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RESUMO

Algas verdes (Chlorophyta) sintetizam uma grande variedade de polissacarideos
sulfatados com atividades biolégicas. Modificagbes quimicas de polissacarideos
sulfatados podem alterar ou potencializar a atividade bioldégica desses polimeros
trazendo novas perspectivas de aplicagdo biotecnoldgica. O objetivo do presente
trabalho foi caracterizar e modificar quimicamente as heteroramnanas sulfatadas
obtidas da clorofita Gayralia brasiliensis por meio de reagdo de O-alquilagdo para
insergéo de grupos amina. A alga seca e moida foi submetida a extra¢gdes aquosas
sequenciais (80 °C, 5h) originando as fragbes GBR1 e GBR2 (18,2 e 6,5 % de
rendimento, respectivamente). A fracdo de maior rendimento (GBR1) foi selecionada
para caracterizacdo e modificagdes quimicas. GBR1 apresentou-se sulfatada (25,2
%), contendo &cidos urdnicos (10,2 %) e baixos teores proteinas (2,9 %). GBR1 é
constituida principalmente por unidades de ramnose, com menores porcentagens de
xilose, glucose, galactose, arabinose e manose. Analises espectroscopicas (RMN
mono- e bidimensional) permitiram determinar que GBR1 é constituida por unidades
de a-L-ramnose 3- e 2-ligadas monossulfatadas, dissulfatadas ou n&o substituidas por
grupos O-sulfato. A fragcdo GBR1 foi submetida a reagdo de O-alquilagdo com o
reagente 3-cloropropilamina, variando condi¢cdes de tempo e quantidade de reagente,
originando fragdes insoluveis. Analises colorimétricas (ninhidrina), de infravermelho
e de RMN de C em estado sélido sugerem que houve reagdo pela presenca de
grupos aminas livres, bandas caracteristicas de estiramento N-H (1450 cm-', 3500-
3300 cm') e sinais novos na regido de 52,1-22,3 ppm, respectivamente.
Adicionalmente, para obteng¢do de um derivado aminado soluvel em meio aquoso foi
realizada a degradacéo controlada de Smith previamente a reagéo de O-alquilagéo
resultando na fragdo GBR-S. Andlises de HPSEC demostraram que GBR-S apresenta
menor massa molecular que a fragdo de origem. GBR-S foi submetida ao mesmo
processo de O-alquilagdo realizado para a fragdo GBR1 gerando a fragdo GBR-SN.
Esta fracdo apresentou-se soluvel em meio aquoso, com 26,4 % de grupos O-sulfato.
Andlises de RMN de 'H e de HSQC demostraram a presenca de grupos amina livre
ligados no polissacarideo pela presenga de novas correlagdes observadas no
espectro de GBR-SN, tanto na regido anomérica (100,1/5,08, 100,6/5,05 e 97,4/5,40
ppm) quanto na regido de CH2 da cadeia alquilica inserida (52,5-51,6/3,35-3,26,
38,1/3,17 e 24,5/218 ppm). Portanto, no presente trabalho heteroramnanas
sulfatadas obtida de G. brasiliensis, caracterizadas quimicamente e por
espectroscopia, foram modificadas por O-alquilagdo obtendo-se fracdes
polissacaridicas aminadas inéditas com potencial aplicacido biotecnologica.

Palavras-chave: Macroalgas verdes. Gayralia brasiliensis. Heteroramnanas
sulfatadas. Modificagdes quimicas. Degradagéo controlada de Smith. Aminagéo por
O-alquilagéo.



ABSTRACT

Green seaweed (Chlorophyta) synthesize a large variety of sulfated polysaccharides
with biological activities. Chemical modifications of sulfated polysaccharides could
modify enhance the biological activity of these polymers bringing new perspectives of
biotechnological application. The goals of the present study were characterize and
modify the chemical structure of sulfated heterorhamnan obtained from the chlorophyte
G. brasiliensis through O-alkylation reaction to add amine groups to the molecule. The
dried and milled seaweed was subjected to sequential aqueous extractions (80 °C, 5h)
resulting the fractions GBR1 and GBR2 (18.2 and 6.5% yield, respectively). The
highest yield fraction (GBR1) was selected for characterization and chemical
modifications. GBR1 is sulfated (25.2 %), contains uronic acids (10.2 %) and low
proteins content (2.9 %). GBR1 consists mainly of rhamnose units, with lower
percentages of xylose, glucose, galactose, arabinose and mannose. 'H and *C NMR
analyzes indicated that GBR1 consists of 3- and 2-linked a-L-rhamnose units which
are monosulfated, disulfated or unsubstituted by O-sulfate groups. GBR1 fraction was
subjected to O-alkylation reaction using 3-chloropropylamine, varying conditions as
time and amount of reagent, resulting in insoluble fractions. Colorimetric (ninhydrin),
infrared and solid-state '*C NMR analyzes suggest the presence of free amine groups,
characteristic N-H stretching bands (1450 cm™', 3500-3300 cm') and new signals at
52.1-22.3 ppm, respectively. Additionally, in order to obtain a water soluble amino
derivative it was performed the controlled Smith degradation prior to the O-alkylation
reaction resulting in the GBR-S fraction. HPSEC analyzes show that GBR-S has lower
molecular weight than the GBR1 fraction. GBR-S fraction was subjected to the same
amination process, yielding a water soluble fraction (GBR-SN) containing 26.4 % of
O-sulfate groups. "H NMR and HSQC analyzes suggest the presence of free amine
groups linked to the polysaccharide chain by the presence of new correlations
observed at GBR-SN spectrum, at the anomeric region (100.1/5.08, 100.6/5,05 and
97.4/5.40 ppm) as well as at the CHz region of the inserted alkyl chain (52.5-51.6/3.35-
3.26, 38.1/3.17 and 24.5/2,18 ppm). Therefore, in the present study sulfated
heteroramnans obtained from G. brasiliensis, characterized chemically and by
spectroscopy, were modified by O-alkylation. Unpublished aminated polysaccharides
fractions with potential biotechnological application were obtained.

Keywords: Green seaweed. Gayralia brasiliensis. Sulphated heterorhamnan.
Chemical modifications. Controlled Smith degradation. Amination by O-alkylation.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE Gayralia brasiliensis (SETA PRETA)
E G. oxysperma (SETA BRANCA) AO LONGO DA COSTA BRASILEIRA. .............. 17

FIGURA 2 - PRINCIPAIS UNIDADES DE RAMNOSE PRESENTES NA
HETERORAMNANA SULFATADA OBTIDA DE G. oxysperma. ............cccccccueeeennn. 19

FIGURA 3 - ESTRUTURA ESQUEMATICA DAS UNIDADES DE RAMNOSE
PRESENTES NAS HETERORAMNANAS SULFATADAS NATIVAS DE G.
DEASI SIS, . 20

FIGURA 4 — ESQUEMA DA AMINACAO REDUTIVA APOS OXIDACAO COM

PERIODATO. .ttt ettt 22
FIGURA 5 — AMINACAQO DA FUCOIDANA. .......ocooiiiiioeoe e 23
FIGURA 6 - ASPECTO GERAL DA MACROALGA G. braliliensis. ........................... 26
FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DA EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS. ............. 27
FIGURA 8 = DESENHO EXPERIMENTAL. .....oiiiiiiiiiiieie e 32
FIGURA 9 — ESQUEMA DA REACAO ESPERADA ENTRE A FRACAO GBR1 E 3-
CLOROPROPILAMINA. e ettt 33
FIGURA 10 — FLUXOGRAMA DA EXTRAGAO. ... 35

FIGURA 11 — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA FRACAO NATIVA GBR1....38

FIGURA 12 - ESPECTRO DE RMN DE "3C DA FRACAO GBR1. .....cocoooovoiii. 40
FIGURA 13 — ESPECTRO DE RMN de '*C DA FRACAO GBR1: AMPLIACAO. .....41
FIGURA 14 — ESPECTRO DE HSQC DA FRACAO GBR1. ..o, 42
FIGURA 15 - ESPECTRO DE HSQC DA FRACAO GBR1: AMPLIAGAO DA REGIAO
ANOMERICA oo e 43
FIGURA 16 — RESULTADO ESPERADO NO TESTE DE NINIDRINHA PARA AS
FRACOES POLISSACARIDICAS . ..o 48
FIGURA 17 - RESULTADO DO TESTE DA NINHIDRINA. ..o, 49

FIGURA 18 — RESULTADO DO TESTE DE NINHIDRINA PARA MISTURA FIiSICA.

FIGURA 19 — ESPECTRO DE FT-IR DAS FRACOES GBR1, GBR-A1, GBR-A2 E
BB R A e s 51

FIGURA 20 - RMN NO ESTADO SOLIDO DA FRAGCAO NATIVA GBR1 E DA FRACAO
NATIVA AMINADA GBR-AZ. ... 52



FIGURA 21 — ALTERACAO PROPOSTA PARA O DESENHO EXPERIMENTAL....54

FIGURA 22 — DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH DE GBR1........ccccoo........ 55
FIGURA 23 — CROMATOGRAMA OBTIDO POR HPSEC-MALLS-IR DA FRACAO
SUBMETIDA A DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH (GBR-S). .......cccccouee. 57
FIGURA 24 - g)OMPARA(;AO DO CROMATOGRAMA OBTIDO POR HPSEC-MALLS-
IR DA FRACAO GBR-S E DA FRACAO GBRT......ooiiiiiiiiee e 58
FIGURA 25 - ESPECTROS DE RMN DE "*C DA FRACAO NATIVA GBR1 E DA
FRACAO DEGRADADA DE SMITH GBR-S. ... .o, 59
FIGURA 26 — ESPECTROS DE RMN DE '3C DA REGIAO DO ANEL DAS FRACOES
GBRT E GBR-S. ..o e s 60
FIGURA 27 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DAS FRACOES (A) GBR1 E (B) GBR-S.
.................................................................................................................................. 61
FIGURA 28 — ESPECTRO DE HSQC DA FRACAO GBR-S..........cccocvveeeieiec. 64

FIGURA 29 — AMPLIACAO DA REGIAO ANOMERICA NO HSQC DAS FRACOES
GBRT E GBR=S. ..o e 65

FIGURA 30 - COMP@RAQAO DOS CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR HPSEC-
MALLS-IR DA FRACAO GBR-S E DA FRACAO DEGRADADA AMINADA GBR-SN.

FIGURA 31 - PERFIL DE ELUI(;A‘O EM HPSEC-MALLS-IR DA FRACAO
DEGRADADA DE SMITH SUBMETIDA A AMINACAO (GBR-SN). .......ccccooviiiinn 68

FIGURA 32 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DAS FRACOES (A) GBR-S E (B) GBR-SN.

FIGURA 33 — ESPECTRO DE HSQC EDITADO ('H-*C) DA FRACAO GBR-SN....71

FIGURA 34 — REGIAO ANOMERICA DO ESPECTRO DE HSQC EDITADO ('H-13C)
DAS FRACOES (A) GBR-S E (B) GBR-SN COM DESTAQUE PARA NOVOS SINAIS
OBTIDOS NESSA REGIAQ. ... 72

FIGURA 35 — REGIAO DO ANEL NO HSQC DE GBR-SN.........ccooiiiievei e 73



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — COMPOSICAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS
OBTIDOS DE ALGAS VERDES. ... e 21

TABELA 2 - VARIAVEIS DA REAGAO DE AMINACAO DA FRAGAO
POLISSACARIDICA NATIVA GBRT. ..o, 33

TABELA 3 — RENDIMENTOS E ANALISES QUIMICAS GERAIS DA FRACAO GBR1
OBTIDA DE Gayralia braSiliensis. .............cccccouuiiiiiiiiie e 37

TABELA 4 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRACAO GBR1 OBTIDA DE
G, DIASIINISIS. ..., 37

TABELA 5 — BANDAS DE ABSORCAQ NA RNEGIAO DO INFRAVERMELHO (FTIR)
OBSERVADAS NOS ESPECTROS DA FRACAO NATIVA. ... 39

TABELA 6 - DESLQCAMENTOS QUMiCOS ATRIBUIDOS AS UNIDADES DE
RAMNOSE CONTITUINTES DA FRACAO NATIVA GBR1 DA HETERORAMNANA
DE G. DraSili@IISIS. ... 46

TABELA 7 — FUNCIONALIZACAO DA FRACAO NATIVA E OBTENCAO DE
DERIVADOS AMINADOS. .. ..o 48

TABELA 8 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRACAO GBR1 OBTIDA DE
G, DIASIINISIS. ..., 56

TABELA 9 — DESLOCAMENTOS QUI\[IiCOS ATRIBUIDOS AS UNIDADES DE
RAMNOSE CONTITUINTES DAS FRACOES GBR1 EGBR-S.......cccccooiiiiii 66

TABELA 10 — ESTUDO DE SINAIS PARA ASSINALAMENTO DO ESPECTRO DE
HSQC DA FRACAQO GBR-SN. ... 70

TABELA 11 — ASSINALAMENTOS ATRIBUIDOS AS UNIDADES DE a-L-Rhap NA
FRACAQO GBR-SN. .o 74



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

GLC - cromatografia liquida gasosa

DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

HPSEC-MALLS-RI — cromatografia de exclusdo estérica de alta resolugéo
acoplada a detectores de indice de refragao e espalhamento de luz

ICs0 — inibig&o de 50 % do radical formado

IR — indice de refracéo

IV — infravermelho

IS — indice de seletividade

ITS — regido espacgadora transcrita

Mm/v - relagdo entre massa e massa

m/v — relagdo entre massa e volume

Mw — massa molecular ponderal média

ppm — partes por milh&o

rDNA — DNA ribossomal

RMN - ressonancia magnética nuclear

TFA - acido trifluoraceético

vlv — relagéo entre volume e volume

GBR1 e GBR2 - fragbes brutas obtidas por extragcdes aquosas a 80 °C (G.
brasiliensis)

GRB-A - fragdo nativa GRB1 aminada

GBR-S - fragéo bruta degradada de Smith

GBR-SN - fracdo bruta degradada de Smith aminada



SUMARIO

INTRODUGAOD.......ciurtreeararesssessssssssssesssssssssssssssssssnssssssssasssssssssssssnsssssasasseas 15
7 © 1 = | 1 Y 16
20 TR © 1 o111 4 Y €T - | 16
2.2 Objetivos ESPeCIfiCOS.......cuviiiiiiiiiiissssssnsmmnscmmnnrirsss s ssssssssssssssssssssssssssss e snens 16
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o ssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 17
3.1 Algas verdes (Chlorophytas) ..........ccccccrriiiiiiiimiccccccccc s e seeeennnnnas 17
3.2 Heteroramnanas sulfatadas derivadas do género Gayralia.........c..cccceurrnn. 18
3.3 Modificagdes quimicas de polissacarideos ........cccceueeccccccccieiresreeceeeeereans 21
3.4 Potenciais aplicagdes de polissacarideos modificados .............ccceeeeeeeuneee. 23
4  MATERIAIS E METODOS ... sescsssssssssssssssssss sessssssssssssssssssssssssssns 26
4.1 MateriaiS UliliZAd0S iuueeeeeeerrennnsnnnnssnnsssrmmmmmmmmmmmmmmssannmmmmmnmmmsssssssssmmsssnmmmmmmsssssssssnnns 26
4.1.1 Gayralia brasiliensis e posicionamento taxonémico da espécie ..................... 26
4.1.2 Coleta € proCessamentO..............oooiiiiiiiiiii i 26
4.1.3 Extragdo dos polissacarideos da alga Gayralia brasiliensis ........................... 27
4.2 Métodos analiticos gerais .......cccccceeriiriririiiimmnmrcccccc s s s s s s s e e e e s ensnnnnnnnnne 28
4.2.1 Dosagem de carboidratos totais ................ooiii 28
4.2.2 Dosagem de proteinas totais.........ccooooimiii i 28
4.2.3 Dosagem de acidos UrONICOS.........cciiiiiie e 28
4.2.4 Dosagem de grupos O-sulfato................oooiiiiiiiiiiie e 29
425 Teste daninhidrina ..............ooiiiiiiiiiii i 29
4.2.6 Hidrolise acida total para composi¢gdo monossacaridica ................................ 29
4.3 Métodos eSpectroSCOPICOS......cccccceiiriiiiiiiiircccsssssssssssssssssss e e e e e e e e e e nnnnnsnsssnnnnnns 30
4.3.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) .......................... 30
4.3.2 Espectroscopia na regido do Infravermelno (IV) .........ccoooiiiiiii 31
4.4 Métodos cromatografiCos .........cccceeiiiiiiiiiisimnmnrccccccccccccc s ss s s s s s se e e e s snnnnnnnnnnnes 31
441 Cromatografia liquida-gasosa (GLC) ..........cccovvoiiiiiiii e, 31
442 Cromatografia de Gel Permeacgédo (HPSEC-MALLS)................ccooiii i 31
4.5 Modificagoes quimicas dos polissacarideos ................cccceeveeeirrrrecccceeecneeees 32
451 Estratégia de modifiCaClesS. .......uuiiiiiiiiiiiiii i 32
4.5.2 Obtengéo de derivados aminados ..............ooooiiiiiiiiiiiiii e 32

4.5.3 Degradacao controlada de Smith .............cccociii 33



5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ......cccemrececmeracesassessssssassssssssssesssssasssasasasans 35

5.1 Obtencao e analise das fragdes brutas de G. brasiliensis........cc..ccceveeeeens 35
5.1.1 Extragcdo e obtengao dos polissacarideos ..................evvvviiiiiii i 35
5.1.2 Analises quimicas da fragdo bruta GBR1 ...............ccoiii i 36
5.1.3 Composicdo monossacaridica da fragéo bruta GBR1 ..., 37
5.1.4 Espectroscopia na regiao do infravermelho (V) da fragdo nativa GBR1 ........ 38
5.1.5 RMN de *C e HSQC da fragédo nativa GBR1..............cc.ccoeeiiiiiiiiicce 39
5.2 Modificagdo quimica da fragao GBR1 ..........cooemeercr e 47
5.2.1 Aminagéo da fragéo nativa GBR1 por reacéo de O-alquilago....................... 47
5.2.2 Alteragdo no desenho experimental para obtencao de derivados aminados..53
5.2.3 Degradada controlada de Smithde GBR-S...................ccooiiiiiiiii 55
5.2.4 Reacao de O-alquilagéo da fragdo da fragéo GBR-S ..............ccccciiii, 67
CONCLUSOES.........ocieeurecuresssssesessssessssesssssessssesase st sessssssessessess sessssessssensasses 75
PERSPECTIVAS ......oooiceiecrrrscnssssssssmssssmsssss s s sssmssssnsssssnssssmssssmesssssnssenssssnes seas 76
REFERENCIAS ......cocurueucurerenesceeseseassessssesssessssesssessssssessessessssessasssesssensssees 77
ANEXO | — PREDIGAO DE SINAIS DA TABELA 10.......cccccerermreerenrsnrararassenes 84
ANEXO Il - Espectro de HSQC de GBR1 com assinalamentos das unidades
Lo (=30 CTIR {4 T ¥ o 2 94

ANEXO Ill - Espectro de HSQC de GBR-S com assinalamentos das
unidades de a-L-Rhap.......o oo s rr s r e e s s e s mmmm e e s 97



15

1 INTRODUGCAO

Os polissacarideos sdo produtos do processo natural de captura de carbono, a
fotossintese, sequida por rotas biossintéticas adicionais. Alguns s&do produzidos em
grande escala na natureza e alguns tém relevancia industrial como, por exemplo,
aplicagbes farmacéuticas e em alimentos, seja em suas formas nativas ou
quimicamente modificadas (CUMPSTEY, 2013). Ainda, s&o uma alternativa renovavel
em relagdo aos materiais de origem petroquimica para a sintese de materiais. Nesse
contexto, polissacarideos de algas marinhas representam uma importante fonte de
recursos renovaveis para obtencdo de compostos com interesse medicinal e
biotecnologico.

As macroalgas marinhas sdo uma fonte abundante de compostos bioativos,
incluindo polissacarideos, os quais apresentam grande diversidade estrutural com
relacdo a composicdo monossacaridica e tipo de configuragdo anomeérica das ligagdes
glicosidicas, massa molecular e a presenga e posicionamento de grupos funcionais.
Nas algas, estes polissacarideos podem ser funcionalmente componentes estruturais
da parede celular ou atuar como reserva energética. Eles também apresentam
diversas atividades biologicas (imunomodulagc&do, antitumoral, anticoagulante,
antiviral, entre outras), com alto potencial para aplicagdo em produtos farmacéuticos
e biomédicos. A modificagdo quimica de polissacarideos pode potencializar e/ou
prover atividades biolégicas com potencial aplicagdo em diferentes setores industriais.

Recentes avangos na semissintese, caracterizagdo e bioatividades de
polissacarideos sulfatados podem ampliar sua aplicagdo na industria alimenticia ou
farmacéutica (WANG et al., 2018). Os polissacarideos sulfatados produzidos por algas
marinhas apresentam uma grande variedade de atividades biolégicas associadas a
presenca de diferentes monossacarideos, teor e posicionamento de grupos sulfatos e
massa molar. Dentre as atividades biologicas destacam-se: antiviral (DUARTE et al.,
2001; DUARTE et al., 2004; CASSOLATO et al., 2008), anticoagulante (DE ARAUJO
et al.,, 2013; DE CARVALHO et al., 2018), imunomodulatéria (LEIRO et al., 2007;
TABARSA et al.,, 2012), antioxidante (Ql et al., 2005), antitumoral (ROPELLATO et al.,
2015), antiangiogénica (DIAS et al., 2005; YAO et al., 2014) e antihiperlipidémica
(PENGZHAN et al., 2003; Ql et al., 2012).

Adicionalmente, existem estudos demonstrando que modificagdes quimicas,

tais como a produgcdo de derivados aminados por modificagdo quimica dos
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polissacarideos B-glucana e quitosana, podem aumentar a atividade antimicrobiana
destes polimeros (MOHY ELDIN et al., 2012; SHIN et al, 2005). A quitosana, que é
um polissacarideo obtido a partir da desacetilagdo da quitina, naturalmente aminada
apresenta atividade antimicrobiana. Um incremento no teor de grupos aminas feito por
Mohy Eldin et al. (2012) levou a um aumento na atividade antimicrobiana desse
polissacarideo. Destaca-se, no entanto, que na literatura ha poucos estudos avaliando
a atividade antimicrobiana de polissacarideos sulfatados e nenhum demonstrando a
atividade antimicrobiana de heteroramnanas sulfatadas de algas verdes em
microrganismos patogénicos.

Desta forma, o presente trabalho busca a obtencdo, caracterizagdo de
polissacarideos sulfatados nativos e modificados quimicamente, por meio da insergéo
de grupos aminas, obtidos da alga verde Gayralia brasiliensis (Ulotrichales) para

potencial aplicagdo biotecnologica.

2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem o objetivo geral de obtencdo de polissacarideos
modificados derivados de heteroramnanas da macroalga marinha Gayralia

brasiliensis por meio de reacdo de O-alquilagcdo para insercdo de grupos amina.
2.2 Obijetivos Especificos

— Extrair e purificar os polissacarideos soluveis em meio aquoso;

— Realizar reagbes O-alquilagdo para insergédo de grupos amina nas fragdes
polissacaridicas obtidas;

— Caracterizar quimicamente as fragdes nativa e modificadas;

— Caracterizar a estrutura quimica da fragdo polissacaridica nativa e modificada
por métodos espectroscéopicos: Ressonancia Magnética Nuclear e

Infravermelho;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Algas verdes (Chlorophytas)

A maioria das algas conhecidas tradicionalmente como algas verdes pertence
ao filo Chlorophyta. Esse filo é subdividido em trés classes: Chlorophyceae,
Pleurastrophyceae e Ulvophyceae. Séao representantes das algas verdes os géneros
Ulva, Caulerpa, Codium, Enteromorpha, Monostroma e Gayralia (LELIAERT et al.,
2012; LEWIS; McCOURT, 2004).

A espécie de macroalga utilizada no presente trabalho, Gayralia brasiliensis,
pertence a classe Ulvophyceae, ordem Ulotrichales, macroscopicamente similar a
espécie G. oxysperma. A macroalga G. brasiliensis difere de G. oxysperma em seu
habitat nas zonas entre marés de estuarios da costa brasileira, maior tolerancia a
salinidade e em sua sequéncia de rDNA da regiao espagadora transcrita (ITS). A
especie G. oxysperma tem sua localizagao geografica limitada as costas da regiao sul
e sudeste Brasil (FIGURA 1), enquanto a G. brasiliensis pode ser encontrada ao longo
de toda a costa brasileira (PELIZZARI et al., 2013). Vale ressaltar que, no Brasil,
espécies do género Gayralia tem sido identificadas como Monostroma oxyspermum
(Kutzing) Doty e Ulvaria oxysperma (Kutzing) Bliding (PELLIZZARI, OLIVEIRA e
YOKOYA, 2008).

FIGURA 1 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE Gayralia brasiliensis (SETA PRETA) E G. oxysperma
(SETA BRANCA) AO LONGO DA COSTA BRASILEIRA.

SC, Santa Catarina (27°45’S, 48°30’W); PR, Parana (25°33'S,

48°26'W); SP, Sao Paulo (23°55’S, 45°47'W); R], Rio de Janeiro
(22°37'S, 41°44'W); ES, Espirito Santo (19°59°S, 40°04'W); BA,
Bahia (13°38’S, 38°51'W); PE, Pernambuco (9°36’S, 35°42'W).

FONTE: PELIZZARI et al. (2013).
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Vale ressaltar que espécies do género Gayralia podem ser cultivadas. Pelizzari
e colaboradores (2007) realizaram o cultivo em escala piloto de Gayralia sp. na Baia
de Paranagua, utilizando um procedimento de maricultura que pode se tornar uma
alternativa de renda para os moradores do litoral. Os resultados mostraram que o
cultivo dessa espécie & tecnicamente viavel, utilizando uma tecnologia muito simples

e preservando os leitos naturais, que seriam mantidos como fonte de semeadura.
3.2 Heteroramnanas sulfatadas derivadas do género Gayralia

Polissacarideos sulfatados, contendo como principal monossacarideo
constituinte a a-L-Rhap, foram isoladas das algas Monostroma nitidum,
M. latissinum, Gayralia oxysperma e G. brasiliensis (Ulotrichales, Chlorophyta) (RAY,
2006; LEE et al., 1998; LEE et al., 2010; MAO et al., 2009; CASSOLATO, 2008;
MAZEPA, 2017). Polissacarideos similares, porém, em menor quantidade foram
detectados na espécie Bryopsis plumosa (Bryopsidales, Chlorophyta) (CIANCIA et al.,
2012).

As algas verdes do género Gayralia produzem polissacarideos sulfatados que
ndo apresentam padrdo estrutural repetitivo de unidades monossacaridicas,
denominados heteroramnanas sulfatadas. Estudos para determinagdo da estrutura
dos polissacarideos produzidos pela clorofita G. oxysperma foram conduzidos por
Cassolato et al (2008) e Ropelatto et al (2015), levando a conclusdo de que essa
espécie sintetiza principalmente um polissacarideo soluvel em meio aquoso. S&o
constituidos majoritariamente por unidades de a-L-Rhap, as quais se encontram 2,3-
dissubtituidas, 3- e 2-ligadas, na propor¢éo de 0,38:1,0:0,43. As unidades de a-L.-Rhap
3-ligadas estdo sulfatadas em C-2 (38%) e C-4 (29%), enquanto aproximadamente
50% das unidades 2-ligadas e 2,3-dissubstituidas estdo sulfatadas em C-4. Foi
também identificada a presenga de acidos urénicos como constituintes da cadeia
polissacaridica (terminais ndo redutores de acidos glucurdnico e galacturénico
sulfatados em C-2, além de &cido glucurbénico 4-ligado 2-sulfatado) e blocos de
ramnose contendo a sequéncia: [—3)-a-L-Rhap-(1—2)-a-L-Rhap-(1—], como mostra
a FIGURA 2 (CASSOLATO, 2008).



19

FIGURA 2 - PRINCIPAIS UNIDADES DE RAMNOSE PRESENTES NA HETERORAMNANA
SULFATADA OBTIDA DE G. oxysperma.

RO ™
R,0 N _X\
2 \ :\\

= X

i

RO ™
! =X

R¢ = R2=H (6,2%) Rs = Cadeias laterais (13,5%) Rs= Re¢=H (3,6%)
R1 = Ry= SOy (5,0%) Ry = H (6,3%) ou SOy (7.2%) Rs= Rs=S05 (3,3%)
R1=H; Rz= SO5 (10,3%) Rs = H; Rs= SO5 (8,1%)

R =S0s; Rz=H (13,5%)

FONTE: CASSOLATO et al., 2008.
NOTA: % - mol %. Cadeias laterais contém como terminais ndo redutores: Glcp 2-sulfato (5 mol %) ou
GalAp 2-sulfato (4 mol %) ou Xylp (5 mol %).

Estudos para determinacdo da estrutura dos polissacarideos produzidos pela
cloréfita G. brasiliensis foram conduzidos por Mazepa (2017). As heteroramnanas de
G. brasiliensis sdo constituidas principalmente por unidades de a-L-Rhap 3- e
2-ligadas, as quais estio heterogeneamente distribuidas ao longo do polimero. Estas
unidades sdo monossulfatadas, dissulfatadas ou n&o substituidas por grupos
O-sulfato (FIGURA 3). S&o parcialmente ramificadas, apresentando um ponto de
ramificacdo a cada doze unidades monossacaridicas. Alem de unidades de a-L-Rhap,
terminais n&o redutores de acido B-D-GIcAp 2- e 2,4-sulfatados e também de acidos
B-D-GlcAp e B-D-GalAp ndo sulfatados, sdo constituintes das cadeias laterais,
juntamente com terminais n&o redutores de B-D-Xylp, B-D-Galp e B-D-Glcp. A principal
diferenca entre as heteroramnanas sulfatadas produzidas por G. brasiliensis e
G. oxysperma esta nos padrdes de substituicdo desses polimeros, pois ambos séo
constituidos pelos mesmos tipos de ligacdes glicosidicas, diferindo principalmente na

distribuigdo de grupos sulfato ao longo da cadeia polissacaridica.
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FIGURA 3 - ESTRUTURA ESQUEMATICA DAS UNIDADES DE RAMNOSE PRESENTES NAS
HETERORAMNANAS SULFATADAS NATIVAS DE G. brasiliensis.
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R1 =Rz = H (6%/3%) Rz = Ponto de ramificagao Rs = Rg = H (3,7%/1,8%)
R1 = Rz = SOy (9,6%/10,3%) Rs = H (3,8%/10,2%) ou SO5 (1,2%/3,1%) Re = Rs = SO3 (7,0%/3,7%)
Ri1 = H; R2 = SO5 (14,9%/13,0%) Rs = H; Re = SOy (8,4%/8,5%)

R1 =803 Rz = H (8,0%/7,6%)
FONTE: MAZEPA (2017).

De modo diferente, as algas verdes pertencentes ao género Ulva, como Ulva
lactuca e U. fasciata, sintetizam polissacarideos denominados ulvanas constituidos
principalmente pelo dissacarideo: [—4)-B-D-GlcAp-(1—4)-a-L-Rhap-3-sulfato-(1—1],
denominado ulvanobiurdnico 3-sulfato A (CASSOLATO, 2008). Ja os polissacarideos
sulfatados extraidos de espécies do género Monostroma, diferem estruturalmente das
ulvanas por apresentarem teores maiores de ramnose e menores de acidos urénicos
e xilose, além de apresentarem variagdes nos tipos de ligagdes glicosidicas (USOV;
ZELINSKI, 2013).

Através da metodologia de degradacdo controlada de Smith, Ropellato (2011)
obteve polissacarideos derivados de heteroramnanas sulfatadas com menor massa
molecular (OXS) e maior grau de sulfatagcdo em relacdo as heteroramnanas sulfatadas
de origem, que foi posteriormente fracionada por cromatografia de troca idGnica
gerando duas fragbes principais OXSb e OXSc. As duas fragbes apresentaram
similaridade em relagdo a composicdo monossacaridica, sendo constituidas
principalmente por ramnose.

A TABELA 1 resume a composigdo quimica de polissacarideos sulfatados
obtidos de diferentes espécies de algas verdes.
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TABELA 1 — COMPOSICAO QUIMICA DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS OBTIDOS DE

ALGAS VERDES.

Esnécie Composicdo Grupos Acidos Massa molecular Referéncia

P monossacaridica (%)° sulfato (%) urénicos (%) (Mw em g/mol)
T T S 85,4 Rha; 1,4 Ara;
latissimum 5,2 Xyl; 1,3 Man; 72 4 1,7x 10 Lee et al., 1998

4,7 Gle; 2,0 Gall
. 64,0 Rha; 13,0 Xy,

gfysragfma 12,3 GIcA; 6,7 Glc; 258 19 1,519 x 10° Cass‘;'gg%et al.

ysp 2,9 GalA; 1,1 Gal.
Gayralia
oxysperma 89,6 Rha; 2,0 Xyl & Ropellato et al.,
(Fracdo 2.9Glc: 5,5 GlcA. 28 S 1,09810 2015)
OXSb)
Gayralia
oxysperma 87,8 Rha; 2,8 Xyl 5 Ropellato et al.,
(Fracao 3,2 Glc; 6,2 GIcA. el i 231110 2015
OXSc)
Ulva fasciata 220 RhA 182Xyl 515 30,2 nd. Colodi (2017)

2,0Gal; 5,7 Glc

bRha = ramnose. Xyl = xylose. Glc = glucose. Gal = galactose. GIcA = acido glucurénico. Ara =
arabinose. Man = manose

3.3 Modificagdes quimicas de polissacarideos

Os polissacarideos possuem potencial para realizagdo de modificagbes
quimicas, visando obter novos produtos com atividade bioldégica maior que os
polissacarideos de origem ou mesmo propiciar novas atividades biologicas. Sabe-se
que existe uma estreita relagdo entre atividade biologica de polissacarideos e a sua
estrutura molecular (XIAO; JIANG, 2015; XIE et al., 2016).

Neste contexto, os polissacarideos oferecem diferentes grupos funcionais para
modificacdo quimica. S&o eles: &cidos carboxilicos, alvos de modificagbes nos
polissacarideos acidos, como as pectinas, alginatos e ulvanas; grupos amino, nos
polissacarideos catidnicos constituidos por aminoagucares, como a quitosana; e as
hidroxilas primarias e secundarias presentes em maior numero em polissacarideos
neutros e pouco substituidos (CUMPSTEY, 2013).

Entre as modificagbes citadas acima, reagcbes de aminagdo constituem um
meio eficiente de conferir propriedades de valor comercial sobre os polissacarideos
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existentes. Uma das formas de introduzir grupos amina em polissacarideos descrita
por Cumpstey (2013) é através de reacdes de oxidacdo com periodato que quebram
a ligagdo carbono-carbono entre hidroxilas vicinais e, na etapa subsequente, os
aldeidos sao ligados a alquil aminas de cadeia longa através de reagbes de aminacgéo
redutiva (FIGURA 4). O alginato foi submetido a oxidagdo da ligacdo entre C-2 e
C-3 usando periodato, os aldeidos foram submetidos a aminag&o redutiva alquil
aminas de cadeia longa para obtenc&o de derivados hidrofébicos por acordo com o
relatado por Yang e colaboradores (2011) (FIGURA 4).

FIGURA 4 — ESQUEMA DA AMINAGAO REDUTIVA APOS OXIDACAO COM PERIODATO.
OH

OH _ O,é,
o= oH —_— g <
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FONTE: Adaptado de CUMPSTEY (2013).

Outra maneira de produzir polissacarideos aminados foi descrita por Soeda e
colaboradores (1994). Inicialmente, a fucoidana sulfatada foi epoxi-ativada utilizando
epicloridrina em meio basico, seguida da aminagdo do produto intermediario por
dissolugdo em solugcdo de aménia a 30% (FIGURA 5). Fernando e colaboradores
(2019) destaca que nao € possivel fazer a aminagéo direta da fucoidana devido a
presenca dos grupos sulfatos em diferentes posi¢cdes, que podem levar ao
impedimento estérico da reagdo. Assim, a introdugcdo de molécula espagadora (por
exemplo, epicloridrina) com um grupo funcional reativo é necessaria para ativar o

derivado em reagbes de aminacgéo.
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FIGURA 5 — AMINACAO DA FUCOIDANA.
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FONTE: Adaptada de FERNANDO et al. (2019) pelo autor.

Ainda, como forma de introduzir grupos amina em moléculas de
polissacarideos, outras moléculas contendo grupos amina podem ser utilizadas, como
por exemplo, cloridrato de 3-cloropropilamina. A funcionalizacdo de
(1-2>3)-a-D-glucana por meio da reacdo de O-alquilagdo utilizando os reagentes
cloridrato de 3-cloropropilamina e cloridrato de 2-cloroetilamina como agentes
eterificantes foi reportada por Bao e colaboradores (2001) para obtenc&do do

polissacarideo com grupos amina em sua estrutura.
3.4 Potenciais aplicagoes de polissacarideos modificados

Polissacarideos sulfatados da alga verde Enteromorpha prolifera apresentam
atividade antioxidante (LI et al., 2013). Estes polissacarideos sdo constituidos por
unidades de ramnose e glucose (1:1) com menores porcentagens de xilose, manose,
galactose e fucose. Derivados de baixo peso molecular (3,1 kDa), produzidos por
degradacdo do polissacarideo original, tiverem efeito inibitorio mais forte no radical
hidroxila, ICso de 0,39 mg.ml', em comparagdo com amostras de alto peso molecular,
e seu efeito quelante foi de 77,3% a 5 mg.ml', que foi duas vezes maior do que o
polissacarideo inicial.

Zhang e colaboradores (2011) reportaram a obtencdo de derivados de
polissacarideos sulfatados de Enteromorpha linza com atividade antioxidante. Foram
sintetizados derivados persulfatados e acetilados, investigados quanto ao efeito
sequestrante dos radicais superoxido, hidroxila e DPPH. Os derivados tiveram
atividade antioxidante superior ao polissacarideo original podendo ser aplicados como
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inibidores de radicais livres ou quelantes, agindo possivelmente como antioxidantes
primarios.

Os polissacarideos sulfatados, nativos e modificados quimicamente tém sido
explorados como potenciais agentes anticoagulantes e/ou antitrombdéticos em
substituicdo a heparina, anticoagulante de referéncia (DOS SANTOS-FIDENCIO et
al., 2019; DE CARVALHO et al., 2018). Fucoidana, um polissacarideo sulfatado obtido
de algas pardas que possui atividade anticoagulante, foi modificado quimicamente por
aminacdo por Soeda e colaboradores (1994). O derivado aminado mostrou-se mais
potente que a fucoidana nativa como anticoagulante e a sua eficacia foi comparavel a
da fucoidana oversulfatada (SOEDA et al., 1994).

Polissacarideos de algas marinhas, principalmente os sulfatados, como
fucoidana e laminarana mostraram ter atividade antibacteriana contra Escherichia coli
e especies de Staphylococcus. A fucoidana da alga Laminaria japonica e alginato de
sédio inibem E. coli aderindo a bactérias e matando esses microrganismos, mostrando
assim propriedades bactericidas (KRAAN et al, 2012; LI et al, 2010; DE JESUS
RAPOSO et al, 2015). Berri e colaboradores (2016) avaliaram o extrato aquoso de
polissacarideos sulfatados obtido da macroalga verde Ulva armoricana contra 42
cepas bacterianas e observaram que o crescimento de bactérias gram-positivas e
gram-negativas foi afetado pela presencga do extrato no meio de cultivo.

Pierre e colaboradores (2011) investigaram a atividade antimicrobiana in vitro
dos polissacarideos da alga verde marinha Chaetomorpha aerea contra bactérias
gram-positivas, gram-negativas e um fungo. Os polissacarideos foram denominados
pelos autores de galactana sulfatada (58 % de galactose e menores porcentagens de
arabinose e glucose) e exibiram atividade antibacteriana seletiva contra trés bactérias
gram-positivas incluindo Staphylococcus aureus (ATCC 25923). A concentracdo
inibitéria minima de 40 mg.mL™' foi reportada para esta cepa. Além disso,
oligossacarideos de algas marrons demonstraram potencial antimicrobiano in vivo
inibindo a colonizacéo de Salmonella enteritidis em frangos de corte (YAN et al, 2011).

Polissacarideos modificados podem ser uma alternativa como agentes
antimicrobianos. Estudos de atividade antimicrobiana tém sido realizados
especialmente com polissacarideos aminados. Shin et al (2005) avaliaram a atividade
antimicrobiana da B-glucana de aveia nativa e modificada por aminagéo contra
Escherichia coli e Bacillus subtilis. O polissacarideo modificado foi mais efetivo que o

nativo, o que pode ser explicado pela natureza catiénica do polissacarideo aminado.
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Varios estudos relatam a atividade antimicrobiana da quitosana, obtida pela
desacetilagdo parcial da quitina. A atividade antimicrobiana deste polissacarideo de
ambiente marinho é relacionada com o seu conteudo do monossacarideo aminado
glucosamina. Mohy Eldin e colaboradores (2012) demonstraram em estudo que a
inclusdo de novos grupamentos aminas na quitosana aumenta a atividade
antimicrobiana do polimero em comparagéo com a quitosana nativa. Nesse trabalho,
a atividade antimicrobiana foi testada frente a E. coli, B. cereus, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus.

Polissacarideos modificados também podem ser empregados como
biomateriais. Nanoparticulas magnéticas revestidas com polissacarideos contendo
grupos funcionais reativos sdo de grande interesse, especialmente como substratos
para a imobilizagdo de ligantes em biomedicina e catélise (ZIEGLER-BOROWSKA,
2019). O revestimento de nanoparticulas magnéticas para essa finalidade foi realizado
por Ziegler-Borowska (2019) com amido modificado por oxidagdo com periodato
seguida de aminagdo com diamina. As nanoparticulas revestidas foram efetivas na
imobilizacdo de albumina de soro humano, que permaneceu ativa. Isto possibilita o
uso das nanoparticulas magneéticas com biomoléculas imobilizadas para uso em
diagnosticos.

Desta forma, a modificagdo quimica de polissacarideos representa uma area
de grande interesse biotecnolédgico para a obteng&o de novos produtos com aplicagéo

em diferentes setores, como biomeédico.
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4 MATERIAIS E METODOS

41

4.1.1

41.2

Materiais utilizados
Gayralia brasiliensis e posicionamento taxonémico da espécie

Super-Reino: Eucariota
Reino: Plantae
Sub-reino: Viridiplantae
Filo: Chlorophyta
Classe: Ulvophyceae
Ordem: Ulotrichales
Familia: Gayraliaceae
Género: Gayralia
Espécie:

Gayralia brasiliensis Pellizzari, M.C.Oliveira & N.S.Yokoya
Coleta e processamento

Os exemplares de G. brasiliensis (FIGURA 6) foram coletados em seu ambiente

natural na baia de Paranagua, no municipio de Paranagua-PR, sendo identificadas e

cedidas pela Dra. Franciane M. Pellizzari (Departamento de Ciéncias Biolégicas -

Faculdade Estadual de Filosofia, Ciéncias e Letras de Paranagud).

FIGURA 6 - ASPECTO GERAL DA MACROALGA G. braliliensis.

FONTE: PELLIZZARI et al., 2013.

A alga verde G. brasiliensis foi inicialmente lavada em agua doce, seca em

temperatura ambiente e moida em gral. Apds esta etapa, a alga foi submetida ao

processo de extragcdo aquosa como descrito a seguir.
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4.1.3 Extracéo dos polissacarideos da alga Gayralia brasiliensis

Os exemplares da alga secos e moidos foram submetidos a duas extragbes
aquosas sequenciais em concentracao 3% (p/v), temperatura de 80°C, sob agitacéao
mecanica, por 5 h. Ap6s cada etapa, os extratos foram tratados com etanol P.A.
(3:1 v/v) e acetato de potassio (CH3COOK) para precipitacdo dos polissacarideos.
Apos a precipitagéo, o material obtido foi centrifugado (7700 x g, 20 minutos, 5°C) e
os polissacarideos foram ressolubilizados em agua destilada. Em seguida, os
polissacarideos foram dialisados sequencialmente (membrana cut off de 12 a 14 kDa)
contra agua destilada, NaCl 1 M, e agua destilada e, entao, liofilizados (FIGURA 7).

FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DA EXTRAGAO DOS POLISSACARIDEOS.
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FONTE: O autor (2019).

As fragbes polissacaridicas obtidas foram denominadas GBR1 e GBR2,
referindo-se a espécie da alga a partir da qual foram obtidos (GBR = Gayralia
brasiliensis) e a ordem de extragcbes realizadas (1 e 2). A biomassa residual de alga
obtida na segunda extracao foi liofilizada e armazenada a -20°C.



28

A fragdo GBR1 foi ressuspendida em agua destilada e submetida a uma nova
centrifugacao (9000 RPM/20 minutos) para remocao de material insoluvel. A fragdo
GBR1, de maior rendimento, foi utilizada para as modifica¢gdes quimicas no presente

trabalho e a fracdo GBR2 foi reservada para estudos posteriores.
4.2 Meétodos analiticos gerais
4.2.1 Dosagem de carboidratos totais

Para determinagdo do teor de carboidratos totais foi utilizado o método
colorimétrico do fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956), utilizando padréo de
ramnose na concentracéo inicial 1 mg.mL™", a partir do qual foram realizadas diluicdes
para realizacdo da curva-padrdo, respeitando a linearidade do método (10-40 pg de
ramnose). A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotébmetro modelo BEL

Photonics SP 1105 no comprimento de onda de 480 nm.
4.2.2 Dosagem de proteinas totais

O teor de proteinas totais foi determinado de acordo com o método de Lowry
et al. (1951), utilizando-se o reativo de Folin-Ciocalteau e padrédo de albumina soro
bovina (BSA) na concentracéo inicial de 1 mg.mL™", a partir da qual foram realizadas
diluicbes para realizagdo da curva-padrdo, respeitando a linearidade do método
(5—100 pg), em concentragbes equivalentes a 10, 20, 40, 60 e 70 pg de proteina. A
leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotbmetro modelo

BEL Photonics SP 1105 no comprimento de onda de 660 nm.
4.2.3 Dosagem de acidos urdnicos

O teor de acidos urbnicos foi determinado pelo método da m-hidroxibifenila
(FILISETTI-COZZI; CARPITA, 1991). Para realizacdo da curva-padréo foi utilizado o
acido glucurénico na concentragdo 100 ug.mL™", respeitando a linearidade de 1-38 ug
de acido glucurénico em concentragbes equivalentes a 2, 5, 10, 20 e 30 ug de acido
urénico. As amostras foram preparadas na concentracdo de 1 mg.mL", sendo
utilizados 100 pL da solugdo de amostra na dosagem. As amostras foram preparadas
em triplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotémetro BEL Photonics SP

1105 no comprimento de onda de 525 nm.
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4.2.4 Dosagem de grupos O-sulfato

Os teores de grupos sulfato foram determinados utilizando como reagente a
mistura gelatina-bario (DODGSON e PRICE, 1962). Inicialmente foi realizada a
hidrélise total dos polissacarideos (entre 2 a 4 mg de amostra) com HCI 1 mol.L"" por
5 horas, em temperatura de 105-110°C, que ocasiona a liberacdo dos grupamentos
sulfato. As amostras hidrolisadas, foi adicionado o reativo gelatina-bario. O sulfato em
contato com o ion bario (solu¢gdo como BaClz) forma um composto insoltvel, 0 BaSOa,
que se mantém suspenso na gelatina, resultando em turbidez, cuja absorbancia foi
avaliada em espectrofotdbmetro. Como padrao foi utilizada uma solugéo de sulfato de
sédio (Na2S0a4), diluida em HCI 1 mol.L™', na concentragdo 1 mg.mL", respeitando a
linearidade de 2 -200 ug de sulfato, nas concentragdes equivalentes a 30, 60, 90, 150
e 190 ug de sulfato de soédio. A leitura das absorbancias foi realizada em
espectrofotdbmetro modelo BEL Photonics SP 1105 no comprimento de onda de 360

nm.
4.2.5 Teste da ninhidrina

O teste colorimétrico da ninhidrina, para avaliagdo da presenga de nitrogénio,
foi realizado através da adaptagdo do meétodo descrito para detecgdo de aminoacido
(YEMM; COCKING; RICKETTS, 1955). Para a realizacdo do teste, foi preparada uma
solugdo de polissacarideo nativo (20 mg.mL") para controle e uma solugdo de
polissacarideo modificado (20 mg.mL™") para teste qualitativo. Para a realizagdo do
teste uma aliquota de 100 pL da solugao de polissacarideo foi adicionada em tubo de
ensaio, onde em seguida foram adicionados 2 mL de solug¢do de ninhidrina (0,1% p/v)
em tampao fosfato (0,01 M, pH=7). Para controle positivo foi utilizado uma solugéo de
1,7 mg/mL de glucosamina. Os tubos foram colocados em banho-maria fervente por

5 minutos. A coloragao roxo/azulada representa positividade para o teste.
4.2.6 Hidrolise acida total para composi¢ao monossacaridica

Para determinacdo da composicdo monossacaridica, as fragdes
polissacaridicas (aproximadamente 1 mg) foram hidrolisadas com TFA 1 mol.L"! por 4
horas a 100 °C. Os monossacarideos hidrolisados foram reduzidos com NaBH4por 15
horas a temperatura ambiente. Apos, 0 excesso de NaBH4 foi neutralizado com acido

acético (1:1 v/v) formando acido borico. As amostras foram co-destiladas com metanol
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(3 x) para remocgéo do acido borico na forma de borato de metila. Os alditéis foram
acetilados com 1 mL de anidrido acético (120 °C por 1 hora). Os acetatos de alditois
foram analisados por cromatografia liquida gasosa (GLG).

4.3 Métodos espectroscopicos
4.3.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'C, RMN
de'H, 3C/'H HSQC) foram realizadas no Centro de RMN da UFPR em espectrometro
da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance, atemperatura de 70°C, em tubos
de 5 mm de didmetro e aproximadamente 20 cm de comprimento. As amostras
solubilizadas em D20 tiveram seus deslocamentos quimicos, expressos em ppm,
determinados utilizando acetona como padrdo interno tanto para as analises
RMN de *C (31,45 ppm) como para 'H (2,225 ppm).

Os espectros de RMN de *C foram obtidos utilizando a frequéncia base de
100,61 MHz, com intervalo de aquisigdo de sinal de 0,6 segundos, sendo feitas de
4.000-70.000 aquisicdes, utilizando-se um intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos.
Os espectros de RMN de'H foram obtidos na frequéncia base de 400,13 MHz, sendo
necessario promover a troca dos hidrogénios das hidroxilas por deutério e a remogao
completa das moléculas de agua presentes, através da dissolugdo das fragbes em
D20, congelamento e liofilizag&do (sendo este processo repetido por 3 vezes), com a
finalidade de diminuir a intensidade do sinal relativo ao hidrogénio ligado ao oxigénio
da agua, o qual prejudica a qualidade do espectro obtido.

Foram também obtidos espectros bidimensionais de HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Correlation Spectroscopy). As amostras foram preparadas seguindo
mesmo protocolo para RMN de 'H e "*C.

Os espectros de RMN em estado sélido foram realizados a temperatura
ambiente em espectrofotdmetro Bruker AVANCE 400, observando o nucleo de *C a
100,6 MHz, equipado com uma sonda multinuclear de 4 mm, com giro no angulo
magico (MAS). As amostras sélidas foram utilizadas na quantidade suficiente para

preenchimento completo do rotor.
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4.3.2 Espectroscopia na regidao do Infravermelho (IV)

A obtengado dos espectros na regido do infravermelho foi realizada com do
espectrémetro ALPHA Bruker, com Transformada de Fourier (TF). A analise direta das
amostras foi realizada utilizando acessorio de reflectancia atenuada - ATR (Centro de
Estudos em Biofarmécia - UFPR). O processamento e a interpretacdo dos espectros

deram-se com auxilio do software Opus Viewer.
4.4 Métodos cromatograficos
441 Cromatografia liquida-gasosa (GLC)

As analises por CLG para a avaliagdo da composicdo monossacaridica foram
realizadas em Cromatdgrafo a gas VARIAN, utilizando nitrogénio como gas de
arraste e coluna capilar de silica fundida (30 m X 0,25 mm d.i.), revestida com
DB-225 (0,25 ym). As analises para acetatos de alditois foram realizadas a 220 °C,
com o injetor a 250 °C e detector de ionizagdo de chama a 300 °C. A quantificagdo
dos acetatos de alditdis foi realizada utilizando os fatores resposta para
desoxihesoses (0,70), hexoses (0,89) e pentoses (0,75) (BIERMANN; MCGINNIS,
1989).

4.42 Cromatografia de Gel Permeacdo (HPSEC-MALLS)

Os ensaios de homogeneidade foram realizados em cromatografo de excluséo
estérica de alta pressdo (HPSEC) conforme metodologia descrita por Cassolato
(2008). Para analise de homogeneidade e de determinagdo da massa, as amostras
foram solubilizadas em nitrito de sédio (NaNOs 0,1 mol.L") contendo azida de sédio
(200 ppm) dissolvidas em agua milliQ, para se obter uma solugéo polissacaridica com
concentragcdo final de 1 mg.mL'. As amostras foram filtradas em membranas
MILLIPORE (acetato de celulose) de 0,22 um. Os ensaios de homogeneidade foram
realizados em cromatégrafo de exclusdo estérica de alta pressdo (HPSEC). Os

resultados foram interpretados utilizando o software ASTRA.
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4.5 Modificagdes quimicas dos polissacarideos
451 Estratégia de modificacbes

As modificagbes quimicas foram realizadas com o objetivo de inserir grupos
amina na estrutura do polissacarideo extraido. Para isso, foi seguida a estratégia
mostrada no fluxograma abaixo (FIGURA 8). Como nao foram encontrados relatos na
literatura da modificagdo quimica de polissacarideos sulfatados utilizando o reagente
cloridrato de 3-cloropropilamina, foi proposta sua utilizagdo como forma de inserir

grupos aminos na heteroramnana sulfatada obtida da macroalga G. brasiliensis.

FIGURA 8 — DESENHO EXPERIMENTAL.

G. brasiliensis

Obtencéo dos
polissacarideos

Y

Frag:io GBR1 Caracterizacao quimica

e espectroscopica

Reacédo de O-alquilagéo

. Caracterizacao guimica
Fragio GBR-A e espectroscopica

Fonte: O autor (2019).

4.5.2 Obtencgéo de derivados aminados

A proposta de funcionalizagdo do polissacarideo envolve a reacdo de
O-alquilacdo com o reagente 3-cloropropilamina com o objetivo de inserir o radical
proprilamina (-CH2CH2CH2NH2) na fracdo polissacaridica, seguindo metodologia

proposta por Tarpanov et al. (1999) com modificagdes, esquematizada na FIGURA 9.
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FIGURA 9 - ESQUEMA DA REACAO ESPERADA ENTRE A FRACAO GBR1 E
3-CLOROPROPILAMINA.
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Fonte: O autor (2019).

Para a obtengdo dos derivados aminados, as fragbes de interesse foram
dissolvidas em agua destilada, sendo adicionados em seguida hidréxido de sédio e
3-cloropropilamina. A mistura foi mantida na temperatura de 60°C por 2-6 horas e sob
agitacdo magnetica para reagado. Depois de resfriado, o meio reacional foi dialisado
contra agua destilada (membrana de 6-8 kDa) para recuperagdo dos produtos de
reagcdo. As quantidades e condigbes reacionais para a funcionalizagdo do
polissacarideo nativo estdo listadas na TABELA 2.

TABELA 2 — VARIAVEIS DA REACAO DE AMINACAO DA FRAGAO POLISSACARIDICA NATIVA

EntradaGBRm GBR1 CI(CH:)sNH., NaOH Agua Temperatura Tempo
(mg) (mg) (mg) (mL) (°C) (h)
01 100 845 560 2 60 6
02 100 425 560 2 60 6
03 50 213 280 1 60 2

As fragdes obtidas da O-alquilagdo de GRB1 foram denominadas de GBR-A1,
GBR-A2 e GBR-A3, respectivamente, de acordo com o numero da entrada da reacéo.

4.5.3 Degradacéo controlada de Smith

Para realizacdo da degradacdo controlada de Smith, a fragdo GBR1 (500 mg)
foi solubilizada em 50 mL de agua destilada, sendo adicionada posteriormente 50 mL
da solucdo de m-NalOs (metaperiodato de soédio) 0,1 mol.L', obtendo-se uma
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concentracgao final de 0,05 mol.L". Essa solucéo foi mantida no escuro por 72 horas,
sob agitagéo, a temperatura ambiente. Apés esse periodo, a solugéo foi tratada com
40 mL de etilenoglicol (para consumir o excesso de m-NalOa), dialisada contra agua
destilada (membrana de 6—8 kDa) para retirada do sal formado, e concentrada (em
evaporador rotatério sob pressao reduzida).

A amostra oxidada foi reduzida com 750 mg NaBHa4 por 20 horas a temperatura
ambiente, neutralizada com acido acético, dialisada e liofilizada (GOLDSTEIN et al.,
1965).

Apo6s a degradacgdo controlada de Smith, a frag&o resultante foi submetida a
hidrolise acida parcial com TFA 1 mol.L'" (10 mg de polissacarideo/mL de TFA
1 mol.L™") por 20 horas a temperatura ambiente, sob agitacdo. A amostra foi
neutralizada, dialisada contra agua destilada (membrana de 6-8 kDa) e liofilizada
(FURNEAUX; STEVENSON, 1990). A fragdo resultante foi identificada com adic&o da
letra “S” (Smith) ao nome da frag&o original (GBR-S).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencao e analise das fracdes brutas de G. brasiliensis
5.1.1 Extragéo e obtencéo dos polissacarideos

A extragéo dos polissacarideos da Gayralia brasiliensis foi realizada conforme
procedimento descrito no item 4.1.3. Os exemplares da macroalga secos e moidos
foram submetidas a duas extragbes aquosas sequenciais em concentragéo 3% (p/v),
temperatura de 80°C, sob agitagcdo mecanica, por 5 h. Apds cada etapa, os extratos
foram tratados com etanol (3:1 v/v) e acetato de potassio (CH3COOK) para
precipitacdo dos polissacarideos. Apds a precipitacdo, o material obtido foi
centrifugado (7700 x g, 20 minutos, 5°C) e os polissacarideos foram ressolubilizados
em agua destilada. Em seguida, os polissacarideos foram dialisados sequencialmente
(membrana cut off de 12 a 14 kDa) contra agua destilada, NaCl 1 M, e agua destilada,
e liofilizados conforme fluxograma da FIGURA 10.

FIGURA 10 — FLUXOGRAMA DA EXTRAGAO.
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Fonte: O autor (2019).
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O rendimento da extrag&o para a fracdo GBR1 foi de 18,2% e de 6,5% para a
fracdo GBR2, em relagdo a quantidade de biomassa seca utilizada no inicio da
extracdo, totalizando 24,7% de polissacarideos obtidos da espécie G. brasiliensis.
Esses valores foram superiores aos obtidos por Ropellato (2011) e Cassolato et al.
(2008) para as fragdes brutas de G. oxysperma. Ropellato (2011) obteve rendimentos
que variaram de 1,3 a 7,4% por extragdo, sendo a fracdo majoritaria a obtida pela
segunda extracdo a quente, enquanto os rendimentos obtidos nas extragdes a frio e
a quente desta mesma alga por Cassolato et al. (2008) variaram de 0,6 a 13,8%.
Entretanto, os rendimentos obtidos foram inferiores aos obtidos por Mazepa (2017)
para fragbes brutas de G. brasiliensis, que foram de 33% na primeira extracédo a
quente e de 7% na segunda. Vale ressaltar que Mazepa (2017) fez a moagem da
macroalga para extracdo de maneira diferente utilizando um moinho (IKA® A11 Basic),
obtendo, assim, um produto de menor granulometria quando comparado com a
moagem em graal executada no presente trabalho. Dessa forma, moagem com
granulometria menor pode favorecer a extragao dos polissacarideos, pois a superficie
de contato € maior durante a extragdo quando se utiliza um p6 mais fino.

A fragdo de maior rendimento (GBR1) foi selecionada para caracterizagdo e
modificagdo no presente trabalho, sendo a fragido obtida na segunda extracdo (GBR2)

reservada para estudos futuros.
5.1.2 Analises quimicas da fragédo bruta GBR1

A frag&o polissacaridica GBR1 obtida de G. brasiliensis apresenta um alto teor
de grupamentos O-sulfatos (25,2%). Esse valor foi semelhante aos encontrados para
heteroramnanas de G. oxysperma por De Carvalho (2013), os quais foram de
21,2-30,7% e por Cassolato et al. (2008), os quais foram de 23,5-30,9%.
Adicionalmente, esses valores também sio semelhantes aos obtidos para
heteroramnanas de G. brasiliensis por Mazepa (2017) que foram de 29-36,8% de

grupamentos sulfatos.
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TABELA 3 — RENDIMENTOS E ANALISES QUIMICAS GERAIS DA FRACAO GBR1 OBTIDA DE
Gayralia brasiliensis.
Carboidrato total®

(%)

Fracbes Rendimento? (%) Sulfato® (%)  Proteina® (%) Urdnicos® (%)

GBR1 18,5 51,9 252 2,9 10,2

a Rendimento em relagéo ao peso seco da alga; b, ¢, ¢, € Determinagbes de acordo com os métodos de Dubois
etal. (1956), Dodgson e Price (1962), Filisetti-Cozzi e Carpita (1991) e Lowry et al. (1951), respectivamente;

Na TABELA 3 podem-se observar os valores encontrados pela dosagem de
acidos urénicos (10,2%) na fracdo GBR1. Esses valores também s&o semelhantes
obtidos por Mazepa (2017), os quais foram de 12 a 13,4%. Ainda, foi detectada a
presenca de proteinas (2,9%), relatado também por Mazepa (2017), De Carvalho
(2013), Ropelatto et al. (2015) e Cassolato et al. (2008).

5.1.3 Composicdo monossacaridica da fragdo bruta GBR1

Para a determinagdo da composicdo monossacaridica na forma de
monossacarideos neutros (TABELA 4), a fragdo GBR1, foi submetida ao processo de
hidrolise acida total, reducéo e acetilagdo. Os acetatos de alditéis foram quantificados
por cromatografia liquido-gasosa (GLC) utilizando os fatores resposta como descrito
noitem4.4.1.

TABELA 4 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRACAO GBR1 OBTIDA DE G. brasiliensis.

Composicao monossacaridica (mol %)

Fracdes
Rha? Xyl Glc Gal Ara Man Urénicos ®

GBR1 54,5 20,4 16,1 27 4,9 1,3 10,2

@ Rha = ramnose, Xyl = xilose, Gal = galactose, Glc = glucose, Ara = arabinose, Man, = manose (carboidratos
neutros determinados por GLC na forma de acetatos de alditol); ° Porcentagem obtida da dosagem colorimétrica
(Filisetti-Cozzi e Carpita, 1991).

A fracdo GBR1 tem como monossacarideo neutro majoritario a ramnose (54,5
mol%), além de xilose (20,4 mol%) e glucose (16,1 mol%) em menores porcentagens.
Galactose, arabinose e manose representam 8,9 mol% dos monossacarideos neutros.
Esses resultados estdo de acordo com o obtido por Mazepa (2017), que também
identificou a ramnose (69,9 a 79,7 mol%) como principal monossacarideo presente
nas fragbes de G. brasiliensis, seguido de glucose (7,8 a 16,8 mol%), xilose (9,5 a

11,5 mol%), e menores teores de galactose (1,5 a 5,5 mol%). Os resultados também
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foram similares aos encontrados por Cassolato et al. (2008) para as fragées obtidas
de G. oxysperma, que possui como principal monossacarideo ramnose (56,0-88,6
mol%), e também, em diferentes propor¢des, xilose (3,9-10,4 mol%), glucose (2,8—
21,0 mol%), galactose (2,1-6,2 mol%), arabinose (3,0-10,1 mol%) e manose (1,2-2,5

mol%).
5.1.4 Espectroscopia na regido do infravermelho (V) da fragdo nativa GBR1

A analise por espectroscopia no infravermelho permite determinar e classificar
bandas relativas a estiramento e vibragdes caracteristicas de grupos funcionais. Duas
bandas de maior intensidade em 3383 cm™ e entre 990 e 1050 cm™', além das bandas
em 2935 cm”’, 1219 cm™, 921 cm™ e 754 cm™ estdo presentes no espectro de
infravermelho da fragéo polissacaridica GBR1 (FIGURA 11).

FIGURA 11 — ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA FRACAO NATIVA GBR1.
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FONTE: O autor (2019).

A banda em 3383 cm' refere-se ao estiramento da ligacdo O-H das hidroxilas
(OH) e a outra banda observada entre 990 e 1050 cm-' pode ser atribuida ao
estiramento da ligagéao C-O-C. Esses valores estdo de acordo os valores encontrados
por Shin et al. (2005). A banda em aproximadamente 1630 cm-' foi atribuida a vibracéao
da ligagado C=0 presente nos acidos urénicos (JAIN et al.,2009; PENGZHAN et al.,
2003; TAKO et al., 2015). Absorgdes na regido de 2935 cm resultam do estiramento
da ligacdo C-H (TAKO et al., 2015). Bandas préximas a 1220 cm-'e 750 cm-' indicam

a presenca de ésteres de sulfato como substituintes. A banda préxima a 1220 cm-* foi
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atribuida ao estiramento C-O-S (PENGZHAN et al., 2003; RAY; LAHAYE,1995;
TAKO et al,, 2015). As bandas relacionadas a presenca de grupos O-sulfato foram
demostradas por Ray e Lahaye (1995) para polissacarideos obtidos da alga marinha
Ulva rigida.

A TABELA 5 resume os principais assinalamento das bandas no espectro da

fracdo polissacaridica nativa GBR1.

TABELA 5 — BANDAS DE ABSORGAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (FTIR) OBSERVADAS
NOS ESPECTROS DA FRACAO NATIVA.

Namero de onda (cm™) Atribuigdo Referéncias
GBR1
3383 Estiramento da ligagédo O-H das Shin et al. (2005)
hidroxilas Tako et al. (2015)
2935 Estiramento C-H Tako et al. (2015)
. n . . Jain et al.,2009
1630 Vibragao da ligagao C=0 Pengzhan et al. (2003)

presente em acidos urénicos. Tako et al. (2015)

Pengzhan et al. (2003)
1219 Estiramento da ligacéo C-O-S. Ray; Lahaye (1995)
Tako et al. (2015)
Shin et al. (2005)
990 — 1050 Estiramento da ligagéo C-O. Pengzhan et al. (2003)
Tako et al. (2015)

921 Nao identificado. -

Pengzhan et al. (2003)
Ray; Lahaye (1995)
Tako et al. (2015)

Presenca de ésteres de sulfato

754 como substituintes.

5.1.5 RMN de "C e HSQC da fragéo nativa GBR1

As andlises dos espectros de RMN de '*C e HSQC da fragdo polissacaridica
GBR1 foram realizadas através de anélise comparativa com assinalamentos descritos
previamente por Mazepa (2017) para G. brasiliensis e, ainda, considerando o0s
assinalamentos obtidos por Cassolato e colaboradores (2008) e por Ropellato e
colaboradores (2015) para heteroramnanas de G. oxysperma.

O espectro de RMN de *C da fragdo GBR1 (FIGURA 12), apresentou alto grau
de complexidade. O grande numero de sinais alargados esta relacionado com os
diferentes padrdes de substituicdo. Os carbonos da regido anomérica podem ser
observados em 102,9-100,0 ppm com sinais alargados decorrentes da sobreposi¢céo
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de sinais que ocorre nessa regido. Os sinais em 18,2-17,9 ppm foram atribuidos ao
carbono de grupo metila (CHs) da a-L-Rhap, unidade cuja presenca foi confirmada nas
analises de composi¢cdo monossacaridica (TABELA 4). Os sinais entre 82,2-69,2 ppm
correspondem principalmente aos carbonos da regido do anel das unidades de

a-L-Rhap substituidas ou ndo por grupos O-sulfato.

FIGURA 12 - ESPECTRO DE RMN DE *C DA FRAGAO GBR1.
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No espectro de RMN de "*C apresentado (FIGURA 13), os sinais de baixa
intensidade em 61,9 e 62,3 ppm foram atribuidos a presencga de C-6 livre de hexoses,
e o sinal em 64,1 ppm, também de baixa intensidade, corresponde ao C-5 de unidades
de Xylp 4-ligadas (FIGURA 12 e FIGURA 13). Estes assinalamentos estdo de acordo
com os previamente obtidos para as heteroramnanas sulfatadas da alga verde G.
oxysperma (CASSOLATO et al., 2008; ROPELLATO et al., 2015) e de G. brasiliensis
(MAZEPA, 2017).
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FIGURA 13 — ESPECTRO DE RMN de '*C DA FRAGAO GBR1: AMPLIAGAOQ.
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FONTE: O autor (2019).
NOTA: Solvente: D20. Temperatura: 70°C. N° de scans: 8192. Acetona como padrgo interno: 31,45

ppm.

Assim como o espectro de RMN de 3C, o espectro de HSQC da fracéo GBR1
(FIGURA 14) apresenta-se de complexa interpretacdo, com grande numero de sinais
relacionados com os diferentes padrdes de substituicdo esperados para a molécula
de heteroramnana. As correlagdes '*C/'H obtidas foram analisadas levando em
consideracdo os assinalamentos previamente reportados por Mazepa (2017),
Ropellato et al (2015) e Cassolato et al (2008) para as heteroramnanas das cloréfitas

G. brasiliensis e G. oxysperma, respectivamente.
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FIGURA 15 — ESPECTRO DE HSQC DA FRACAO GBR1: AMPLIAGAO DA REGIAO ANOMERICA.
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A configuracdo a-anomerica das unidades de a-L-Rhap pdde ser determinada
pelo sinal de H-5 em 3,86-4,04 ppm e de C-5em 70,5 ppm. Os correspondentes sinais
com a configuracdo B-anomérica (H-5 em 3,39 ppm e C-5 em 72,3-73,4 ppm) estéo
ausentes nos espectros de RMN da fragdo GBR1 (BACKINOWSKY et al., 1980;
LIPKIND et al., 1988; JANSSON et al., 1989).

Na regido anomérica do espectro de HSQC (FIGURA 15) a correlagcdo em
102,9/4,94 ppm corresponde a unidades de a-L-Rhap 3-ligadas nido sulfatadas. As
correlagdes em 102,5-102,4/5,05-4,96 ppm foram atribuidas ao C-1 das unidades de
a-L- Rhap 3-ligadas sulfatadas em C-4. As correlagdes em 101,7-101,6/5,20-5,14 ppm
correspondem as unidades de a-L- Rhap 2-ligadas sulfatadas em C-4 e/ou sulfatadas
em C-3 e C-4. As correlagbes em 101,0-100,6/5,28-5,25 ppm foram atribuidas as
unidades de a-L-Rhap 2,3-ligadas n&o sulfatadas. As correlagcbes em 101,2-
101,0/5,32-5,30 ppm correspondem a unidades de a-L- Rhap 3-ligadas sulfatadas em
C-2 e em ambos C-2 e C-4. Essas correlagbes (TABELA 6) estdo de acordo com as
relatadas na literatura (MAZEPA, 2017; ROPELLATO et al, 2015).

As unidades de a-L-Rhap 3-ligadas n&o substituidas também foram
identificadas pelas correlagdes de C-2/H-2 em 71,8-71,1/4,16-4,14 ppm, de C-3/H-3
em 78,7/4,05 ppm, de C-4/H-4 em 72,2/3,67 ppm e de C-5/H-5 em 70,5/4,04 ppm
(TABELA 6). As unidades de a-L-Rhap 3-ligadas 4-sulfatadas foram identificadas
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pelos deslocamentos da correlacdo de C-4/H-4 em 82,2/4,23 ppm (efeito a da
sulfatacdo de mais 10 ppm no deslocamento do C-4 em relagcdo a unidades de
a-L-Rhap 3-ligadas) e pela correlacdo de C-5/H-5 em 69,8-69,2/3,90-3,83 ppm (efeito
B da sulfatacdo em C-5 de -0,7 ppm em relacdo a unidade de a-L-Rhap
3-ligadas).

As correlagbes para C-1/H-1 em 101,2-101,0/5,32-5,30 ppm correspondem as
unidades de a-L-Rhap 3-ligadas sulfatadas em C-2 e em ambos C-2 e C-4. A
correlagdo em C-2/H-2 em 78,0-78,3/4,68-4,65 ppm foram atribuidas as unidades de
a-L-Rhap 3-ligadas 2-sulfatadas e 2,4-sulfatadas. O valor de C-2 em 78,0-78,3 ppm
esta de acordo com o efeito a, com mais 6,5-7,2 ppm quando comparado com o C-2
das unidades de a-L-Rhap 3-ligadas. As unidades de a-L-Rhap 3-ligadas dissulfatadas
apresentam a de C-4/H-4 em 80,1-79,8/4,68-4,65 ppm (efeito a de mais 7,9 ppm em
C-4) e seus deslocamentos de C-5/H-5 aparecem em 69,8-69,2/3,90-3,83 ppm (efeito
B da sulfatacéo). Os assinalamentos referentes a correlagdo C-3/H-3 das unidades 3-
ligadas sulfatadas em C-4 e em ambos C-2 e C-4 ndo puderam ser determinadas com
0s espectros obtidos.

Os sinais anoméricos em 101,6-101,7/5,20-5,14 ppm correspondem as
unidades de a-L-Rhap 2-ligadas sulfatadas em C-4 e em ambos C-3 e C-4. Os sinais
em 82,2 ppm e 78,9 ppm correspondem aos sinais de C-4 dessas unidades,
respectivamente. As unidades de a-L-Rhap 2-ligadas 3,4-sulfatadas apresentaram as
correlagcbes de C-3/H-3 em 78,4/4,55 ppm. Sinais referentes a unidades de
a-L-Rhap 2-ligadas n&o foram detectados nos espectros obtidos. Dados de literatura
mostram que essas unidades apresentam as correlacbes de C-3/H-3 e
C-4/H-4 em 71,8/3,94-3,97 ppm e 73,8/3,48-3,53 ppm, respectivamente
(ROPELLATO et al., 2015). Dessa forma, os assinalamentos de C-3 e C-4 das
unidades de a-L-Rhap 2-ligadas sulfatadas em C-4 e em ambos C-3 e C-4 estdo de
acordo com o efeito a da sulfataggo.

As correlagbes das unidades de a-L-Rhap 2,3-ligadas estdo descritas na
TABELA 6. Essas unidades possuem os valores de deslocamento de C-1/H-1 em
100,6-101,0/5,28-5,25 ppm, as correlagcbes de C-2/H-2 em 78,4/4,55 ppm, de C3/H-3
em 79,0/4,59 ppm e de C-4/H-4 em 72,2/3,67 ppm.

Deste modo, a fracdo GBR1, isolada de G. brasiliensis foi caracterizada por
métodos quimicos e de RMN monodimensional e bidimensional. O padréo de
substituicdo das unidades de a-L-Rhap estdo de acordo com os previamente descritos



45

para esta mesma espécie por Mazepa (2017) em nosso grupo de pesquisa. A TABELA
6 resume os assinalamentos feitos para as unidades de a-L-Rhap da heteroramnana
da macroalga G. brasiliensis obtidos no presente trabalho.
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5.2 Modificagao quimica da fragao GBR1
5.2.1 Aminagéo da fragdo nativa GBR1 por reag&o de O-alquilagdo

Para O-alquilagdo da fragdo polissacaridica nativa GBR1 foi utilizado o
procedimento descrito por Tarpanov (1999) com modificagbes. A reagdo de
O-alquilacdo foi obtida pela reacdo do grupo hidroxila (OH) com o reagente
3-cloropropropilamina. Foram realizados trés experimentos distintos com para
obtencdo da heteroramnana aminada (TABELA 2). O primeiro experimento foi
realizado em temperatura de 60°C por um periodo de reacdo de 6 horas (Entrada 01
- TABELA 2) originando a fragdo GBR-A1 que ficou insoluvel em agua ap6s a dialise.

Apos a liofilizagao, tentativas de solubilizar GBR-A1 por meio de alteragéo de
pH e utilizagc&o de outros solventes, como o DMSO, n&o foram eficazes. Ressalta-se
que a solubilidade em agua, tampdes ou solventes como DMSO é fundamental
quando se pretende avaliar diversas atividades biologicas de novas moléculas, como
antimicrobiana, anticoagulante e antioxidante. Muitos experimentos assumem que ha
dissolugdo completa do composto a ser testado, pois estes precisam estar soluveis
para passarem por processos farmacolégicos in vitro ou in vivo como, por exemplo,
permeacao, metabolismo e ligagao a alvos biologicos. Além disso, se um composto
for apenas parcialmente dissolvido, seu potencial de aplicagdo pode ser inacurado
(KERNS et al., 2008).

Partiu-se da suposigcédo de que a insolubilidade de GBR-A1 ocorreu devido a
presenca amina em excesso, que poderia ter levado a um alto grau de substituigdo
dos grupos hidroxila. Entdo, uma nova condi¢ao de reagéo foi testada, diminuindo-se
a quantidade do reagente 3-cloropropilamina obtendo-se a fragdo GBR-A2 (Entrada
02 - TABELA 7). Porém, apos a dialise, GBR-A2 também se apresentou insoluvel em
meio aquoso. Diante disso, o tempo de reacao foi reduzido de 6 horas para 2 horas e

resultados semelhantes aos anteriores foram obtidos para a nova fragdo GBR-A3.
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TABELA 7 — FUNCIONALIZACAO DA FRAQAO NATIVA E OBTENCAO DE DERIVADOS AMINADOS.
Entrada GBR1 Amina NaOH Agua Tempo 2Rendimento Solubilidade Teste da

(mg) (mg) (mg) (ml) (h) (%) Ninhidrina
01 100 845 560 2 6 n.d. Insoluvel Positivo
02 100 425 560 2 6 94,7 Insoluvel Positivo
03 50 213 280 1 2 90 Insoluvel Positivo

@Rendimento expresso em relagao a quantidade inicial de polissacarideo utilizado;
n.d. = ndo determinado.

A mudanca da solubilidade do material € um indicio de modificagéo quimica do
material inicial, porém a insolubilidade dificulta a caracterizagdo do mesmo. Para
avaliar a presenca de grupos amina livres no material modificado, e obter informacées
preliminares sobre os produtos das reacgdes, foi realizado o teste da ninhidrina. Trata-
se de um método colorimétrico especifico para identificagcdo de grupos amina livres
em um material, sendo que o desenvolvimento de coloracdo roxa evidencia a
presencga desses grupos numa molécula. A glucosamina foi utilizada como controle
positivo no teste da ninhidrina. O resultado esperado para o teste com os produtos de

reacao insoluveis encontra-se na FIGURA 16.

FIGURA 16 — RESULTADO ESPERADO NO TESTE DE NINIDRINHA PARA AS FRAGOES
POLISSACARIDICAS.

Resultado esperado
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Heteroramnana sulfatada Heteroramnana sulfatada O-alquilada
Controle positivo 7
Ninhidrina negativo Ninhidrina positivo

FONTE: O autor (2019).

As fragcbes GBR-A1 a -A3 obtidas nas trés entradas apresentadas na TABELA 7
foram submetidas ao teste da ninhidrina, bem como a fragéo nativa da heteroramnana

sulfatada (GBR1). As trés fracdes apresentaram resultado positivo, como esperado, e
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a fracdo GBR1 apresentou resultado negativo para presenca de grupos amina
(FIGURA 17).

FIGURA 17 - RESULTADO DO TESTE DA NINHIDRINA.

e

Padrdo GBR1 Entradal Padrdo Entrada 2 Padrao Entrada 3

FONTE: O autor (2019).

Dessa forma, sugere-se a presencga de grupos aminas livres nas novas fragcdes
obtidas, porém nao pode ser afirmada a ocorréncia de ligagdo covalente entre a
3-cloropropilamina e o polissacarideo GBR1. Ainda para obter informacgdes a partir
dos materiais insoluveis, foi realizado um teste de mistura fisica, onde a fracao
polissacaridica foi dissolvida em agua e misturada com o reagente na mesma
propor¢édo da Entrada 3 e mantida sob agitacdo, sem temperatura e hidréxido de
sodio, por 2 horas. Apos esse periodo, a mistura foi dialisada contra agua destilada,
como nas reacgOes anteriores. A agua da dialise foi concentrada em evaporador
rotatério. A fracéo dialisada e a agua da dialise concentrada (para observar a presenca
ou nao da 3-cloropropilamina néo ligada) foram submetidas ao teste da ninhidrina. O
resultado esta representado na FIGURA 18.

FIGURA 18 — RESULTADO DO TESTE DE NINHIDRINA PARA MISTURA FISICA.

Agua da dialise GBRl—Misura

concentrada

FONTE: O autor (2019).

Esse resultado demonstra que a 3-cloropropilamina, possivelmente, nao foi
adsorvida ou interagiu i6nicamente com a fragdo polissacaridica, sendo que
atravessou livremente a membrana de didlise (representado pela coloragdo roxa da
agua de dialise). Com isso, sugere-se que esta ocorrendo a ligacao covalente entre
a 3-cloropropilamina e a fragao polissacaridica nativa GBR1.
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5.2.1.1 Caracterizagdo dos derivados aminadas da fragdo GBR1

5.2.1.1.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho (IV) das fragbes
GBR-A1, GBR-A2 e GBR-A3

Os produtos obtidos pela aminagdo direta da fragdo GBR1 foram analisados
por espectroscopia de infravermelho. Os espectros obtidos foram analisados
comparativamente com o espectro da fracdo nativa GBR1 (FIGURA 19). Na regido
espectral entre 3600 e 2800 cm! estéo presentes duas bandas de absorcéo alargadas
tipicamente exibidas por polissacarideos: banda de estiramento daligagdo O-H, entre
3700 e 3000 cm™, e banda de estiramento da ligagdo C-H, entre 3000 e 2800 cm™'. A
principal diferenca entre os espectros de GBR-A1, GBR-A2 e GBR-A3, em
comparagdo com o espectro da fragdo nativa GBR1, foi observada na banda em
3383 cm™ (regido | - FIGURA 19) referente ao estiramento da ligacdo O-H das
hidroxilas, alvo da reagédo de O-alquilagéo para aminagéo da fragdo nativa. A banda
caracteristica de estiramento de aminas primarias ocorre entre 3500-3300 cm™,
mesma regido de estiramento da ligagdo O-H. Assim, pode-se inferir que a alteragéo
nessa banda ocorre devido a sobreposicdo da banda caracteristica de aminas
primarias (-NH2) com a banda referente as hidroxilas (O-H). Resultado semelhante foi
descrito por Mohy Eldin et al. (2012) para derivados aminados produzidos a partir da
quitosana.

Outra diferenca que pdde ser observada para o espectro de |V das fragbes
modificadas foi o0 aparecimento de uma nova banda em aproximadamente
1450 cm', correspondente ao estiramento da ligacdo N-H como resultado da
substituicdo por O-alquilacdo (regido Il da FIGURA 19). Resultado semelhante foi
obtido por Bao e colaboradores (2001) para os espectros de IV de [(-glucana
modificada por aminagdo com o reagente 3-cloropropilamina.

Alem disso, ainda poOde-se observar que n&o houve alteracdo na banda
referente ao estiramento da ligagdo C-O-S préximo de 1200 cm-* (regido Il - FIGURA
19), devido a presengca de grupos sulfatos na molécula, sugerindo que a
heteroramnana permanece sulfatada apés a reacdo de aminagdo (PENGZHAN et al.,
2003; RAY e LAHAYE, 1995; TAKO et al., 2015).
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FIGURA 19 — ESPECTRO DE FT-IR DAS FRAGOES GBR1, GBR-A1, GBR-A2 E GBR-A3.
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FONTE: O autor (2019).

5.2.1.1.2 Espectroscopia de RMN no estado soélido das fragdes nativa e
aminada

Os espectros de RMN de '3C no estado sélido da fragdo nativa e da fragao
aminada foram realizados a temperatura ambiente, observando o nticleo de '3C. Essa
analise foi realizada com a fragdo GBR-A2, obtida pela condigdo da entrada 02 da
TABELA 7, escolhida pela maior disponibilidade de material para preenchimento
completo do rotor. Os espectros em estado sélido foram calibrados utilizando o
assinalamento do grupo metila (-CH3) do espectro de RMN de '3C em estado liquido
da fracdo nativa GBR1, que aparece em 18,2 ppm (FIGURA 13), para que pudesse
ser feita a comparacgao de sinais entre a fragao nativa e a modificada. Os espectros
calibrados estao apresentados na FIGURA 20. O RMN no estado sélido da fragéo
nativa apresentou poucos picos quando comparado com o em estado liquido (FIGURA
13). No entanto, ha semelhan¢a quanto a localizacdo dos sinais. O sinal em
101,9 ppm é referente ao carbono anomérico, os sinais entre 77,3-71,5 ppm sao
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referentes aos carbonos do anel e o sinal em 18,2 ppm refere-se ao grupo metila da
a-L-Rhap. Nesse espectro, ainda pdde ser observado um sinal de baixa intensidade
em 176,7 ppm referente ao carbono carboxilico dos acidos urénicos constituintes da

fracdo GBR1.

FIGURA 20 - RMN NO ESTADO SOLIDO DA FRAGAO NATIVA GBR1 E DA FRAGAO NATIVA
AMINADA GBR-A2.
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FONTE: O autor (2019).

O espectro de RMN de '3C no estado solido da fragdo nativa modificada por
aminacao, utilizando 3-cloropropilamina (GBR-A2), apresentou novos sinais em
relacdo ao espectro da fracdo GBR1. Houve alteragdo dos sinais referentes aos

carbonos do anel. Observa-se um deslocamento do sinal em 71,5 ppm (GBR1) para
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70,5 ppm (GBR-A2), surgimento dos sinais em 77,8 e 76,8 ppm e desaparecimento
do sinal em 77,3 ppm na fragdo GBR1. Houve alteracdo nos sinais na regido
anomérica, com novos sinais entre 104,8-100,6 ppm, ndo sendo mais observado o
sinal em 101,9 ppm. O novo sinal em 100,6 ppm na regido anomérica pode ser
justificado pelo efeito resultante da substituicdo no C-2 que causa um efeito B de
-1,3 ppm no deslocamento das unidades monossacaridicas que podem ter sido
substituidas.

Os sinais que aparecem em 52,1-22,3 ppm podem ser atribuidos aos carbonos
que compde a cadeia alquilica da amina inserida na frag&o polissacaridica por reagéo
de O-alquilagéo. Essas alteragdes sugerem que houve substituicdo do hidrogénio da
hidroxila pelo radical aminopropil (-CH2CH2CH2NH2) como havia sido proposto no item
4.5.1, exemplificado na FIGURA 20 pela unidade de a-L-Rhap 3-ligada sulfatada em
C-4 e substituida no C-2 pelo radical propilamina. O sinal em 39,9 ppm foi atribuido
ao carbono do CH:z ligado ao grupo amina (C-3" - FIGURA 20) e os sinais entre 46,5-
52,1 ppm foram atribuidos ao carbono do CH: ligado ao oxigénio do polissacarideo
(C-1" - FIGURA 20) por O-alquilagéo.

Essas alteragdes no espectro da fragcdo GBR1 aminada s&o similares ao que
foi reportado por Bao e colaboradores (2011) para uma B-glucana aminada. Foram
descritas alteragdes na regido anomeérica, surgimento de um novo sinal com menor
valor em comparagdo com o produto original atribuido ao C-2 em algumas das
unidades monossacaridicas, € 0 surgimento de novos sinais em 20-55 ppm, que
foram atribuidos a presenca do grupo propilamina ligado as unidades glicosidicas

constituintes da B-glucana.
5.2.2 Alteragdo no desenho experimental para obteng¢ao de derivados aminados

Diante da insolubilidade das fragdes aminadas obtidas, uma nova estratégia foi
adotada para a modificagdo da heteroramnana nativa, incluindo uma etapa anterior a
reacao de O-alquilagéo, como tentativa de obterem-se derivados aminados soluveis.
Assim, foi proposto a realizagéo da degradacéo controlada de Smith antes da reacéo
aminacédo (FIGURA 21).
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FIGURA 21 — ALTERAGAO PROPOSTA PARA O DESENHO EXPERIMENTAL.
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FONTE: O autor (2019).

A degradacdo controlada de Smith envolve a redugdo do polissacarideo
oxidado pelo ion periodato com borohidreto, seguida por hidrélise acida parcial. E
importante ressaltar que apenas moléculas que possuem hidroxilas vicinais s&o
susceptiveis a oxidacdo pelo ion periodato, com a clivagem especifica de ligagbes
C-C (BOBBITT, 1956; GOLDSTEIN et al., 1965; LINDBERG et al., 1975).

De acordo com estudos prévios (CASSOLATO et al., 2008 e ROPELLATO et
al., 2015), durante o processo de degradacédo controlada de Smith de heteroramnanas
da macroalga Gayralia oxysperma, as unidades correspondentes aos terminais néo
redutores de galactose, xilose e acido glucurdnico 2-sulfatados sdo oxidados, sendo
que a maioria das unidades de ramnose nao sao susceptiveis a oxidagdo. O mesmo
€ esperado para a heteroramnana de G. brasiliensis utilizada no presente trabalho.
Desse, modo esperava-se que a reagdo de aminagdo ocorresse preferencialmente
nas unidades de a-L-Rhap 3-ligadas e 2-ligadas monossulfatadas e que com isso a

heteroramnana degradada aminada permanecesse soluvel.
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5.2.3 Degradada controlada de Smith de GBR-S

A fracdo GBR1 foi submetida ao processo de degradagao controlada de Smith
com o objetivo de obter-se uma nova fracdo que ao ser aminada permanecesse
soluvel. A obtencao de fragmentos de menor massa molar, juntamente com a remocgao
de unidades susceptiveis a oxidagdo com periodato podem ser fatores positivos na
producdo de um derivado da heteroramnana soluvel em agua. O polissacarideo,
inicialmente, foi submetido a oxidacdo com metaperiodato de sédio (m-NalOs) e
reducdo com borohidreto de sédio (NaBH4), apresentando rendimento de
aproximadamente 50%. O material resultante foi submetido a hidrélise parcial com
TFA 1 mol.L" a temperatura ambiente para a hidrolise das unidades oxidadas
(FIGURA 22). O produto da degradacdo controlada de Smith apresentou um
rendimento de aproximadamente 40%. O produto da degradacgéo controlada de Smith
foi denominado com o acréscimo da letra “S” ao final de seu nome original (GBR-S).

FIGURA 22 — DEGRADAGAO CONTROLADA DE SMITH DE GBRA1.
2

1. Oxidagao com periodato
2. Redugdo com NaBH,
3. Hidrélise dcida com TFA

0S0y
> 0380, ~

GBR-S

Fonte: O autor (2019).
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5.2.3.1 Composigdo monossacaridica da fragdo GBR-S e analises quimicas

Para a determinacdo da composicdo monossacaridica, a fracdo GBR-S foi
submetida ao processo de hidrélise acida total, reducéo e acetilagéo. Os acetatos de
alditois obtidos foram analisados por cromatografia liquido-gasosa (GLC).

A fragdo GBR-S tem como monossacarideo neutro majoritario a ramnose
(~91 mol%), seguido por menores percentagens de glucose (4,1 mol%) e xilose (2,6
mol%). Baixas quantidades de arabinose, manose e galactose também foram
detectadas (TABELA 8).

TABELA 8 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DA FRACAO GBR1 OBTIDA DE G. brasiliensis.
Composicao monossacaridica (mol %)

Fragdes Sulfato ° (%)
Rha? Xyl Glc Gal Ara Man
GBR1 54,5 20,4 16,1 2,7 49 1,3 251
GBR-S 90,9 26 4,1 0,2 1,7 0,4 38,4

@Rha = ramnose, Xyl = xilose, Gal = galactose, Glc = glucose, Ara = arabinose, Man, = manose (carboidratos
neutros determinados por GLC na forma de acetatos de alditol); ® Porcentagem obtida usando dosagem pelo
método de Dodgson e Price (1962).

Apos a degradagéo controlada de Smith, a fragdo GBR-S, em relagéo a fragéo
polissacaridica GBR1, apresentou um aumento significativo no teor de ramnose (54,4
— 90,9 mol%), diminuigdo nos teores de xilose (20,4 — 2,6 mol%), glucose (16,1—4,1
mol%), galactose (2,7 — 0,2 mol%), arabinose (4,9 — 1,7 mol%) e manose (1,3 - 0,4
mol%). Ainda, em relagéo a fragdo de origem, a fragdo GBR-S teve um aumento
significativo no teor de grupos O-sulfato (25,1 — 38,4 %).

Resultados semelhantes foram descritos por Cassolato e colaboradores (2008)
para o produto de degradacgdo controlada de Smith (Go3r-S) obtido a partir da fracdo
homogénea da heteroramnana nativa (Go3r) da espécie G. oxysperma. oxidacio
significativa das unidades de xilose, glucose, oxidagao total das unidades de galactose
e enriguecimentos nos teores de ramnose (77,0—594,0 mol%). Em comparag&o aos
resultados obtidos para a fracdo nativa (OX-6) dessa espécie, submetida a
degradacdo controlada de Smith (OX-6S) por Ropelatto e colaboradores (2011),
também observa-se aumento no teor de grupos O-sulfatos (25,7 — 34,3%),
diminuigdo nos teores de acidos urbnicos (17,4 — 7,3%) e aumento nos teores de
ramnose (de 75,0 para 88,8 mol%), devido a diminuigdo relativa dos outros

monossacarideos presentes na fragéo.



57

5.2.3.2 Anélise de homogeneidade da fragdo GBR-S

A fracdo GBR-S foi submetida a analise de homogeneidade por cromatografia
de exclusao estérica de alta resolugao acoplada a detectores de espalhamento de luz
e de indice de refracdo (HPSEC-MALLS-IR). A analise do cromatograma obtido pelo
detector de espalhamento de luz apresentou um perfil assimétrico indicando
heterogeneidade da amostra (FIGURA 23). A comparacao entre os perfis de eluicdo
das fragbes GBR1 e GBR-S esta apresentado na FIGURA 24. Como pode ser
observado, o tempo de eluicdo da fracdo GBR-S foi maior que o da fragdo
polissacaridica de origem (GBR1), indicando que o processo de degradagao
controlada de Smith originou um produto de menor massa molar. Essa diminuicao é

decorrente da remocgao das unidades susceptiveis a oxidagdo com m-NalOa4.

FIGURA 23 — CROMATOGRAMA OBTIDO POR HPSEC-MALLS-IR DA FRAGAO SUBMETIDA A
DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH (GBR-S).
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FONTE: O autor (2019).
Nota: Picos apds 65 minutos s&o correspondentes a presencga de sais.
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FIGURA 24 - COMPARAGAO DO CROMATOGRAMA OBTIDO POR HPSEC-MALLS-IR DA FRAGAO
GBR-S E DA FRACAO GBR1.
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FONTE: O autor (2019).
Nota: Picos apds 65 minutos s&o correspondentes a presenca de sais.

5.2.3.3 Anélise de RMN de 3C e de "H da fragdo GBR-S

O espectro de RMN de '3C da fracdo GBR-S esta representado na FIGURA 25
juntamente com a da fracdo GBR1 para fins de comparagado. Embora o espectro da
GBR-S apresente uma baixa resolugado sinal/ruido é possivel definir na regiao
anomeérica sinais em 103-101,1 ppm atribuidos as unidades de a-L.-Rhap e em 103,8
ppm correspondente a unidades monossacaridicas em  configuragao
B-anomérica. Os sinais de alta intensidade em 17,9-18,2 ppm correspondem ao C-6
das unidades de a-L-Rhap, o que esta de acordo com a composi¢ao monossacaridica,
onde este desoxiagucar é o principal monossacarideo observado (TABELA 8).
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FIGURA 25 - ESPECTROS DE RMN DE '3C DA FRAGAO NATIVA GBR1 E DA FRAGAO
DEGRADADA DE SMITH GBR-S.
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FONTE: O autor (2019).
NOTA: Solvente: D20. Temperatura: 70°C. N° de scans: 8192 (GBR1) e 4096 (GBR-S). Acetona
como padréo interno: 31,45 ppm.

Na regido do anel (FIGURA 26), o sinal em 81,9 ppm observado para o produto
de degradagédo de Smith apresenta maior intensidade quando comparado ao
respectivo sinal na fragdo GBR1. Este sinal corresponde ao C-4 de unidades de
a-L-Rhap 2-ligadas 4-sulfatadas demonstrando que o produto GBR-S foi enriquecido
neste tipo de unidade quando comparado com a fragdo GBR1. Adicionalmente, o sinal
em 80,5 ppm presente no espectro de GBR-S demostra que esta fragdo, assim como
a GBR1, é constituida por unidades de a-L-Rhap sulfatadas em C-4 e/ou dissulfatadas.
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FIGURA 26 — ESPECTROS DE RMN DE '3C DA REGIAO DO ANEL DAS FRAGOES GBR1 E

GBR-S.
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FONTE: O autor (2019).
NOTA: Solvente: D20. Temperatura: 70°C. N° de scans: 8192 (GBR1) e 4096 (GBR-S). Acetona
como padréo interno: 31,45 ppm.

A analise do espectro RMN de 'H da fracdo GBR-S demonstrou sinais na regiao
anomérica de 5,06-5,50 ppm, atribuidos ao C-1 de unidades de a-L-ramnose
(FIGURA 27). O sinal de alta intensidade em 1,38 ppm foi atribuido aos hidrogénios
do C-6 das unidades de ramnose (nao apresentado). Além disso, o espectro de RMN
de 'H da fragdo GBR-S apresenta maior nimero e intensidade de sinais na regido de
4,70-3,40 ppm quando comprado com o da fragdo GBR1.
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FIGURA 27 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DAS FRAGOES (A) GBR1 E (B) GBR-S.
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FONTE: O autor (2019).
NOTA: Solvente: D20. Temperatura: 70°C. Acetona como padréo interno: 2,225 ppm.

A analise do espectro de HSQC de GBR-S permitiu a confirmagao da presenca
das unidades de a-L-Rhap 2-ligadas e 3-ligadas sulfatadas em C-4 e de outras

unidades monossacaridicas como sera discutido a seguir.

5.2.3.1 Anélise de HSQC de 3C/'H da fracdo GBR-S

O espectro de HSQC da fracdo GBR-S esta representado na FIGURA 28. As
correlagdes 3C/'H foram analisadas levando em consideragao os assinalamentos de
literatura para heteroramnanas sulfatadas (MAZEPA, 2017, ROPELLATO et al., 2015
e CASSOLATO et al., 2008).

Na regiao anomérica do espectro de HSQC da fracdo GBR-S (FIGURA 29), a
correlagdo em 103,1/5,04 ppm foi atribuida a unidades de a-L-Rhap 3-ligadas néo
sulfatadas (C-2/H-2 e C-3/H-3 em 71,4/4,17 e 79,0/3,95 ppm, respectivamente). A
presenca de unidades a-L-Rhap 3-ligadas sulfatadas em C-4 foi confirmada pela
presenga dos sinais anomeéricos em 102,9-102,5/5,07-5,10 ppm (C-2/H-2 e C-4/H-4
em 71,4/4.17 e 80,0-80,5/4,36 ppm, respectivamente). Adicionalmente, unidades de
a-L-Rhap 3-ligadas na fragdo GBR-S com sinais anoméricos em 100,0-100,3/5,48-
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5,34 sdo dissulfatadas (C-2/H2 e C-4/H-4 em 78,4/464 e 80,0-80,5/4,36 ppm,
respectivamente) ou monossulfatadas em C-2 (C-2/H2 e C-4/H-4 em 73,0/3,56 e
80,0-80,5/4,36 ppm, respectivamente). As correlagdes anoméricas em 101,3/5,21-
5,23 foram atribuidas as unidades de a-L-Rhap 2-ligadas sulfatadas em C-4 e
dissulfatadas em C-3 e C-4. A presenca das correlagdes no espectro de HSQC de
GBR-S em 81,7/427 ppm confirmaram a presenga de unidades de a-L-Rhap
2-ligadas sulfatadas em C-4 (C-3/H-3 em 70,4/4,06 ppm). GBR-S apresenta ainda
unidades de a-L-Rhap 2-ligadas substituidas por grupos O-sulfato em ambos C-3 e C-
4 (C-4/H-4 em 79,7/4,60 ppm) com correlagcdes anoméricas em 101,3/5,21-5,23 ppm.

A correlagdo anomeérica em 100,9/5,28 ppm foi atribuida as unidades de
a-L-Rhap 2,3-ligadas ndo sulfatadas. Essas correlagbes estdo de acordo com as
relatadas na literatura (MAZEPA, 2017; ROPELLATO et al, 2015).

No espectro de HSQC de GBR-S ainda é possivel observar sinais anomeéricos
em configuragdo B em 103,7/4,54 ppm atribuidos a presenca de
[—4)-B-D-GlcpA-(1—] e em 103,3/4,57 atribuidos a terminais n&o redutores de
GlcpA-2,4-sulfato (DANTAS et al., 1994; HAHNE et al., 1991). A presenca desses
sinais indica que houve uma resisténcia dessas unidades a clivagem oxidativa pela
acdo do periodato. Resultado semelhante foi observado por De Carvalho e
colaboradores (2017) para a oxidagao com periodato de ulvanas, em que as unidades
de B-D-acido glucurénico se mostraram, pelo menos em parte, resistentes a clivagem
oxidativa, mesmo que estas unidades apresentem hidroxilas vicinais, que s&o
requisitos para que esta reagdo ocorra. Ainda em um trabalho de Fransson (1974) em
que foi realizado a oxidagdo com periodato do dermatan sulfato aproximadamente
30% dos acidos urbnicos presentes foram resistentes a clivagem oxidativa. Essa
resisténcia foi explicada pela possibilidade de formacgdo de ligagbes de hidrogénio
entre os grupos carboxila em C-6 e os grupos hidroxil em C-2 ou C-3, o que levaria a
uma resisténcia a oxidagdo com periodato.

Resultados prévios mostram que a degradagdo de Smith realizada com a
heteroramnana da G. oxysperma conduz a produtos com teor, posicionamento de
grupos O-sulfatos e massa molecular diferenciados entre si, bem como em relagéo ao
polimero nativo (CASSOLATO et al., 2008 e ROPELLATO et al., 2015). No presente
trabalho, analises quimicas e espectroscopicas do produto de degradacao controlada
de Smith da fracdo GBR1 da heteroramnana sulfatada de G. brasiliensis permitiu

determinar que o “pool” de produtos de degradacao controlada de Smith apresentam
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diminuigdo de unidades monossacaridicas susceptiveis a oxidagdo com periodato,
como xilose, glucose, etc.; aumento no teor de sulfato; enriquecimento das unidades
de o-L-Rhap 3-ligadas 4-sulfatadas. Ressalta-se que a fragdo GBR-S & soluvel em

agua, o que permite avaliar sua atividade biologica.
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FIGURA 29 — AMPLIAGAO DA REGIAO ANOMERICA NO HSQC DAS FRAGCOES GBR1 E GBR-S.
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FONTE: O autor (2019).
NOTA: Solvente: D20. Temperatura: 70°C. Acetona como padréo interno: 31,45/2,225 ppm.
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5.2.4 Reacao de O-alquilagéo da fragdo da fragdo GBR-S
5.2.4.1 Obtengéo da fragdo GBR-SN

A fracdo degrada de Smith GBR-S foi O-alquilada para inser¢do de grupos
aminas. Para esta reacao, foi utilizada a mesma condigdo da aminac&o da fragao
GBR1 com o reativo 3-cloproliamina (entrada 03 - TABELA 7). A reagao foi conduzida
em temperatura de 60°C por 2 horas. O material obtido foi dialisado contra agua
destilada permanecendo soluvel ap6s este procedimento, ao contrario do que foi
observado para as fragbes aminadas derivadas de GBR1.

A fracdo GBR-SN apresentou 26,4 % de grupos O-sulfatos determinados por
meio analise colorimétrica (DODGSON e PRICE, 1962). Em comparag¢éo com a fragéo
de origem (GBR-S) houve diminuigdo no teor de sulfato (38,4 % na GBR-S). A
diminuigéo no teor de sulfato € esperada, uma vez que ao introduzir a cadeia alquilica

no polissacarideo aumenta-se sua massa molecular.

5.2.4.2 Analise de homogeneidade do produto de aminagdo da fragdo
degradada de Smith GBR-SN

A fracdo GBR-SN foi submetida a analise de homogeneidade por cromatografia
de exclus&o estérica de alta resolugdo acoplada a detectores de espalhamento de luz
e de indice de refragdo (HPSEC-MALLS-IR). O tempo de eluicdo da fracdo GBR-SN
foi similar ao da frag&o polissacaridica de origem GBR-S (FIGURA 30), indicando que
0 processo de aminagdo originou um produto de raio hidrodinamico semelhante ao da
fracdo de origem. A analise do cromatograma obtido pelo detector de espalhamento
de luz apresentou um perfil assimétrico, indicando heterogeneidade da amostra
(FIGURA 31).
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FIGURA 30 - COMPARAGAO DOS CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR HPSEC-MALLS-IR DA
FRAGAO GBR-S E DA FRAGAO DEGRADADA AMINADA GBR-SN.
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FONTE: O autor (2019).
Nota: Picos apds 65 minutos s&o correspondentes a presencga de sais.

FIGURA 31 - PERFIL DE ELUICAO EM HPSEC-MALLS-IR DA FRACAO DEGRADADA DE SMITH
SUBMETIDA A AMINACAO (GBR-SN).
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5.2.4.3 Espectroscopia de RMN de "H e '3C da fragdo GBR-SN

A andlise de RMN de 'H da fracdo degradada de Smith aminada (GBR-SN)
apresentou espectro com sinais diferenciados em relagao ao espetro da fragéo original
GBR-S, representado juntamente com o espectro da fracdo GBR-SN para fins
comparativos (FIGURA 32). Os sinais de alta intensidade em 1,37-1,32 ppm sao
correspondes aos hidrogénios do C-6 das unidades de a-L-Rhap (ndo apresentado).
Além disso, o espectro de RMN de 'H da fracdo GBR-SN apresenta novos sinais na
regiao de 3,33-2,56 ppm quando comprado com o da fragdo GBR-S que podem ser
atribuidos aos hidrogénios de CH2 da cadeia alquilica do reativo
3-cloropropilamina. Ha novos sinais na regido de 3,35-4,70 ppm e na regiao
anomeérica de 5,49-5,02 ppm, aumentando a complexidade do espectro.

FIGURA 32 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DAS FRAGOES (A) GBR-S E (B) GBR-SN.
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FONTE: O autor (2019).
NOTA: Solvente: D20. Temperatura: 70°C. N° de scans: 8. Acetona como padrao interno: 2,225 ppm.
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O espectro de HSQC da ragdo GBR-SN esta representado na FIGURA 33. Os
assinalamentos foram comparados com sinais da literatura, com sinais gerados pela
ferramenta de predicdo do software ChemDraw Ultra e, ainda, levando em
consideracao a possibilidade de polimerizacdo do reagente, resultando na formagao
de aminas secundarias, anteriormente relatado na literatura (TABELA 10). Sua analise
confirmou a presenca das correlagdes de C-1'/H-1" e C-3'/H-3’ da cadeia alquilica
3’-aminopropil derivada da 3-cloropropilamina em 52,5-51,6/3,35-3,26 e 38,1/3,17
ppm, respectivamente. A correlacdo em 24,5/2,18 ppm foi atribuida ao C-2'/H-2’. A
correlacdo em 45,9/3,24 ppm sugere a polimerizagdo da amina como uma reag¢ao
paralela a reagcao de O-alquilagao, pois o grupo haleto do reagente pode reagir com a
amina primaria previamente ligada ou nao ao polissacarideo como relatado por De
Nooy e colaboradores (2000).

TABELA 10 — ESTUDO DE SINAIS PARA ASSINALAMENTO DO ESPECTRO DE HSQC DA FRAGAO

GBR-SN.

L. Preditor de sinais* Sinais de Referéncia GBR1-SN
Possiveis estruturas 15C / 1H (ppm) 15C / 1H (ppm) 15C / 1H (ppm)
_,f,&_ o~ 41,8/ 3,68 41,9/ 3,611 -

CI7 "N,
R ~0";‘*'-- N 67,9 /3,37 20-55 / - 2 52,5-51,6/3,35-3,26
H
R/O\/\/N\*/\/NHz 46,0 /2,55 47,8 /3,10-3,223 459 /3,24

"Hallett et al. (2009); 2Bao et al. (2001); ®Houen et al. (1994). *Os assinalamentos foram obtidos
utilizando a ferramenta NMR Predictor do software ChemDraw Ultra.

A regido anomérica do espectro de HSQC da fragdo GBR-SN esta
representado na FIGURA 34 juntamente com a fracdo GBR-S para fins comparativos.
A andlise da regidao anomérica do espectro de HSQC da fragcdo GBR-SN permitiu
identificar novas correlagdes anoméricas atribuidas a unidades a-L-Rhap que foram
O-substituidas e a confirmacao de unidades que permaneceram inalteradas. Ha ainda
desaparecimento da correlagdo anomeérica em 102,9/4,97 ppm no espectro de GBR-
SN atribuida a unidades de a-L-Rhap 3-ligadas, que sugere a substituicdo no C-2
dessas unidades tendo como consequéncia um efeito § no C-1 das unidades das
a-L-Rhap 3-ligadas.
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FIGURA 33 — ESPECTRO DE HSQC EDITADO ('H-'3C) DA FRAC}AOI GBR-SN.

|I ‘
[
N WJ\"—"/\&AJJ \L..__.__.f/ \\\_A__# ppm
D - 20

N
Regiao de identificacdo do S\
produto de aminagdo . e
H*
L -

- 50

o8 : - 60

| iy RS . - 70
@
)
)
"’,. u 'l.h‘ L 80
Regido de C-1/H-1 - 90
. e L]
L LTS - 100
g ) NH,
T T T T T T T
55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 Ppm

FONTE: O autor (2019).
NOTA: Solvente: D20. Temperatura: 70°C. *Acetona como padréo interno: 31,45/2,225 ppm.

Portanto, os estudos de RMN da fragdo GBR-SN sugerem a obtencéo de um
derivado aminado através de reacgdo de O-alquilagdo. A fracdo GBR-S apresenta
diversos pontos susceptiveis a reagdo de O-alquilagédo para a produgéo de derivados
aminados. S&o eles as unidades de a-L-Rhap 3-ligadas, sulfatadas ou ndo em C-2 ou
C-4 e unidades de a-L-Rhap 2-ligadas sulfatadas em C-4. Altera¢des no espectro de
HSQC de GBR-SN na regido em que aparecem os sinais de C-2 a C-5 das unidades
de o-L-Rhap também sdo perceptiveis em relagdo ao espectro de GBR-S (FIGURA
35). Ainda, o estudo do espectro de GBR-SN sugere a presenga de unidades de
a-L-Rhap ndo modificadas por O-alquilagdo pela presenca dos assinalamentos
descritos na TABELA 11.
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FIGURA 34 — REGIAO ANOMERICA DO ESPECTRO DE HSQC EDITADO ('H-3C) DAS FRAGOES
(A) GBR-S E (B) GBR-SN COM DESTAQUE PARA NOVOS SINAIS OBTIDOS NESSA
REGIAO.
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FONTE: O autor (2019).
NOTA: Solvente: D20. Temperatura: 70°C. Acetona como padréo interno: 31,45/2,225 ppm.



73

FIGURA 35 — REGIAO DO ANEL NO HSQC DE GBR-SN.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, analises quimicas e espectroscopicas confirmaram que
a alga verde Gayralia brasiliensis sintetiza heteroramnanas sulfatadas como principal
polissacarideo soluvel em meio aquoso. As heteroramnanas de G. brasiliensis séo
constituidas principalmente por unidades de a-L-ramnose 3- e 2-ligadas, as quais
estdo majoritariamente monossulfatadas e dissulfatadas. Outros monossacarideos
neutros (xilose, galactose e glucose), assim como acidos urénicos sdo constituintes
destes polissacarideos sulfatados.

A heteroramnana sulfatada nativa, denominada GBR1, foi modificada
quimicamente através de reacgdo de O-alquilagdo com o reagente 3-cloroproprilamina
gerando uma fragdo aminada insoluvel. A fragdo nativa GBR1 foi submetida ao
processo de degradacdo controlada de Smith gerando uma fragdo com maior teor de
ramnose e grupos O-sulfato (GBR-S) em relacdo a fragdo de origem. GBR-S foi
modificada quimicamente através de reagdo de O-alquilagdo com o reagente 3-
cloroproprilamina gerando uma heteroramnana aminada e soluvel em meio aquoso
(GBR-SN).

Dessa forma, as modificacbes quimicas da heteroramnana de G. brasiliensis
geraram novos produtos aminados com potencial aplicagdo em diversas areas

biotecnolbgicas.
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7 PERSPECTIVAS

A fim de complementar e melhor entender a estrutura do polissacarideo
modificado, serdo testadas outras condigbes de reagdo de O-alquilacdo e seus
respectivos produtos serdo caracterizados.

Devido ao potencial de aplicacdo bioldégica dos compostos obtidos, na
sequéncia, tém-se como objetivo a avaliagdo da atividade antioxidante das fragdes
obtidas, assim como da heteroramnana nativa. Ainda, sera avaliada a atividade
anticoagulante dos compostos, sendo que o polissacarideo apresenta grupos sulfatos,
os quais influenciam diretamente na atividade proposta.

Em virtude da presenga dos grupos amina na molécula modificada, no
momento esta sendo avaliada a atividade antimicrobiana dos compostos obtidos
(GBR1, GBR-S e GBR-SN), utilizando os microrganismos patogénicos
Staphylococcus aureus ATCC 23923, Escherichia coli NTC 9001 e Salmonella
typhimurium ATCC 14028. A possibilidade de cationizacdo das aminas primarias
através de reagdes de metilacdo esta sendo considerada para que, possivelmente,

haja melhora na atividade antimicrobiana.
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=T7;5 3 gamma -C from aliphatic
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16,8 2 beta =C from aliphatic
30,3 3 beta -0 from aliphatic
=-7,5 3 gamma -C from aliphatic
-5, 2 1 gamma -0 from aliphatic
D, & 2 delta -C from aliphatic
0,0 1 delta -5({=0)=0 from aliphatic
=11,3 general corrections
CH2 €7,9 -a;3 aliphatic
2,1 1 alpha =C
49,0 1 alpha =0
18,8 2 beta -C
—5,0 2 gamma -C
=-5,1 1 gamma -N
0,9 3 delta -C
0;3 1 delta -0
2,2 general corrections
CH3 55,8 -2,3 aliphatic
49,0 1 alpha -0
S5, 4 1 beta -C
—2,5 1 gamma -C
-6, 2 1 gamma -0
0,9 3 delta -C
T & general corrections
CHZ 35,6 -2,3 aliphatic
8,1 1 alpha =-C
28,3 1 alpha -N
S, 4 1 beta -C
-6,2 1 gamma -0
D;3 1 delta -C
1,0 general corrections
CHz 13,1 -2,3 aliphatic
18,2 2 alpha -C
18,8 2 beta -C
=2,5 1 gamma -C
-18,¢& 2 gamma -0
0,9 3 delta -C
0,3 1 delta -0
=1;7 general corrections
CH3 17,0 -2,3 aliphatic
8,1 1 alpha =-C
9,4 1 beta -C
10,1 1 kbeta -0
=50 2 gamma -C
=B,d 1 gamma -0
D;3 1 delta -C
0,8 2 delta =0
0,0 1 delra -§(=0)=0
1,0 general corrections
CH2 29,4 -2,3 aliphatic
18,2 2 alpha -C
10,1 1 beta -0
11,3 1 beta =N
=2;5 1 gamma -C
0,6 2 delta -C
=-6,0 general corrections
CH3 12,5 -2,3 aliphatic
9,1 1 alpha -C
9,4 1 beta -C
=5,0 2 gamma -T
0;3 1 delta -C
0,9 3 delta -0
0,1 general corrections



H
R,O\/\/N o~ NH2

ChemNMR 13C Estimation

NH,
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-2:7 general corrections
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-6,4 general corrections
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10,1 1l beta -0 from aliphatic
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=14,5 general corrections
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1,2 4 delta -C
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2,2 general corrections
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9.4 1 bera =C
-2,8 1 gamma -C
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4,1 1 alpha -C
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=2:5 1 gamma -C
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1,9 general corrections
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0,9 3 delta =C
-2,6 general corrections
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22,6 2 beta -N
2.5 1 gamma -C
0,3 1 delta -C
=4,4 general corrections
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91 1 alpha -C
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=-5,0 2 gamma -C
0,3 1 delta -C
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Protocol of the H-1 NMR Prediction:

Haode Shift Base + Inc.

NH 2,0 2;
NHZz 5,11 2,

oo
[=X~1
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o

[

CH 4,94 &
1,35
-0, 01
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CH 5,21 1,80
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-0, 01
0,32

CH 3,08 1,60
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0,14
-0, 0L

CH 2,23 1,60
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-0, 01
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2,04
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0,26
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1,22
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-0, 04
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1,32
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0,86
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o
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general corrections
tetrahydropyran
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1 alpha -0-5=0 from methine

1 beta -C from methine

1 beta —-0-C from methine
tetrahydropyran

1 alpha -0-C from methine

1 beta -0-5=0 from methine

1l heta -C from methine
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1 beta -0-C from methine
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1 beta -C from methine
methylene

1 alpha =0=C

1 beta -C
methyl

1 alpha -0-C

general corrections
methylene
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1 beta -C
methylene
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1 beta -C
methylene
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1 beta -C
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general corrections
methyl

1 beta -0-C

1 beta -C-R
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-0, 08

methylene

1 beta -0-C

1 beta -N-C
methylene

1 beta -N-C

1 beta -N

general corrsctions
methyl

1 beta -C-R
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1H NMR Ceoupling Constant Predicticn

shift atom index coupling partner.
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93



94

ANEXO Il - Espectro de HSQC de GBR1 com assinalamentos das unidades
de a-L-Rhap

Solvente: D20. 70°C. Acetona como padr&o interno: 31,45/2,225 ppm.

E

HOY

=
)}%
% [93)-a-L-Rhap-(19] el
C'lfﬂﬂl o
dl w i

58 54 5 3 82 81 50 4p 4 4“7 ae a8 44 43 4z 41 40 e 3 ar e 5 14 13 ppm

e i

\
A"‘-_—_M
£
oy
o

A

[©3)-a-L.-Rhap-45-(1-]

C-1/H-1 "

Oy 1o 1

105

M N

] 54 83 82 81 50 49 48 47 4 a8 LX) 43 42 49 40 e 3 ar e 5 34 13 ppm



3

0,80

0,50
[©3)-a-L-Rhap-2,45-(1-]

-!mlgapa

C-2/H-2 :

4@- . ,wfi'@ﬁﬂ ?‘W“'
g

Oy 10 !

58 54

=

50 49 4

83 82 L8]

HO

[©3)-a-L-Rhap-25-(1->]

C-1/H-1

a7 e 48 L) 43 42 419 40 38 38 ar

"o’ &{"* "‘”

C3/H3

Oy 10 f

e 35 34 13 ppm

54

83 82 a1 0 49 48

[©2)-a-L-Rhap-45-(1-]

C-1/H-1

a7 e a8 4 43 42 a1 40 EE ] 3 ar s

el cms

m\wﬁf

& Pal
-

C-4/H-4

tuw,

Oy 10 !

s 34 11 ppm

54

43 82 1 a0 49 4

7 an 48 4 43 4z 41 40 kL] 3 ar a8

95



] i
|
0,80 C-5/H-5
]
050 c-2/H-2 Aoigypd
Vi
[—)2)-;: L-Rhap-3,45-(1]
&:}u-a
C-4/H-4
CA/H1
4
Oy v 1!

58 54 53 82 51 50 49 48

[—)2 3) a-L-Rhap-(1-] T

C-3/H3

C-1/H-1

Oy 1o 1

47 . a8 4 43

42 41 40 ki ] 38 ar e

as 34 33

58 54 83 82 51 50 49 48 47 e a8

LX) 43 42 49 40 ki ] 3 ar

e 15 34 13 ppm

96



97

ANEXO lll - Espectro de HSQC de GBR-S com assinalamentos das unidades
de a-L-Rhap

Solvente: D20. 70°C. Acetona como padr&o interno: 31,45/2,225 ppm.
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