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RESUMO

Glandulas de albumen do molusco comestivel Achatina fulica foram
submetidas a processos de extracdo a fim de se obter glicolipideos e
polissacarideos. Os delocamentos quimicos destas estruturas foram
determinados. Assim foi caracterizado um polissacarideo que demontrou se uma
galactan. Na andlise deste métodos quimicos foram empregados, como: producao
por hidrélise acida parcial e purificacdo de oligossacarideos, e degradacdes
sequenciadas de Smith.

O (dlicolipideo isolado, através da interpretacdo dos dados de RMN
demonstrou ser o composto 0-p-D-Glcp-(I4-»1)-D-glicerol, e que os principais

acidos graxos presentes sao ac. palmitico e aracdonico.

Xl



1 Introducéao

1.1 Determinacao Estrutural de Carboidratos por RMN

Os carboidratos séo altamente dispersos na natureza, atuando como
constituinte estrutural (celulose) ou na parede celular de bactérias, como fonte de
reserva de energia como o0 glicogénio e amido, ou ainda como agente
imunogénico (nas bactérias), e de reconhecimento celular (Aspinall 1982). Estas
moléculas podem estar ainda ligadas a proteinas ou lipideos, na forma de
glicoproteinas e glicolipideos respectivamente. Assim, a gama de funcdes se
multiplica gerando sitios ativos de enzimas, a identidade dos grupos sangiineos,
lubrificantes (mucinas do trato gastrointestinal), agentes anti-congelantes (nos
peixes articos) (Bernstein e Hall, 1983), e muitas outras fun¢gdes conhecidas, e, a
serem reveladas.

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma importante ferramenta na
pesquisa bioldgica, e hoje, a maioria dos pesquisadores que utilizam RMN o
fazem na elucidacdo de estruturas ou no estudo de mecanismos biologicos
(Wagner, 1997).

A determinacdo estrutural de Oligo- e polissacarideos € usualmente
realizada por RMN (Agrawal, 1992; van Halbeek, 1994), pois é util na
determinacdo da configuracdo glicosidica, posicdo das ligacdes, sequéncia de
ligacdo, e da conformacao espacial de oligossacarideos ou partes especificas de

carboidratos complexos (Evans, 1996).



2 Espécie em Estudo: Achatina fuuca

O molusco terrestre Achatina fulica Ferussac 1821, conhecido como
“Caracol Gigante Africano”, pertence a familia Achatinidae. Originalmente nativo
do leste Africano, hoje esta espalhado por diversos paises, principalmente devido
ao seu rapido ciclo reprodutivo. Por este fator, aliado ao seu apetite voraz, faz
com que seja considerado por muitas autoridades como praga, com o maior poder

de destruicdo dentre os caracois terrestres (Roessler et ai, 1977).

FIGURA 1. ESPECIME DE Achatina fulica



Este caracol possui um grande apetite, alimentando-se de mais de 500
plantas diferentes, com preferéncia por fruta-pdo, cacau, mamao, e muitas
espécies de legumes e pepinos.

O A. fulica pode ser vetor de uma doenga humana conhecida como
meningite eosindfila, causada por um parasita de ratos, o Angiostrongylus
cantonensis. O parasita atinge o ser humano por ingestdo do molusco cru ou mal
preparado (Teles et al.,, 1997). Diversas espécies de caracois foram usados como
agentes de controle biolégico na tentativa de controlar infestacdes de A. fulica.
Das cerca de 70 espécies de predadores naturais apenas trés alcancaram éxito
duas de Gonaxis sp. e Euglandina rosea.

O caracois sdo hermafroditas incompletos, isto é, embora possuam os dois
sexos, nao autofecundam e precisam de um parceiro para se reproduzir. Sua
atividade sexual € intensa ao atingir a maturidade, que se inicia a partir do sétimo
més de vida.

A postura das ovas dar-se-a entre 15 a 30 dias ap6s o acasalamento, em
lugar fresco, imido mas ndo encharcado e construindo seu ninho cavando com a
parte anterior do pé, um buraco de 3 a 5 cm de profundidade, mais largo no
fundo, parecido com um cogumelo. O caracol enterra sua parte anterior o mais
profundo possivel e ai permanece de mais ou menos 20 horas, dependendo do
namero de ovas produzidas. As condi¢des de terreno necessarias para o local da
postura se encontra nas beiradas de bosques/matas, contendo matéria organica,
umido sem ser encharcado.

O A. fulica é um caracol tropical, mas pode sobreviver a condi¢des de frio.

Depois de uma coépula pode produzir um grande numeros de posturas de ovas



(cerca de 100 a 400) durante meses chegando a 1200 em um ano. As ovas Sao
esféricas ou elipsoidais, com 4,5-5,5 mm de diametro e tem a cor de amarelada a
creme, semelhantes a um ovo de galinha. A eclosdo se da com 8-21 dias em
clima tropical (a mais ou menos 20°C e umidade de 85%). Eles rompem a casca
do ovo e dela se alimentam permanecendo no ninho de 5 a 10 dias. Depois disso
saem por orificios feitos por eles proprios. Ao nascer, o filhote é translicido, com
3 a4 mm de didametro e ja tem uma concha bastante fina que vai se calcificando
aos poucos. Eles variam de peso e tamanho numa mesma ninhada mais ou
menos 2 a 5 gramas, e, ao sair do ninho ja procuram comida.

O Afulica é bastante caracteristico quanto a sua forma e cor, quando
comparado a outros moluscos, e facilmente identificavel pela concha longa e
cbnica. Quando adulto a concha pode chegar a 20 cm porém o mais comum esta
entre 5 a 10 cm. Sua cor pode variar mas geralmente é um marrom brilhante
interrompido por bandas de cor creme nos espécimes jovens. Vive cerca de seis a
nove anos, contudo, pode entrar em hibernagcédo e permanecer anos neste estado.
A relagdo entre um numero de moluscos ativos e em hibernagdo num ambiente
em condi¢Bes G6timas para atividade, pode ser usado como controle ambiental.

Ja foram diagnosticadas algumas doencas nestes animais, as principais
causas:

- fungos: Doenca da postura rosa - doenca parasitaria provocada pelo
microfungo do género Fusarium que parasita as ovas do escargot,
addquirindo cor rosada ou marrom.

- bactéria: a Pseudomona aeruginosa causa a Pseudomonose, doenca que

causa infeccao intestinal.



- acaros: foram encontrados em escargots e lesmas.

2.1.1 Galactanas

O mais conhecido polissacarideo de caracdis sdo as galactanas. Sao
polissacarideos altamente ramificados de massa molecular elevada que séo
sintetizadas, entre outros, pela glandula de albumen de caraco6is pulmonados e
prosobranchiados de diferentes familias de moluscos da classe Gastropoda, e
secretado junto ao fluido perivitelinico, no qual as ovas estio aderidas. E o Gnico
polissacarideo de reserva para o desenvolvimento embrionario e para os caracéis

recém eclodidos (Goudsmit, em Florkin e Scheer 1972).

FIGURA 2: LOCALIZACAO DA GLANDULA DE ALBUMEN NO INTERIOR DO
CARACOL



As galactanas sao encontradas em varias espécies de moluscos
compostas geralmente de p-D-, ou p-D- e p-L-galactopiranose. Muitas variagdes
estruturais ocorrem, dependendo da espécie, porém geralmente sdo compostas
gquase que exclusivamente de  D-galactopiranose. No caso de
heteropolissacarideos, constituem um ndcleo altamente ramificado. Outros
monossacarideos podem aparecer nas cadeias laterais, como: L-
galactopiranoses, L-fucopiranoses, D-glucopiranose, ou 3,4-0-(1-carboxietilideno)-
p-D-galactopiranose, ainda 6-0-(2-aminoetil)-fosfonato. O estudo da variacdo da
cadeia lateral é interessante pela sua eventual capacidade como determinante
antigénico (Gorin et ai, 1983).

O desenvolvimento das técnicas em Quimica de Carboidratos ocorreu em
paralelo com a determinacéo estrutural da galactana de moluscos. Estudos estes
gue comecaram com Hammersten em 1885, que isolou de Helix um
polissacarideo ao qual denominou “galactogénio”, por ndo tratar-se de glicogénio.
Seu produto de hidrélise era basicamente galactose (May, 1932), que concluiu
ainda, pelas técnicas limitadas disponiveis a época, que os polissacarideos da
glandula de albumen e da massa de ovas eram estruturalmente iguais (May,
1932). O polissacarideo, metilado (Schlubach et al., 1937), mostrou quantidades
equivalentes de unidades di e tetra-o-metil galactose. Baldwin e Bell (1938)
determinaram, também por metilacdo que as ligagcbes existentes no
“galactogénio” eram do tipo (1->3) e (1->6). Nesse trabalho os autores
propuseram o primeiro modelo estrutural para a galactana, considerando duas
possibilidades, ambas com cadeias lineares, sendo uma com cadeia principal

ligada (1-3) e 0-6 ramificada , Estrutura 1, ou, uma outra estrutura com cadeia



principal ligada (1->6) e 0-3 ramificada, Estrutura 2. Os mesmo autores
determinaram a relacdo de D- e L- galactose no galactogénio em 6:1 com o
derivado de benzamidazol (Baldwin et al., 1941), pelo mesmo método com uma
relacdo de 7:1 por May e Weinland (1954), determinada por enzimas hidroliticas e

identificadas por fermentacao por Weinland e Nuchterlein, 1954.

Gal Gal Gal Gal
i [ 4 i
6 6 6 6

Gal-(1 ->3)-Gal-(1 -*3)-Gal-(1 ->3)-Gal-(1 ->3)-Gal-(1 ->3)-Gal
1

Gal Gal Gal Gal

i i =1 4
3 3 3 3

Gal-(1 ->6)-Gal-(1 -*6)-Gal-(1 -*6)-Gal-(1 -*6)-Gal-(1 -*6)-Gal

2

Os produtos de hidrélise acida parcial do polissacarideo foram estudadas
por Weinland (1954), onde observou-se que a L-galactose hidrolisava mais
rapidamente que a D-galactose. A producdo de oligossacarideos por hidrolise
parcial que depois de separados por cromatografia em papel forneceu 3-0-p-D-
galactosil-D-galactose, 6-0-p-D-galactosil-D-galactose, com tracos de 6-0-a-L-
galactosil-D-galactose, identificados por polarimetria e ponto de fusao.

O estudo de galactanas de moluscos recebeu novo impacto quando da
utiizacdo da degradacdo de Barry (1943), utilizada por 0’Colla (1953), que

produziu por oxidacdo com meta-periodato, um polissacarideo semelhante ao



original, resultados que incompatibilizou o modelo estrutural proposto por Baldwin
e Bell (1938), pelo qual presumia-se que o polimero apd6s degradacao seria
constituido de apenas uma cadeia principal (1->3). 0'Colla, a partir destes
resultados, sugeriu um modelo arboriforme para o “galactogénio”.

A andlise dos oligossacarideos de hidrélise acida, oxidacao por periodato,
e degradacdes sequénciadas tipo Barry, foi realizada por Corréa et al (1967), com
o polissacarideo de glandula de albimen de Biomphalaria glabrata. Os resultados
demonstram uma estrutura semelhante ao polissacarideo que 0 'Colla encontrou
em H. pomatia.

A metilacdo e a analise por GLC de seus derivados alditdl acetatos, a partir
dos trabalhos de Lindberg (Hellergvist et al., 1968), possibilitou um novo ritmo na
busca de uma estrutura para a galactana de glandula de albumen de molusco. Os
estudos de metilagdo comegaram com Duarte e Jones (1971), em galactogénio
de Strophocheilus oblongus, através dos derivados metilados e de degradacdes
controladas de Smith, fortalecendo o modelo estrutural arboriforme, entretanto,
com adicdo de partes lineares p-(1->3) e p-(1->6). Para identificacdo dos
derivados metilados foi utilizado GLC e isolamento em coluna de silica gel. O
estudo dos polissacarideos resultantes de degradacBes sucessivas, e a analise
dos derivados metilados de cada material resultante de degradacédo (Segura et
al., 1976), demonstrou a possibilidade de cadeias lineares de ligagcéo (1-"3) pelo
aumento do derivado 2,4,6-tri-o-metilado. Semelhante estratégia foi utilizada para
a galactana de M. paranaguensis que foi submetida a degradacdo seqiénciada
de Smith (Moretto et al., 1979) e os polissacarideos resultantes analisados por

metilagdo, cujos resultados compatibilizaram com os obtidos para S. oblongus,



atingindo depois da terceira degradacdo um total de 72% de unidades 3-0-
substituidas e 12% de grupos terminais nao redutores de galactopiranose.

A metilacdo foi ainda ferramenta de analise dos polissacarideos de
Megalobulimus paranaguensis (Honda et ai, 1978) cujos oligossacarideos obtidos
de hidrolise acida parcial e isolados por cromatografia em papel e coluna de
carvao, foram utilizados como ajuda na determinagcao estrutural. Constituindo de
tetra a heptassacarideos apresentando cadeias de unidades (1->3), com unidade
terminal ndo redutora de ligacdo (1->6), e analisados por oxidacdo de periodato,
metilacdo e rotacdo oOptica, foram encontrados os seguintes compostos: 3-0-p-D-
galactopiranosil-D-galactopiranose,  6-0-p-D-galactopiranosil-D-galactopiranose,
p-D-galactopiranosil-p-(1-"3)-p-D-galactopiranosil-p-(1->3)-D-galactopiranose,
p-D-galactopiranosil-p-(1 ->6)-D-galactopiranosil-p-(1 ->6)-D-galactopiranose, p-D-
galactopiranosil-p-(1 ->6)-D-galactopiranosil-p-(1 ->6)-D-galactopiranosil-(1 ->3)-D-
galactopiranose, p-D-galactopiranosil-p-(1 ->3)-D-galactopiranosil-p-(1 -»3)-d-
galactopiranosil-(1 ->3)-D-galactopiranose. Foram ainda isolados por cromatografia
em papel, segundo metodologia de French e Wild (1953, in French et al., 1966),
outros oligossacarideos que se apresentaram como duas distintas séries
homélogas. Uma linear com tri-, tetra-, penta- e hexassacarideos sempre com
cadeia p-(1->3) com excecdo da unidade terminal ndo redutora que apresenta
ligacdo tipo p-(1->6); e outra seérie ramificada com tri-, tetra-, penta-, hexa- e
heptassacarideos com cadeia principal p-(1->3) ligadas apresentando ponto de
ramificagdo no carbono C-6.

Oligossacarideos glicosil-gliceréis provenientes da segunda degradacéo

sequénciada tipo Smith da glandula de albumen de M. paranaguensis foram
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isolados e analisados (lacomini et al., 1980). A partir dos derivados metilados de
cada oligossacarideo pode-se concluir que se tratavam dos seguintes compostos:

- 0-p-D-galactopiranosil-(1 <»1)-glicerol

0-p-D-galactopiranosil-(1 <-»6)-p-D-galactopiranosil-(1 <>1)-glicerol
0-p-D-galactopiranosil-(1 ->3)-p-D-galactopiranosil-(1 <»1)-glicerol

- 0-p-D-galactopiranosil-(1 ->3)-p-D-galactopiranosil-(1 ->3)-p~D-

galactopiranosil-(1<-»1 )-glicerol

- 0-p-D-galactopiranosil-(1 ->6)-p-D-galactopiranosil-(1 ->6)-p-D-

galactopiranosil-(1<-»1 )-glicerol

- 0-p-D-galactopiranosil-(1 ->6)-p-D-galactopiranosil-(1 ->3)-p-D-

galactopiranosil-(1 <>1)-glicerol

Ainda foram identificados outros 6ligos que por andlise da metilacdo
concluiu-se participarem de uma série de glicosil-glicerdis ramificados, na forma
de heptassacarideos.

Por esta técnica foram pesquisadas ainda as galactanas de Ampullarius sp.
(Pomacea lineata), (Feijo et al., 1975; Gorin et al.,, 1980; Petiz 1977; Borges
1977). Na galactana deste, foi observada a presenca de -carboxi-etilideno
envolvendo os carbonos C-3 e C-4, das unidades terminais ndo redutoras de
galactose (Gorin et ai, 1983).

A galactana da glandula de albimen de M. paranaguensis foi estudada por
RMN a partir do mesmo procedimento de extracdo e purificagdo empregando
Cetavlon, Corréa et al.,, 1967 (Fontana et al., 1985). O polissacarideo isolado
apresentou espectro de RMN mostrado na Figura 3, que foi realizado em

equipamento de 100MHz para o préton ou o equivalente a 25MHz para o is6topo
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13 do carbono, em D20, sem alteracdo de pH. A hidrdlise parcial com acido trifluor
acético M seguida de separacdo por coluna de celulose, forneceu dois conjuntos
de oligossacarideos, denominados de fracdo A e C, correspondendo a massa de

di-, tri-, e tetrassacarideos, com ésteres de acido (2-aminoetil) fosfénico ligados.

FIGURA 3: ESPECTRO DE 13C-RMN DO POLISSACARIDEO OBTIDO A
PARTIR DE GLANDULA DE ALBUMEN DE M.
PARANAGUENSIS, A FREQUENCIA DE 25MHZ EM D20, A A
TEPERATURA DE 70°C.

A presenca de D- e L-Galp na galactana de massa de ovos e glandula de

albimen de H. pomatia, foi primeiramente sugerida por Baldwin e Bell (1938), que

forneceu produtos de hidrélise com rotacdo 6ptica de [a]lD +54°, incompativel

com a D-galactose mutarrotada que € de [a]20 +80°, ainda que os autores nao

tenham isolado um derivado de L-galactose. Contudo, lograram éxito ao isolar um
derivado 2-benzaminazdlico de L-galactose (Bell e Baldwin, 1941); a razdo de D- e
L- isbmeros foi calculada em 6:1 respectivamente, quantidades proximas as

encontradas posteriormente para as galactanas de glandulas de albumen (May e
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Weinland, 1954 e 1956). Os mesmos autores determinaram a presenca de 1I-
galactose nos oligossacarideos obtidos por hidrélise acida, e assumiram que as
unidades terminais nao redutoras de D-Gal eram ligados em p- e que as de L-Gal
estariam ligadas em a- (May e Weinland, 1956).

N&o foi encontrado L-galactose na galactana de glandula de albumen de B.
glabrata, utilizando enzimas especificas (lacomini et al., 1981). Outras galactanas
de caramujos, como aquelas de Lymnea stagnalis da familia Basommatophora,
ordem Pulmonata (Fleitz e Horstmann, 1967) e S. oblongus (Duarte e Jones,
1971), ndo contém L-Gal. Contudo 11,8% de galactose na forma I- foi encontrada
em outras espécies, utilizando uma coluna de fase quiral para GLC com derivados
trifloroacetil-metil glicosidicos, em um polissacarideo isolado da massa de ovas
gue contém 20% de fucose, 16% de HexA e 6,5% de HexN (Bretting et 1985).

Ja a galactana de Ampullarius sp. contém 98% de D-Gal e 2% de L-Fuc
(Feijo e Duarte, 1975).

Na familia Helicidae foi encontrado de 12 a 14% de L-galactose na
galactana nativa, valores altos se comparado aos encontrados para A. fulica e
Arion sp. que apresentaram apenas tracos (Bretting et ai, 1985). Para H. pomatia,
a L-galactose, ap6s uma dregradacéo controlada de Smith, ndo foi detectada em

quantidades acima de 0,1% (Bretting et al., 1985).

2.1.1.1 Biossintese

Os caracOis adultos sintetizam em suas glandulas de albumen a galactana
como polissacarideo de reserva, cuja presenca nas ovas justifica-se para o

desenvolvimento dos embrides. Diferentes enzimas participam deste processo.
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Para inicid-lo o mais provavel ¢ que seja necessario um iniciador baseado em p-
Galp no ao qual unidades de D-Gal serdo transferidos de UDP-Gal (Goudsmit e
Ashwell, 1965). Mais do que uma enzima estd envolvida na formacgdo das
ligagbes (3(1->3) e p-(1->6). A partir de extratos de glandula de albumen de L.
stagnalis foi isolada uma UDP-Gal:p-galactosideo p-(1->3)-galactosiltransferase,
gue ¢ capaz de transferir unidades de galactose de UDP-Gal a unidades terminais
nao redutoras de galactose (Joziasse et ai, 1987).

De B. glabrata, foi isolada uma eficiente p-(1-»6) galactosiltransferase
(Stangier et al., 1995), que foi capaz de inserir a partir de [6-3H]-uridina 5-
difosfogalactose, novas unidades de D-Gal ao oligossacarideo 3-O-p-D-
galactopiranosil)-p-D-galactopiranosideo. A substituicdo nesta pendltima unidade
levou a um oligossacarideo ramificado, confirmado por 1H-RMN e andlise de
metilacéo.

Em moluscos da sub-classe Pulmonata, familia Helicidae, em analise de
metilagdo, 1,2-di-0-acetil-3,4,6-tri-O-metilgalactopiranose foi detectado, além de
outros derivados, indicando uma ligacdo (1->2). Nestes a L-Gal € encontrada
exclusivamente nas extremidades nao redutoras (Bretting et al., 1985), sendo
hidrolisada mais rapidamente da galactana nativa que a D-Gal, e cuja rotacao
Optica é significativamente negativa (Weinland 1956), indicando uma ligacédo a-.
Luttge et al., 1997, isolou das glandulas de albumen de H. pomatia uma a-(1*2)-

L-galactosiltransferase.
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2.2 Glicolipideos

Os glicolipideos podem ser descritos genericamente como compostos com
uma ou mais unidades de monossacarideos ligados por ligacdo glicosidica a uma
porcdo hidrofébica como um acil-glicerol, uma esfingosina, ceramida (N-acil-
esfingosina), ou a um prenil fosfato. Sdo considerados glicoconjugados, como as
glicoproteinas, glicopeptideos, peptideoglicanas, lipopolissacarideos o0 séo
(Chester, 1998).

A variedade dentro deste grupo de substancias é grande, com mais de 300
estruturas identificadas, cadeias glicidicas podendo atingir até 20 unidades ou
ainda constituintes como o inositol fosfato séo possiveis.

Sua nomenclatura deriva do tipo de cadeia hidrofébica ligada ao
carboidrato, quanto a este é denominado da mesma forma que glicoproteinas,
glicopeptideos e peptideoglicanas (IUPAC-IUBMB, 1985), oligossacarideos, e
carboidratos em geral.

Glicolipideos sdo amplamente encontrados na natureza, entretanto séo
caracteristicos para um determinado grupo de seres vivos (Carter et ai, 1965). E
encontrado geralmente em membranas celulares como a membrana
citoplasmatica (Kotchetkov e Smirnova, 1986), mitocondrial, bem como do reticulo
endoplasmatico, e nos vegetais, nas membranas dos cloroplastos.

A porcdo hidrofébica fica inserida na membrana, enquanto que a por¢cao
glicidica fica exposta a face externa, assim os glicolipideos participam na rigidez
da membrana bem como de processos de reconhecimento (Hughes e Sharon,

1978).
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Quanto ao numero de espécies, os moluscos constituem um dos mais
extensos grupos dentro dos invertebrados, atrds apenas dos insetos. A
possibilidade de uso como fonte de alimento estimulou a pesquisa em torno da
composicado lipidica (Kotchetkov e Smirnova, 1986). Foram investigadas 19
familias de 4 ordens diferentes. A proporcdo de carboidrato nos extratos lipidicos
varia entre 0,7 e 2,9% e pode variar drasticamente dependendo da espécie.

Na classe gastropoda, ha a predominéncia de glicolipideos polares, e os
monossacarideos mais comuns sdo a galactose e glucose, com excec¢do para o
molusco marinho desta classe, Acmea pallida, que possui a arabinose como
maior constituinte, e glucose em pequena quantidade. As ceramidas constituem a
maior parte das fragdes lipidicas, e tem como principais &cidos graxos aqueles

entre 16 e 22 carbonos.

Glicoesfingolipideos

Sdo glicoconjugados que contém uma longa cadeia amino alcool
(esfingosina) A/-acilada por um &cido graxo (R'CO2H), e um grupo glicosidico, na
forma de monossacarideo ou oligossacarideo, ligado por uma ligacdo glicosidica

a hidroxila primaria da esfingosina ou ceramida.

ch2oh H H H h

R= cadeia hidrocarboneto
R1= (CH2)i2 3
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Os (glicoesfingolipideos podem ser divididos em: glicoesfingolipideos
neutros, como o representado na estrutura 3, estes subdivididos como mono-,
oligo-, ou poliglicosilesfingosina, ou mono-oligo-, e poliglicosilceramidas; e
glicoesfingolipideos acidicos; sialoglicoesfingolipideos (gangliosideos, contendo
uma ou mais unidades de acido sialico), uronoglicoesfingolipideos (com uma ou
mais unidades de &cido urdnico), sulfoglicoesfingolipideos (com uma ou mais
unidades de éster de carboidrato sulfatado), fosfoglicoesfingolipideo (com um ou
mais grupos mono- ou diester fosfato), e fosfonoglicoesfingolipideo (com a
presenca de uma ou mais unidades de do grupo (2-aminoetil)hidroxifosforilico)
*(Chester, 1998).

Nos mamiferos os glicoesfingolipideos se inserem na membrana celular
(Critchley et ai, 1973; Klenk e Choppin, 1970), organizada como as ceramidas,
com a porc¢ao lipidica atravessando a bicamada da membrana, contribuindo para
a sua rigidez. A porcdo hidrofilica de carboidrato fica localizada na superficie
externa da membrana. (Karlsson etal., 1977)

A funcao biolégica destes compostos esta relacionada nos mamiferos com
sua rigidez, interacdo com outras células participando de processos de
reconhecimento. S&o antigenos de superficie, ou marcadores de diferenciacéo
celular; participam no controle de crescimento e na transformacdo oncogénica

(Fishmann e Brady, 1976), entre outras funcdes bioldgicas.
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Glicosilglicerolipideos
Glicosilglicerolipideos sdo o outro subgrupo, contendo um glicerol acilado
por &cidos graxos, e uma unidade monossacaridica ou oligossacaridica

glicosilando uma hidroxila primaria de uma unidade de glicerol.

ch2oh H

R= cadeia de hidrocarboneto

Apresentam uma heterogeneidade maior quanto ao numero e tipo de
monossacarideos ligados a cadeia lipidica, representados por R, na Estrutura 4. A
presenca de grupos sulfénicos ou sulfatos associados a galactose e a 6-desoxi-D-
glucopiranose é comum em alguns glicoglicerolipidio, como nos sulfolipideos de
plantas, a-D-sulfoquinovosil-(1->1)-diacilglicerol (Benson, 1963). Levantamento
bibliografico atualizado, mostra que raros trabalhos estdo presentes na literatura
sobre glicolipideos de moluscos, em particular de A. fulica com o qual nada foi

descrito para estas estruturas.

2.2.1 Caracterizacdo Estrutural de Glicolipideos

A determinacao estrutural é realizada primeiramente em conjunto e depois
cada parte, carboidrato e cadeia hidrofébica, separadamente pelas técnicas

usuais inerentes a cada grupo.
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A esfingosina pode ser identificada por CCD, na forma de base livre ou
ainda como derivado 2,4-dinitrofenil (Karlsson e Martensson, 1968). Métodos
colorimétricos podem ser usados baseados na formacéo de cor com laranjado de
metila (Carter et ai, 1965). A determinacdo da composicdo de acidos graxos €
usualmente realizada a partir dos metil ésteres, por GLC, com tratamento do
glicolipidio por MeOH-HCI (Makita e Yamakawa, 1962). Para aumentar a
volatilidade dos metil ésteres dos a-hidroxi &cidos, eles s&o metilados ou

trimetilsililados (Capella etal., 1968).
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Determinacéao Estrutural de Carboidratos e

Glicoconjugados por Espectroscopia de RMN

A determinacdo da estrutural de carboidratos até os anos 70, era realizada

basicamente por analises quimicas (Aspinall 1982), que exigiam uma demanda de

amostra relativamente grande, de execucao laboriosa, e por vezes de resultados

ndo fielmente reprodutiveis (Dutton et al., 1982). O desenvolvimento tecnolégico

influenciou de maneira substancial a elucidacdo de estruturas de carboidratos de

complexa construcdo e de glicoconjugados, como a especrometria de massa

adaptada a cromatografia gasosa a partir de 1964 (Laine 1990), e com impacto

maior ainda a espectroscopia de RMN.

TABELA 1. COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS ANALITICAS DA QUIMICA
DE CARBOIDRATOS

Método

Analise quimica

Analise de metilacao

Espectrometria de
massa (FAB-MS,
MALDI-TOF, ESI-
MS)

Espectroscopia de
RMN

Vantagens e limitagdes

Quantifica as unidadesde agucar presentes; permite a
determinacao da configuracéo absoluta dos diastereoisbmeros
glicosilados (D- ou L- isdbmeros). Destrutiva

Define os acUcares Terminais, pontos de ramificacéo e
posicao das ligacbes. Nao informa a sequéncia. Destrutiva

Informacdes confiaveis da composicao do agucar e dos
substituintes ndo carboidratos. Pode ou nédo informar a
sequéncia. Tipo de acucar ndo definido. N&o informa sobre
configuracdo anomérica, e informacfes sobre o tamanho do
anel séo indiretas. Destrutiva

Muitos sinais indicam o tipo de agucar e a configuracédo
anomeérica, a sequéncia e a ligacdo podem ser obtidas.
AcuUcares incomuns podem ser identificados e a posicao de
substituintes ndo carboidratos pode ser definida. Nao
destrutiva
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A espectroscopia de RMN do is6topo 13 do carbono (13C-RMN) tem
grande utilizag&o diretamente na determinacdo imediata de carboidratos, ou ainda
associada a outras técnicas classicas de quimica de carboidratos. Os resultados
de 1C-RMN podem contribuir para a determinacdo por assinalamento dos
deslocamentos quimicos dos tipos diferentes de unidades de um polissacarideo,
ou ainda como “fingerprint" caracteristico de determinada estrutura, com
aplicacado taxondmica por exemplo (Gorin e Spencer, 1970). Com sinais bem
resolvidos em uma ampla janela espectral os espectros de 13C-RMN sédo
razoavelmente interpretados, porém limitacdes quanto a sobreposicdo de

ressonancias e a quantidade de amostra exigem protocolos diferenciados.

TABELA 2: RESPOSTAS DOS ESPECTROS UNIDIMENSIONAIS

Pureza Nao gasta tempo com outras técnicas mais demoradas. Pode
ser com RMN de proton, onde a presenca de ressonancias
alheias aos sinais esperados indica impurezas ou de

substituintes ndo carboidrato.

Numero de residuos O numero de ressonancias na regido anomérica sugere o
namero de unidades. Pode usar o DEPT de 13, para

contabilizar os CH2 de C-6 presentes e 0s respectivos C-1.

Substituintes Pode usar espectros de proton, carbono ou fésforo, com sinais
caracteristicos. Carbonos substituidos normalmente tém seu 6
modificado.

Configuragéo Sdo trés métodos comumente aplicados: correlagdo de

deslocamento quimico, determinacéo de 3Jhi,hz0u de 1Jci,m

Oligossacarideos naturais ou produtos de hidrélise de um polissacarideo
original, podem ser usados na determinacdo por 13C-RMN dos sinais

constituintes do mesmo (Colson et ai, 1974). Este tipo de estratégia € muito
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usual, contudo, a sobreposicdo de sinais inviabiliza a determinacdo de todos os
deslocamentos quimicos (Bernstein, 1983).

A ressonancia de 13C-RMN foi utilizada na determinagcdo da estrutura de
glucana de Tremella mesenterica (Jennings et al., 1973), com ligacdes (1->4) e
(1->6). A glucana com sinais em 6 101,6, 6 101,0 e 599,2 foi comparada quando

a configuracdo anomeérica aos padroes de:

maltitol, 4-O-a-D-glucopiranosil-D-glucitol com sinal em 5101,7 para a
extremidade néo redutora
- isomaltose, 6-0O-a-D-glucopiranosil-D-glucopiranose, 599,3 para a
extremidade ndo redutora ligada ao C-6.
- panose, 0-a-D-glucopiranosil-(1 ->6)-0-«-D-glucopiranose-(1
glucopiranose 599,3 para a extremidade n&o redutora ligada no C-6
da glucopiranose com 5 101, O- ligada a extremidade redutora em C-4
desta.
- Maltose, 4-O-a-D-glucopiranosil-D-glucopiranose, com C-1 nado redutor
em 5 100,8
Padrdo de amilose foi utilizado para determinar a cadeia ligada (1-"4),
guanto ao carbono anomérico e o deslocamento quimico de C-4 e C-6 nao
substituido. Concluiu-se que os sinais anoméricos de C-1 das unidades a-(1->4) e
das unidades ligadas a glucopiranoses substituidas em a-(1->4) e ligadas por C-1
em uma unidade C-6 substituida tém deslocamento quimico entre 5101,6 e
5101,0, e 599,2 , respectivamente.

Bernstein et al.,, sugeriram protocolo para a determinacédo estrutural de

oligossacarideos baseado na derivatizacdo destes em derivados metilados, onde
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0 grupo metil seria constituido de trés atomos de deutério em substituicdo ao
hidrogénio, assim produzindo espectros de 13C-RMN e de espectroscopia de
proton (IH-RMN) com linhas melhor resolvidas e com inomogeinedade de campo
menor que a produzidas em solvente de éxido de deutério (D20, agua deuterada)
(Bernstein e Hall, 1982). Para resolver as sobreposi¢cdes de sinais, os autores
realizaram esperimentos em duas dimensdes, aproveitanto os acoplamentos

entre prétons entre si, e entre protons e 13C.

TABELA 3: ALGUNS DOS PRINCIPAIS EXPERIMENTOS BIDIMENSIONAIS E
INFORMACOES NA DETERMINACAO ESTRUTURAL DE
CARBOIDRATOS

Experimento  Irradiado/observado Informagéo

COosy 1H-1H Acoplamento entre prétons vicinais

TOCSY H-1H

Correlacdo entre prétons vicinais e proximos,
dentro do anel

ROESY H-1H Correlacoes espaciais entre  protons
préximos mas que nao compartilham elétrons

HMQC >.°0 Acoplamento entre um préton e seu carbono
diretamente ligado

HMBC X Acoplamento entre prétons e seus carbonos

proximos, dentro do anel ou no espaco

O protocolo utiizado por Jones (1994), envolve técnicas
monodimensionais, como 1H-RMN, 13C-RMN e 31P-RMN, e bidimensionais como
HMQC (ou ainda HSQC) para gerar um espectro de 13C-RMN quando pequenas
quantidades de material estdo disponiveis, DQF-COSY (Duble Quantum Filtered

Correlation Spectroscopy) na medida das constantes de acoplamento entre
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prétons vicinais, TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) na determinacdo dos
deslocamentos quimicos (6) e assinalamento dos protons das inidades, e ROESY
(Rotating frame Overhauser Effect Spectroscopy) na determinagdo da ligacao
glicosidica.

A grande guantidade de oligossacarideos com deslocamentos quimicos
para 1H e 13C determinados (Gorin et ai, 1981), o implemento de resolucdo de
equipamentos sofisticados possibilitando a aplicacdo de técnicas bidimensionais
que resolvem boa parte das sobreposicdes de prétons e carbonos, torna a
determinacdo da estrutura de polissacarideos mais rapida e completa (Bernstein
1983, Gorin 1981). O conjunto de experimentos otimizados agiliza a determinacao
estrutural de glicolipideos (Evans, 1996; Inagaki, 1992; Machado, 1996),
alicoproteinas  (Vliegenthart 1997); oligossacarideos (Agrawal, 1992) e

polissacarideos (Gorin 1981; Barreto-Bergter e Gorin, 1983; Jones, 1994)
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4 Objetivos

Objetivo Geral

Extrair, isolar, e caracterizar estruturas polissacaridicas e glicoconjugados
de origem natural, utilizando como fonte as glandulas de albumen do
molusco A. fulica. Para tanto, serdo analisados os componentes das

fracOes aquosa e lipidica:

Objetivos Especificos
. Da fracdo aquosa, isolar e identificar polissacarideo, seus produtos de
degradacdo sequenciada de Smith, produtos de hidrélise parcial, e por
técnicas de ressonancia magnética nuclear mono (IH-RMN, 13C-RMN) e
bidimensionais (COSY, TOCSY, HMQC, e, ROESY), CG-EM, e espectrometria
de MS, caracteriza-los quanto a sua:
* Composicao qualitativa e quantitativa: natureza e numero de
constituintes monossacarideos
Tipo de anel presente nos constituintes monossacarideos
Configuracdes das ligacdes glicosidicas: a ou (3
Tipo das ligacdes glicosidicas quanto ao carbono envolvido;
Sequéncia das unidades de monossacarideos, incluindo a

ocorréncia de pontos de ramificacéo
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v Estabelecer estudos comparativos com estruturas polissacaridicas

isoladas de outros moluscos.

Por meio de processos extrativos consecutivos isolar da fracdo lipidica,
glicoglicerolipideo, identificando-o e caracterizando-o estruturalmente quanto
ao carboidrato e quanto a composicado dos acidos graxos, utilizando técnicas

de RMN, mono (1H-RMN) e bidimensionais (HMQC), CG-EM
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5 Materiais e Métodos

5.1 Métodos Gerais

Foram utilizados neste trabalho, padrées de 3-0- e 6-0-p-D-
galactopiranosil-galactopiranose, cedidos pelo Dr. P. A. J. Gorin, e a galactana
isolada de glandula de albumen de M. paranaguensis, cedida pelo Dr. M.

lacomini.

5.1.1 Cromatografia em Papel (CP) dos Mono e Oligossacarideos de Galactana

de Glandula de Albumen

Para a galactana e oligossacarideos provenientes de hidrdlise total ou
parcial: papel Wathman ne 1 (1 mm) foi utilizado para cromatografia em papel
analitica e Watman na3 (3 mm) para cromatografia preparativa, o solvente
utiizado em ambos os casos foi 5:3:3, a saber, n-butanol-piridina-agua, e
reveladas com nitrato de prata-hidroxido de sddio (Trevelyan et ai, 1950).

Para glicolipideos: Cromatografias em CCD (CCD: cromatografia em
camada delgada) foram realizadas em placas de aluminio revestidas com silicagel
60 (20 x 20 cm, 0,2 mm; Merck N.5553). o sistema solvente utilizado foi CHCI3
MeOH-H2), na razdo de 60:25:4 (Machado, 1996). A deteccdo dos glicolipideos

foi realizada com coloracao pelo método de orcinol/H2So4 (Koscielak et al., 1978).
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5.1.2 Cromatografia Gasosa, Espectrdmetria de Massa

Foi utilizado o cromatdgrafo gasoso marca Varian, modelo 3300, acoplado
ao espectrometro de massa como detector, na faixa entre 20 e 600 m/z, da marca
Finnigan modelo ITD800, com impacto eletronico de 70meV, e sistema detector
ITD ("lon Trap Detector"). As colunas usadas para as analises foram de silica
revestida com fase liquida, de 30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro
interno; diferentes colunas foram usadas.

Para os derivados alditois acetatos provenientes de hidrolise total da
galactana foram analisados na coluna DB-225 (OV-225 compativel), com a
seguinte rampa de temperatura: injetor iniciando a 50°C, aguardando nesta
temperatura por 1 minuto, quando a temperatura se eleva numa razao de 40°C
min'l até atingir a temperatura de 230° permanecendo assim por 30 min, tempo
suficiente para a corrida de pentitois, hexitéis e inositois acetatos.

Para a andlise dos acidos graxos metanolisados, tanto do extrato organico,
como dos provenientes da metandlise do glicolipideo, foi utilizada a coluna DB-23
com rampa de temperatura iniciando em 50°C, permanecendo por 1 min, a seguir
a coluna atinge 150°C numa razdo de 40°C.min'1 permanecendo por 1 min, sobe
entdo para 170°C, a 40°C.min'lpermanecendo novamente 1 min, e por fim, a uma

razao de 4°C min'latinge 210°C, permanecendo por cerca de 30 min.

5.1.3 Derivados Alditéis Acetatos: Reducao e Acetilacédo

Os monossacarideos produzidos por hidrélise total do polissacarideo foram

derivatizados na forma de alditdis acetatos volateis. Para tanto, estes foram
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reduzidos com pequena quantidade de boroidreto de sédio (NaBhU), por cerca de
15 horas, a temperatura ambiente. Ao fim, a solugdo foi neutralizada com acido
acético, e os ions sodio removidos por resina catibnica DOWEX 50W (fortemente
acida). A solucdo de alditdis € concentrada a baixa pressdo, e o acido borico
formado, retirado por codestilagdo com metanol, na forma de borato de trimetila.
A acetilacdo deste material é realizada com uma mistura de anidrido
acético:piridina (1:1, v/v), a temperatura ambiente por 15h (Slonecker 1972). A
reacdo € interrompida com adicdo de gelo e agua gelada, os alditéis acetatos
formados sdo separados por fase em cloroférmio. Para eliminar a piridina residual
a fracdo organica foi submetida a separacéo alternada de agua gelada e solucéo
a 3% de sulfato de cobre, até coloracdo negativa (solucdo de CUSO4 permanece

azul claro). A fase clorférmica é separada e seca, e 0os acetatos de alditois assim

formados, prontos para a analise em cromatégrafo gasoso.

5.1.4 Metandlise do Glicolipideo

O glicolipideo apéds todas as andlises nao destrutivas (RMN), foi submetido
a metanolise em solucédo de HCI a 3% em metanol sob aquecimento de 80°C por
1 h. Ao fim deste tempo, foi adicionado a solucdo resfriada, quantidade de
cloroférmio e agua gelada. Da fase orgéanica retirou-se o conjunto de ésteres
metilicos, analisados por CG-EM, e da fase aquosa, 0 constituinte
monossacaridico, que apdés hidrolise acida total, reducdo e acetilacdo foi da

mesma maneira analisado por CG-EM.
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5.2 Processos de Extragcao

Dissecacdo dos moluscos. 18 espécimes do mesmo lote fornecidos pela
empresa beneficiadora de escargot Changrinet LTDA, foram descongelados e
imediatamente dissecados, retirando separadamente as glandulas de albumen, o
coracdo-pulmdo, bem como o aparelho digestivo; os orgdos extraidos foram
colocados em frascos com acetona (agente desidratante) onde permaneceram
por 24 h. Para pesagem as glandulas foram secas por alguns minutos sobre papel
toalha, contra fluxo de ar levemente aquecido; o peso obtido foi de 19.6 g. As
glandulas foram entdo moidas em Blender, numa solu¢cdo de CHCb-MeOIH 2:1, e
em seguida submetidas a extragcdo a 60°C em refluxo por 4 h, neste mesmo
solvente. O material era filtrado e o residuo foi submetido a nova extracdo por
mais duas vezes. O filtrados de cada extracdo foram unidos e secos a
temperatura de cerca de 40°C, e, cromatografados em CCD. O peso desta fracéo
foi de 450 mg, e foi denomidada de ACAf; a composicao de acidos graxos desta
fracdo foi obtida por CG-EM.

O residuo, 10,4 g, denominado de BA, foi submetido a novos processos
extrativos para obtencdo da galactana, e uma aliquota foi utilizada para analise de

13C-RMN. Um fluxograma do processo de extragdo se encontra na Figura 4.

5.2.1 Obtencédo do Glicolipidio a partir da fracdo ACAT de Glandula de Albumen

de A. fulica

A fracdo ACATf, correspondendo aos extratos lipidicos brutos somados, foi
submetida ao procedimento de Folch (Folch et ai, 1957). O método de purificacdo

consiste em adicionar solucéo de cloreto de potassio 0,1 M em volume equivalente
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a cerca de um quinto do volume total. A mistura obtida foi transferida para funil de
separacao, agitada vigorosamente por 3 min. Apés repouso ha a separacdo das
fases. Cada fase era entdo submetida a nova purificacdo, utilizando-se como
solvente as fases tedricas de CHCI3:MeOH:KCI 0,1 M, em proporcdes de
0,3:4,8:4,7 e 8,6:1,4:.0,1, respectivamente para as fases inferior e superior, em
volume suficiente para restituir o volume inicial (Machado, 1996). O procedimento
todo foi realizado duas vezes consecutivas, e as fazes obtidas foram reunidas,
superior com superior e inferior idem. Para cada uma foi realizada CCD, com
revelacdo por orcinol, na busca de glicolipideos, assim, a camada inferior foi
evaporada até secura e submetida a fracionamento.

Uma coluna de acido silicico foi empregada para o isolamento de
glicolipidios. O material dissolvido em CHCI3, na proporcao de 10 mg/g, fracao/ac.
Silicio), foram aplicadas e eluidas com cerca de 100 ml de solvente de metanol
em cloroférmio com razdo de metanol a 5, 10, 15, 20, 25, 30%. O processo de
isolamento foi acompanhado por CCD, e, as fracbes com mesma composi¢ao
foram reunidas e re-purificadas. Por fim, um glicolipideo foi isolado, identificado
primeiramente contra padrdo em CCD, indicando ser um monoglicosilgliceridio.

Este produto foi entdo denominado A1Af.

5.2.2 Isolamento da Galactana de Glandula de Albiumen de A. fulica

A fragdo BA (10,4g), correspondendo ao residuo da extracdo lipidica, foi
tratada sucessivamente com uma solucdo de 2% de NaOH por 4 h a 80°C, a
solucédo resultante foi acidificada com acido acético aquoso a 4%, seguido por 8h

a 40°C, e posterior didlise fechada. O material retido no saco de dialise foi
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reprocessado mais duas vezes da mesma maneira, e as aguas de dialise foram
reunidas. O material assim tratado foi dialisado com saco de poro que retém
moléculas de massa molecular acima de 12-16.000, em sistema fechado. A agua
de didlise, contendo os componentes menores do que o poro, foi concentrada e o
material dissolvido nesta levado a secura, este material foi denominado H20dial.
O material retido foi denominado B1S2P3; este foi levado a pH 7,0 (solu¢cdo KOH
1M) e adicionado de um sal de amonio quaternario (cetil trimetil amonio,
usualmente, Cetavlon); o precipitado formado foi separado por centrifugacdo a
3.000 rpm por 20 minutos e denominado p70. O sobrenadante foi levado a pH
8,5, com tampdao borato 3%, e o precipitado formado, foi descomplexado com
acido acético 2M, e precipitado em etanol gelado, e por fim, separado por

centrifugagéo (3.000 rpm, 20 minutos); denominado p85 forneceu cerca de 8,8g.

5.2.3 Hidrélise Total da Galactana

Os polissacarideos foram submetidos a hidrélise total para analise da
composicdo monossacaridica, com acido trifluor acético (TFA) 1,0 M a 100°C,

durante 8 horas.

5.2.4 Producao dos Oligossacarideos por Hidrolise parcial da Galactana

O material do precipitado em pH8,5 (p85) foi submetido a hidrolise acida
parcial com TFA 0,1M a 100°C, durante 3 horas (Adams et al., 1962; Aspinal
1982), e cromatografado em papel W1 contra padrdes de galactose e rhamnose

(Figura 4). Além de galactose, pequenas quantidades de componentes de menor
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deslocamento no solvente utilizado (5:3:3) foram observados. Com a intengédo de
separa-los na busca de oligossacarideos, os materiais foram separados por
cromatografia em papel preparativa e denominados p85-a (Rgal 0.73); p85-b

(Rgal 0,45); p85-c (Rgal 0,26); p85-d (Rgal 0,078).

5.2.5 Degradacdes Sequenciadas da Galactana de Glandula de Albumen de A.

fulica

As degradacdes sequenciais do tipo Smith foram realizadas dissolvendo
1,1 g de polissacarideo de glandula de albumen de A. fulica em 50 ml de agua
destilada e adicionado de 50 ml de solu¢do 0,1 M de periodato de sodio para uma
concentracédo final de 0,05 M. Esta solucdo permaneceu durante 72 h ao abrigo
da luz, a temperatura ambiente. O excesso de periodato de sédio da solucao foi
removido por adicdo de etileno-glicol (10 ml) e entdo dialisado contra agua
corrente por 12 h; seguida de adicdo 2 mg de boroidreto de sédio até pH 10 para
reducdo dos acetais ciclicos formados, permanecendo por 12 h. O material é
neutralisado com acido acético 2M, em seguida acidificado até pH 2 com &acido
acético e submetido a uma hidrtolise parcial durante 30 minutos a 100°C sob
refluxo, e nova didlise contra agua corrente é realizada, permanecendo por 12
horas. O material resultante, retido no saco de diélise € liofilizado, solubilizado em
agua deuterada (99.95%) e analisado por técnicas de RMN, e em seguida o

processo degradativo foi repetido sequencialmente.
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5.2.6 Espectrometria de Massa de Spray  Eletrénico (ESI-MS)  dos

Oligossacarideos de Hidrélise Acida Parcial de Galactana

Espectros de ESI-MS (Electospray-ionisation-mass spectrometry) foram
obtidos com um equipamento Micromass Quattro LC duplo quadrupolo. Espectros
foram obtidos no modo ion-negativo, com calibracdo por Csl. O solvente de
andlise foi H20-HCO2H 0,05% (v/v)-acetonitrila (1:1). Os 6ligos foram diluidos em
H20-HCO2H 0,05% (v/v), e em seguida diluidos 1:1com acetonitrila.

Para a aquisicdo dos espectros foi utilizado uma faixa de massa de 100 a
900 m/z, "inter delay scan" de 0,10 s em sistema de aquisicdo de data continuo,

tempo de aquisicdo de 0,20 sa 1,60 s.

5.3 Meétodos Espectroscopicos: RMN

As andlises estruturais de ressonancia magnética nuclear (RMN) mono e
bidimensionais foram realizadas em equipamento da marca Bruker, modelo DRX
400, série AVANCE, probe widebore, de 5 mm de diametro externo, em diferentes
solventes deuterados, a temperaturas de 30°C para glicolipidio e
oligossacarideos, 70°C para polissacarideo nativo, ou degradados de Smith. Foi
usado o pico de 6 2,224 da acetona como padrdo interno para 1H-RMN e de 6
30,2 da acetona para 13C-RMN. Para analises de 31P-RMN, o acido fosférico em 6
0,00 foi usado como padréao externo.

Para os experimentos de 1H-RMN, foi utilizado primeiramente uma
sequéncia de um pulso a 30°, seguido de programa de pulso simples de 90° com
sequéncia de pré-saturacdo, para ambos: janela espectral de 8250,81 Hz, com

frequéncia para o préton de 400,1319 MHz.
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O experimentos de 13C-RMN foram realizados a uma frequéncia de
100,6185 MHz, janela espectral de 260 PPM.

O experimento de 13C-DEPT acrénimo de "Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer" (Doddrell et al., 1982), é um expel
sequéncia INEPT ("Insensitive Nuclei Enhancement by Polarization Transfer")

(Morris e Freeman, 1979) e usa a técnica de transferéncia de polarizacdo para

observacdo de nucleos com baixa constante giromagnética (y), como 1

acoplados a prétons. Com a variacado do angulo de transferéncia de polarizacao
(02, pode-se a proporcionar um espectro seletivo para CH, CH2 e, CH3 O 0z
utilizado foi de 135°, e foram obtidos espectros com CH e CH3 em fase positiva
em relagcéo a linha de base e CH2 negativos. A janela espectral usada foi de 220
PPM, com frequéncia para o 13C de 100,6185 MHz, e resolucao de 32K.

O experimento de COSY (Correlation Spectroscopy) foi realizado segundo
Nagayama et al (1980), com sequéncia de presaturacao, e angulo de 45° para o
segundo pulso da sequéncia. Foi utilizado uma matriz de 1K por 1K (f1:f2), e
janela de 10,31 por 10,31 PPM.

O TOCSY de "Total Correlation Spectroscopy” foi usado na determinacgéo
dos proétons intraresiduos. A sequencia de chaveamento de spin (traducéo livre de
"spin lock™ usada foi MLEV-17, com tempo de mistura ("mixing time") de 2,5
msec). (Bax e Davis, 1985).

O experimento HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
spectroscopy), conhecido também como INVERSE, correlacionando protons a
carbonos com 13h,c (Bax e Subramanian, 1983; Bax et al., 1986), foi realizado

com matriz de 1K por 2K (f1:f2), com 8 pulsos, e janela de 10 PPM por 160 PPM
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para 1H e 13C respectivamente. Do mesmo modo o HMQC-TOCSY realizado para
confirmar os assinalamentos da galactana, com o tempo de mistura de 2,5 msec
(Lernere Bax, 1986).

O HMQC-DEPT foi realizado a partir da sequéncia de HMQC, utilizando a
sequéncia INEPT, com pulso em 180°. Os CH2 se apresentam como
acoplamentos positivos em dupletes com a constante 13h,c, € os CH e CHS3,

negativo (Kessler et ai, 1989).
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6 Resultados e Discusséao

Os experimentos desta tese foram realizados no grupo de Quimica de
Carboidratos, no Departamento de Bioquimica da UFPR, que produziu parte
substancial do conhecimento sobre galactanas e outros compostos extraidos de
caracois, com varias teses e trabalhos publicados sobre o assunto (Duarte,
Corréa, lacomini, Feij6, Honda, Petiz, entre outros). Diferentes géneros, espécies
e metodologias foram utilizados no processo continuo do conhecimento,
participando paralelamente ao desenvolvimento das técnicas analiticas envolvidas
na determinacéo estrutural de carboidratos.

O A. fulica é um molusco comestivel, genéricamente denominado de
"escargot"; criado para consumo como alimento requintado, encontra mercado em
restaurantes paranaenses e de estados vizinhos. Os animais utilizados neste
trabalho foram doados pela Changrinet LTDA, maior empresa de abate e
comercializacdo do estado do Parana, localizada em Colombo, cidade
metropolitana de Curitiba.

Para a extracdo os 20 animais foram descongelados, suas cascas foram
cuidadosamente quebradas de maneira a expor a glandula sem danifica-la, que
foi removida e mergulhada em acetona. Nem todos os animais possuiam glandula
bem desenvolvida, e dos vinte animais 16 glandulas depois de secas pesaram
19,6 g, posteriormente moidas em liquidificador, e submetidas a processo
extrativo com CHCI3MeOH (2:1), sob refluxo, para a retirada dos componentes
lipidicos. Este procedimento foi repetido trés vezes, sempre comec¢ando com nova

solucdo de cloroférmio-metanol, juntando os sobrenadantes, como descrito no
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item 5.2 de Materiais e Métodos. Obteve-se na fracdo cloroférmica o total de
lipideos da glandula, analisados por CG-EM, contendo principalmento éacidos
estedrico e palmitico, Tabela 8.

O residuo da extracdo organica, contendo compostos hidrofilicos,
carboidratos de baixo peso molecular, polissacarideos como a galactana, entre

outros polissacarideos.
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FIGURE 4. FLUXOGRAMA DE EXTRACAO DAS FRACOES DE GLICOLIPIDEO E
POLISSACARIDEOS
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6.1 Galactanas de A. fulica

Os processos extrativos de galactana de caracdis foram bem estabelecidos
(Corréa et ai, 1964, Duarte e Jones, 1971), apesar de variacdes no método de
deproteinizagdo quer seja utilando enzimas proteoliticas, Sevag, ou ainda, p-
eliminacdo. De qualquer modo, para assegurar sua eficacia, o processo de
purificacdo da galactana foi monitorado por espectros de 1H-RMN e 13C-RMN,
Figura 5 e 6, que serdo discutidas a frente.

A patrtir da glandula residual (BA), o passo seguinte foi a desproteinizacao,
gue consistiu tratar o residuo primeiramente com soda, com temperatura de 80°C
por 4h, a solucdo resultante foi acidificada com acido acético e aquecida a 40°C
por 8h, e posterior dialise fechada. O material retido no saco de dialise foi
reprocessado mais duas vezes da mesma maneira, e as aguas de dialise bem
como os materiais insoluveis de cada uma destas trés, foram reunidos. Deste
modo foram obtidas mais duas fracdes, o material de baixa massa molecular
englobando ai peptideos, aminoacidos, oligo- e polissacarideos, material este que
foi denominado H20dial (este material foi reservado para estudos posteriores); e
outro chamado B1S2P3, que foi 0 que se manteve retido dentro do saco de
didlise, e assim com massa molecular maior que 14.000. A fracdo B1S2P3 foi
purificada por um detergente comumente chamado de cetavion. Em pH7,0 o
material precipitado foi deixado em reserva, e uma vez em pH8,5 o precipitado
formado foi separado. A composicdo monossacaridica realizada por CG-EM dos
derivados alditéis acetato do hidrolisado total deste polissacarideo indicou tratar-

se de uma galactana, pois galactose foi 0 Unico monossacarideo encontrado.
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FIGURA 5 ESPECTROS DE 1H-RMN DE (a) DA FRACAO BA, MATERIAL
INSOLUVEL EM CLOROFORMIO-METANOL, (b) DO MATERIAL
H20DIAL, CORRESPONDENDO AOS COMPOSTOS DE BAIXO
PESO MOLECULAR QUE PASSARAM PELOS POROS DO SACO
DE DIALISE. (c) DE B1S2P3, MATERIAL ANTES DA PURIFICACAO
COM CETAVLON, (d) DO PRECIPITADO EM PHS8,5, DENOMINADO
P85.
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Observando-se na Figura 5, o0 espectro de 1H-RMN da fracdo BA,
apresentou grande variedade de sinais que foram agrupados em trés regides
principais quanto a deslocamento quimico caracteristico de certos radicais. Na
regido 1, o que geralmente se apresenta na faixa entre 6 a 7 PPM s&o potons
diretamente ligados a carbonos envolvidos em duplas ligacdes, e entre 8 a 9 PPM
prétons ligados ao nitrogénio (o0 espectro de COSY desta regido compreendendo
os acoplamentos de 1HN1Ha é usual como "fingerprint" para proteinas (Cavanagh
et al., 1995)). A Regido 2 engloba os prétons de H-1 a H-5 de pentoses e H-1 a H-
6 de hexoses bem como H1 a H-5 dos deoxi-acucares, além dos protons a de
peptideos e proteinas na regido ao redor de 4 PPM. A terceira regido €
caracteristica de proétons ligados a carbonos de CH2 e CH3 que variam seu
deslocamento quimico dependendo do substituinte, mas geralmente entre 0 a 3
PPM.

Na Figura 6, pode se observar as regibes caracteristicas para o
deslocamento quimico de carbonos em diferentes ambientes quimicos. Na regiao
1, entre 160 e 200 PPM, observa-se a ressonancia do carbono de carboxila, ou
carbonila de aldeido e cetonas, ésteres. Na regido 2, entre 110 e 130 PPM,
ressonam carbonos aroméaticos de alcenos. A regido apresentada como 3,
compreendendo os carbonos ligados a hidroxilas, ressonam entre 58 a 115 PPM,
encontra-se ai a maior fonte de informacédo para a analise de carboidratos, pois
nesta regido do espectro € que se observam 0s sinais caracteristicos de
carboidratos. Os sinais na regiao 4, entre 40 e 70 PPM correspondem a grupos

CH2 nao hidroxilados, e em sua grande maioria a carbonos aminados,
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FIGURA 6: ESPECTROS DE 13C-RMN DOS MATERIAIS (a) DA FRACAO BA,
MATERIAL INSOLUVEL EM CLOROFORMIO-METANOL, (b)
MATERIAL H20DIAL, CORRESPONDENDO AOS COMPOSTOS
DE BAIXO PESO MOLECULAR QUE PASSARAM PELOS POROS

DO SACO DE DIALISE, (c) DE B1S2P3, MATERIAL ANTES DA

PURIFICACAO COM CETAVLON, (d) DO PRECIPITADO EM PHS8,5,
DENOMINADO P85.
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principalmente de amino acidos, e peptideos (Figura 6b), evidenciados devido a
sua melhor solubilidade e menor anisotropia de deslocamento quimico. Na regiao
5, entre 0 e 40 PPM, ressonam carbonos de radical metil ligado a diferentes
grupos. Esta ultima regido, compreende os sinais de deoxi-agucares, ramnose e
fucose, entre 16 e 18 PPM, além de sinais de metila de grupos acetil (20-25
PPM). Os espectros apresentam graus de pureza crescentes quanto a
evidenciag&o dos sinais referentes a carboidratos.

O espectro de 13C-RMN, Figura 8, € semelhante a galactopirana analisada
por lacominietal., ( n@rin 1983) e Petiz1977. O espectro de 13C-RMN obti
foi muito semelhante ao de Megalobulimus paranaguensis (Fontana et al., 1985),
Figura 7. A galactana de M. paranguensis tinha na sua composi¢cdo o &cido (2-
aminoetil) fosfénico, cujo C-1 diretamente ligado ao fésforo se apresenta com
acoplamento de 132Hz centrado em 6 26,1.

Na Figura 9 evidencia a semelhanca entre os dois polissacarideos uma vez
gue os espectros bidimensionais destes apresentam 0s mesmos acoplamentos de

proton e 13C.



1985)

FIGURA 8: ESPECTRO DE 13C-RMN DA GALACTANA DE FUUCA



45

?l? _]n ro rnjo :J €2i><_l>c(?0 COOI cn
= U j* | |
1
_A_
e
t a
é
6
» . 1 &
* 16
9
1
0 .,
v Y 9 v
& |
S — ~ I W— T e

cn

FIGURA 9. ESPECTRO DE HMQC DO POLISSACARIDEO ISOLADO DE
GLANDULA DE ALBUMEN DE (a) M. paranaguensis, e (b)  fulica
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Aplicando o protocolo de Colson et al (1974), na determinacéo estrutural do
polissacarideo integro, bem como no assinalamento dos deslocamentos quimicos
de protons e carbonos deste foram utilizados os valores obtidos a partir de
padrdes e também dos oligossacarideos produzidos por hidrélise parcial (Honda
et al., 1978). Estes oligossacarideos serviram como bloco estrutural para o
polissacarideo nativo (Gorin, 1981). A descricdo dos procedimentos de obtencéo
dos oligossacarideos foi apresentada em materiais e métodos, e a sistematica de
determinacdo estrutural por técnicas de RMN mono e bidimensionais é agora
demonstrada.

Relembrando, o material do precipitado em pH8,5 (p85) foi submetido a
hidrélise acida com TFA 0,1 M e cromatografado em papel W1. Além de galactose,
pequenas quantidades de componentes de menor deslocamento no solvente
utilizado (5:3:3). Com a intencdo de separa-los na busca de oligossacarideos, o0s
materiais foram separados por cromatografia em papel preparativa e
denominados p85-a (Rgal 0.73); p85-b (Rgal 0,45); p85-c (Rgal 0,26); p85-d (Rgal

0,078), como indicado na Figura 10.
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FIGURA 10: CP ANALITICA DA HIDROLISE ACIDA DA GALACTANA DA
GLANDULA DE ALBUMEN DE fulica

Os oligossacarideos de hidrélise parcial foram analisados por técnicas de
RMN, e os resultados foram os seguintes:

p85-a: diferentes técnicas de RMN foram utilizadas na determinagcdo da
estrura deste oligossacarideo. O espectro de IH-RMN demonstrou a presenca de
trés sinais anomeéricos 55.28 (3JH, h21,5Hz), 54.62(3H, h27,5Hz), e 54.60(3IH],
h27,5Hz); isto parece indicar um dissacarideo com a extremidade redutora nas

formas a e p.

O espectro de 1C-RMN mostrou sinais com o mesmo delocamento
quimico da galactopiranose livie em solugdo em mutarotacdo, em 592.146 e
96.158, respectivamente a e p anémeros; dois sinais em 5 104.297 e 5 104.254
com intensidades relativas semelhantes aos sinais de a e p redutores,
correspondentes a metil-galactopiranosideo. O sinal em 5 82.42 indica uma
ligacdo em C-3, bem como o de 579.30 (observar que no oligo p85-b estes sinais

ndo aparecem). O espectro de 13C-DEPT135 que evidencia os carbonos
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metilénicos (CH2-) mostrou dois conjuntos de sinais invertidos em 560.92, e
561.10, correspondendo aos C6 de ambas as galactoses do oligossacarideo,

definindo que o composto ndo possue uma substituicdo (1->6), Figura 11.

BC-RMN

lio T % 85 'B 65 60

C6
v

1C-DEPT135

FIGURA 11: OLIGOSSACARIDEO P85-A: AMPLIACAO DA REGIAO

ANOMERICA DO ESPECTRO DE 1H-RMN; i3C-RMN AMPLIADO

NA REGIAO DE C1 A C6, INSERTO REFER-SE A REGIAO DE CH2,
SUBSTITUIDO OU NAO, DO EXPERIMENTO DEPT135.

A partir dos protons anoméricos, foram obtidos os deslocamentos quimicos

do prétons vicinais através do acoplamento existente e mostrado no experimento

de COSY (Correlation Spectroscopy), onde o sinal 55.28 mostra um sinal de

acoplamento com o sinal de 53.98, e assim suscessivamente até o sinal de

acoplamento de H3 e H4 que nao foi possivel determinar por este experimento; o

restante da determinacdo dos protons foi por TOCSY (Total Correlation
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Spectroscopy), que forneceu possiveis acoplamentos que somados aos dados de
HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Spectroscopy), e comparados ao
deslocamentos do metil-galactopiranosideo, forneceu o assinalamento da Tabela

4.

TABELA 4. DESLOCAMENTOS QUIMICOS DOS OBTIDOS A PARTIR DOS
ESPECTROS DE 1H E 13X DO OLIGOSSACARiDEQ P85-A, DE
HIDROLISE PARCIAL DA GALACTANA DE GLANDULA DE

ALBUMEN DE A . fu lic a
a-Galp (red.) p-Galp (red.) (1-»3)-Galp
H ISy H i<y H 0y
1 528 9216 4.63 96.18 4.61 104.32(a)
104.27(|3)
2 3.98  67.45 3.67 71.13 3.63 71.07
3 399 79.34 3.79 82.42 3.65 72.55
4 426  69.12 3.72 74.72 3.93 68.58
5 4.19 68.55 -X- -X- 3.70 75.03
6 374 61.10 3.74 60.92 3.74 60.92
6 M>  61.10 u> 60.92 MH 60.92

O sinal no 1H-RMN em 54.61 tem acoplamento no HMQC (figura 13) com o
sinais de carbono em 5 104.32 e 5 104.27, figura 12, valores préximos aos do Cl
do metil-galactopiranosideo, definindo estes sinais como os de HL e Cl da
extremidade nao redutora de galactopiranose. O sinal de H1 da extremidade n&o

redutora esta correlacionado no espaco com os sinais de 53.79 e 53.98 que
corresponde a H3p e H3a respectivamente, dados do experimento de ROESY

(Rotating Frame Spectroscopy), onde os sinais de acoplamentos de elétron
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compartilhado aparecem em negativo e os de acoplamentos no espaco em fase

positiva.

C6-H6
é*O (4
@)
,a
C3-H3 ep
Cl-Hlax
Cl-H1 @3
m
CV-HV

FIGURA 12: ESPECTRO DE HMQC DO OLIGO P85-A DA HIDROLISE PARCIAL
DA GALACTANA DE GLANDULA DE ALBUMEN DE fulica
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Pode-se afirmar portanto que o oligossacarideo p85-a corresponde a p-
Galp (1-»3)-a, p-D-Gal p.

Na figura 13, observa-se o experimento de IH-nmr e os resultados obtidos
em sec¢des monodimensionais (1D) dos espectros de 2D COSY, 2D TOCSY e
2D ROESY. No 1H-RMN todos os hidrogénios da molécula sdo mostrados; no
COSY, selecionado o H1’ (préton anomérico da galactopiranose nao redutora),
apenas o H2'se diferencia, e nenhum outro aparece; no TOCSY, selecionando-se
da mesma forma o H-T, além do H-2’, apenas o H-3' aparece, observar que
outros protons adiante, H-4' a H-6’, ndo se evidenciam devido a pequena
constante de acoplamento entre H-3’'e H-4', caracteristico para a galactose; no
ROESY para o0 mesmo H-T selecionado, o H-2’'e H-3' aparecem para baixo da
linha de base, ou, em fase negativa, ja os protons com fase positiva, sdo os de

acoplamento no espacgo, ou seja com maior intensidade, o H-3 de a e p.
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H2’

A XZN

H3p

'IGURA 13: ESPECTRO DE (a) H-RMN E SECCOES MONODIMENSIONAIS DOS
ESPECTROS DE 2D (b) COSY, (c) TOCSY, e (d) ROESY DO
OLIGOSSACARIDEO P85-A
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A fracdo p85-b foi identificada como oligossacarideo correspondendo a p-
D-Galp (1-»6)-a, p-D-Galp, identificado por comparacdo com o espectro de préton
e 1C-RMN do padréo desta substancia e os assinalamentos produzidos por
HMQC, e HMQC-DEPT constam da Tabela 5. A partir deste oligossacarideo
determinou-se 0s parametros de aquisicdo para o experimento HMQC-DEPT e
apartir disto, o deslocamento quimico do C-6 substituido da galactana original.
Neste experimento € possivel correlacionar prétons ao seus respectivos
carbonos, mostrando em negativo (abaixo da linha de base do espectro) os
acoplamentos relativos a CH, e em positivo os acoplamentos relativos ao CH2

desacoplado.
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TABELA 5. DESLOCAMENTOS QUIMICOS DOS OBTIDOS A PARTIR DOS
ESPECTROS DE 1H E 13 DO OLIGOSSACARIDEO P85-B, DE
HIDROLISE PARCIAL DA GALACTANA DE GLANDULA DE

ALBUMEN DE A .fu lic a
g-Galp (red.) (3-Galp (red.) (1->6)-Galp
H iy H () H ISy
1 5.11 92.3 4.44 96.4 4.29 103.2(a)
103.1(p)
2 3.78 68.8 3.35 71.8 3.38 70.8
3 3.71 69.3 3.75 73.7 350 Lre)
4 3.90 69.2 3.7- 68.9 3.78 68.6
5 3.49 725 3.55 75.5 3.55 75.1

6 3.80 69.5 3.75 68.8 3.58 60.9
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A fracdo denominada p85-c forneceu resultados de 13C-RMN que indicam
constituir de uma mistura de pelo menos dois oligossacarideos, um deles
provavelmente ligado em C3 e outro em C6, na regido anomérica 0S
deslocamento quimicos sdo muito proximos aos do polissacarideo original
indicando a possibilidade de que se trate de dois trissacarideos. O espectro de
1C-RMN do componente denominado p85-d indica a presenca de uma mistura,
devido aos duplos picos na unidade de galactose redutora, e a sua determinagao
estrutural depende de uma técnica de purificacdo mais adequada para este fim, e
gue néo foi realizada neste trabalho.

A identidade dos oligossacarideos p85-a e p85-b, foram avaliadas e
confirmadas por espectrometria de massa de sprei eletronico (ESI-MS), que
forneceu massa de 341 m/z no modo negativo, correspondendo ao espectro

esperado para dissacarideos de hexoses.



FIGURA 14 ESPECTROS DE  13C-RMN DAS  FRACOES DE

OLIGOSSACARIDEOS OBTIDAS A PARTIR DO HIDROLISADO

ACIDO DA GALACTANA DAS GLANDULAS DE ALBUMEN DE
fulica
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Assim justificando o modelo proposto por 0'Colla, para a galactana,
representada na estrutura 5 (Corréia et ai, 1964). A provavel estrutura, é
constituida de unidades de galactose dissubstituidas por ligacbes p——3), e p-
(1->6), n vezes, e por fim por, outra galactose terminal ndo redutora (Figura 3).
Pequenas cadeias lineares sao justificadas pelos resultados de metilagédo obtidos
por outros autores para estas galactanas e da andlise dos residuos de
degradacdes controladas e sequenciadas de Smith.

Na estrutura 5, os circulos representam os anéis de D-galactopiranose; as
setas de diferentes cores representam o tipo de ligacéo relativa ao deslocamento
quimico aproximado dos carbonos anomeéricos, assim, as setas em verde indicam
ligacdes P-{1->3) entre unidades de cadeia linear de galactose, ou o carbono
anomérico de unidades dissubstituidas; as setas pretas representam carbonos

anoméricos de unidades ligadas a outra por ligacdo p-(1->6) e dissubstituidas em



58

C-3 e C-6; as setas vermelhas representam ligacbes p-{1-"3) de unidades
terminais ndo redutoras, e as azuis, unidades terminais ndo redutoras ligadas em
C-6.

Seguindo a mesma representacdo, é apresentado esquematicamente a
constituicdo dos sinais anoméricos da galactana de glandula de albumen de A
fulica, tal qual é obtido no especro de 13C-RMN. Onde a barra vertical em cor
verde representa o C-1 de unidades de galactose ligadas entre si por ligacdes p-
(1->3), ou de unidades dissubstituidas em C-3 e C-6; a barra em vermelho
representa os C-1 de unidades terminais nao redutoras ligadas em C-3; a barra
de cor preta representa o C-1 de unidades dissubtituidas ligadas (1->6); e por fim,
as barras em azul representam unidades nas extremidades nao redutoras ligadas

(1* 6).

8104,3 8103,4

FIGURA 15. SIMULACAO DO ESPECTRO DE 13-RMN DO MODELO
ARBORIFORME, REPRESENTADO PELA ESTRUTURA 5

O sinal em 0103,2 & semelhante ao obtido para o padrdao de p-D-
Galactopiranose-<1->3)-Metil-p-D-galactopiranosideo (Gorin, 1981), tanto de C-1
como de C-T (0 105,75, e 6 105,2, respectivamente, considerando um fator de

correcdo de 2PPM a partir do sinal de C-3, 6 84,0 para o padrdo e 6 82,1 para a
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galactana), bem como levando a crer que este sinal possa corresponder ao C-1
da unidade dissubstituida.

A determinacdo dos sinais de C-1 para a unidade dissubstituida foi
confirmada por degradacbes de Smith, utilizando periodato de sodio. Ao todo
foram realizadas quatro degradacdes, que mostraram o aumento gradual do sinal
das ligagcbes (1->3) aferidas por IH-RMN, demonstrando uma evidenciacdo da
cadeia linear (1->3) com 54,35 no espectro de préton, sobre as unidades
terminais ndo redutoras em 54,55, semelhante ao observado para o derivado
metil-p-D-galactopiranisideo (Agrawal, 1992). Onde a relacdo entre o H1 da
unidade dissubstituida e o H-1 da unidade terminal ndo redutora comegou com
1,1:1 para o polissacarideo nativo, 1,14:1 apés a primeira degradacéo, 1,45:1 com
a Segunda, e 1,58:1 apés a terceira degradacdo, Figura 16. Este resultado é
compativel com os obtidos para galactanas de moluscos em geral (Bretting et ali,
1981). O deslocamento quimico do C-1 da unidade dissubstituida, por HMQC, em
5 103.4, é semelhante ao encontrado para p-D-galactopiranosil-(1<-»1)-glicerol
(Machado, 1996).

As degradacfes sequenciadas de Smith realizadas sobre a galactana,
foram concistentes com os resultados obtidos por metilacdo para esta estrutura
isolada de outros moluscos (Bretting et ai, 1981), onde o porcentual do derivado
formado por andlise de metilacdo 2,4,6-tri-O-metil-galactitol acetato aumenta,
atingindo valor maximo de 70%, para o B. glabrata (lacomini, 1981), e de 72%

para M. paranaguensis.



FIGURA 16: REGIAO ANOMERICA DO ESPECTRO DE 1H-RMN DOS
POLISSACARIDEOS RESULTANTES DE DEGRADAGCOES
SEQUENCIADAS DE SMITH COM AS SUAS RELACOES DE AREA
RELATIVAS, ONDE (A) E O MATERIAL APOS A 1a DEGRADACAO,
(B) DA 2aE (C) DA 3a DEGRADACAO.
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de IH-RMN e 13X-RMN, tanto no polissacarideo nativo como no degradado,
levando a crer que sejam polissacarideos semelhantes.

O espectro de 13C-RMN da galactana ap6s a primeira degradacdo
evidenciou sinais de menor intensidade com deslocamentos quimicos ao redor de
0103,4 e 5104,3, 0 mesmo se repetindo para os sinais de 54,55 e 54,35, no
espectro de 1H-RMN estes sinais se confundem dentro dos acoplamentos,
tornando sua identificacdo invidvel por técnicas monodimensionais. No espectro
de HMQC estes sinais entretanto se localizaram em dois grupos de acoplamento
com 5 103,4 e 5 104,3. A determinacao destes sinais foi possibilitada pelos dados
dos oligossacarideos de hidrdlise parcial indicarando os possiveis deslocamentos
guimicos dos sinais de C-1 para as unidade terminais nao redutora ligada p-(1->3)
com 5 104,3 coicidente ao obtido para a extremidade redutora do 6ligo p85-a,
bem como do padréo, e para C-1 da galactopiranose ligada p-(1->6) 5103,4, do
oligossacarideo p85-b. Na Figura 17 b, observa-se o aumento do sinal na regiao

de 103.6, se comparado ao sinal de 105.04, e o seu equivalente na Figura 16 a.



62

FIGURA 17: ESPECTROS DE 1C-RMN DA REGIAO ANOMERICA DE (a)
POLISSACARIDEO ORIGINAL, (b) MATERIAL RESULTANTE DA
TERCEIRA DEGRADACAO CONTROLADA DE SMITH

Os dados de HMQC do polissacarideo original forneceu o assinalamento
parcial de prétons e carbonos da galactana, mostrados na Tabela 6, foi realizado
com base nos deslocamentos quimicos dos oligossacarideos, a partir do espectro

de HMQC do primeiro degradado, que forneceu espectro mais resolvido.
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TABELA 6: ASSINALAMENTO PARCIAL DOS DESLOCAMENTOS QUIMICOS
DA GALACTANA DE GLANDULA DE ALBUMEN DE

H
1 4.55
2 3.44
3 3.54
4 3.84
5 3.57
6 3.67

fulica

Galp dissubstituida.

ext. ndo red.
N1->3) N1-»6)

B H i<y

104.3 4.3- 103.4-
711 3.53 711
73.0 -
69.0

75.2 - -t
61.1 3.67 61.1

a nao foi possivel precisar qual o sinal correspondente

H
4.35
3.62
3.71

3.80

3.84

<
103.4
701
82.1

73.7

69.0

O sinal de C-6 substituido com foi atribuido a partir do HMQC-DEPT do

oligossacarideo p85-b, com 0668,8 para a unidade (3 redutora. O sinal da

substituicdo em C-3, determinado pelo sinal semelhante no oligossacarideo

p85-a, 682,4 ,e 582,12 para a galactana.

6.2 Glicolipideo isolado da glandula de albumen do molusco Achatina

fulica

O material proveniente da extracdo CHCbiMeOH (2:1), item 5.2.1, foi

submetido ao procedimento de Folch, segundo Machado (1996), e da fase lipidica

eluida em coluna de silica gel, obtido uma fracdo, com 3,4 mg e denominada

Al.AF, que em CCD, correspondia ao padrdo de monogalactosil-acilglicerideo.
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O espectro de HMQC, Figura 18, com acoplamentos entre prétons e seus
respectivos carbonos mostrou um sinal de acoplamento com deslocamento
guimico no proton de 54,03 e no carbono de 5 104,9, que indicam uma ligacado
com a configuracdo em p-. Machado encontrou um mono-glucosilglicerideo com o
C1l da glucose em 5104,2, como contaminante junto a um mono-
galactosilglicerideo em 5 103,2, posteriormente isolado e identificado (Machado,
1996). Os resultados de CG-EM do material deacilado, hidrolisado e derivado
como alditol acetato, indicaram que o monossacarideo envolvido na ligacdo era
glucose. O acoplamento entre o préton com deslocamento quimico de 5 5.05 e
carbono em 5 70,5, pode ser atribuido como C-2 do glicerol envolvido em
glicoglicerolipideos. Os sinais em 5 69,85 bem como de 5 63,46 indicam a

possibilidade de C-1 e C-3 respectivamente, de 1-O-p-D-glucopiranosil-glicerol.
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TABELA 7: DESLOCAMENTOS QUIMICOS PARA 1H E 13 PARA O
MONOGLUCOSIGLICERIDEO ISOLADO DE GLANDULA DE

ALBUMEN DE A .fu lic a

Nucleo H 13c
1 4.026 104.9

2 3.46 71.8

3 3.94 73.6

4 3.68 69.5

5 3.82 73.6

6 o 63.5

1 S0 69.8

2 5.05 70.5

3 f;j’g‘ 63.5
-(CH2)n- 1.02 23-32
-ch3 0.67 15.4

8. COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS OBTIDAS A PARTIR DOS
SEUS ESTER METILICOS

Material bruto  glicolipideo

Miristico 0.64 2.72
Palmitico 36.56 49.70
Esteérico 37.08 -X-
Linoléico 14.62 -X-
Linolénico 3.8 -X-
Aracdonico 4.62 47.05

Lignocérico 2.55 -X-
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<=> <0
C2 Glicerol
70
80
90
-100
C1l-H1
- PP«
i 1 1 1 1 1 r-% r—| r—i 1 i | <« 1 1 * 1 1 1 * r—t
ppm 5.5 5.0 4.5 4.0

FIGURA 18: ESPECTRO DE HMQC DO GLICOLIPIDIO A1, DE GLANDULA DE
ALBUMEN DE A .fu lic a
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Os assinalamentos para a fracdo carboidrato do glicolipideo foram
realizados a partir dos padrées de p-metil-glucopiranose para 1H-RMN (Agrawal,
1992) e 13C-RMN (Gorin e Mazurek, 1975), e estdo mostrados na Tabela 7.

A andlise de CG-EM do material resultante da metandlise da fracdo A1.AF
indicou que os principais acidos graxos deste glicoglicerolipideo sdo &cido
palmitico (40%), e acido aracdonico (38%). Os padrbes de fragmentacdo para
estes compostos reforcaram os dados do tempo de retencdo (Machado 1996). O
material bruto, antes do fracionamento por coluna, forneceu como composicéo de
acidos graxos totais por analise em CG-EM principalmente o acido palmitico e
oléico, com 36% e 37% respectivamente, 0s outros acidos graxos presentes sao
acido miristico acido miristico (0.6%), linoléico (14,6%), linolénico (3,8%),
aracdbnico (4,6%), e lignocérico (2,8%). A composi¢cdo de &cidos graxos do

glicolipideo estéa na Tabela 8.
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7 Conclusdes

-Foi isolado da glandula de albumen de A. fulica um polissacarideo de
galactose como sendo uma galactana com ligacbes p-(1->3) e p-(1->6), e que foi
identificado por métodos espectroscépicos de 1D IH, e 13C-RMN, e quimicos
como:

> hidrolise parcial da galactana de glandula de albumen de A. fulica
gue produziu oligossacarideos separados por cromatografia em
papel, identificadas pelas técnicas analiticas disponiveis como

sendo p-Galp (1-»3)-a, p-Galp, p-Galp (1->6)-a, p-Galp

> degradacdo sequenciada de Smith.

- Foi isolado da fracdo lipidica um composto que pelos pelos métodos
analiticos disponiveis, foi identificado como um 1-O-p-D-glucoglicerolipideo,

acilado, principalmente pelos acidos graxos palmitico e aracdénico.
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