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"It is hoped that methylation of the original galactogen
and of the degraded polysaccharides, and examination
of the cleavage products by the newer chromatographic

techniques Will provide the evidence necessary to

decide the fine structure of snail galactogen',
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RESUMO

O galactano extraido da glandula de albumen de
Strophocheilus oblongus foi submetido a degradagao de Smith
controlada, e apos trés tratamentos, o polissacarideo degrada-
do foi isoiado com uma recuperagao de 4%.

Os resultados da metilagao da primeira e se-
gunda degradagoes, mostraram um aumento acumulativo do
2,4, 6-tri-0-metil-D-galactose, um decréscimo de 2, 3,.4, 6-tetra-
e 2, 4-di-(quantidades equimoleculares) e uma grande variagao
na quantidade de 2, 3, 4, tri-0-metil-D-galactose,

A grande variacao deste ultimo derivado, obser-
vada durante as degradagoes € devida ao fato de que os residuos
que originam o 2, 3, 4-tri-0-metil-D-galactose em uma degrada-
géo sao destruidos na subsequente., Essa observagéo, aliadza ao
fato de eliminagdo de grupos terminais nao redutores, indica que
a molécula & degradada a partir dos grupos termingais e de alguns
residuos internos.

Por outro lado, o isolamento de glicosx’deos de
baixo peso molecular, indio_:a que a molecula e sequencialmente
degradada a partir das regioes mais externas.

Considerando esse mecanismo de degradagao e
os resultaldos de metilagao e oxidagao pelo periodato, foi possi-
vel sugerir uma esirutura parc’:l para o galaciano de

Strophocheilus oblongus,




RESUMEN

El galactano, extraido de la glandula de albumen de
Strophocheilus oblongus, fué sometido a tres degradaciones de
Smith controladas, despues de las cuales se obtuvo un polisacae
rido degradado que representava el 4% del material original,

Los resultados de metilacion de los polisacaridos
resultantes de la primera y segunda degradaciones, mostraron
un aumento acumulativo del derivado 2,4, 8~tri~O-metil~D~galac
tosa, en cuanto que los derivados 2,3,4, 6~tetra= e 2,4~di-O~me_
til«sD-galactosa ( cantidades equimoleculéres) sufrieron una dis=~
minucion acentuada, Tambien fueron chservadas variaciones en
las cantidades del derivado 2,3, 4 ~tri~O=metil<D-galactosa duran
te. los precesos degradativos, lo cual resulta del hecho de gue
los residuos que les dan origen son eliminados durante una de=
gradacion con la formacion de otros iguales en el polfmero re=
sultante,

Estas observaciones y la eliminacion de grupos
terminales no reductores indican que la molécula dei galactano
sufre degradacién tanto en sus grupes terminales como en algu
nos residuos internos.

La obtencion de glic('ssidos de bajo peso molecular,
indican que la molécula es secuencialmente degradada en sus
capas mas externas, Considerando este mecanismo de degrada«
cion, los resuliades de metilacion y lc:s de oxidacion con peris
odate, fué posible sugerir una estructura parcial para el galac=

tano de Stropl'aocl'xci]us g:‘_w"ggguv.



ABSTRACT

The galactan from albumen gland of Sirophocheilus

‘oblongus was submited to controlled Smith degradation and
afler three treaments, the degraded polysaccharide was
isolated in 4% yield,

The resulis of methylation of the first and second
degfaded polysaccharide showed an accumulaiive increase of
2,4,6=tri=; a decrease of 2, 3,4, 6~tetra= aﬁd 2,4=di=
(equimolecular proportion) and a large variation in the amount
of 2, 3,4°tri~0mmethylvD~galactose derivatives, The large
variation of 2, 3,4-;cri-0-methy1-D -galacwsé cobserved during
the degradative procedures means that the residue which
originates the 2, 3,4+~tri~0~methyl=D=~galactose in one degradation
is destroyed in the subsequent one. This observation iﬁ addition
to the elimination of non~reducing end group indicates that the
molecule is degraded from the terminal groups aﬁd some
internal residues,

On the other hand, the isolation of glycosides of
lower molecular weight, indicatesthat the molecule is sequentially
degraded from fhe most external layers,

Considering this . echanism of degradation and its
results of methylation and periodate oxidation it was possible to

suggest-a partial structure for the galagtan of Strophocheilus

oblongus,
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INTRODUGCAOQ

Em 1885, Hammarsten (1) extraiu da glandula de albumen de

Helix pomatia um po].issacarfdeo que nao correspondia em suas pro
priedades ao glicogé‘nio e que recebeu naquela época 0 nome de
"Tierisches sinistrin',

Posteriormente May (2) isclou um polissacarfdeo de massa

de ovos de Helix pomatia que apresentava uma rotagao otica de

22,739, Embora galactogénio de glandula de albumen e de massa de
ovos de moluscos tenham sido amplamente investigados.do ponto de

vista quimico por May (3.- 7), May e Weinland (8) e Weinland (9=10),
os estudés estruturais prepriamente ditos, nestes'polfmeros, S0 co=
megaram com Schlubach e Loop (11) em 1937, Estes ultimos autores

metilaram galactogénio isolado das partes moles totais de Helix po-=

matia e por hidrolise do polfmero metilado encontraram quantidades
equimoleculares de derivados di e tetra=metil-D=~galactose, os quais
86 foram identificados posteriormente como sendo 2,3,4,6 -tetra=0=-
metil e 2,4, di=0-metil=-D=galactose por Baldwin e Bell (12), Basea=-
dos em seus dados de metilacao, Baldwin e Bell propuseram duas

possibilidades estruturais para o galactogénio de Helix pomatia, con=

forme modelos (A) e (B).

'O modelo (A) apresenta uma cadeia linear formada de unida=
des de D-galactose com ligagoes glicosi:iicas do tipo (1 = 3), as
quais se ligam cadeias laterais formadas de uma unidade de D-galac~

tose mediante ligagoes glicosi'dicas"'do tipo (1 =2 6),

escaces D"g?lp"(l hing 3)'D'g%19"(1 el 3)’D"g?~1p‘(1 == 3) cacsee

1 T !

4 1
D~-galp D-glalp De«galp
(A)



-
O modelo (B) difere do (A) apenas na inversao dos tipos de liga=

¢oes glicosidicas de suas cadeias,

eeecvscce D"galp'( 1 6)~D"galp'( 1l — 6)-D;galp escevence

3 3 3
D=galp D~gilp D-galp
(B)

Baldwin e Bell para explicar a auséncia de derivados trimetilados
em seus modelos, sugeriram a hipo’tese de estruturas ciz:.licas, nas quais
nao existiriam grupos terminais,

Posteriormente, Bell e Baldwin (13) reestudando a quimica do

galactdgénio de Helix pomatia verificaram a presenca de residuos de

gelactose com configuracao D e L numa proporgao de 6:1, Procurando
aperfeigoar seu modelo estrutural, propuseram uma unidade molecular
de galactogénio com uma cadeia linear de tres residuos e quatro residu=-
os nas cadeias laterais estando um deles na configuragao L,

Embora estes autores tivessem encontrado derivados trimetila=
dos em seus experimentos com galactogénio, preferiram considera~los
como resfiduos incompletamente metilados e portanto sem nenhum signi=
ficado estrutural. Deste modo os autores eliminaram a possibilidade de
uma molecula altamente ramificada, como fora x;'aga.-mente sugerido,

O?Colla (14) aplicando a!degradaga‘.‘o de Barry (15) em galactogée=
nio de H, pomatia, demonstrou como improvafveis as estruturas propos
tas por Baldwin e Bell (12-13), Uma degradacgao do modelo (A) pelo me=
todo de Barry removeria as cadeias laterais e restaria uma cadeia que
nao geria suscetivel a uma posterior oxidagdo. Bor-outro lado a degra
dagdo do modelo (B) deixarfa uma cadeia linear que permitiria ape=-

nas uma segunda oxidagao,



.

O'Colla baseandoese noé dados de metilagao obtidos por Bell e
Baldwin e nos seus pro'prios resultados provenientes das sucessivas
degradagGes de Barry, propds uma estrutura altamente ramificada tipo
arboriforme, com ligacoes alternadas do tipo (1 —> 3) e (1—> 6 ) pa~
ra o galactogenio de H, poméatia em que a soma dos residuos ternii-
nais nao redutores eram em quantidades equimoleculares com os re=
s{duos internos, conforme modelo (C). Este investigador sugeriu a

possibilidade de seu modelo ser basico para todos os galactanos de mo

luSCO.
G ‘G
6/
6—% Ao
O e | \ R
G G b c—0
1 . 1 " ?
>”‘G.\G’ 3!5' "Gs‘ 'G/G‘<
Ga ,/ - \30¢/ i SN ‘ ,1

Uma estrutura semelhante a de C?Colla foi proposta por Correa,
Dmytraczenko e Duarte (16) para galactano de glandula de alblimen de

Biomphalaria glabrata, mediante resultados obtidos por oxidagac com

periodato e degradagoes de Barry,

Duarte e Jones (17) estudando galactano de glindula de albumen

de Strophocheilus oblongus por tecnicas de metilagao, demonstraram a

presenca de quantidades equimoleculares de 2,4 di=O=~metil (43%) e

2, 3,4,\6 tetra ~O-metil=D~ galactose (43%) além de alta proporgao do
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derivados trimetilados como 2, 4, 6=tri~0-~metil=(11%), 2, 3,4 =tri=0-
metil=(2, 5%) e tragos de 2, 3, 6-tri~0-metil-D~galactose (0, 5%).
Embora esses autores nao 'apresentassem um m'odelo estrutural pa-
ra esse polfmero, seus x;esultados abalavam os modelos estruturais
propostos para galactanos isolados de outros moluscos. Recente~
mente Duarte, Diaz e Moretto (18) também demonstraram a presen=-
ga ~dé derivados trimetilados (29%) (2, 4, 6=tri=0-metil, 18, 5%;

2,3, 6=tri~0~metil, 6,7%; 2, 3,4-tri-0emetil=( D ~ L )-galactose,

2, 8%) em produtos metanolizados de galactano metilado de B, gla=-
brata, alem de quantidades equimoleculares de ?, 4+di=0=metil=
(35,7%) e 2, 3, 4, 6~tetra-d~metil-( D « L )=galactiose ( 35, 7%).

As estruturas de galactano de moluscos nao estao
completamet;te esclarecidas e as investigagoes mais recentes nes
te setor demonstram que esses polimeros apresentam uma es=
trutura mais complexa do que aquelas anteriormente sugeridas por
diversos autores. Levando em consideragé.'o estes fatos, o presente
trabalho tem por finalidade contribuir para o esclarecimento da
estrutura fina de um polissacarideo isolado da glindula de albumen

de Strophochelus oblongus,

O plano de trabalho para alcangar esta finalidade

consiste no estudo por metilagao e oxidagac com periodato dos poli=

meros de galactano por sucessivas degradagoes controladas tipo

Smith,



MATERIAIS E METODOS

1, = Metodos gerais,

A anilise electroforetica ( Tiselius ) foi realizada em apare=
lho modelo 38A da Perkin Elmer com tampao box:ato de sodio
(0.05M, pH 9,2) a 20 mA e 150 V, A electroforesis em papel aceti=
lado foi feita em aparelho da Fariem Ltda, utilizando cz;mara de imer
s3o da Chemetron de acdrdo com metodo de Dudman e Bishop (19), O
espectro de absorgo infra=vermelho (LV,) foi determinado em es=
pectrofotometro modelo IR=8 da Beckman (pastilha de KBr a 1%).

As rotagoes oticas foram xﬁedidas em polarimetro modelo 141
da Perkin Elmer a 25° C, A cromatografia em fase gasosa (G. L, C)
foi realizada em cromato'grafo modelo 81OR«]12 da ¥ & M, utilizando~
se ionizagao de chama e helio como gas de arrastre (55 m}/min, ),
Para os derivados de agzicares as seguintes colunas foram utilizadas:
(a) 15% (p/p) de poliester de succinato de butano=l, 4~diol sobre celite
de 80-100 mesh coluna de 120 x 0,4 cm, (D,I) a 1850 C, (20); (b) 10% -
(p/p) de polifenil éter (m=-bis(m=fenoxifenoxi) benzeno) sdbre celite de
80=100 mesh, coluna de 120 x 0.4 cm, (D,I) a 185° (20)501)4% (p/P)
LAC4R =886 sObre chromosorb W de 80~100 mesh (DMSC) coluna de
100 x 0,4 cm, (D=I) a 160°C; (d) 1:1 (v/v) da mistura de 10% poliester
de butanodiol succinato sobre chromosorb W de 60-80 mesh e
10% (p/p) de apiezon M sobre chromosorb W 60-80 mesh coberto com
prata, coluna lde 120 x 0,4 cm, a 175°C, Os produtos utilizados em
G,L.C. forr;xm fornecidos pela C -romotograph.ic Specialities
Brockuille, Canada, exceto o chromosorb W coberto com prata

(Instrumentos Cientificos C,G, Ltda., Sao Paulo, Brasil,



B

A coluna (c) foi utilizada para analise quantitativa de
agucares metilados de acordo com Stephen et al (21). As ar eas fo-~
ram calculadas pelo método de triangulagao. Os tempos de reten-
¢ao (T) dos agucares metilados em G.L.C. foram relacionados
com o de metil-2, 3, 4, 6-tetra-0-metil- B -D-glucosideo. Os tem
pos de retencao (T) também foram comparados com padrées de
agucares metilados,

Os aglcares acetilados forar;a analizados por croma-~
tografia em fase gasosa, coluna (d), segundo Gunner, Jones e Perry
(22), utilizando-se hélio como gas de arrastre (80ml/min.) e os
tempos de retencgao foram referidos ao L-arabitol penta acetato
e comparados com -padroes de ag&ca’res acetilados. Analise quan-
titativa dos agucares acetilados foram feitos segundo Sawardeker,
Sloneker e Jéanes (23).

A cromatografia em papel foi realizada pelo meétodo
descendente em papel Whatman n9s 1,4 e 3MM com os seguintes
sistemas de solventes (v/v): (e) 1:5:3:3 (fase superior) benzeno-n-
butanol-piridina-~agua; (f) 8:2:1 acetato de etila-piridina-agua;(g)
9:2:2 acetato de etila-piridina-agua. Os valores Rgallforam refe~
ridos ao movimento relétivo da galactose. Os agucares foram
visualizados com nitrato de prata alcalino (24). A cromatografia
em camada delgada (T.L.C.) dos agucares acetilados fol realizada
em placas de aluminio (20 x 20 cm.) cobertas com silica gel G
segundo Stahl (Merck), utilizan ~-se os seguintes sistemas de sol-
ventes (v/v): (h) 9:1 benzeno-metanol; (i) 20:1 benzeno-acetato de

etila; (j) 5:1 cleroformio-metanol. Esie tipo de cromatografia foi
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utilizedo para testar os produtos dos diversos processos de aceti-
lagao. Os agucares da placa foram visualizados com solugao a 5%

de acido sulfurico em metanol seguido por aquecimento em estufa a
1509C.,

A acetilacao dos aclcares foi realizad=a por dois pro-
cessos: (I) anidrido acético-piridiné 1:1. 3 (v/+) a 1009C; (11} anidri-
do acético acido perclérico a 70% 14:0.1 (v/v} a 359C, com agitagao
constante durante duas horas (25).

Hidrolise total dc gxlacteno foi realizada em ampola fe-
chada cora acido sulfurico 1 M a 1009C., per 5~6 horas e 0 axcesso de
acido foi eliminado por precivitacao com carbonato de bario a pH
4,5, O.agucar total foi determinado pelo meétodo do fenol-acido sul-
farico (26). Os Pontos de Fusao (P.F.) foram deter;ninados em
aparelho HMK 69/268L. As subsiancias reduloras foram testadas
pelo método do feniltetcazolium (27). C derivade tris p-nitrokenzo-
ato glicerol foi prepsrado segundo o metodo classico (36).

2, - Isolamente e purificagao do galactano.

Os molusces, Strophocheilus oblongus, utilizados no

presente trabalho foram coletados em Sao Borija, Rié Grande do Sul,
O galactano foi extrafdc; da glandula de albimen de acordo com pro-
cesso descrito por Duarte e Jones (17). De 100 glandulas de albumen
foram obtidos 23 g de po cetonico, do qual foram extraidos 8 g de

/4 25 ,
polissacarideo (34%) com [ =4 ] + 21° (C, 0,96 em agua).
D

3. - Oxidacao do galactano com periodato de sodio.

Uma amostra de polissacarideo original (100mg) ¢ dos

polissacaridecos degradados foi oxidada com m-periodato de sodio
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(Merck) 0. 05 M (50 ml), na auséncia de luz a 0-2°C., durante 120
horas. Aliquotas {1 ml) da solugao oxidante foram retiradas com di-
ferentes intervalos de tempo para determinagao do consumo de perio-
8ato de acordo com Neumuller e Vasseur (28). O acido férmico libera
do no meio da reacio foi determinado por metodo colorimeétrico (29)

e por titulagdo potenciométrica (30) em atmééfera de nitrogenio, Como
referéncia (branco) para ambos métodos foi utilizada uma solugao de
m~periodato de sodio 0, 05 M (50 ml). Uma amostré..de. giicogé’nio ana-

Y

lizada simultaneamente apresentou um consumo de periodato de 0, 95

molf mol de anidro hexose.

O consumo de periocdato foi calculado da seguinte forma:

(B-A) x N tiosulfato x vol. total sol, oxid. x 81 x 10

ml de aliquota x gs. de polissacarideo.

B = ml de tiosulfato gastos no branco.

A = ml de tiosulfato gastos na amostra.

.Os moles de acido formico liberado por mol de hexose

anidro (Y) foram determinadas, no caso da titulagdo, de acordo com a

seguinte equagao:
- ml soda x N soda x vol. total sol. oxid. x 162
m1 aliquota x gs. polissacarideo x 1,000
Com os dados obtidos para consumo de periodato em dife-~
rentes tempoé, foi construido um grafico (moles de periodato vs
tempo) e o8 valores de consumo de periodato foram extrapolados para
o tempo zero.

4, - Degradacao de Smith do galactano (31).

- Amostras do polissacarfdeo original e dos polissacarideos
degradados foram oxidados com periodato de sodio como acima

descrito. Ao fim de 120 horas foi acrescentado etilenoglicol (1 ml) a



wf=
a mistdré oxidante para destruir o excesso de periodato ( 2 horas).
Em séguida a'sclugao foi dialfzada contra agua corrente ( 24 horas),
concentrada a vacuo ( 25 mm ﬁg a 459°C) e submetida a uma segunda
oxﬁaq&o durante 30 horas nas mesm;s condicoes’ anterio.rmente des-
critas. O polialdeﬁio resultante desta oxidacao foi reduzido com bo-
ridreto de sodio ( Sigm;a. ), ( 3 x100 mg), durante 12 horas. O excesso
de boridreto foi destrui'do 'com acido acético 2 N e apos dizlise contra
agua corrente ( 24 horas ) a solugao foi concentrada a vacuo. O poli-
ﬂc®1 resultante desta redugao foi hidrolisado com acido sulfurico
1IN (10 ml )durantga 5 horas a 100°C, A 'solugéo foi neutralizada com
carbonato de bario a pH 4, 5 e reduzido com boridreto de sodio
( 2 x 100 mg) durante 24 horas. Apos reducgio o excesso de boridreto
foi destruido com acido acético 2 N, a solugao foi deonizada em coluna
(10x 2.5 cm~ ) de Dowex 50 x 8 de 200-400 mesh forma H, .O eluato foi
concentrado a vacuo e foi sucessivamente lavado com metanol {8x10 m1l)
para eliminar o acido borico resultante dos processos de reducio e os
alditéis assim obtidos foram acetilados e analisados por G.L,C. (22).

5. - Degradacao controlada de Smith dn galactano. (32, 33). ‘

a, - Oxidagao.

O polissacarideo ( 3,9 g ) foi oxidado qo;xz solugao de m-~
periodato de sodio 0.05 M. (500 ml) na ausencia de luz e a 0-29C,,du~
rante 120 horas. Apos destruir o excesso de periodato com etilenoglicol
(10 m1 ) durante duas horas, a solugao foi dializada( 5%2 L ) em agua
destilada, concentrada a vacuo e o residuo obtido foi submetido a uma
segunda oxida.QEO durante 30 h- - 2as em condi¢oes semelhantes as

anteriores, mas utilizando-se metade
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do volume da éolugé{o oxidante (250 ml ),

Os volumes dos dialisados das duas oxidagoes foram
desprezados por nao conterem carboidratos quando testados pce
1o metodo~fenol=acido sulfurico e feniltetrazolinm e cromatogra
fia em papel(solvente e ),

b. = Reducao,

O polialdefdo obtido foi dissolvido em Zgua (100 ml) e
reduzido com boridreto de sd3io { 4,0 g ) durante 48 horas, O
excesso de boridreto foi destrwido com acido acetico 2 ﬁ; Apcs
dialise e concentragio a va'cuo, o residuo ioi novaments reduzi~
do com boridreto de sodio por mais dnas vezes, Apds tres suces
sivas redugdes com boridreio a solugao apresentou rea¢ao negae
tiva com feniltetrazolium ¢ que era indicativo de completa redu=~
¢2o do polialciefdc,

Os volumes dos dialisados das tres redugdes foram
desprezados por nao conterem carboidratos quando testados por
fenol=acido sulfirico, feniltetrazolium, e cromatografia em paw
pel, (solvente e ). |

Durante os processos de reducao com boridreto de
sodio, o pH do meio de reacio foi mantido em torno de 9 pelo

’, ., L 3 5 e Ty S 5 - .
acrescimo de acido bérico a fim de minimizar os efeitos da de=

gradac¢zo por § ~eliminagao,.

¢, = Hidrdlise dcida do pelidleool,
_O polidlcool foi submetido & hidrdlise com acido sule
firico 0,5 M., ( 500 ml) e a tr . peratura ambiente ( 18-25°C )
por 60 horas, Apos diddise (10x2L )‘e concentracgao a vacuo do

3 o~ .. 3 I .
material nao dialisavel, ( polissacarideo degradado) uma amos=

tra deste material ( 5 m g ) foi hidrelisada com dcido sulfurico



e |

1N (5horasa 100§C ) e a andlise do dulcitol acetato por. G.L.C.
(colgna d) e em papel ( solver;te e ), demongiraram a presehga deA
. galaét.ose';e gliéei‘ol;. Por este m otivo o material foi s;lvbmetid.o a
uma segunda hidrolise com acido su'lfﬁrico 0.5 M, (~25(; ml) a
temperatqra ambiente durante 30 horas. Apss nova didlise (5x2 L)
e concentragé'o_a vacuo do material né'o‘ dizlisavel, ‘u‘z_na amostra
do polissacarideo degradado submetida a hidrélise total nao ;'evé~
lou a2 presencga '59 ,glicerol {G. L C. ) e desta maneira as conai- “
g¢oes de hidrolise forem consideradas satisfatorias, |

No péliss'ac;ar{deo degradado foi determinado o consu-
mo de periodato e o acido ‘férmico liberado. O polissacarl'deé de-
gradado foi também submetido a degradacao de “Smith e a metilacao
por diversos metodos. Nzo foi possivel se demonstrar fragmen-
tagao da molécula de galactano e dos polissacarideos degradzados
por cromatografia em coluna de sephadex G-200 (120 x 2, 5¢m) que
pudessem ser atri}:;uiéas aos processos de »oxidagSo e redugé"o. 0
material dialisavel (produto degradado) das duas hidrdlises foi reu-
nido, eliminando o excesso de acido por precipitagido, Apos cen-
trifugagao a 5. €00 g (10 min, ),. filtracao e concentragac a vacuo,
uma amostra deste produto degradado (50 mg) foi reduziéa com
boridreto de sédio (3 x 50 mg), hidrolisada, acetilada e os alditois
acetatos obtidos foram analisados por GLC ( coluna d). Uma outra
amostra dos produtos de degradacao sem. ;'“c?dgzir foi cromatogra-
fada em papel ( solvente e ) deronstrando a' presenca de varios
‘glicosx'deos alem de etilenoglicol e glicercl. Por cromatografia em
coluna de sephadex G-25 (120 % 2, 5 cm), elui¢do com agua, foi pos-
,sive;l ge isolar dos produtos degradades uma fragao de glicosideos,

a qual por crom.a,togra,fia preparativa ecm papei{solvente f) deu duas sub
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fraggéa ( _Ij eI), Na ﬁi'imehfa degradacao o rendimento das fragoes
(e II) foi de aproximadamente SA% ( 62I'm,g ) com relagéo a0s pro=
dutes degradados ( 1, 230'mg). As duas éubfrag:&es z'a.péslhidricﬁise ae-
cida e analise de seus alditois ace?atos por GLC£ { ooluna; "d‘) apre=
senton uma relagao dulcitoliglicerol de 3,7:1 para a subfracgao (D) e
4,5:1 para a subfragao (II). Por outro lado, uma émost;a (15 mg‘)>
das fxf.aqé'es (1) e (IO) foitratada com boridreto de s;,cmldie-

(8'x 5 mg ) por 12 horas, hidrolisada e a anilise de deus alditdis
acefatos por GLC ( coluna d’) demonstrou apenas a presenga de
galactose e glicercl, a ausé’ncia.ae dulcitel nesta éxpéx;iéncia de=
monstrou que nao exis"ce;p extremidades x;edufaxjas livres nestas
fragoes, As fragoes (1) e ( Il ) foram caracterizadas como glico=

si:ieos de glicerol,

6, - Metilacao do galactano,

Uma amostra de polissacarideo ( 200 mg ) foi metiladé
4 vezes pelo metodo de Haworth ( 34 ), Apés neutra]izéga'.'o com é-j
cido sulfurico 6 N a pH 7,0 ( 0~2°C,), a solugido livre de sais
( dialise contra Agua corrente por 24 horas) foi concentrada a vie=
ceo, O residuo obtido foi suspenso em tetrahidrofﬁrano (5.0m1) e
tratado com uma mistura de sulfato de metila ( 1.2 ml) e hidroxido
de sodio pulverizado (1,0 g ) com agitagio constante ( agitador mag
pesico ) e a temperatura ambiente ( + 25°C) por 16 horas ( 35) A"
mistura de reagao neutralizada com acido sulfurico (GN e pH 7,0)
foi dializada contra agua corrente por 24 horas e concentrada a
vacoo, No xarope obtido este processo de metilagio foi repetido
por mais tres vezes, Em seguida o polissacarideo parcialmente

metilade foi eolubilizado em sulfoxido de metila ( 10 ml) e tratado



com sulfato de metila ( 1.0 ml ) e bidréxide de sddio pulverizado
(2.0 g ) com agitagao cpr;staﬁte e T:g témperatura ambiente ’por
‘8 horas ( 35). A mistura de reacio foi neutralizada com acido,
sulfirico ( 6 N, pH 7 ), dializada contra égua corrente por 24
" horas e co_r_x'centrada. a vécuo. No xarope obtido, este processo
de rmetil‘agé{o foi repétido por ma“i.s' trés \}ézes . -Fin'almerite', apos
sucessivas meﬁlaq.:;es‘segux‘ado P;xrdié ( 34 ) ¢ 8 vezes )'q .polis-
sacarideo nao apresentou mais absor950v‘de grupos hi‘drqxiios no

espectro infra-vermctho, Rendimento de 80%, apos 15 metilagoes.

7. - Metandlise do galactano e dos poli(ésacarfdeés degfadadOS :

apds metilacao,

:Umg amostra de polissacarideo metilado (120 mg) foi
suspensa em solugac de acido cloridrice a 7% em metanol (2. Oml)
e aquecido por 6 horés a41009C em tubo fechado. Apés‘ne.;xt\rali- |
gacao com carbonato de pfata, filtrag;zio e concentragao do fil-
trado a vacuo ( 25 mm Hg, 30-35%) a mistara dos derivédos me-
tilados (xarope) foi analisada por G.»L.C.‘ , utilizando-se as co- _
lunas (a), (b) e (c). Os polissacarfcieos degradédos foram metila-~

dos e metanolizados de maneira semelhante como esta acima

descrito.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

-1,» Caracterizacao do galacizno,

O polissacarfdeo extrafdo da glindula de albumen de

. Strophocheilus 'obl(mgms foi purificado de acordo com o processo’

~descrito por Duarte ed ones (17) e denomirédo de galactano pelos
mesmos autores, No pv‘esente trabalho coqserva-se esta denom1-
nagao. Este pohmero mostrou-se lDdlS°OC1aV81 pela analise ele¢_

;tro,ioretlca de Tiselius ( fige 1 ) e em papel ace‘u}ado.bcm como
por cromatografia em Sephadcx G~200 '( ‘1"‘ig". 2 ). Deste modo o
poliméro foi julgado apropriado para invest -ﬁa{ﬁes estruturais,
Por hldrohse acida obtev e=se apenas galac.tose

N p?f;66~168‘?c, { o ]21: + 20,5,[C 0,65 em agua). A rotagdo
étiéa,ldo hidrolisado indica que se trata‘de am polimero formado
ae'.fesfdt;os de 'I.)-galactqse, el&minax%éo«sé pertanto a presenca de
L-_;g'alaétése. | |

As rotal;oes Sticas observadas no polissacarideo ori~

-ginal< [« ]25 +21%,(C v 0.52 em égua), e nos polimerocs de~ ‘
gradados ( [«] 2; +21°,(C ?.0.43 em égué)e [ ]2D5+ 167 (G,
0, 22 em agua Dda primeira e segunda deéradaéé’o, respectivamen
te aliadoé aos dados obtidos neste particular por Duarte e Jones
(17) sugeriram que este polimero fosse formado principalmente, se
né,'o totalmente, de unidades de _3-D-=galactcse, |

’ 14 - -. . - . .
2+~ Melanolise do galactano ¢ Jog peliscacaridecs dedradados

apds metilacao,
Os resuvltadas da tabela I estiio de acOrdo com os da=

dog de metilagao do galactaro de Strophdsheilns cblonsus obtidos

pér Duarte e Jones (17), cxceto no que se referc ao derivado 2, 3, 6«
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t;'ij;o-metil- D-galactose, nao detectado no presente trabalho devie
" de 20 maler mimero dgmetﬂagaes efetundas neste p(.;«h'mero

(5 veizes). Os outros derivados trimetilados ‘assinalados na tabela

I ( 2,;;‘,6 trill.L1% e 2,3,4 .tﬁ,h’(i-metil-'-D-galactose 2,5%) nao forﬁm
cons_iderados por Beil e~Ba.1dwin (13) no modelo proposto para galac-

' 'iax;o d'e Helix poina‘tia por~considera'~los cémo residuos incomple~ '

famente metilados. Entretanto esses derivados niet';ladds foram
bem caracterizados como trimetil por Duarte e Jones (17), quando

estudaram o galactano metilado de Stréphechéilus oblongus, com

alto teor de grupos metoxi (MeOH: 44,4 %), Nas estruturas altamen=
te ra;mificadas propostas por Of Colla ( 14 ) para galactano de Helix
pomatia e por Corréa, Dmytraczenko e Duarte (16} para o galacta=~

no de Biomphalaria glabrata foi egcluida a participacdo de cadeias

. lineares, Isto se deve em parte ao fato desses autores investigarem

i

+
estes poh_'meros principalmente por tecnicas de oxidagéo com perio

dato e degradacdo de Barry,que nao oferecem a riqueza de informa

¢oes dadas pelo processo de metilacao.

Recentemente Moretto, Dizz e Duarte (18) verificaram
também alta proporgao de derivados trimetilados em galactano mg_

tilado de Biomphalaria glabrata e, deste modo os derivados trimeé_

tilados em galaztano metilado sao mais comuns do que ar;teriormeé_
te se julgava,

Apds a pri.meiré degradagio do galactano ( tabela 1T )
observou~se uma diminuigé'o na pmporgio de res{duos ramifica=
dos { 2,4 = di=0=metil D~gal: 92se, de 43,2% para 26,‘0%) e este
fato & corroborado pelo decrescimo cox;respondente observado nos
residuos terminais nao redutores {2, 3, 4, 6-tetra-0~meti1-D~galéc-

tose, de 43,2% para 206, 0%). Tstes dados tanabém demonstraram .
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que a degradagao da molécula Se processava na sua maior parte
nas ligacoes glicosidicas dos residuos terminais nac redutores
(reagao de poda) levando'a um aumentz; aparente dos derivados
trimetilados nos polissacarfdeos obtidos pelas sucess'iv;as ;le_gra- :
dacoes. As variagoes desses derivados trimetilados devem ser-
interpretadas em conjunto com outros dados anaih'ticos‘af’im de
limitarem as possibilid‘a;de; estmturais. O aumento aparente -de
2,4, 6~t.r1‘-'~d-me1:iléD-ga1actose‘ ( tabelas I, ﬁ) ( de 11,1 para 30%)
obsez;vado ciuraﬁte o.prim'eiro processo degradativ&,— originou=se
de cagleias lineares 3o tipo-(1 ===p 3) ‘a‘s quais estavam rami-
ﬁcada; nos carbonos '6 por unidades simples de galactose ou

por grupos s'uscetfvéis c;ompleta.menté a oxidagdo com periodato
( Fig. 3a e 3b residuos.3,4,5 e 6). Por outro lado o é.parecimen-
to do miaﬂ,ior numero de detivados como 2,3,4~tri=0>metil=D=galac~
tose ( tabela II ) { de 2, 5% para 18, 0%) verificado durante o pri=
meiro processo de oxidagé'&, resullou das unidades de galactose

( resiauos" internos) que estavam unidas pelo seu carbono 3 agru-
pos suscetiveis completamente 2 oxidagZo com periodato e que
apresentavam seus carbonos 1 e 6 ligados a grupos nao susceti-
veis & oxidagao com periodato, conforme modelg d# Fig. 3a re~
siduo 1, ‘

' A analise dos produtos de metandlise do polimero da
segunda degradacao ( tabela III ) demonstrou um compox;tamento
semelbante ao da primeifa degradagso com aumento (aparente)
consideravel das cadeias lineares do tipo (1 = 3 ) ( de 30%
para 51,7%de 2,4;, 6-tri-0-n;etil-D-éalactose) e diminuigao acen~
tuada dos re_sfduos ram:;tﬁcaldoa ( de 26% para 18% de 2,4 ~divo~

metileD~galactose) e terminais nao_ redutores ( de 26% para 18%



de 2, 3,4, 6-tetra-0-metil~D-galactose). Deve-se ressaltar que o
aumento percentual do 2, 3, 4-tri-0-metil~-D-galactose observado
nas degradagoes estudadas nao € devido a um processo acumula-~
tivo ja que os resfduos que lhes dao origem sao formados numa
degradacao e destruidos na seguinte. Por este mecanismo o poli-
mero também pdde ser fragmentado nos residuos internos da mo-
1écula dando origem aos glicosideos de b.aixo peso molecular co-
mo os de tipo (1) e ( 1I ) cujo mecanismo de formagao é ifustrado
na figura 3 ( ¢ ). Este mecanismo opera conjuntamente com o
processo de poda na degradacao da molécula,

3. - Degradacao de Smith controlada.

3.1 - Polissacarideo degradado.

Durante a degradagao controlada de Smith de um po-
l{mero & possivel se obter uma grande variedade de glicosideos,
alcodis - alem de um polimero degradado. Ora, quando certos
residuos de um polissacarideo sao oxidados por periodato e redu-
zidos, os alcoois resultantes formam acetais e o rmecanismo de
degradagao controlada ¢ devido a maior instabilidade .desses ace-
tais a hidrolise acida e a temperatura ambiente quando comparado
com oOs glicosfdeos (27 ). Por um mecanismo éemelhante o galac-

tano de Strophocheilss oblongus mosirou~se bastante suscetivel

as degradagoes controladas (tipo Smith) e apos a terceira degra=-
dagao (tabela IV) foi possivel ainda obter-se um polissacarideo
degradado correspondente a 4% da molecula original.

Os decrescimos do consumo de periodato e acido formico

liberado nestes polissacarideos degradados
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(Fig. 4 e tabela IV) estavam de acordo com os dados de metilagao
que indicaram um aumento aparente de residuos com ligagoes
glicosx'dicas do tipo (1 =--- 3 )' e uma diminuigéo acentuada dos
residuos ramificados e terminais nao redutores. Os dados de
oxidagao com periodato analisados em conjunto com o'~:;mmento dos
derivados trimetilados nos polimeros degradados { apos metilacgdo)
eo b.parécixnento de glicosideos do tipo (I) e (iI ), nao eram
;:;)mpat{veis com uma estrutura.'seinelhavnte a proposta por

0¢ Colla para galactano de Helix pomatia.

3.2 -~ Analise dos produtos degradados.

De acdérdo com os modelos até agora propostos
para galacianos de molusces ( 14, 16 ), os produtos degradados
.das diferentes etapas de degradagao deveriam conter somente

glicerol, Entretanto a analise desses produtos degradados obtidos

de galactano de Strophocheilus oblonigus apos hidrolise totale -
cromatografia preparativa em papel { solvente f ) demonstrou a
presenga de glicerol (tris-p-nitrobenzoato glicerol, p.f 193-195°C)
e galactose {(dulcitol hexa-acetato, p.f 170-1729C) numa relagao
dulcitol:glicerol ( alditol acetato, GLC, coluna d ) que aumentava
no decorrer das sucessivas degradagoes ( tabela V).

A elevada proporgao de glicerol (93, 4%) indicou
que & molécula foi degradada principalmente nas extremidades
ndo redutoras, durante a primeira degradagao o que ja fora
sugerido pelos dados dados de metilagao e, numa pequena propor-
cao pelos residuos internos ( 2, 5% ) o que justificava o apare~

. cimento de glicosideos dos quais 0s mais abundantes eram os
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do tipo (1) e ( II ), Nas demais degradagoes observou=~se um
maior aumento na degradagao dos residuos internos (aumento

da relagdo duicitol:glicerol, tabela V).

4, = Degradacao de Smith,

O galactano e os polissacarideos degradados foram
submetidos a degradagao de Smith, Os produtos desta degrada=
¢ao foram isolados por cromatografia preparativa em papel
~ (solvente f) e seus componentes identificados como sendo Iglice-
rol {tris(~p~nitrobenzoato) glicerol, p. f 193 - 195°C) e galacto-
se { dulcitol hexa~acetato, p.f 170-1%2°C), Analise por GLC
(alditol hexa~acetato, coluna d) desses pro‘dutos forneceu uma
relagao aproximada de 2:1 de dulcitol:glicerol (Tabela VI),Es~
tes resultados confirmaram os de oxida¢2o com periodato
( Tabela IV), A auséncia de treitol nesta degradagao esta de
acordo com os dados de metilacdo que excluem a existéncia de

ligagoes g]icosi:iicas do tipo (1 —> 4).

5. » Possibilidade estrutural

Com os dados de metilagao e oxidagao com perio=~
dato ( Tabelas VII e VIII ) dos pohssacarfdeés degradados a]i-.
ados aos resultados analiticos dos produtos degradados, foi
pOSsizrel sugerir um modelo molecular para o galactano do

Strophocheilus oblongus diferente dos anteriormente apresen-

tados (12, 14 e 16 ). O modelo sugerido ( figuras 5, 6 e 7 ) foi
'possi(zel desde que se concebe .e a molécula possuindo uma
cadeia linear principal como fora inicialmente proposta por
Baldwin e Bell (12) mas com varios tipos de ramificagées de

cadeias complexas que no seu conjunto se a2iastaria daquela con-
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cepgao de estrutura arboriforme proposta por 0% Colla (14), A

primeira dificuldade surgida nesse modelo foi se esclarecer

o tipo de ligagdo glicosidica da cadeia principal, Embora a 1i
gacao glicosifiica dotipp (1 ~—> 6) nao esteja completamente
afastada, a mais prova’vel seria a do tipo (1 ==> 3 )a qual ae
cumulou bastante ( 51,7% ) na segunda degradagao, tabela IIT )
e acarretaria uma fragmentagao gradativa e controlada da mo
lécula, durante os processos degradativos,

- Como jé. foi discutido anteriormente, a degradacgao
controlada se processa nio so6 nas extremidades nio redutoras
da molecula como também em seus residuos internoé.

Contudo, alguns aspectos da degradagdo interna de_
vem ser esclarecidos, Se o polissacarfdeo apresentasse os re;
sfduos internos suscetiveis a degradagdo em pontos equidistan=
tes da molecula, este seria degradado em varios fragmentos o
que se refleterfa no aparecimento de polissacarideos degrada=
dos capazes de serem subfracionados pelo menos em parte, em
coluna de Sephadex G~200, o que nunca ocorreu, Por outro lado
o aparecimento de glicosideos do tipo (I) e ( II ) nos produtos
degradados, sugere que esses res{duos interﬁos sejam postos
a descoberto, sempre nas camadas mais externas do polimero
degradado,

Embora esses residuos interros tenham sido carac
terizados por estudos de metilagao ( 2, 3, 4 ~tri=0~metil~D~ga~
‘lactose ) e fragmentados duran = os processos degradativos, é

’ ’ 4. . -
dificil por metodos quimicos assegurar sua localizagao exata
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dentro da moldcula. Deste modo, o resfdno da molécula que da
origem ao derivado 2, 3, 4=tri~-O-metil-D-gzlactose pode ser en
contrado quer rum ponto de ramificaggo ~a molecula guer no in
terior de vma cadeia linear do tipo (1 ==» 3 ),

Uma cvidencia irdirveto de que as cadeias lineares
sejern formadas, principalmente, de residuos de galactose com
ligacoes glicosidicas do tipo (1 == 3 ) com romificacoes do ti=
p2> (1 —> 6), é o aumento crescén-’;e do derivado 2,4, 6-tri=QO=
metil=-D=galactose obtico apr’:s metilacio dos polissacarfdeos de=~
gradacos, Isto nao ocorreria no caso dess;s cadeias lineares
serem formadas por residuos de galactose dc;v tipp (1 => 6) e
ramificagoes do tipo (1 —> 3),

Entre as diversas possibilidades estruturais para o

galactano de Strophocheilus oblongus a que mais concordou

( Fig, 5,6 e 7 ) com os dados exped mentais atuais ( Tabelas
VileVII)é a que apresentava as cadeias lineares formadas
de ligagdes glicosidicas do tipo (1 ==» 3 ) e ramificacées do
tipe (1 —~» 6 ). Deve=se ressaltar que os metodos quimicos
utilizados, nao permitem excluir a possibilidade da molecula es
tar construida de forma diferente, mas nao sumlar a de
0% Colla {modelo C).

Esta simglificacao estrutural, a ser confirmada no
futuro por métoedos enziméticos, é de grande interesse para a
sintese biologica dessa molérula, Neste caso seriam neces~
saries apenas enzimas espec icas para sintetizar a ligacao ra
miflicante e a cadeia linear,

As estruturas dos galactanos de molusco ainda sao

Id . s
um desafio aos investigadceres,



Figura 1 ~ Electroforesis de Ticelius do galactano de

Strophocheilus oblongus. Realizada em apa=

‘relho modelo 38A da Perkin Elmerg (20 mA,
e 150 V), Polissacarideo foi analizado na,
conecentragio de 1% em solugio de borato de

sodio 0,05 M, pH 9, 2.



mg. de polissacarideo

23~

20t

107

Volume em ml.

Figura 2 - Cromatografia em coluna de Sephadex G~-200 do galactano
e dos polissacarideos resultantes da prir;xeira e segunda
degradaqio. Foi utilizado coluna de 120 x 2,5 cm, elui-
¢ao com agua. O eluido foi dosago pelo método do fenol-
dcido sulfirico como galactose e corrigido para polis~
sacarfdeo, utilizando-se um fator de correcac (0,9 ).

Galactano. Recuperagao 93%.

. ___ Apds primeira degradacao. Recuperagao 92%.

ew----- Apos segunda dc_-adagdo. Recuperagao 92%.
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moles de periodato por méles de hexose anidra

o=
Tp

ol
(e,

10 120

Tempo em horas R

Figura 4 - Determinagao do consumo de periodato do galactano e
dos polissacarideos resultantes da primeira e segunda
degradagoes. Amostras.foram coletadas a intervalos de
tempo variafveis para determinagao do consumo de pe-
riodato pelo metodo de Neumuller e Vasseur (28) e os
valores obtidos foram extrapulados para o tempo zero.

Galactano.

——— -~ Apos primeira degradagao.

Bimttdntane Apos segunda degradagao,
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