EM PRETO)
COMPARADO COM A FRACAO K-01 (EM VERMELHO)
Regigo entre 1400 e 600 cm™
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6.4.7 OBTENCAO DA ERA(;AO KD-6S ATRAVES DA SULFATACAO SELETIVA
EM C6 DA FRACAO KD

A fracdo KD constituida principalmente pela diade G-DA (Figura 20, 6) foi
submetida a sulfatacdo seletiva de C6 da unidade G para produzir uma fracao
contendo a diade G6S-DA (Figura 20, 7).

Para a sulfatagéo seletiva em C6, foi estabelecido um protocolo semelhante ao
executado na reacdo de sulfatacdo seletiva em C6 da fracdo K-01. A amostra foi
solubilizada em DMFa e submetida as condi¢cdes de reacdo por 1lh, utilizando-se
SO3-Py como agente sulfatante.

O produto formado (KD-6S) foi caracterizado por RMN. O espectro de H
(Figura 42, A) mostra a diminuicdo significativa no sinal entre 3,74-3,79 ppm (H5 e
H6 de G), quando comparado com o0 mesmo sinal da amostra inicial KD (Figura 42,
B), indicando a sulfatacdo em C6, confirmada, no espectro de **C (Figura 43, A),
pelo deslocamento do sinal de C6-G de 63,5 (VAN DE VELDE; ROLLEMA, 2008)
para 69,2 ppm. O sinal de C6 sulfatado (69,2 ppm) aparece invertido em DEPT 135
(Figura 43, B). A analise dos dados permite sugerir que a fracdo KD-6S é formada
por polimeros constituidos majoritariamente pela diade repetitiva G6S-DA, mas
também pela diade G-DA (KD). N&o foi possivel a integracéo dos sinais por RMN *H
devido a sobreposicdo dos sinais anoméricos em 5,07 e 5,09 ppm. O perfil de
eluicdo obtido por HPSEC acoplado a indice de refracdo (Figura 44, B) mostra que
houve diminuicdo da cadeia polissacaridica, quando comparado com o perfil de

eluicdo da fragéo KD (Figura 44, A).
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FIGURA 42 - ESPECTRO DE RMN *H DA FRACAO KD-6S (A) OBTIDA A PARTIR

DA SULFATACAO SELETIVA EM C6 DA FRACAO KD (B)
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrao interno (& = 2,208 ppm para H -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008)

3,74-3,79 ppm

5,09 ppm

(A)

5,09 ppm

(B)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
53 52 51 50 49 48 4T 48 45 44 43 47 41 40 39 38 3T 38 35 = ]

FIGURA 43 - ESPECTROS DE RMN **C DEPT (A) E **C (B) DA FRAGAO KD-6S
OBTIDA A PARTIR DA SULFATACAO SELETIVA DE C6 DA

FRACAO KD (A)
Solvente: D,O (60°C); acetona como padréo interno (& = 32,69 ppm para B¢ .
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde e Rollema (2008)
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FIGURA 44 - PERFIL DE ELUIQAO DETERMINADO POR HPSEC (ACOPLADO A
DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO) E COMPARACAO DA
MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA DAS FRACOES KD (A) E

KD-6S (B)
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TABELA 8 - ESTIMATIVA DAS DIADES PRESENTES NAS FRACOES KD E KD-
6S, GRAU DE SULFATACAO (DS) E MASSA MOLECULAR

PONDERAL MEDIA (M)

FRACAO DIADES® (%)° DS¢ M,, (Da)
G4S-DA 22

KD 0,14 44.200
G-DA 78

KD-6S G6S-DA nd* 0,58 37.400

2 Os codigos de letras referem-se a nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al (1994); ° estimada
a partir da integracdo por RMN 'H dos protons anoméricos de cada diade; © metodologia descrita
por Dodgson e Price (1964); 4 hdo determinado
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6.5 MODIFICACOES QUIMICAS EM IOTA-CARRAGENANA (IC)

A fracdo E, constituida por iota/nu-carragenana (Figura 45, 8), foi submetida a
tratamento alcalino (item 6.2) para a obtencdo da fracdo IC que contem iota-
carragenana, G4S-DA2S (Figura 45, 9). Esta fracdo foi submetida a sulfatacao
seletiva em C6 para produzir a diade G4S,6S-DA2S (Figura 45, 10). Inicialmente,
visando encontrar a melhor condicdo de sulfatacdo seletiva, varias reacdes
analiticas foram realizadas. Assim como na sulfatacéo seletiva de K-01, a entrada do
grupamento sulfato na posicdo C6 de G4S foi monitorada através da espectroscopia
por RMN 'H. Foi realizada a integracdo dos sinais em 5,29, 3,80 e 3,60 ppm, que
correspondem respectivamente a H1 de DA2S e H6/H5 e H2 da unidade G4S
(USOV, 1984).

FIGURA 45 - ESQUEMA DE OBTENCAO DA FRACAO IC (IOTA-CARRAGENANA)
ATRAVES DE TRATAMENTO ALCALINO DA FRACAO E.
SULFATACAO SELETIVA DE C6 DA FRACAO IC PARA OBTENCAO
DE SEU DERIVADO QUIMICAMENTE MODIFICADO IC-6S
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6.5.1 OTIMIZACAO DA CONDICAO DE SULFATACAO SELETIVA EM C6 DA
FRACAO IC PARA A OBTENCAO DA FRACAO IC-6S

No primeiro protocolo de reacdo (Tabela 9, entrada 2) foi utilizado o complexo
trioxido de enxofre-piridina (SO3-Py) como agente sulfatante e o 2M2B como aceptor
de prétons. O tempo de reacgédo foi de 3h, com a coleta de duas fracdes (apos 1 e 3h
— entradas 2 e 3 respectivamente).

O produto formado foi analisado por RMN 'H. O espectro da amostra
evidencia a diminuicdo do sinal em 3,80 ppm, indicando a sulfatagcdo em C6 (Figura
46, espectros 2 e 3). A integracéo dos sinais em 3,80 ppm (Tabela 9, entradas 2 e 3)

indica que nao houve diferenca na sulfatacao das fracdes coletadas em 1 e 3h.

TABELA 9 - OTIMIZAQAO DA CONDICAO DE SULFATAC@O SELETIVA EM C6
DA FRACAO IC PARA A OBTENCAO DA FRACAO IC-6S

Relacéo Relacéo Relagao
Entrada® SOs-Py” (mg) T(°C) t(h) 3,62/5,29° 3,80/5,29° 5,35/5,29°
1 1,4 3,3
2 500 20 1 1,4 1,9
3 500 20 3 1,4 1,9
4 730 20 6 1,3 1,3
5 730 35 1 1,3 1,0 0,2
6 730 35 3 1,1 0,8 0,4
7 730 35 8 1,0 0,8 0,7

2 Fracdo IC na forma de sal sédico. ° SOs-Py = complexo triéxido de enxofre-piridina; ¢ intensidade
relativa ao sinal em 5,29 ppm. Integracdes foram realizadas através de analises de RMN *H. Em
todas as reacg@es utilizou-se 50 mg do polissacarideo. Em todas as condi¢6es o pH foi mantido em
7,0 com a adicao de trietilamina

Com o intuito de melhorar a condi¢ao de sulfatagcéo anterior, foi elaborado um
segundo protocolo (Tabela 9, entrada 4). Nessa condi¢éo, a concentracdo do agente
sulfatante foi aumentada e o tempo de reacédo foi de 6h. O espectro de RMN *H
(Figura 46, espectro 4) mostra que houve baixo grau de sulfatacdo seletiva em C6,
conforme indicado pela reducéo da relagao 3,80/5,29 de 1,9 para 1,3. No terceiro

protocolo (Tabela 9, entradas 5, 6 e 7) houve aumento da temperatura, sendo a
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reagao realizada em 8h com a coleta de amostras em 1, 3 e 8h. O espectro de RMN
'H mostra que ap6s 1h de reacdo houve diminuicdo do sinal em 3,80 ppm,
significando aumento da sulfatacdo nessa condicédo (Figura 46, espectro 5) quando
comparada com a anterior. Em 3 e 8h de reacdo (Figura 46, espectros 6 e 7,
respectivamente) o sinal em 3,80 ppm diminuiu em relagdo a amostra coletada em
1h, entretanto, evidencia-se uma diminui¢cdo no sinal em 3,60 e o aumento no sinal
em 5,35 ppm, indicando a formacéo da diade G2S,4S,6S-DA2S devido a sulfatacéo
em C2 de G4S.

FIGURA 46 - ESPECTROS DE RMN 'H DOS PRODUTOS OBTIDOS NAS
DIFERENTES CONDI(;C)ES DE REACAO PARA A OTIMIZA(;AO
DA CONDICAO DE SULFATACAO SELETIVA EM C6 DA
FRACAO IC
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrao interno (& = 2,208 ppm para H -
referente ao DSS - = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008). A numeracao da
figura corresponde as entradas da tabela 9
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Portanto, a condicdo de sulfatacdo seletiva 5 foi a que proporcionou a
formagdo majoritaria da diade G4S,6S-DA2S com menor quantidade da diade
G2S,4S,6S-DA2S.

Depois de estabelecida a melhor condicdo de sulfatacdo, a fracdo K-01 (200
mgq) foi submetida a uma reacao preparativa com o objetivo de obter a fracdo IC-6S
em quantidade suficiente para os ensaios de caracterizacao e atividade biolégica.

O produto formado na reacao preparativa (IC-6S) foi caracterizado por RMN.
O espectro de *H (Figura 47, A) mostra a diminuicdo do sinal em 3,80 ppm (H5 e H6
de G4S), quando comparado com o mesmo sinal da amostra inicial IC (Figura 47, B),
indicando sulfatacdo nessa posicao.

FIGURA 47 - ESPECTROS DE RMN *H DA FRACAO IC-6S (B) OBTIDA A PARTIR

DA SULFATACAO SELETIVA DE C6 DA FRACAO IC (A)
Solvente: D,O (60°C); acetona como padréo interno (& = 2,208 ppm para H -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008)
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No espectro de **C (Figura 48, B), a sulfatagdo em C6 é evidenciada pelo
deslocamento do sinal de 63,5 (C6 livre) para 70,2 ppm (TANH et al, 2001). No
espectro de *C DEPT (Figura 48, A), o sinal de 70,2 ppm invertido confirma a
presenca de C6 sulfatado. Na anélise por RMN HSQC (Figura 49) verifica-se uma
correlacdo entre 3,80/63,5, referente a H6/C6 de G4S, indicando que a sulfatacao
em C6 ndo foi completa, o que sugere a presenca da diade inicial G4S-DA2S na
fracdo IC-6S. Na regido anomérica encontra-se a correlacdo 4,68/105,1 (H1/C1 de
G4S ou G4S,6S). Esse dado indica que nao houve sulfatagdo em C2 de G4S, uma
vez que nao se observa sinais de carbono anomérico em campo mais alto. Os

assinalamentos obtidos através da analise por HSQC encontram-se na tabela 11.
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FIGURA 48 - ESPECTROS DE RMN **C DEPT (A) E **C (B) DA FRAGAO IC-6S
OBTIDA A PARTIR DA SULFATACAO SELETIVA DE C6 DA

FRACAO IC (C)
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrdo interno (5 = 32,69 ppm para °C -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde e Rollema (2008)
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Através da integracéo dos sinais anoméricos por RMN *H foi possivel estimar
a proporcéo das diades no polimero (Tabela 10). O grau de sulfatacdo (DODGSON;
PRICE, 1962) da fracdo IC-6S foi determinado em 2,4.



104

FIGURA 49 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRACAO IC-6S

Solvente: D,O (60°C); acetona como padrao interno (5 = 2,208 e 32,69 ppm para 'H
e 3C, respectivamente - referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde e Rollema

(2008)
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TABELA 10 - ESTIMATIVA DAS DIADES PRESENTES NA FRAC}AO IC-6S, GRAU
DE SULFATACAO (DS) E MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA
(Mw)
FRACAO DIADES® (%)° DS¢ M,, (Da)
G4S-DA2S 27
IC-6S 2,10 250.000
G4S,6S-DA2S 73

2 Os codigos de letras referem-se a nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al (1994); ° estimada
a partir da integracdo por RMN 'H dos prétons anoméricos de cada diade; ° metodologia descrita
por Dodgson e Price (1964)
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TABELA11-  ASSINALAMENTOS DE RMN 'H E C DA PRINCIPAL DIADE
PRESENTE NA FRACAO IC-6S, OBTIDOS ATRAVES DE HSQC

DESLOCAMENTOS (ppm)°
FRACAO? UNIDADE"

c1 c2 c3 c4 Cc5 C6/H6;H6’

1050 | 71,3 | 78,7 | 740 | 747 70,2

G4S,6S

68 467 | 3,62 | 403 | 493 | 4,02 4,26; 4,26

940 | 770 | 80,3 | 813 | 79,2 717

DA2S

528 | 4,68 | 483 | 463 | 4,77 4,11; 4,26

? Frag&o obtida através da sulfatacdo seletiva em C6 da fracéo IC; ® 0s cédigos de letras referem-se a
nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al. (1994); © referentes ao padréo interno acetona (2,208 e
32,69 ppm para ‘H e **C respectivamente), calibrado com DSS — & = 0,00 ppm, Van de Velde e
Rollema (2008)

A analise de IC-6S por espectroscopia de infravermelho (Figura 50) mostra
bandas de absorcdo em 805 cm™ (C2-O-S em DA2S), 850 cm™ (C4-O-S em G4S) e
um ombro em 820 cm™ (C6-O-S em G4S), corroborando com os resultados obtidos
por espectroscopia de RMN (PRADO-FERNANDEZ et al., 2003).

FIGURA 50 - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA FRACAO IC-6S
Regi&o entre 1400 e 600 cm™
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O perfil de elui¢cdo, determinado por HPSEC acoplado a indice de refracéo,
indica que houve quebra na cadeia polissacaridica, evidenciada pelo aumento no
tempo de retencéo da fracdo IC-6S quando comparada com o da fracdo IC e com a

massa molecular (Figura 51).

FIGURA 51 - PERFIL DE ELUIGAO DETERMINADO POR HPSEC (ACOPLADO A
DETECTOR DE INDICE DE REFRAGAO) E COMPARAGAO DA
MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA DAS FRACOES IC (A) E
IC-6S (B)
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6.6 MODIFICACOES QUIMICAS EM THETA-CARRAGENANA (TC)

A fragdo G-08 (Figura 52, 11) foi submetida a tratamento alcalino para a
obtencado da fracdo TC (Figura 52, 12). A theta-carragenana (TC) apresenta uma
estrutura dissacaridica repetitiva constituida de unidades de (1—3) pB-D-
galactopiranose 2-sulfato (G2S) e (1—4) a-D-3,6-anidrogalactopiranose 2-sulfato
(DA2S), com hidroxilas livres nas posi¢coes de C4 e C6 da unidade de G2S. Nessa
fracdo foi realizada uma sulfatacdo seletiva na hidroxila ligada a C6 de G2S para
produzir a diade G2S,6S-DA2S (TC-6S). A entrada do grupamento sulfato na
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posicdo C6 de G2S foi monitorada através da espectroscopia por RMN *H, através
da integracdo da area dos sinais na regido de 5,28 ppm (H1 de DA2S) e de 3,72-
3,77 ppm (H6/H6’ e H5 de G2S), estabelecendo uma relacdo entre os sinais 3,72-
3,77/5,28 (1:3). A entrada de um grupamento sulfato em C6 de G2S submete o0s
protons ligados a esse carbono a um novo ambiente quimico, causando o

deslocamento dos sinais dessa regiao.

FIGURA 52 - ESQUEMA DE OBTENCAO DA FRACAO TC (THETA-
CARRAGENANA) ATRAVES DO TRATAMENTO ALCALINO DA
FRACAO G-08. SULFATACAO SELETIVA EM C6 DA FRACAO
TC PARA OBTENCAO DA FRACAO TC-6S
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6.6.1 OTIMI;A(;AO DA CONDIQANO DE SULFALTA(;AO SELETIVA EM C6 DA
FRACAO TC PARA OBTENCAO DA FRACAO TC-6S

No primeiro protocolo de reacdo (Tabela 12, entrada 2) foi utilizado o
complexo trioxido de enxofre-piridina (SO3-Py) como agente sulfatante e o 2M2B

como aceptor de protons. O tempo de reacao foi de 1h.
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TABELA 12 - OTIMI%ACAO DA CONDI(}AO~DE SULFATA(}AO SELETIVA NA
FRACAO TC PARA A OBTENCAO DA FRACAO TC-6S

Entrada Polimero S0s-Py* (mg) | T(°C) t (h) Relag&o 3,77-3,72/5,28°
1 TC® - - - 33
2 TC® 500 20 1 3,4
3 TC® 730 35 4 3,4
4 TC® 730 35 6 34
5 TC-TEA® 500 20 1 2,0

? SO4-Py = complexo tri6xido de enxofre-piridina; ° intensidade relativa ao sinal em 5,28 ppm.
Integracdes foram realizadas através de analises de RMN H; fracdo TC na forma de sal sddico; d
TC-TEA = fracdo TC na forma de sal de trietilaménio. Em todas as reacgdes utilizou-se 50 mg do
polissacarideo. Em todas as condi¢es o pH foi mantido em 7,0 com a adigdo de trietilamina

O produto formado foi analisado por RMN 'H. A integracdo dos sinais da
regido de 3,77- 3,72 ppm foi de 3,3 para 3,4 (Tabela 12, entrada 2) indicando que
nao houve sulfatagédo em C6 de G2S (Figura 53, 2).

FIGURA 53 - ESPECTRO DE RMN 'H DA OTIMIZACAO DA EZONDI(;AO DE
SULFATACAO SELETIVA DE C6 DA FRACAO TC PARA

OBTENCAO DA FRACAO TC-6S

Solvente: D,O (60°C); acetona como padrdo interno (6 = 2,208 ppm para -
referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde; Rollema (2008). A numeracéo da
figura corresponde as entradas da tabela 12
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No segundo protocolo (Tabela 12, entradas 3 e 4) a concentracdo do agente
sulfatante e a temperatura foram aumentados, com o intuito de melhorar a condigéao
anterior, mas a relacdo entre os sinais continuou a mesma (Figura 53, 3 e 4). No
altimo protocolo (Tabela 12, entrada 5), foi utilizado o polimero na forma de sal de
trietilamonio com o intuito de melhorar a solubilidade no solvente DMFa e assim
aumentar a reatividade do complexo de SO3-Py. O espectro de RMN *H do produto
(Figura 53, 5) mostra uma pequena diminui¢do na relagéo 3,72-3,77/5,28 ppm de 3,3
para 2,0, indicando a sulfatacdo em C6 de G2S. Esta foi a melhor condicdo de
sulfatacao entre todas as testadas.

A amostra da entrada 5 (TC-6S) foi caracterizada por RMN. A andlise por
RMN *H mostrou que a relagdo 3,72-3.77/5,28 ppm diminuiu de 3,3 para 2,0 (Tabela
12, entrada 5), indicando a sulfatacdo em C6 (Figura 53, 5). No espectro de RMN
HSQC (Figura 54) foram observadas as correlacbes de 3,92/74,5 e 4,18/69,0
referentes a C5/H5 e C6/H6, respectivamente. Com o auxilio do espectro de HSQC
e 0 conhecimento dos deslocamentos da diade G2S-DA2S, a diade G2S,6S-DA2S

foi assinalada (Tabela 13).

FIGURA 54 - ESPECTRO DE RMN HSQC DE TC-6S
Solvente: D,O (60°C); acetona como padrao interno (& = 2,208 e 32,69 ppm para
'"H e C, respectivamente - referente ao DSS - & = 0,0 ppm), Van de Velde e
Rollema (2008). As correlagBes entre 3,92/74,5 e 4,18/69,0 correspondem a
C5/H5 e C6/H6, respectivamente

4,18/69.0ppm = T
= 3,92/74,5 ppm
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Nas fracOes derivadas da kappa- e iota-carragenana foram observadas as
correlagcbes de H4/C4 de G4S na regido de 4,82-4,97/74,0-75,9 ppm. No espectro
HSQC da fragcdo TC-6S nao existe essa correlacdo, permitindo afirmar que nao
houve sulfatacdo em C4 de G2S. Os dados em conjunto sugerem que a fracao TC-
6S é formada pelas diades G2S,6S-DA2S e G2S-DA2S. A integracdo dos sinais por
RMN *H permitiu estimar a quantidade aproximada de cada diade na fracéo (Tabela

14), demonstrando um baixo rendimento na sulfatacdo seletiva em C6.

TABELA 13-  ASSINALAMENTOS DE RMN 'H E C DA PRINCIPAL DIADE
PRESENTE NA FRACAO TC-6S, OBTIDOS ATRAVES DE RMN

POR HSQC
DESLOCAMENTOS (ppm)°
FRACAO® UNIDADE"
c1 c2 c3 c4 C5 C6/H6;H6’
1032 | 797 | 81,4 | 69,4 | 745 69,0
G2S,6S
479 | 435 | 391 | 417 | 3,92 4,18; 4,18
TC-6S _ . .
97,7 | 770 | nd nd nd 71,9
DA2S . ‘ g
529 | 4,60 | nd nd nd 4,18; 4,18

? Fragdo obtida através da sulfatacdo seletiva em C6 da fracdo TC; ° os cédigos de letras referem-se
a nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al. (1994); ° referentes ao padr&o interno acetona (2,208
e 32,69 ppm para 'H e °C respectivamente, calibrado com DSS — & = 0,00 ppm), Van de Velde e
Rollema (2008); 9 nd = ndo determinado

TABELA 14 - ESTIMATIVA DAS D[ADES PRESENTES NA FRACAO TC-6S,
GRAU DE SULFATACAO (DS) E MASSA MOLECULAR PONDERAL

MEDIA (Mw)
FRACAO DIADES? (%)° DS* M, (Da)
G2S-DA2S 67
TC-6S 2,60 43.000
G2S,65-DA2S 33

2 Os cadigos de letras referem-se a nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al (1994); ° estimada a
partir da integracéo por RMN 'H dos prétons anomeéricos de cada diade; ° metodologia descrita por
Dodgson e Price (1964)

Assim como observado nas outras sulfatacdes realizadas, o perfil de eluicéo,

determinado por cromatografia de exclusdo estérica de alta pressdao (HPSEC)
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acoplado a indice de refracdo, indica que houve quebra na cadeia polissacaridica,
evidenciada pelo aumento no tempo de retencdo da fracdo TC-6S quando

comparada com a fracéo nativa (TC) e com a massa molecular (Figura 55).

FIGURA 55 - PERFIL DE ELUI(;AO DETERMINADO POR HPSEC (ACOPLADO A
DETECTOR DE INDICE DE REFRACAO) E COMPARACAO DA
MASSA MOLECULAR PONDERAL MEDIA DAS FRACOES TC (A) E

TC-6S (B)
_ ()
LE /= TC MW =121.000 Da
o -023:—
'rq( -029-:—
g E
tE 2.
TH [ : : : | . : : : \ .
@ ) 20 “ & )
w
[
H r TC-6S M,, = 43.000 Da
ot p20—
=

Tempo (minutos)

Uma vez concluidas as etapas de extracdo, purificacdo e modificacbes
quimicas das carragenanas em estudo, as fracdes obtidas foram submetidas a

atividade anticoagulante.

6.7 ATIVIDADE ANTICOAGULANTE IN VITRO

O potencial anticoagulante das fracbes modificadas quimicamente e das
nativas foi determinado in vitro através do teste do tempo de tromboplastina parcial
ativada (APTT). Esse teste baseia-se na ativacdo do mecanismo intrinseco da
coagulacao através de um substituto plaquetério (cefalina), de um ativador do FXI
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(cloreto de célcio) e um fator de contato (caulim ou silica). Diferentes concentragcfes
dos polissacarideos nativos e quimicamente modificados foram testadas.

A heparina, controle positivo do teste, apresentou atividade anticoagulante
significativa a partir de 2 pg/mL de plasma, concentragdo suficiente para dobrar o
tempo de coagulacao obtido com a salina (30,8 s). Na concentragédo de 10 ug/mL de
heparina houve inibi¢do total da coagulagao (>300 s).

Todas as fracfes nativas (K-01, IC e TC) apresentaram efeito anticoagulante,
dose-dependente superior ao da salina (APTT = 30,8 s — Tabela 15). Isso pode ser
justificado pela presenca de grupamentos sulfato nestas moléculas. A fracdo K-01
apresentou um grau de sulfatacdo (DS) de 1,1 e as fragbes IC e TC 2,1. Alguns
estudos com polissacarideos quimicamente sulfatados demonstraram que moléculas
nativas, desprovidas de grupos sulfato, ndo mostram atividade anticoagulante,
indicando que estes grupos sdo essenciais para a atividade (CIPRIANI et al., 2009;
GRACHER et al., 2010). O mesmo aconteceu com a fracdo KD (kappa-carragenana
submetida a dessulfatacdo). Esta fracdo nao foi capaz de prolongar o tempo normal

de coagulacéo (Tabela 15).

TABELA 15 - ENSAIO DE APTT DAS FRACOES NATIVAS (K-01, IC E TC) E
MODIFICADAS QUIMICAMENTE (K-016S, K-010S, K-01ES, KD,
KD-6S, IC-6S E TC-6S)

APTT (s
FRACAO CONCENTRAGAO DO POLISSA((:A)‘RiDEo (mg/mL de plasma) DS®
10 g 20 ug 30 ug 40 pg 50 ug 100 ug | 150 pg

K-01 36,2 33,8 35,8 36,9 44,9 52,6 56,7 11
K-016S 45,7 55,7 76,0 85,9 112,5 >300 >300 2,0
K-010S 52,5 76,7 101,5 133,1 165,5 >300 >300 3,8
K-01ES 41,5 58,7 82,4 107,8 138,3 165,1 >300 3.2
KD" 31,4 30,4 30,3 30,1 30,3 30,7 34,7 0,1
KD-6S 30,6 31,7 30,6 30,5 30,9 33,3 31,1 0,6
IC 46,2 53,6 56,3 63,1 65,7 20,9 19,8 2,1
IC-6S 52,7 73,7 81,7 117,3 148,4 19,2 19,5 2,4
TC 34,5 39,0 43,2 49,3 54,7 80,3 93,0 2,1
TC-6S 38,2 48,7 54,2 65,8 86,7 147,8 >300 2,6

% Grau de sulfatacéo (DS) determinado segundo Dodgson e Price (1962). ° o DS de 0,1 corresponde
a diade G4S-DA presente em 22% na fracdo. Como controle negativo foi utilizada a salina (30,8 s) e
como controle positivo foi utilizada a heparina nédo fracionada (202 Ul/mg), APTT = 70,8 s na
concentracdo de 2 pg/mL
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A fracdo K-01 foi capaz de prolongar o tempo de coagulagéo a partir de 10
pg/mL, sendo que na dose maxima testada (150 pg/mL) o valor do APTT atingiu
56,7 s (1,8 vezes o valor obtido com a salina). A fracdo IC prolongou APTT a partir
de 10 pg/mL (1,5 salina), mas somente até a concentragdo de 50 uyg/mL, onde
atingiu 65,7 s (2,1 vezes o valor obtido com a salina). Nas concentracdes de 100 e
150 ug/mL essa fragao exibiu atividade pré-coagulante, uma vez que os valores do
APTT de 20,9 s e 19,9 s, respectivamente, se encontram abaixo daquele obtido com
a salina. Esse resultado € semelhante ao encontrado por Fonseca et al. (2008) para
a galactana sulfatada da espécie B. occidentalis, que demonstrou potente atividade
anticoagulante em baixas doses, mas com reversao do efeito em doses mais
elevadas. A fracdo TC prolongou o ATPP em todas as concentracfes testadas, com
valores de 34,5 s (10 pg/mL) a 93,0 s (150 pg/mL), o que corresponde a 1,1 a 3,0
vezes o valor obtido com a salina, respectivamente. A fragdo TC apresentou o maior
efeito anticoagulante entre as fragbes nativas.

Todas as fragbes modificadas quimicamente, exceto a KD, apresentaram
efeito anticoagulante dose-dependente, superior a das fracdes nativas. A fracao K-
016S, constituida pelas diades G4S,6S-DA (55%), G4S-DA (17%), GA4S,6S-
DA2S/G4S-DA2S (18%) e G2S,4S,6S-DA2S (10%), prolongou o tempo normal de
coagulagdo em 1,5 a 3,6 vezes, na faixa de concentragdo de 10 a 50 pg/mL,
respectivamente, inibindo totalmente a coagulagao a partir de 100 pg/mL de plasma.

A fracdo K-010S exibiu o maior efeito anticoagulante entre todas as fracdes,
prolongando o APTT em 1,8 a 5,4 vezes o tempo normal entre as concentragcdes de
10 e 50 ug/mL, respectivamente, inibindo totalmente a coagulacdo a partir de 100
pMg/mL de plasma. Essa fracdo é constituida principalmente pela diade G2S,4S,6S-
DA2S (81%), mas também pela diade G4S,6S-DA2S (19%). A fracdo K-01ES
prolongou o APTT em 1,3 a 5,4 vezes o tempo normal na faixa de concentracdo de
10 a 100 pg/mL, respectivamente, atingindo a inibicdo total em 150 pg/mL de
plasma. Essa fracdo contém as diades G2S,4S-DA2S (40%), G4S-DA2S/G4S,6S-
DA2S (6%) e G2S,4S,6S-DA2S (54%). A fracdo IC-6S (73% de G4S,6S-DA2S e
27% de G4S-DA2S), prolongou o APTT a partir de 10 yg/mL (1,7 vezes o valor
obtido com a salina), mas somente até a concentragdo de 50 ug/mL, onde atingiu
148,4 s (4,8 vezes o valor obtido com a salina). Nas concentracdes de 100 e 150
pg/mL, assim como a fragdo IC, da qual deriva, essa fragdo exibiu atividade pro-

coagulante, uma vez que os valores do APTT de 19,2 s e 19,5 s, respectivamente,
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se encontram abaixo daquele obtido com a salina. A fragdo TC-6S (67% de G2S-
DA2S e 33% de G2S,6S-DA2S), na faixa de 10 a 100 ug/mL, prolongou o APTT
normal em 1,2 a 4,8 vezes, respectivamente, extrapolando os 300 s na concentracao
de 150 pg/mL de plasma.

De acordo com Mestechkhina e Shcherbukhin (2010), dentro da mesma
classe de polissacarideos, a atividade anticoagulante é influenciada pelos seguintes
fatores: grau de sulfatacéo (DS), peso molecular e a distribuicdo de cargas ao longo
da cadeia (posicionamento dos grupamentos sulfato).

A figura 56 mostra a relacdo entre a CN2APTT e o grau de sulfatacéo (DS)
das fracbes. A analise dos dados evidencia que a fragdo com maior DS (K-010S)
apresentou a melhor a atividade anticoagulante, enquanto que a fracdo com menor
DS (K-01) teve o maior CN2APTT. Contudo, esse dado ndo permite fazer uma
relacéo direta entre o DS e atividade, uma vez que a fracdo IC-6S, com DS de 2,4 e
K-010S com DS de 3,8 apresentaram praticamente o mesmo CN2APTT.

FIGURA 56 - CONCENTRACAO NECESSARJA PARA DOBRAR O VALOR
NORMAL DO APTT EM FUNCAO DO GRAU DE SULFATACAO
(DS)
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Entre todas as fragOes testadas, K-010S e IC-6S foram as que apresentaram
o maior efeito anticoagulante. Isso é claramente observado na figura 57, onde é
mostrada a concentracdo necessaria para dobrar o valor normal do APTT (salina =
30,8 s). Esse valor é denominado de CN2APTT. Contudo, conforme ja discutido, a
fracdo IC-6S apresentou efeito pré-coagulante a partir de 100 ug/mL (Tabela 15).
Efeito semelhante foi observado para a fracdo IC. Esta fracdo € constituida pela
diade G4S-DA2S, enquanto que a IC-6S é constituida pelas diades G4S,6S-DA2S
(73%) e G4S-DA2S (27%). Uma vez que o efeito anticoagulante de IC-6S é maior
que o de IC (Figura 57), a sulfatacdo em C6 da unidade G4S parece ser responsavel

por esta diferenca de atividade.

FIGURA 57 - CONCENTRACAO DE POLISSACARIDEO NECESSARIA PARA

DOBRAR O VALOR NORMAL DO APTT (CN2APTT)
As fracBes KD e KD-6S ndo foram capazes de prolongar o tempo normal de
coagulacgéo (salina = 30,8 s)
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Diferente de IC-6S, a fracdo K-010S néo apresentou efeito pré-coagulante. K-
010S é constituida pelas diades G2S,4S,6S-DA2S (81%) e G4S,6S-DA2S (19%).
Isso sugere que a presenca de sulfato em C2 de G4S,6S elimina o efeito proé-

coagulante, sem afetar a poténcia do efeito anticoagulante, uma vez que K-010S e
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IC-6S apresentam praticamente a mesma CN2APTT (13,2 e 14,0 pg/mL,
respectivamente; Figura 57).

Entre todas as fracdes, o menor efeito anticoagulante foi exibido por K-01,
constituida pela diade G4S-DA. A fracdo IC, constituida pela diade G4S-DA2S,
apresentou efeito anticoagulante 4,5 vezes superior a K-01. A diferenca entre as
diades dessas fragcdes é um grupo sulfato ligado a C2 da unidade DA de IC, ausente
em K-01. Esse grupo sulfato parece ser o responsavel pela melhoria no efeito
anticoagulante de IC. Uma vez que a fracdo K-016S, constituida majoritariamente
pela diade G4S,6S-DA (55%) ndo apresentou efeito pro-coagulante, parece que a
presenca de sulfato em C2 da unidade DA é importante para esse efeito, observado
em IC-6S. Como ja descrito anteriormente, IC-6S e K-010S apresentam uma
CN2APTT muito semelhante, e a presenca do grupo sulfato em C2 da unidade G4S
elimina o efeito pro-coagulante observado em IC-6S, sem afetar a poténcia do efeito
anticoagulante. Portanto, o aumento do efeito anticoagulante parece estar
relacionado principalmente a sulfatacdo de C2 da unidade DA e do C6 da unidade
G4S. Porém, o sulfato em C2 da unidade DA conduz a um efeito pré-coagulante em
elevadas concentracdes. Além disso, foi observado que a fragdo KD-6S, constituida
por uma mistura de G-DA e G6S-DA né&o apresenta efeito anticoagulante (Tabela
15). Assim, a simples presenga de C6 na unidade de B-D-galactopiranose nao torna
a molécula ativa. Portanto, para se ter um grande efeito anticoagulante, sem efeito
pré-coagulante, sdo necessarios grupos sulfato adequadamente posicionados em
C2, C4 e C6 da unidade de B-D-galactopiranose e em C2 da unidade de 3,6-a-D-
anidrogalactopiranose, tal como em K-010S.

A fracdo K-016S apresentou um efeito 8,5 vezes maior que K-01. Uma vez
que K-016S apresenta 55% da diade G4S,6S-DA, a sulfatacdo em C6 da unidade
G4S parece ser responsavel pelo efeito anticoagulante. A fracdo K-O1ES, constituida
principalmente pela diade G2S,4S,6S-DA2S (54%), apresenta CN2APTT
semelhante a K-016S (21,6 e 21,1 pg, respectivamente). Assim, o sulfato nas
posicbes C2 de G4S e C2 de DA ndo provocam aumento na atividade
anticoagulante. Contudo, se compararmos K-01ES e K-010S, esta ultima apresenta
81% da diade persulfatada enquanto a primeira 54% e a atividade anticoagulante é
ligeiramente potencializada (Figura 57). Estes resultados indicam que a presenca de
sulfato em C4 e C6 da unidade de G4S é importante para o efeito anticoagulante,

como observado para a fracdo K-016S. E a sulfatacdo concomitante de C2 das
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unidades G4S e DA aumentam apenas ligeiramente a atividade, como observado
para K-010S.

Com relacéo as fracdes TC (G2S-DA2S) e TC-6S (33% de G2S,6S-DA2S e
67% de G2S-DA2S), a sulfatacdo de C6 da unidade de G2S aumenta o efeito
anticoagulante. Contudo, a presenca da diade G4S,6S-DA parece ser mais
importante para a atividade anticoagulante, quando se compara as CN2APTT das
fracbes TC-6S e K-016S (30,9 e 21,1 pg/mL, respectivamente).

Portanto, o posicionamento dos grupos sulfato na molécula € mais importante

do que a quantidade de sulfato.

7 CONCLUSOES

Apbs andlise dos resultados, pode-se concluir que:

- As carragenanas nativas foram completamente caracterizadas com alto grau
de pureza. A kappa-carragenana, obtida a partir da alga Kappaphycus alvarezii
apresentou pureza acima de 90% ap0s purificacdo por precipitacdo com KCI. A iota-
carragenana, obtida a partir da alga Eucheuma denticulatum apresentou um grau de
pureza maior que 95%, apos tratamento alcalino da fracdo E. Os polissacarideos
obtidos a partir de alga Gigartina skottsbergii foram purificados com KCI para
fornecer a fragcdo G-08 composta principalmente por lambda-carragenana. G-08,
apos tratamento alcalino, forneceu a fracdo TC, que foi caracterizada e mostrou-se
constituida principalmente por theta-carragenana,

- A otimizagdo das reacOes de sulfatacdo da kappa-, iota- e theta-
carragenana foi eficientemente monitorada utilizando analises de RMN *H:;

- A fracdo K-01, constituida de kappa-carragenana, foi sulfatada
seletivamente em C6 para fornecer a fracdo K-016S, composta pelas diades
G4S,6S-DA (55%), G2S,4S,6S-DA2S (10%), G4S-DA (17%) e G4S-DA2S/G4S,6S-
DA2S (18%);
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- A persulfatagcdo da fracdo K-O1 forneceu a fracdo K-010S composta
principalmente pela diade G2S,4S,6S-DA2S (81%). A utlizacdo da kappa-
carragenana na forma de sal de trietilambdnio foi essencial para promover a
sulfatacdo da carragenana em alto grau;

- A estratégia de protecdo com o grupo pivaloila foi eficiente em produzir a
fracdo K-O1E, que contem a diade G4S,6piv-DA. A sulfatacdo desta fracdo seguida
da desprotecdo com éalcali forneceu a fracdo K-O1lES, que contem a diade
trisulfatada G2S, 4S-DA2S (40% de rendimento);

- A solvélise da kappa-carragenana foi eficiente em produzir a fracdo KD
contendo principalmente a diade G-DA (78%));

- A sulfatacéo seletiva em C6 da fracédo IC (iota-carragenana) foi alcancada
utilizando o polimero na forma sédica. A fracdo IC-6S contem a diade G4S,6S-DA2S
em aproximadamente 73%;

- A sulfatacao seletiva da theta-carragenana foi alcancada apenas utilizando o
polimero na forma de sal de trietilamdnio. A diade foi identificada na fracdo TC-6S
num rendimento moderado de 33%;

- Todas as fracbes modificadas quimicamente apresentaram atividade
anticoagulante dose-dependente, superior a das fracdes nativas, exceto a KD que foi
submetida a um processo de dessulfatacdo e néo foi capaz de prolongar o ATPP
normal;

- A fracdo K-010S exibiu o maior efeito anticoagulante entre todas as fracoes.
Para se ter um grande efeito anticoagulante, sem efeito pré-coagulante, séo
necessarios grupos sulfato adequadamente posicionados em C2, C4 e C6 da
unidade de [-D-galactopiranose e em C2 da unidade de 3,6-0-D-

anidrogalactopiranose.
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