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RESUMO

Polissacarideos e oligossacarideos de plantas, algas, bactérias e fungos representam
um grupo de moléculas com potencial para aplicacdo em terapia medicamentosa e em
biotecnologia. Os oligossacarideos podem ser obtidos, a partir dos respectivos
polissacarideos, por degradacdo quimica, fisica ou bioquimica. B-glucanas secretadas
pelo fungo ascomiceto Lasiodiplodia theobromae (EPSgraviola, EPSlaranja e
EPSmanga), cujas solugbes apresentam elevado grau de viscosidade, dificultando os
testes de atividade bioldgica, foram hidrolisadas parcialmente com TFA 0,2 M, 100 °C,
em tempos varidveis, para a obtencdo dos respectivos oligossacarideos, que foram
analisados por cromatografia liquida de ions. O EPSmanga mostrou-se, nas condicées
estudadas, o substrato ideal para a producdo de oligossacarideos, especialmente aos
45 minutos de hidrdlise. As fracdes soluveis, contendo o material hidrolisado, foram
submetidas, inicialmente, a cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-15, que
forneceu dois picos, um composto predominantemente por mono e dissacarideos e
outro contendo oligossacarideos maiores, de onde foi separada a Fracdo |, a qual foi
submetida a cromatografia de adsor¢do em carvdo-Celite, utilizando um gradiente
descontinuo de etanol-agua 0 a 60% (v/v). A fracdo etanol-agua a 50%, denominada
Fracdo Il, contendo a maior proporcdo de oligossacarideos com maior DP foi
submetida a uma segunda condi¢dao de eluicao, utilizando um gradiente continuo de
etanol-agua 42-49%, gerando fragcdes ainda compostas por mais de um
oligossacarideo. A Fracgdo Il contendo oligossacarideos com DP > 5 foi sulfatada, e os
oligossacarideos com DS de 0,80 foram submetidos a cromatografia de filtracao em gel
Sephadex G-15, para remoc¢do de sal. Apds analises por FT-IR para acompanhar o
aparecimento de novas bandas, provenientes dos grupos sulfatos, os oligossacarideos
derivatizados foram utilizados em testes de atividade anticoagulante. O aumento do
tempo para a formacdo do codgulo, nos testes do aPTT e TT, foram concentragdo-
dependente, indicando que os oligossacarideos sulfatados apresentam acao

anticoagulante.

Palavras Chaves: p-glucanas fungicas, hidrélise acida parcial, HPAEC/PAD,

cromatografia, oligossacarideos sulfatados, atividade anticoagulante.



ABSTRACT

Polysaccharides and oligosaccharides of plants, algae, bacteria and fungi represent a
group of molecules that have potential to application in drug therapy and in
biotechnology. The oligosaccharides can be obtained, from their respective
polysaccharides, by chemical, physical or biochemical degradation. 8-glucans secreted

by the fungus Lasiodiplodia theobromae (EPSgraviola, EPSorange e EPSmango), whose

solutions have high viscosity, what makes the tests of biological activity difficult, were
partially hydrolyzed with TFA 0,2 M, 100 °C, in variable times, in order to obtain their
respective oligosaccharides, that were analyzed by liquid chromatography of ions. The
EPSmango was, in the studied conditions, the ideal substrate to the production of
oligosaccharides, especially at 45 minutes of hydrolysis. The soluble fractions, that
contain the hydrolyzed material, were initially submitted to gel filtration
chromatography on Sephadex G-15, that provided two peaks, one peak with mono and
disaccharides and the other one containing bigger oligosaccharides, named Fraction I.
That fraction | was submitted to charcoal-Celite adsorption chromatography using a
discontinuous gradient ethanol-water 0 to 60% (v/v). The fraction containing
oligosaccharides with higher DP (ethanol-water 50%) was named Fraction I, that was
submitted to charcoal-Celite adsorption chromatography using a continuous gradient
ethanol-water 42-49%, generating fractions still composed of a mixture of
oligosaccharides. So, the Fraction Il was sulfated, and the produced oligosaccharides
with DS = 0,80 were submitted to gel filtration chromatography on Sephadex G-15, in
order to remove the salt. After FT-IR analysis, to accompany the appearance of new
bands from the sulfate groups, the oligosaccharides were used in anticoagulant activity
tests. The increases of time to clot formation, in the aPTT and TT tests, were
concentration-dependent, indicating that the sulfated oligosaccharides have

anticoagulant action.

Keywords: fungal 6-glucans, partial acid hydrolysis, HPAEC/PAD, chromatography,

sulfated oligosaccharides, anticoagulant activity.
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1 INTRODUGCAO

Nas ultimas décadas, muita atencdo tem sido voltada aos polissacarideos,
principalmente no campo da bioquimica e farmacologia devido as suas inumeras
aplicacoes. Considerando as diferentes fun¢bes dos polissacarideos no sitema bioldgico é
esperado que as suas estruturas quimicas sejam distintas e isso se confirma pelo tipo e
sequéncia de monossacarideos, posicdo da ligacdo glicosidica, configuracdo e
conformacao de suas unidades monomeéricas.

Algumas dessas moléculas apresentam limitacdo para a aplicacdo em testes de
atividade biolégica, devido a alta viscosidade de suas solucées, como as B-glucanas que,
ndo raro, necessitam de modificagbes quimicas, seja por despolimerizacao (hidrodlise
guimica, bioquimica ou fisica) ou por derivatizacdo (sulfatacdo, carboximetilacao,
fosfatacdo), para apresentarem acdo farmacolégica, sendo convertidas a moléculas
menores (oligossacarideos) e mais soltveis (ZEKOVIC, KWIATKOWSKI, 2005).

Estudos revelam que oligossacarideos constituidos de seis ou mais unidades
monomeéricas tém a acao bioldgica potencializada em relagdo a molécula nativa devido a
maior solubilidade, relacionada com uma menor massa molecular, mas que ainda assim
preserva a conformacao original (BLAND, KESHAVARZ, BUCKE, 2004; GIESE et al.; 2011).

Estabelecidos os parametros ideais para a producdo de oligossacarideos (DP > 6) a
partir dos respectivos polissacarideos, a purificacdo e separagao das moléculas com as
caracteristicas desejadas é efetuada através de procedimentos cromatograficos,
utilizando colunas com carvao ativado, resinas de troca ibnica ou Bio-géis (ZHOU et al,;
2011).

Alguns oligossacarideos tém apresentado a¢do imunomoduladora e antitumoral
(JIAO et al., 2014). Gluco-oligossacarideos bioativos provenientes de glucanas B-(1->3)
tém sido reportados na literatura como agentes imunomoduladores e promotores de
respostas anti-inflamatdrias, através da mediacdao de células do sistema imune, por meio
da indug¢dao de mediadores pré- e anti-inflamatérios. O mecanismo de agdo antitumoral,
por sua vez, vem sendo associado a ativacao de células “natural killer’ induzindo as
respostas imunoldgicas (BARBOSA, DEKKER, GIESE, 2010; PANG et al., 2005). Outros

oligossacarideos quimicamente modificados por inser¢cao de grupos sulfato tém sido
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estudados, comparando a atividade anticoagulante com o grau de sulfatacdo (DU et al;
2016).

Com o advento da crescente busca pela funcionalizacdo de polissacarideos e
diante da disponibilidade das B-glucanas, isoladas a partir de cultivos efetuados por
Vasconcelos e colaboradores (2008), o presente trabalho investiga a obtencdo de
oligbmeros com diferentes graus de polimerizacdo a partir da hidrélise acida parcial dos
respectivos polissacarideos, bem como a purificacdo por métodos cromatograficos, para a

obtencdo de moléculas biologicamente ativas, apds derivatizacdo por sulfatacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POLISSACARIDEOS: CARACTERISTICAS GERAIS

Polissacarideos sdo biopolimeros constituidos por longas cadeias formadas a partir
de unidades monossacaridicas como, por exemplo, glucose, galactose, manose,
arabinose, entre outras, unidas por ligacdes glicosidicas, podendo assumir desde
estruturas lineares até altamente ramificadas dependendo da ocorréncia de cadeias
laterais. Os carboidratos possuem a féormula geral (CH20),. no caso dos polissacarideos
também podem ser representados por (CeH100s)n,, desde que as unidades
monossacaridicas repetitivas sejam de seis carbonos, onde n é um numero entre 40 e
3000. Os polissacarideos ndo possuem massas moleculares totalmente definidas porque
para a sintese dos mesmos ndo existe um molde, a exemplo das proteinas. O mecanismo
de sintese dos polissacarideos é intrinseco as enzimas que catalisam a polimerizacdo das
unidades monomeéricas, ndo havendo, para esse processo, um sinal especifico de término
da cadeia, o que gera produtos de tamanhos variados (NELSON, COX, 2014; WU, et al.,
2016b; ZONG, CAO, WANG, 2012).

A funcdo bioldgica dos polissacarideos nos organismos vivos — amido nas plantas e
glicogénio para fungos e animais - esta associada aos processos metabdlicos geradores de
energia. Polissacarideos como celulose, quitina e peptideoglicanas, entre outros,
apresentam func¢do estrutural, formando paredes celulares de vegetais, fungos e da
maioria das bactérias e componentes de exoesqueletos de animais (NELSON, COX, 2014).

As estruturas polissacaridicas diferem, entre si, de acordo com a composicdo e
sequéncia monossacaridica, posicdo e configuracdo (a e/ou B) da ligacdo glicosidica, e
conformacdo de suas unidades monoméricas, podendo ser homo- ou
heteropolissacarideos. Diferentes atividades bioldgicas tém sido relacionadas com
caracteristicas quimicas especiais assim, esse grupo de biomoléculas tem se tornado alvo
de muitas investigac¢Oes cientificas (VASCONCELOS et al., 2009; XIE et al., 2016). Estudos
recentes apontam para a aplicagdo dos polissacarideos na area médica, atuando como
moduladores do sistema imunolégico (GILL et al., 2016), antioxidantes (QU et al., 2016),

anticoagulantes (CAIl et al, 2016), antivirais (PUJOL et al., 2012), antitumorais (ZHENG et
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al., 2016), antidiabetes (WANG et al., 2016), dentre outros. Entretanto, a maneira como
esses polissacarideos sdo extraidos de suas fontes naturais deve ser feita com muita
cautela, a fim de ndo alterar suas caracteristicas quimicas originais e, portanto, preservar
os principios bioativos dessas moléculas (LIU, WILLFOR, XU, 2015).

Ha muitos relatos na literatura sobre propriedades quimicas e atividade bioldgica
de polissacarideos extraidos do corpo de frutificacdo e da biomassa de micro-organismos
(LEUNG et al., 2009). Nesse caso, os procedimentos de extracdo e de purificacdo seguem
um protocolo complexo, uma vez que além dos polissacarideos as demais moléculas
biolégicas, proteinas e acidos nucléicos, sdo igualmente obtidas.

Estudos tém mostrado que os polissacarideos atuam como inibidores do
crescimento tumoral (ORLANDELLI et al., 2016a; ZHENG et al., 2016). Inicialmente,
postula-se que, quando consumidos por via oral, atuam na prevencdo do
desenvolvimento de neoplasias. Como drogas anti-cancer acredita-se que eles induzem a
apoptose das células tumorais, ativam o sistema imunoldgico, ideal para pacientes em
tratamento com quimioterapicos e, finalmente, inibem as metdastases (ZONG, CAO,
WANG, 2012). Segundo Meng e colaboradores (2016) alguns polissacarideos do tipo B-
(1->3)-D-glucanas, isolados de cogumelos, respondem de forma positiva aos ensaios de
inibicdo do crescimento tumoral e modulacdo do sistema imunolégico; segundo os
autores isso se deve, provavelmente, a mediacdo de células T ou de outras células do
sistema imunolégico.

Alguns polissacarideos também sdo utilizados na industria de alimentos, atuando
geralmente como espessantes para aumentar a viscosidade de algum liquido,
emulsificantes, agentes gelificantes e estabilizantes, sendo empregados ainda para
atenuar processos de desidratacdo que acontecem no armazenamento de alguns
alimentos industrializados. As propriedades fisicas e quimicas desses polimeros devem ser
bem conhecidas e levadas em consideracdo para a escolha do polissacarideo mais
adequado, para que o alimento produzido apresente as caracteristicas desejadas. As
condi¢cbes de processamento como temperatura e concentra¢ao, também devem ser
investigadas. (TONELI et al., 2005).

Os polissacarideos secretados por micro-organismos, denominados de

exopolissacarideos (EPS) tém sido, mais recentemente, objeto de investigacdo cientifica.
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As razdes para isso sdo a facilidade de obtencdo, uma vez que as condicGes ideais de
cultivo podem ser obtidas em laboratdério e a relativa simplicidade de purificacdo

(BARBOSA et al., 2004; MISHRA, JHA, 2013).

2.2 EXOPOLISSACARIDEOS

Fungos e bactérias sdo os principais micro-organismos produtores de
exopolissacarideos que, em seus habitats naturais, sdo secretados ao meio na forma de
limo, podendo estar ligados a superficie das células (SUTHERLAND, 1998). Ha estudos
mostrando que alguns micro-organismos secretam mais de um tipo de polissacarideo
(OLIVEIRA et al., 2015), enquanto poucos secretam apenas um polissacarideo, em cultivo
submerso (VASCONCELOS et al., 2009).

Sabe-se que para a producdo in vitro de EPS por micro-organismos alguns
parametros devem ser estabelecidos tais como pH, tempo de incubacdo, temperatura e
composicdo nutricional do meio de cultivo. Essas varidveis devem ser cuidadosamente
investigadas, pois influenciam na sintese, composicao e producdo efetiva das moléculas
de interesse (NEHAD, EL-SHAMY, 2010). Orlandelli e colaboradores (2016) estabeleceram
parametros para a producdo de EPS pelo fungo ascomiceto Diaporthe sp. JF766998,
através de cultivo submerso. O polissacarideo secretado (15,2 mg/100 mL de cultivo) foi
identificado como uma B-(1->3)-D-glucana, com massa molecular de 46,6 kDa e
apresentou atividade citotéxica contra células tumorais de mama (MCF-7) e de figado
(HepG2-C3A) (ORLANDELLI et al., 2017).

O polissacarideo extracelular, denominado N1, produzido pelo ascomiceto
Aspergillus versicolor Nbc, apds procedimentos de purificagdo por métodos
cromatograficos, foi caracterizado como uma manoglucogalactana com unidades
galactofuranosidicas nas cadeias laterais e apresentou atividade antioxidante em ensaios
in vitro (YAN et al.,, 2016). O exopolissacarideo soluvel em d&gua, designado Os2-1,
produzido pelo fungo Oidiodendron truncatum GW também demonstrou atividade
antioxidante em testes in vitro (GUO et al., 2013).

As condicdes fermentativas e de crescimento micelial para a produc¢ao de EPS pelo

ascomiceto Hirsutella sp foram estudadas por Li e colaboradores (2010), o EPS secretado



23

foi investigado quanto a acdo bactericida, sendo eficaz contra algumas bactérias gram-
positivas.

Os exopolissacarideos produzidos por fungos que tém sido caracterizados como
glucanas podem apresentar ligacdes do tipo a e/ou do tipo B. Entretanto a maioria se

caracteriza como B-D-glucanas (BARBOSA et al., 2004; SEVIOUR et al., 1992).

2.3 B-GLUCANAS

De modo geral, essas moléculas sdo homopolimeros de glucose unidas por
ligacOes do tipo B, podendo apresentar diferencas na posicdo da ligacdo glicosidica -
(1=>3)-, (1=>3; 1->6)- e (1->6)- para B-glucanas microbianas — podem apresentar
ramificacbes ao longo da cadeia, com residuos Unicos ou multiplos de glucose que se
repetem de maneira regular em B-glucanas bacterianas ou de maneira irregular nas B-
glucanas de fungos e algas (KAGIMURA et al.,, 2015a; NOVAK, VETVICKA, 2008). Tais
moléculas vém sendo estudadas pela aparente interacdo com alguns receptores em
células de humanos, micro-organismos e invertebrados. A maneira pela qual este tipo de
glucana interage com tais receptores nao estd completamente elucidada, mas grande
parte dos receptores que identificam glucanas B-(1->3) possuem caracteristicas comuns,
apresentando inclusive alta homologia. As respostas imunoldgicas e inflamatérias
desencadeadas pelas glucanas pB-(1->3) envolvem mecanismos complexos, que
provavelmente dependem da maneira como essas moléculas interagem com os
receptores, além dos parametros estruturais das mesmas, como massa molecular,
solubilidade, grau de ramificagdo e conformacao tridimensional (LEGENTIL et al.; 2015).

Estudos revelam que as B-glucanas ativam os macréfagos, podendo modular
positivamente a imunidade inata e adaptativa. Alguns resultados sugerem que alimentos
funcionais que possuem o cogumelo Coriolus versicolor, contendo B-glucanas, aumentam
a protecdo alimentar contra micro-organismos (SHI et al., 2016).

Existe a perspectiva de que algumas B-glucanas podem atuar no tratamento e na
prevencdo de doencas alérgicas, Jesenak e colaboradores (2014) apontam resultados
promissores em testes realizados in vitro e também em estudos clinicos com animais e

humanos, revelando a atuacdao de B-glucanas como potenciais antialérgicos. As B-
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glucanas ciclicas, por sua vez, apresentam potencial de encapsular moléculas
hidrofébicas, o que indica a possivel aplicacdo dessas moléculas nas industrias
farmacéutica e alimenticia (NAIR, GUMMADI, DOBLE, 2016).

A lentinana, uma glucana B-(1-3;1->6), obtida a partir do Shiitake (Lentinus
edodes), inibe o crescimento de tumores sdélidos (sarcoma-180) quando em conformacao
em tripla-hélice, o que ndo ocorre quando a molécula apresenta-se na conformacao
simples, indicando a importancia do arranjo espacial para a acdo antitumoral da lentinana
(SMIDERLE et al., 2013; ZHANG et al., 2005).

Smiderle e colaboradores (2013) isolaram glucanas B-D-(1-6), dos cogumelos
Agaricus bisporus e Agaricus brasiliensis, e avaliaram a atividade imunoestimuladora de
cada molécula, observando que as mesmas apresentavam acdo biolégica quando
administradas com células THP-1, derivadas de paciente com leucemia monocitica aguda.

A férmula estrutural encontrada para tais glucanas é ilustrada na Figura 1.

Figura 1: Formula estrutural das glucanas B-(1->6) isoladas dos cogumelos Agaricus bisporus e
Agaricus brasiliensis.

HO O o o o o 0 o OH
OH OH OH OH
HOHO HOHo HOHo

HOHO

Fonte: Smiderle et al., 2013.

Segundo Chen e Seviour (2007) as B-glucanas vém se mostrando benéficas para
individuos com o sistema imunoldgico enfraquecido, ou mesmo com doeng¢as como o
cancer. Para eles, o mecanismo de acao das B-glucanas parece depender de como essas
moléculas interagem com alguns receptores celulares, incluindo dectina-1, CR3, LacCer e
receptores scavenger, levando-se em consideracdo que cada tipo de B-glucana
promovera respostas marcadamente diferentes para a mesma atividade, provavelmente
por apresentarem interag¢des diferentes de acordo com o tipo de ligacdo que possuem.
Alertam ainda para o fato de que algumas B-glucanas, parecem precisar de modificacdes
guimicas para apresentar efeito bioldgico, sendo muitas vezes convertidas a moléculas

menores e mais soluveis.
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Um estudo com o intuito de elucidar a acao de B-glucanas com diferentes graus de
polimerizagdo (DP) comparou a atividade indutora de defesa de oligossacarideos com a
de PB-glucanas, em plantas de tabaco. Foi observado que as moléculas estudadas
ofereciam uma resposta positiva para os testes, entretanto, constatou-se que as
moléculas com DP menores, desempenharam papel ativo nas reacdoes de defesa
precoces, mostrando respostas rapidas, enquanto as moléculas com DP maiores,
exerceram respostas de efeito a longo prazo (FU et al., 2011).

Ha uma limitacdo para a aplicacdo de B-glucanas em testes de atividade bioldgica
devido a baixa solubilidade dessas moléculas quando em solugdao aquosa, principalmente
guando concentracbes maiores sdo necessarias. Algumas B-(1->3)-D-glucanas foram
responsdveis por efeitos colaterais significativos como microembolizacdo, formacdo de
granulomas, inflamacdo e dor, quando administradas. Ha estudos sobre formas de
contornar essa situacdo por meio de processos de derivatizacdo - sulfatacdo,
carboximetilacdo e fosfatacdo — que pela insercdo de grupos ionizdveis aumenta a
solubilidade do polimero. Experimentos de fragmentacdo quimica, bioquimica ou fisica
das glucanas como hidrélise acida e alcalina, hidrdlise enzimatica, ou irradiacdo com
ultrassons — despolimerizam esses substratos gerando moléculas menores, denominadas
oligossacarideos, com solubilidade aumentada (ZEKOVIC, KWIATKOWSKI, 2005).

Zhang e colaboradores (2004a) inseriram grupos carboximetilados em uma B-
(1->3)-p-glucana proveniente do cogumelo Pleurotus tuber-regium. Os autores
constataram que a reagdo conferiu maior solubilidade a glucana, auxiliando no melhor
desempenho da atividade antitumoral, tanto in vitro (cultura de células tumorais HL-60)
quanto in vivo (tumor sélido sarcoma 180 implantado em ratos BALB/c), assim como na
acdo imunomoduladora da B-glucana.

A modificacdo quimica de polissacarideos por sulfatacdo, por sua vez, além de
aumentar a solubilidade em d4gua, pode alterar a conformac¢do da cadeia dessas
moléculas, o que interfere diretamente na acao bioldgica apresentada (QIU et al., 2007;
ZHANG et al., 2011). Portanto, a adicdo de grupos sulfatos, por derivatizacdo, é
considerada um excelente procedimento para obtengdo de compostos com maior

potencial de aplica¢do bioldgica.
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2.4 SULFATAGCAO COMO PROCEDIMENTO DE DERIVATIZAGAO QUIMICA

Os polissacarideos sulfatados caracterizam-se como moléculas onde alguns grupos
hidroxila das unidades glicosidicas sdo substituidos por grupos sulfato, podendo
apresentar-se de maneira complexa, heterogénea e possuindo acdo bioativa (KIM et al,
2011; MOURAO, 2007). Alguns estudos evidenciam a manifestagdo de atividades
biolégicas para estes materiais, entre elas acdo antioxidante (PEASURA et al.,, 2016),
anticoagulante (KRICHEN et al. 2017), antitrombdtica (LATEEF, OJO, OLADEJO, 2016),
imunomoduladora e anticdncer (WIJESEKARA, PANJESTUTI, KIM, 2011). Os
polissacarideos naturalmente sulfatados podem ser encontrados em algas marinhas
(NGO, KIM, 2013; RODRIGUES et al., 2016), principalmente na forma de fucanas,
fucoidanas e carragenanas (MESTECHKINA, SHCHERBUKHIN, 2010), em animais (KALE et
al., 2013; ZHANG et al., 2013) e em plantas (MULLOY, MOURAO, GRAY, 2000).

Peasura e colaboradores (2016) avaliaram o potencial antioxidante de um
polissacarideo naturalmente sulfatado, isolado a partir da alga Ulva intestinalis. O
polissacarideo quando analisado por cromatografia em coluna de silica apresentou uma
fracdo com grau de sulfatacdo (DS) de 0,62 e massa molecular (MW) de 110 kDa, com
atividade antioxidante superior ao material ndo fracionado, cujo DS era de 2,96 e MW
330 kDa. Segundo os autores, apesar da acdo biolégica estar associada ao maior
percentual de sulfatacdo, a massa molecular é também um fator fundamental a ser
considerado.

Estudos relatam que a modificagdo quimica de polissacarideos microbianos por
sulfatacdao, pode desenvolver ag¢des bioldgicas nessas moléculas semelhantes aquelas
apresentadas por polimeros naturalmente sulfatados, ou até mesmo potencializar uma
acdo ja existente, visto que a bioatividade depende das caracteristicas estruturais da
molécula (VASCONCELOS et al., 2009). Por essa razao, paralelamente a procura de fontes
de polissacarideos naturalmente sulfatados, cresce também a busca pelos derivados
sulfatados provenientes de polissacarideos microbianos, de animais e de plantas, que sdo
sintetizados por derivatizacdo quimica (MESTECHKINA, SHCHERBUKHIN, 2010).

Procedimentos de sulfatacdo também vém sendo largamente empregados para

melhorar a solubilidade de B-glucanas. Wang e colaboradores (2014) obtiveram um
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polimero sulfatado a partir de uma glucana B—(1->3;1->6) proveniente da levedura
Saccharomyces cerevisiae. A atividade imunolégica da molécula derivatizada foi avaliada
através de dois experimentos envolvendo frangos. Experimentos realizados in vitro
indicaram que a glucana sulfatada poderia estimular a proliferacdo de linfdcitos do baco
dos frangos, o que também foi evidenciado nos testes in vivo, envolvendo a vacinacdo dos
frangos com a glucana sulfatada, indicando que a mesma poderia melhorar
significativamente a eficdcia da vacina Newcastle contra a doenca em frangos.

Uma B-glucana, insolivel em 3agua, produzida pelo fungo Pleurotus tuber-regium
foi sulfatada para a obtencdo de um polimero solivel em agua. Duas fracdes com DS de
1,14 e 1,74 foram obtidas e avaliadas quanto a atividade antiviral. Foram submetidas a
ensaios in vitro com quatro tipos de virus, incluindo herpes simplex tipo 1 (HSV-1), herpes
simplex tipo 2 (HSV-2), virus influenza A (Flu A) e virus respiratério sincicial (RSV). Os
resultados apontaram para atividade antiviral das moléculas sulfatadas contra os virus
HSV-1 e HSV-2 impedindo-os de infectarem células hospedeiras (ZHANG et al., 2004b).

A acdo anticoagulante, por sua vez, estd entre as atividades biolégicas mais
pesquisadas para polissacarideos sulfatados. Os Unicos polissacarideos sulfatados
utilizados atualmente como agentes anticoagulantes em farmacos sdo a heparina nao
fracionada e a heparina com baixo peso molecular. Entretanto, tais compostos
apresentam efeitos secunddrios quando administrados, tais como sangramento e
trombocitopenia, o que eleva a necessidade de encontrar fontes alternativas como novos
agentes anticoagulantes (COSTA et al., 2010; NADER et al., 2004).

Glicosaminoglicanas sulfatadas obtidas a partir da pele de peixes tiveram sua
atividade anticoagulante avaliada por Krichen e colaboradores (2017). Tais moléculas
apresentaram respostas marcadamente positivas tanto nos testes realizados in vitro
guanto in vivo, e passaram a ser consideradas como potenciais anticoagulantes obtidos
de uma fonte barata e abundante.

Um exopolissacarideo isolado do Lachnum foi sulfatado por Du e colaboradores
(2016), o material resultante apresentou DS de 1,97, e teve sua atividade anticoagulante
investigada, prolongando satisfatoriamente o tempo de tromboplastina parcial ativada
(APTT) e tempo de trombina (TT) em plasmas sanguineos de ratos, tendo assim, efeito

inibitério sobre a via de coagulagdo intrinseca.
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Alguns polissacarideos sulfatados estdo sendo despolimerizados e as fragdes
resultantes, de menor massa molecular, tém suas atividades bioldgicas avaliadas. A
hidrélise acida parcial (HCI 0,04 M, 60 °C, 5 horas) de uma fracdo polissulfatada,
proveniente da alga vermelha Acanthophora muscoides, produziu oligbmeros que
mostraram-se mais eficazes, nos testes in vitro, sobre a geracdao de trombina do que a
fracdo nao hidrolisada, com o aumento do poder de anticoagulante (RODRIGUES et al.,
2016).

Experimentos envolvendo a fragmentacdo dos polissacarideos para obtencdo de
moléculas menores que conservem as propriedades de aplicacdo da molécula original
tém sido efetuados (KASBAUER, PAPER, FRANZ, 2001). Os oligossacarideos e seus
derivados tém ampla aplicacdo na medicina (reduzem triglicérides, estabilizam a glicemia,
favorecem a absorcdo dos nutrientes e fortalecem o sistema imunolégico, entre outros),
na agronomia (indutores da resisténcia das plantas contra doencas) e, principalmente, na
industria alimenticia como prebidticos, que equilibram a flora intestinal e nutrem
seletivamente as bactérias benéficas tais como Bifidobacterium spp e Lactobacillus spp

(COMBO et al., 2013; Ll et al.,2016).

2.5 OLIGOSSACARIDEOS: METODOS DE OBTENCAO, PURIFICACAO E APLICACAO

Sao designados oligossacarideos, moléculas contendo de 2 a 20 unidades
monossacaridicas. Os oligossacarideos naturalmente sintetizados como moléculas simples
(somente agucar) e com fungdo bioldgica especifica para as suas células tém, geralmente,
duas unidades monossacaridicas — sacarose, trealose, lactose e maltose, entre outras —
mais raramente 3, 4 e 5 unidades monossacaridicas, como rafinose, estaquiose e
verbascose, respectivamente (SUMIYOSHI et al., 2015; VAZQUEZ et al.,, 2000).
Oligossacarideos maiores sdo naturalmente encontrados ligados a proteinas -
glicoproteinas e proteoglicanas - e aos lipideos — glicolipideos, e sdo conhecidos como
oligossacarideos complexos. No glicocdlix, uma estrutura presente na célula animal, os
oligossacarideos complexos participam do reconhecimento celular, funcionando como
centro receptor e sitio de reconhecimento, sendo também importante para os sistemas

de defesa e de adesdo entre as células (NELSON, COX, 2012).



29

De acordo com a literatura (BLAND, KESHAVARZ, BUCKE, 2004; GIESE et al., 2011)
oligossacarideos constituidos de seis unidades monossacaridicas ou mais, mantém ou até
mesmo potencializam as acbes bioldgicas do polissacarideo original, o que pode ser
atribuido ao fato de possuirem frequentemente maior solubilidade, devido a menor
massa molecular, mas ainda assim preservando a conformacdo das moléculas nativas.

Para obtencdo de oligossacarideos maiores sdo usados como substratos
glicoproteinas ou proteoglicanas. Nesse caso a hidrdlise enzimatica é adotada e uma
mistura de oligossacarideos é obtida. A despolimerizacdo de polissacarideos, que pode
ser efetuada por hidrdlise enzimadtica, quimica ou fisica, também é um procedimento
comum. Ja, a sintese organica de oligossacarideos é pouco utilizada por envolver reaces
demoradas, dispendiosas e, que na maioria das vezes, proporciona oligossacarideos com
baixo DP (COURTOIS, 2009; GIESE et al., 2011).

A producdo de oligossacarideos por processos de despolimerizacdo fisica é pouco
utilizada, mas algumas técnicas empregando irradia¢do-Y, ultrassonicacdo, temperatura e
micro-ondas vém sendo desenvolvidas. A despolimeriza¢do de polissacarideos, através da
utilizacdo de raios gama e ultravioleta, se da pelo fornecimento de energia suficiente para
clivar as ligacoes glicosidicas rapidamente, contudo sdo métodos ndo seletivos e que se
administrados sob longos periodos de exposicdao podem provocar a degradacdo do
material (DELATTRE et al., 2005; DELATTRE, VIJAYALAKSHM, 2009).

Vodeni¢arova e colaboradores (2006) empregaram micro-ondas e a
ultrassonicagao para degradar uma xiloglucana extraida de sementes de tamarindo. Os
resultados revelaram que os tratamentos usados, além de promoverem a reduc¢do da
massa molecular, também foram capazes de modificar a estrutura primdria do
polissacarideo original, provocando a cisdo da cadeia principal, acompanhada por
decomposicdo de residuos de glucose, produzindo oligossacarideos de diferentes
tamanhos.

O uso de enzimas tém se mostrado uma alternativa bastante promissora para a
producdao de oligossacarideos, devido a especificidade que estas proteinas possuem
guanto aos seus substratos, podendo atuar principalmente por meio de reagdes
enzimaticas como hidrélise, isomerizacdo e transglicosilacdo (GIESE et al., 2011). Os

procedimentos de hidrdlise enzimatica sdo geralmente mais brandos e, algumas vezes, se
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faz necessario o uso de pré-tratamentos para tornar o polissacarideo mais acessivel a
enzima (ZHANG, Y. et al, 2016). Kumagai e colaboradores (2016) obtiveram
oligossacarideos biologicamente ativos a partir da curdlana, uma glucana. Um pré-
tratamento térmico, seguido da hidrélise pela enzima GH64 (KfGH64), em condicGes
previamente estabelecidas (pH 5,5, 37 °C, 100 rpm, 24 horas, 10 pug enzima/g de
substrato), gerou principalmente laminaripentaoses e oligdbmeros com DP entre 13 e 130,
ndo havendo produtos com DP menor que 5.

A obtencdo de oligossacarideos, a partir da hidrdlise acida parcial de
polissacarideos, é realizada com aquecimento (80 a 100 °C), acidos diluidos (~0,1 a 2 M)
tais como H,S04, HCl e TFA e tempos relativamente pequenos de reacdo (30 a 150 min)
(DELATTRE et al., 2005). Lembrando que polissacarideos sdo completamente degradados
com acidos diluidos a quente, uma investigacdo detalhada das condi¢Oes de hidrélise para
a obtencdo de oligossacarideos deve ser estabelecida a partir de um estudo cinético de
tempo e temperatura de reacdo bem como concentracdao do acido utilizado (DI et al.,
2003; FIGUEIREDO, 2013; GRANDPIERRE et al, 2008; SINGH et al., 2003).

Uma das grandes vantagens da hidrdlise acida para a producdo de
oligossacarideos é a possibilidade de utilizacdo de aquecimento, que auxilia na
solubilizacdo inicial do polimero, tornando o procedimento mais eficaz. No caso da
catalise enzimdtica o aquecimento, se necessario, inviabiliza o procedimento, uma vez
gue enzimas sao proteinas e como tal, geralmente, sofrem desnaturagdo em
temperaturas maiores que 40 °C. Esta limitagdo molecular torna o processo de hidrdlise
guimica mais efetivo (AKPINAR et al., 2010). O mecanismo mais aceito para a hidrélise

acida de polissacarideos é descrito na Figura 2.
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Figura 2: Mecanismo geral de hidrdlise acida de polissacarideos proposto por Edward (1955).
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Fonte: EDWARD, 1955 apud CORREA, 1971.

Dos catalisadores acidos utilizados, o TFA apresenta vantagem sobre os demais,
pois sendo volatil, pode ser removido por simples evaporagdo ou pelo uso de evaporacao
a pressao reduzida (BUBB et al, 1997; DONG et al., 2002; SAMUELSEN et al., 1999; SILVA
et al., 2008). Ja as hidrélises realizadas com os acidos H2SOs e HCl precisam ser
neutralizadas e os ions formados retirados pelo uso de resinas de troca i6nica (CHOW et
al. 2005; Dl et al., 2003; FU et al., 2015; ZHANG, H. et al, 2016).

Em um estudo comparativo para a producdo de oligossacarideos a partir de
curdlana, usando o 4cido trifluoroacético (TFA) e acido sulfurico (H2S04), foi constatado
que o H,SOs; atuou mais rapidamente que o TFA, quando submetidos a mesma
concentragao (1 M), temperatura (60 °C) e tempo de hidrdlise (GRANDPIERRE et al.,
2008).

Akpinar e colaboradores (2009) prepararam uma série de xilooligossacarideos, a
partir de residuos agricolas ricos em xilana, utilizando H,S04 0,25 M, 30 minutos e 100 °C.
Os oligossacarideos gerados foram analisados por HPLC. Segundo os autores, além da
determinacdo dos parametros tempo, temperatura e concentracdo do acido utilizado,
deve-se evitar a formacdo, em grande quantidade, de monossacarideos e de seus
subprodutos furfural e hidroximetilfurfural. B-(1->4)-D-xilooligossacarideos (SUN et al.,
2002) foram obtidos por hidrélise acida parcial (H2S04 0,125 M, 90 °C, 15 min.) de xilanas,

extraidas de sementes de algoddo. Os oligossacarideos foram purificados por
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cromatografia de filtracdo em gel com as colunas Bio-Gel P-4 e Toyopearl HW-40F,
conectadas em série e usando dgua como eluente.

Uma glucana ciclica do tipo B-D-(1->2) foi despolimerizada parcialmente por
hidrdlise acida (HCl 0,01 M, 100 °C, 120 minutos e agitacdo) para gerar oligbmeros com
DP de 2 a 10. A mistura reacional foi neutralizada pela acdo de NaOH e o sal formado foi
removido pela utilizacdo de uma coluna de gel Sephadex G-10 e, em seguida, os
oligossacarideos foram fracionados em coluna de Bio-Gel P-4 (ZHANG, H. et al, 2016).

Fu e colaboradores (2015) produziram nove oligossacarideos diferentes com DP de
2 a 10, a partir de uma B-(1->3)-D-glucana que foi inicialmente solubilizada em DMSO,
sendo a solucdo resultante mantida em agitacdo, “overnigt”. A hidrélise foi efetuada pela
adicdo de acido cloridrico, 105 °C, 150 minutos. O hidrolisado foi neutralizado com NaOH
e as fracOes oligossacaridicas foram separadas por precipitacdo com acetona. Os
oligossacarideos foram separados por um sistema HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography), em coluna de X-amida. Foi verificado, separadamente, o efeito dos
oligossacarideos sobre a liberagdo de H;0. em plantas de tabaco, e os resultados
mostraram que oligossacarideos maiores induziam respostas de defesa mais fortes nas
plantas.

Uma vez estabelecidos os parametros cinéticos ideais para a producdo de
oligossacarideos com DP > 6, a separacdo e a purificacdo desses oligdmeros sdo feitas
convencionalmente por procedimentos cromatograficos, utilizando colunas com carvao
ativado, resinas de troca ibnica ou Bio-géis (ZHOU et al.,, 2011). Outro procedimento
usado é a nanofiltracdo (NF), que segundo Goulas e colaboradores (2002) é eficiente para
a purificagdo de misturas oligossacaridicas em escala industrial. Novas técnicas de
separacdao de alto desempenho por membranas como eletrofiltracdo, reatores de
membrana, moddulo de membrana vibracional e retrolavagem de alta frequéncia
(backflushing ou backshocking) (PINELO et al., 2009), vém sendo estudadas. Entretanto,
todas essas técnicas que utilizam membranas tém custos elevados, sendo portanto
inacessiveis para a maioria dos laboratdrios de pesquisa. A dificuldade de purificacao dos
oligossacarideos faz com que esses experimentos sejam realizados em menor escala,

devido a producao de séries homdlogas de oligossacarideos cujas propriedades quimicas
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e fisicas sdo tao semelhantes que os procedimentos de separacdo nem sempre sdo
efetivos.

Sun e colaboradores (2002) separaram xilooligossacarideos por cromatografia de
adsorcdo, usando como fase estacionaria carvao ativo e fase mével uma mistura etanol-
agua, em diferentes proporcdes. A elevada capacidade de carga e o baixissimo custo do
carvao sao as principais vantagens deste método, juntamente com a separacdo eficiente
de uma série homodloga de oligossacarideos. As principais desvantagens referem-se ao
tempo prolongado de separacdo, principalmente para oligossacarideos com DP maiores e
a baixa recuperacdo dos oligbmeros.

Silva e colaboradores (2008) obtiveram um oligossacarideo soluvel a partir de uma
B-(1->3;1->6)-D-glucana, produzida pelo fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina
MAMB-05. Os oligossacarideos obtidos por hidrdlise acida parcial (TFA 0,2 M, 100 °C, 240
minutos) foram separados pela a¢do consecutiva da cromatografia de filtracdo em gel e
de adsorcdo em carvao-Celite. Por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
proton e carbono 13 e espectrometria de massa ficou estabelecido que um
oligossacarideo puro, contendo unicamente unidades glucopiranosidicas B-(1->6), com
DP igual a 6 foi obtido nessas condicbes, a formula estrutural do oligossacarideo

purificado encontra-se na Figura 3.

Figura 3: Oligossacarideo purificado obtido pelo fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina
MAMB-05.

HO 0 0 0 0 0 0 0 o 0 o O OH
OH OH OH OH OH OH
HO o HOhg HO W HO o HO Ko HOho

Fonte: Silva et al., 2008.

As possibilidades de aplicacao dos oligossacarideos vém sendo progressivamente
investigadas e estudos mostram esses resultados em bactérias, plantas e mamiferos.
Acredita-se que a atividade biolégica esteja relacionada com a estrutura quimica dos
oligossacarideos e isso implica em atencdao especial aos métodos de producdo e de

purificacdo desses oligbmeros (COURTOIS et al., 2009). Ac¢bBes antioxidantes (NGO et al.,
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2008; YUAN et al. 2005,), anticoagulantes (ZHANG, X. et al., 2016), anti-tumorais (ZOU et
al.,, 2016) e imunomoduladoras (JIAO et al., 2014) ja foram detectadas para diferentes
oligossacarideos.

Oligossacarideos solluveis em agua, provenientes de raizes da planta Panax
ginseng C.A. Meyer, utilizados em experimentos in vitro, inibiram o crescimento tumoral
por fortalecimento do sistema imunoldgico e ativagao de macréfagos (JIAO et al., 2014).

Em um estudo efetuado por Jia e colaboradores (2016) ficou evidenciado o efeito
neuroprotetor de oligossacarideos provenientes da quitosana. Essas moléculas inibiram o
stresse oxidativo, reduzindo os niveis de malondialdeido e 8-hidroxi-2-deoxiguanosina,
aumentando a atividade de glutationa peroxidase e superéxido-dismutase, inibindo ainda
respostas neuroinflamatédrias pela diminuicdo na liberacdo de citosinas pré-inflamatarias.
A administracdo oral dos quito-oligossacarideos minimizou significativamente o déficit de
aprendizado e de memadria em ratos, reduzindo inclusive a apoptose de neurénios.

Szabd e colaboradores (1995) sugeriram a existéncia de receptores para
heptaoligossacarideos de glucose 3-(1—3) em mondcitos humanos e Bao e colaboradores
(2002) relatam a manutencdo da atividade imuno-estimulatéria pelos polissacarideos de
pequeno peso molecular, em camundongos.

N3o ha duvida, que os oligossacarideos tém efeitos positivos na saude humana,
tanto na prevencdo como no tratamento de doencgas cronicas. Oligossacarideos de
diferentes fontes sdao usados como suplementos farmacoldgicos, ingredientes de
alimentos processados para auxiliar no controle do peso, na regulagdao do controle de
glucose em pacientes diabéticos e no controle dos niveis de lipideo sérico em
hiperlipidemias, além de outras doencas agudas e cronicas (QIANG, YONGLIE,
QUIANBING, 2009). Os oligossacarideos apresentam 0,3 a 0,6 vezes menos dogura que a
sacarose, além de menos calorias, substituindo-a muitas vezes na composicdo de
alimentos. Alguns oligossacarideos ndo digeriveis sdo utilizados em dietas, como

componentes de adogantes (PATEL, GOYAL, 2011).
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2.6 FONTES BIOLOGICAS DE OLIGOSSACARIDEOS

Todos os seres vivos do planeta Terra (bactérias, algas, protozodrios, fungos,
animais e vegetais) tém em sua composicao quimica os quatro grupos de biomoléculas:
acidos nucléicos, proteinas, lipideos e polissacarideos. De acordo com evolucdo
bioquimica essas moléculas podem ser encontradas livres no citossol ou fazerem parte de
estruturas de endomembranas (organelas) mais especificas. Os polissacarideos,
substratos utilizados como fonte de oligossacarideos com maior grau de polimerizacdo
(DP), podem ser encontrados no citossol das células (funcdo metabdlica de producdo de
energia), na parede celular (funcdo estrutural) e, dependendo do organismo, secretados
ao meio para se protegerem do ataque de outros organismos, da dessecagao, entre
outras funcées (NELSON, COX, 2014).

Para a pesquisa, organismos passiveis de serem cultivados em laboratodrio, sdo os
mais apropriados como fonte de polissacarideos. Quando o organismo é capaz de
secretar o polissacarideo, denominado exopolissacarideo, ele passa a ser alvo da atencao.
Bactérias e fungos sdo micro-organismos eleitos para esse proposito.

Embora as bactérias tenham um tempo de cultivo menor, a rapida variacdo
genética pode comprometer a qualidade do produto formado que, por si sd, se
caracteriza como mistura complexa de heteropolimeros e glicoproteinas; para as
bactérias essas moléculas atuam como biofilme (SUTHERLAND, 2001). A heterogeneidade
molecular dificulta os procedimentos de purificagdo dos polissacarideos, tornando-os
substratos quase inacessiveis para obtencdao de oligossacarideos. Embora os fungos
necessitem de um maior tempo de cultivo, sdo capazes de secretar uma populagao mais
homogénea de moléculas bioldgicas, sob condi¢des de cultivo pré-estabelecidas.

Os fungos constituem um grupo de micro-organismos eucarioticos,
majoritariamente aerdbicos ou anaerdbicos facultativos e quimio-heterotréficos, pois
necessitam absorver componentes organicos do ambiente, usando-os como fonte de
carbono para obtencdo de energia (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012). A absorcdo de
nutrientes se faz pelo auxilio de enzimas, que sao secretadas no meio para a degradacao
das moléculas organicas em fragmentos menores, que sdao mais facilmente transportados

para o interior da célula fungica (PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1996).
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A diversidade bem como a facilidade de disseminacao dos fungos faz com que
esses organismos se tornem versateis e desempenhem diferentes papéis na natureza.
Sofrem interagdes mutualisticas com cianobactérias ou algas gerando os liquens e, com as
raizes de plantas, formando as micorrizas; em ambos os casos tanto o fungo como o outro
ser vivo associado beneficiam-se da interacdo. Podem ainda ser encontrados em relagdes
de parasitismo ou na predacao (TERCARIOLI, PALEARI, BAGAGLI, 2010).

Os fungos sdo organismos multicelulares formados por longos filamentos
chamados de hifas, que crescem pelas extremidades como redes, formando uma massa
compacta, consistindo o micélio. A parede celular fungica é composta de uma trama de
macromoléculas, prevalecendo os polissacarideos tais como quitina, presente na maioria
dos fungos, além de mananas, galactanas, glucanas e quitosanas (MADIGAN et al, 2010;
STEVENSON, 1974; TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

Os fungos sdo organizados dentro do Reino Fungi em quatro filos:
Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota, de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas e estruturais presentes nos diferentes ciclos de vida desses
organismos (TERCARIOLI, PALEARI, BAGAGLI, 2010). Para a obtencdo de polissacarideos
da parede celular tanto Basidiomycota quanto Ascomycota podem ser investigados,
entretanto, para a producdo de exopolissacarideos s3o os ascomicetos,

preferencialmente investigados.

2.7 ASCOMICETO Lasiodiplodia theobromae

Fungos pertencentes a familia Botryosphaeriaceae sao ascomicetos que podem
ser encontrados em duas formas diferentes no seu ciclo de vida: como Lasiodiplodia
theobromae quando no estagio anamorfo (sexuado) e Botryodiplodia theobromae
guando no estagio teleomorfo (assexuado), ambos pertencentes ao género
Botryosphaeria (SALDANHA et al., 2006). Este género é formado por fungos
fitopatogénicos que apresentam inconvenientes do ponto de vista econbmico,
provocando danos em madeiras comerciais, arvores frutiferas e ornamentais (Figura 4). A

fitopatogenicidade se caracteriza em lesGes necrdticas nos galhos e troncos, producao de
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gomose, acarretando a morte gradativa do apice das drvores, designado dieback
(SALDANHA et al., 2006).

Isolados de Lasiodiplodia theobromae das frutas caju, manga, maracujd, coco e
mamao foram estudados por Pereira e colaboradores (2006) e apresentaram variagoes,

guanto a esporulagdo, crescimento e coloracao.

Figura 4: Fungo Lasiodiplodia theobromae. (a) em placas de Petri contendo meio minimo de
Vogel, 5 dias de crescimento, (b) proliferacdo em folhas, 45 dias apds a inoculagao.

Fonte da figura: (a) autoria propria; (b): Muniz et al., 2011.

O fungo Lasiodiplodia theobromae MMBJ, isolado de berinjela, secretou trés B-
glucanas diferentes sob fermentagdo submersa: uma glucana B-(1->3);(1->6) insoluvel em
agua fria, e as outras duas como glucanas lineares B-(1->6) sollUveis, com massas
moleculares de 7 e 1800 kDa. A glucana linear com maior massa molecular foi adicionada
em cultivos de macroéfagos e os resultados encontrados indicaram que o polissacarideo
induz uma resposta proé-inflamatdrio, pela secrecao de interleucina 10 (IL 10), que pode
estar relacionado com uma possivel acdo antitumoral (OLIVEIRA et al., 2015). A
modificagdo quimica por carboximetilagdo da B-(1->6)-D-glucana secretada pelo L.
theobromae, gerou uma molécula mais soluvel, apresentando propriedades
antioxidantes, ndo detectada no polissacarideo original (KAGIMURA et al., 2015b).

Uma glucana secretada pelo L. theobromae, isolado de laranja (VASCONCELOS et
al, 2013) foi sulfatada através de trés ciclos, envolvendo o uso de formamida como
solvente, piridina como catalisador e acido clorossulfénico, gerando um polissacarideo

sulfatado com DS de 0,97. A atividade anticoagulante da molécula quimicamente
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modificada foi atribuida aos grupos sulfatos, uma vez que no polimero original a
propriedade de anticoagulante n3o foi apresentada.

O fungo L. theobromae, isolado dos frutos de graviola, laranja e manga, foi
cultivado no laboratério de Microbiologia. O material secretado no meio de cultivo, para
cada um dos isolados, se mostrou extremamente viscoso e de dificil solubilizagao e foi
identificado como exopolissacarideo. A caracterizacdo quimica desses polimeros mostrou
tratar-se de B-glucanas com elevada massa molecular (VASCONCELOS et al., 2009).
Devido a dificuldade de solubilizacdo e a elevada viscosidade, essas glucanas nao
puderam ser ensaiadas em testes bioldgicos e, portanto, foram selecionadas como
substratos, neste trabalho, para a despolimerizacdo quimica por hidrdlise acida parcial e
obtencdo de oligossacarideos com DP > 5, que possam ser utilizados em ensaios de

atividade bioldgica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem por objetivo obter oligossacarideos a partir da hidrélise
acida parcial de B-glucanas, secretadas pelo ascomiceto Lasiodiplodia theobromae isolado
dos frutos laranja, graviola e manga. Tais moléculas serdo ensaiadas em testes de

atividade anticoagulante.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer uma condicdo de hidrdlise acida parcial (concentracdo do acido e
tempo de hidrdlise) para gerar oligossacarideos de tamanhos variaveis, selecionando
aqueles com seis ou mais unidades monossacaridicas.

Acompanhar a composicao dos oligossacarideos produzidos a cada condicdo de
hidrdlise por cromatografia liquida de ions em alta pressao (HPAEC/PAD).

Purificar os oligossacarideos por cromatografia de filtracdo em gel e por carvdo-
Celite. Acompanhar a purificacdo de cada fracdo por analise em cromatografia liquida de
ions. Derivatizar os oligossacarideos purificados por sulfatagao.

Realizar testes de atividade anticoagulante.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Equipamentos

Agitadores magnéticos Quimis, modelo Q261-22 e Fisatom, modelo 752.
Agitador de tubos Phoenix, modelo AP-56.

Balanca analitica Mettler-Toledo, modelo AB204.

Balanga semi-analitica Gehaka BG2000.

Bomba peristdltica Pump P-1, Amersham Pharmacia Biotech e coletor Frac-
100, Amersham Parmacia Biotech.

Bomba de vacuo Fanem, Dia Pump.

Centrifuga refrigerada Cientec, modelo 5000R.

Coluna de vidro (28 x 1,8 cm), para cromatografia de Filtracdo em gel.
Coluna de vidro (33 x 2,8 cm), para cromatografia em coluna de carvao-
Celite.

Coluna de vidro (28 x 2,8 cm) para Cromatografia de filtracdo em gel
(desalting).

Condutivimetro CienLab.

Cromatodgrafo liquido de troca idnica (HPAEC- High Performance Anionic
Exchange Chromatography) com detector eletroquimico, modelo ED 40,
bomba gradiente, modelo GP 40 e integrador Dionex, modelo 4600.
Deionizador Labconco, Water Pro Ps.

Destilador Quimis.

Espectofotometro Shimadzu, modelo UV-Vis 1601.

Espectrometro de infravermelho IRAffinitty — 1, Shimadzu. A aquisicdo dos

dados foi realizada através do programa IR Solution.

Estufa Quimis.
Estufa Nova Etica, modelo 400/*ND.
Evaporador rotativo Blichi, modelo R-114, bomba a vacuo V-100 e banho

maria Biichi, modelo B-169.
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° Fotocolorimetro Micronal, modelo B440.

) Liofilizador Edwards, modelo E-C.

) Microcentrifuga Beckman, modelo 365606.
° Sistema para filtracdo a vacuo.

4.1.2 Micro-organismos

A producdo dos EPS foi efetuada a partir de isolados fungicos obtidos de
diferentes espécimes vegetais (graviola, manga e laranja), identificados
morfologicamente como Lasiodiplodia theobromae pela Prof. Dr2 Maria Menezes da
Universidade Federal de Pernambuco- UFPE e classificados posteriormente como
Botryosphaeria rhodina (forma anamarfica), denominados B. rhodina MMGR (isolado da
graviola, Annonamuricata), B. rhodina MMFR (isolado da manga, Mangifera sp.) e B.
rhodina MMLR (isolado da laranja, Citrus sp.). (VASCONCELQS, A. F, 2009; SALDANHA et
al., 2007).

4.1.3 Reagentes

Os reagentes quimicos utilizados para o preparo de solugdes, efetuacdo de
experimentos, preparo de eluentes e aplicacdo dos métodos utilizados, foram de grau
analitico obtidos principalmente da Fluka, Merck ou Sigma.

Os sais e reagentes empregados para o preparo dos eluentes utilizados no
HPAEC/PAD foram adquiridos da Fluka.

O gel Sephadex G-15 utilizado para as purificagdes por cromatografia de filtragao
em gel foi obtido da Pharmacia.

O carvao e a Celite utilizados para as colunas de cromatografia de adsor¢ao foram
adquiridos da Sigma.

Os padrdes de oligossacarideos utilizados para andlises em HPAEC/PAD dos
hidrolisados foram: glucose, gentiobiose, laminaribiose e laminaritriose, adquiridos da

Sigma.
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4.2 METODOS GERAIS

4.2.1 Condigdes de cultivo para a producgdo dos exopolissacarideos (EPS)

Os EPS utilizados como substratos para este trabalho foram obtidos por
Vasconcelos e colaboradores (2009) apds cultivos submersos do fungo ascomiceto
Lasiodiplodia theobromae isolado dos frutos laranja (EPSlaranja), graviola (EPSgraviola) e

manga (EPSmanga) (Figura 5).

Figura 5: EPS liofilizados. a) EPSmanga, b) EPSgraviola e c) EPSlaranja.

4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Quantificagdo de agucares totais — Método de fenol-dcido sulfurico

O método do fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956) foi utilizado para detectar
a presenca de carboidratos, bem como para quantifica-los, determinando assim sua
concentracdo, durante cada etapa do trabalho. O método consiste na formacdo do

derivado furfural a partir de pentoses, ou hidroximetilfurfural a partir de hexoses, na



43

presenca de acido sulfurico concentrado, que reage com o fenol formando um complexo
de coloracdo amarela. A utilizacdo do método foi feita seguindo o protocolo original:
Reagentes: solugdo de fenol 5% e H,SO4 concentrado.
Procedimento: em um tubo de ensaio, foram adicionados a 0,5 mL de amostra,
0,5 mL de solucdo de fenol e, através de um jato unico, 2,5 mL de H,SO4 concentrado.
Apds 15 minutos em repouso, as leituras foram efetuadas no fotocolorimetro a 480 nm.
Para o célculo da concentracdo de carboidratos, utilizou-se uma curva padrao de

glucose (0,1 g%), na faixa de concentracao de 5 a 50 pg.

4.4, CURVA DE HIDROLISE DOS EXOPOLISSACARIDEOS

Para verificacdo e padronizacdo de uma condicdo ideal de hidrdlise acida para
obtencdo dos oligossacarideos a partir dos respectivos exopolissacarideos, foram
efetuadas curvas de hidrdlise acida parcial, variando-se o tempo de hidrélise, em uma
concentracdo de acido trifluoroacético (TFA) previamente estabelecida de 0,2 M (BAO et
al., 2002; SILVA et al., 2008), buscando evitar a degradacdo excessiva do material e
visando a producdo de moléculas de tamanhos variaveis, principalmente aquelas com DP
maiores.

Amostras: foram distribuidas aliquotas de 1,0 mg de cada EPS em tubos préprios
para hidrélise, para cada tempo determinado (45, 60, 90, 120, 180, 210, 240 e 300
minutos).

Procedimento: adicionou-se 800 pL de TFA 0,2 M as respectivas amostras contidas
nos tubos de hidrdlise. Cada tubo foi cuidadosamente fechado, para evitar a evaporagao
do acido e, entdo submetidos a agitacdo vigorosa até completa solubilizacdo das
amostras, sendo posteriormente colocados em estufa com temperatura ajustada a
100 °C, durante o tempo determinado para cada tubo, de acordo com a curva de
hidrélise, sendo cada amostra periodicamente agitada para uma melhor solubilizag3do.

Apds o tempo de hidrélise, cada tubo foi recolhido em banho de gelo, o TFA foi
removido por evaporacao e a solucao resultante foi liofilizada e, em seguida, solubilizada
em 1 mL de agua destilada. Posteriormente, cada amostra foi precipitada em alcool

etilico (3 volumes) e mantidas “overnight” em camara fria a 4°C. Em seguida, o material
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foi centrifugado por 30 minutos a 10000 xg, originando um sobrenadante, contendo os
oligossacarideos e um precipitado, formado por moléculas maiores que resistiram a
hidrolise e foram insoluveis em etanol. A fracdo contendo os oligossacarideos foi
evaporada a secura para remocdo do etanol e solubilizada em 34gua, apresentando-se
totalmente solluvel. Cada fracdo foi quantificada para aclcares totais e analisada por
HPAEC/PAD.

A partir dos resultados obtidos optou-se por dar sequéncia ao trabalho com o
EPSmanga, devido ao maior rendimento de oligossacarideos. Foi efetuada, entdo, a
hidrélise do EPSmanga em maior escala. A cada tubo de hidrélise contendo 8,0 mL de
acido TFA 0,2 M, eram adicionados pequenas porcoes de EPS, seguido de vigorosa
agitacdo, até a solubilizacdo de um total de 10 mg, que foram submetidos a hidrdlise. A
guantidade maxima de material a ser hidrolisado, por tubo, foi determinada pela total

solubilizacdo do mesmo.

4.5 METODOS CROMATOGRAFICOS PARA PURIFICACAO DOS OLIGOSSACARIDEOS
OBTIDOS POR HIDROLISE ACIDA PARCIAL

Uma massa total referente a cerca de 500 mg do EPSmanga foi hidrolisada nas
condicbes estabelecidas como ideais, em por¢des de 10 mg por tubo de hidrélise, de
acordo com o procedimento de hidrdlise adotado, que consistia em TFA 0,2 M, 100 °C, 45
minutos. Aproximadamente 419 mg de hidrolisado (fragdo sobrenadante, apds
precipitacdo em etanol) foram obtidos, sendo, posteriormente, submetidos a purificacao
por cromatografia, primeiramente por filtracdo em gel Sephadex G-15 e, posteriormente,

por cromatografia de adsor¢ao em carvao-Celite.

4.5.1 Cromatografia de Filtragdo em Gel — Coluna de Sephadex G-15.

O gel Sephadex é formado por dextrana, um polimero natural, o Sephadex G-15
por sua vez, possui uma faixa de fracionamento de 0 a 1500 daltons para polissacarideos

(BOYER, 1993; CHAMBERS, RICKWOOD, 1993).
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CondigGes da coluna: uma coluna de vidro (28 x 1,8 cm) foi preenchida com gel
Sephadex G-15 apresentando um volume de aproximadamente 72 mL (Figura 6). Como
eluente utilizou-se dgua destilada, o fluxo de eluicdo da coluna foi ajustado em
0,45 mL/minuto e o volume de coleta em 2,0 mL/tubo. O experimento ocorreu em
ambiente climatizado a 23 °C.

Procedimento: os sobrenadantes remanescentes de cada hidrélise, representando
uma massa total de 419 mg de hidrolisado, apds andlise por HPAEC/PAD, foram reunidos,
liofilizados, solubilizados em agua destilada e aplicados na coluna, em porcdes de 10 mg
por coluna. As fragdes coletadas de 2 mL/tubo eram recolhidas e quantificadas quanto a
acucares totais pelo método fenol-acido sulfurico. O perfil de eluicdo foi determinado, e

as fracoes referentes aos picos formados foram reunidas e liofilizadas.

Figura 6: Coluna de gel Sephadex G-15 usada na Cromatografia de filtracdo em gel.




46

4.5.2 Cromatografia de adsor¢éo — Coluna de Carvdo-Celite

A utilizacdo deste método tem-se mostrado eficiente para a separacdo de
moléculas com massas moleculares muito proximas, sendo empregado principalmente
para a separacdo de séries homologas de oligossacarideos, de acordo com os respectivos
graus de polimerizacdo (WHISTLER E BEMILLER, 1962). Conciliar o uso da cromatografia
de filtracdo em gel com a de adsorcdo em carvao-Celite é uma alternativa para a
separacao e purificacdo de oligossacarideos.

Inicialmente adotou-se uma coluna teste, para identificacdo do oligossacarideo
presente em maior quantidade na Fracdo I, proveniente da cromatografia de filtracdo em
gel e, também, para verificacdo das condi¢Oes ideais para uma separacdo eficiente do
mesmo. Além da coluna teste, foi realizada outra coluna de carvdo-Celite, de menor
tamanho, com o objetivo de purificar a Fracdo |, proveniente da Cromatografia de
filtracdo em gel.

Primeira Coluna Teste: foi utilizada uma coluna de vidro (33 x 2,8 cm) empacotada
com a “papa” carvao-Celite, em um volume de 138 mL (Figura 7). Como eluente, utilizou-
se a principio agua destilada e, em seguida, um gradiente descontinuo de etanol/4dgua
(v/v) nas concentracdes de 10%, 20%, 30%, 40%, 50% e 60%. O fluxo médio da coluna foi
de 0,1 mL/min (23 °C), o qual variou um pouco com a mudanca dos eluentes. O volume
de coleta foi de 5 mL.

Procedimento de preparo da “papa” carvao-Celite: porgGes iguais de carvao e de
Celite foram misturadas com agua, resultando em uma “papa”, que foi empacotada na
coluna de vidro. Para remocdo de tracos de metais e cinzas alcalinas, a papa foi lavada
com aproximadamente 10 mL de HCl concentrado e, em seguida, com agua destilada até
pH neutro (WHISTLER, BEMILLER, 1962).

Para a primeira coluna teste, uma aliquota (15 mg) da Fracdo |, proveniente da
filtracdo em gel, foi aplicada a coluna, a mesma foi submetida a uma eluicdo,
primeiramente com agua destilada, seguida pelo gradiente de etanol/agua. Foram eluidos
aproximadamente 300 mL de cada eluente. As fragdes coletadas, correspondendo a 5 mL,
foram evaporadas para remocao do etanol e, em seguida, solubilizadas em 2 mL de agua

destilada, o material remanescente foi designado Fracao Il.
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Figura 7: Primeira coluna Teste usada para Cromatografia de carvao-Celite.

Segunda coluna teste: foi utilizada uma coluna de vidro (33 x 2,8 cm) empacotada
com a “papa” carvio-Celite para dar um volume de 78 mL (Figura 8). A bomba peristaltica
que estava ligada a coluna, conectou-se um sistema de gradiente continuo de
concentragdo de etanol, que variou de 42 a 49% etanol/agua (v/v), para separacdo dos
oligossacarideos de maior DP da Fragdo Il, proveniente da primeira coluna teste de
cromatografia de carvao-Celite.

O fluxo médio da coluna foi de 0,08 mL/min (23 °C), o que mudou um pouco com a
mudanca da concentracdo do gradiente, e o volume de coleta foi de aproximadamente
2,4 mL. A “papa” carvdo-Celite foi preparada de acordo com o procedimento de
preparagdo para a primeira coluna teste.

Uma aliquota com massa de aproximadamente 6 mg, referente a Fracao Il, foi
aplicado na segunda coluna, que foi submetida a uma elui¢cdo sob gradiente continuo de

etanol/agua 42 a 49% (v/v). Foram eluidos aproximadamente 300 mL do gradiente
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etandlico continuo. Cada tubo coletado, contendo 2,4 mL, foi evaporado até secura para
total remocdo do etanol sendo, em seguida, solubilizados em 2 mL de dgua destilada.
Sistema para o gradiente etanol-agua: utilizou-se de um sistema fechado,
composto por dois erlenmeyers (500 mL) cuidadosamente vedados, conectados por um
tubo de silicone. No erlenmeyer 1, havia 300 mL do eluente etanol-dgua de maior
concentracdo (49%), que através do tubo de silicone, gotejavam lentamente no
erlenmeyer 2, contendo o eluente etanol-agua de menor concentracdo (42%, 300 mL) a
medida que a bomba peristaltica retirava o conteddo do erlenmeyer 2 levando-o para o
interior da coluna, de forma que a concentracdo do conteudo do erlenmeyer 2
aumentava continuamente, o que se tornou possivel em funcdo do vacuo criado no

sistema (Figura 8).

Figura 8: Sistema utilizado para Cromatografia de adsorcdo em carvdo-Celite com gradiente da
concentracdo de etanol. (1) erlenmeyer contendo etanol 49% e (2) erlenmeyer contendo etanol
42%.
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Foram submetidos um total de 106 mg da Fracdo | a cromatografia de carvao-
Celite utilizando etanol-agua 50% como eluente, o material remanescente, denominado

Fracdo Il, foi posteriormente sulfatado.

4.6 ANALISES DAS FRACOES OLIGOSSACARIDICAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
[ONS (HPAEC- HIGH PERFORMANCE ANIONIC EXCHANGE CHROMATOGRAPHY)

A cada etapa do trabalho, hidrélise acida parcial, coluna de filtracdo em gel e
coluna carvao-Celite, as amostras foram quantificadas para acgulcares totais pelo método
fenol-acido sulfurico e fracbes referentes a 25 pL, contendo cerca de 1,5 ug de
carboidratos totais, foram analisadas em um sistema de cromatografia liquida de ions
(HPAEC/PAD).

Utilizou-se, desta forma, para fins comparativos, uma mistura de padroes
contendo 300 ng de glucose, 400 ng de gentiobiose, 400 ng de laminaribiose e 400 ng de
laminaritriose, em injecdes de 25 plL.

As analises por cromatografia liquida de alta pressdo foram efetuadas em um
sistema Dionex DX500 com detector de Amperometria Pulsada (PAD). Os cromatogramas
foram registrados em um integrador modelo 4600. Os oligossacarideos foram separados
usando um gradiente de 0 a 100% de acetato de sddio e uma coluna analitica CarboPac
PA1 (4 x 250 mm) equipada com guarda coluna PA1 em um fluxo de 1 mL/min. As
condigcdes de eluicdo foram produzidas usando solu¢do de acetato de sédio 500 mM em
NaOH 100 mM (eluente 1) e solugdao NaOH 100 mM (eluente 2), preparadas a partir de
solucdo NaOH 50%. A coluna foi regenerada por 10 minutos, apds o término da corrida
(40 minutos), com 100% do eluente 1, seguida pelo retorno das condigdes iniciais de
andlise, que consistia em 100% do eluente 2, por 15 minutos, antes da inje¢do da préxima

amostra.
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4.7 DERIVATIZACAO QUIMICA POR SULFATACAO DOS OLIGOSSACARIDEOS PURIFICADOS
POR CROMATOGRAFIA DE FILTRAGAO EM GEL SEPHADEX G-15 E CROMATOGRAFIA DE
CARVAO-CELITE.

Tendo em vista a dificuldade para separacdo dos oligossacarideos, optou-se pela
derivatizacdo por sulfatacdo da mistura de oligossacarideos com maior DP (Fracdo Il). Os
oligossacarideos produzidos por hidrdlise acida parcial e purificados por cromatografia de
filtracdo em gel Sephadex G-15 e posteriormente por cromatografia de carvdo-Celite,
utilizando o gradiente etanol-dgua 50% (Fracdo IlI) foram derivatizados quimicamente
através de uma reacdo de sulfatacdo conforme descrito por O’Neill (1995), com
modificacdes. Foram adicionados 10,0 mL de formamida sobre a Fracdo Il (30 mg)
liofilizada. A solucdo resultante foi submetida a agitacdo magnética vigorosa, durante 3
horas. Apds esse periodo foram adicionados 10,0 mL de piridina (catalisador) ao meio,
continuando sob agitacdo por mais 24 horas a temperatura ambiente.

Em seguida, adicionou-se 3,0 mL de acido clorossulfonico gota a gota, tomando-se
os devidos cuidados para evitar a hidratacdo do sistema reacional, que foi mantido sob
agitacdo vigorosa a 4 °C por 6 horas. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de gelo e
neutralizada com uma solugdo de bicarbonato de sddio 10 % (m/v), até pH 7.

O material foi evaporado a pressao reduzida, para remocado da piridina, sendo na
sequéncia liofilizado, solubilizado em 12 mL de agua destilada e submetido a

cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-15, para remoc¢ao do sal formado.

4.7.1 Cromatografia de filtragdo em gel para “desalting” — Gel Sephadex G-15.

Para remocdo do sal formado durante e rea¢do de neutralizacdo efetuada apéds o
procedimento de sulfatacdo, optou-se pela utilizagdo da cromatografia de filtragdo em
gel, utilizando o gel Sephadex G-15.

Condicdes da coluna: uma coluna de vidro (2,8 x 28 cm) foi preenchida com gel
Sephadex G-15 apresentando um volume de aproximadamente 170 mL (Figura 9). Como

eluente utilizou-se dagua destilada, o fluxo de eluicdo da coluna foi ajustado em
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0,55 mL/minuto e o volume de coleta em 3,0 mL/tubo. O experimento ocorreu em
ambiente climatizado a 23 °C.

Procedimento: o material submetido ao procedimento de sulfatacdo,
representando uma massa total de 30 mg (Fracdo |l sulfatada), foi liofilizado, solubilizado
em dagua destilada e aplicado na coluna, em porcdoes de 6 mg, aproximadamente. As
fracBes coletadas de 3 mL/tubo eram recolhidas e quantificadas quanto a acgucares totais
pelo método fenol-acido sulfurico, tendo na sequéncia a condutividade aferida. O perfil
de eluicdo foi determinado, e as fracOes referentes aos picos formados foram reunidas,

liofilizadas e pesadas. Este procedimento foi repetido duas vezes para remocdo do sal.

Figura 9: Coluna de gel Sephadex G-15 usada na Cromatografia de filtracdo em gel para
"desalting".
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4.7.2 Espectroscopia no infravermelho acoplado ao transformador de Fourier (FT-IR)

As analises de FT-IR foram efetuadas para acompanhar a reacdo de sulfatacao,
com o aparecimento de bandas relacionadas ao grupamento sulfato e ao
desaparecimento dos sinais de OH da mistura de oligossacarideos da Fracdo Il. A
espectroscopia no infravermelho foi realizada em espectrometro IRAffinitty — 1, marca
SHIMADZU e a aquisicao dos dados foi feita pelo programa IR Solution.

Uma aliquota liofilizada de cada material (0,8 mg), ndo sulfatado (Fracao Il) e
sulfatado (Fracdo Il sulfatada), foi macerada com 250 mg de KBr, grau espectroscépico. As
pastilhas utilizadas para as andlises foram feitas a pressao de 60 KN por 180 segundos. Os
espectros foram obtidos no modo transmitancia na faixa de 4000 a 400 cm™, com

resolucdo de 4 cm™.

4.7.3 Determinagdo do grau de substituicéo (D.S.)

O grau de substituicdo (D.S.) do material sulfatado foi determinado por meio do
método turbidimétrico descrito por Dodgson e Price (1962), utilizando o reagente cloreto
de bario-gelatina.

Amostras contendo 2 mg do material sulfatado (Fracao Il sulfatada) foram
hidrolisadas com 2 mL de acido cloridrico 2 M por 5 horas a 100°C. Apds o procedimento
de hidrodlise, uma aliquota de 0,2 mL do hidrolisado foi adicionada a 3,8 mL de TCA a 3%
(m/v) e a 1 mL de solugdo protetora recém preparada. Para o preparo da solugdo
protetora, dissolveu-se 6 g de cloreto de sédio em 20 mL de 4dgua destilada com 0,5 mL de
HCI concentrado e 2,5 mL de gelatina a 1% (m/v). A mistura reacional foi agitada por 1
minuto e deixada em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente, sendo na
sequéncia realizada a leitura em espectrofotémetro a 360 nm.

A determinac¢do do D.S foi feita utilizando a seguinte férmula:

D.S. =162 x S (3200 - 102 x S) para hexoses, onde:

162 — representa 1 mol da unidade repetitiva (hexose);

3200 - representa a massa atébmica do enxofre (S), (32g x 100);

102 — representa 1 mol do éster substituinte (SOsNa)™;
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S —representa o teor de enxofre em porcentagem.

A porcentagem de enxofre nas moléculas oligossacaridicas foi determinada
utilizando a relacdo descrita previamente por Whistler e Spencer (1964), apresentada a
seguir:

%S = [BaSO4 (ug)] x 0,1374 x 100/[massa da amostra sulfatada (ug)]

O teor de enxofre foi determinado por meio da relagdo com uma curva de

calibracdo de ions sulfato (0,005 g%) na faixa de concentracdo de 20 a 180 pug.

4.8 ATIVIDADE ANTICOAGULANTE in vitro

O potencial anticoagulante da mistura de oligossacarideos sulfatados foi analisado
pelos testes cldssicos para determinacdo da atividade anticoagulante, TT (tempo de
trombina), PT (tempo de protrombina) e aPTT (tempo de tromboplastina parcial ativado)
seguindo os protocolos de execucdo dos Kits da marca In Vitro diagndstica. Para os testes,
utilizou-se de heparina sédica (5000 Ul/mL) como padrdo e solucdo salina fisiologica
(0,9% m/v).

Os ensaios foram efetuados com amostras dos oligossacarideos sem sulfatar
(Fragdo 1), dos oligossacarideos sulfatados (Fragao Il sulfatada), e do padrao heparina,
solubilizados em solugdo salina fisiolégica. O plasma foi obtido por meio da centrifugacao
de sangue de doadores saudaveis (1000xg, 20 minutos). Para os controles, adicionou-se
salina fisioldgica ao plasma sanguineo em uma proporg¢ao de 1:10 (10 pL de salina e 90 uL
do plasma), mantendo-se esta propor¢dao para as diferentes concentragées testadas de

acordo com a Tabela 1, apresentada a seguir:
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Tabela 1: Concentracdes das amostras e do padrdo para os ensaios da atividade anticoagulante
TT,PT e aPTT.

Fracao Il Fracdo Il sulfatada Heparina
1 pg/mL 1 pg/mL 1 pg/Ml
5 pg/mL 5 pg/mL 2 pug/mL
10 pg/mL 10 pg/mL 3 ug/mL
15 pg/mL 15 pg/mL
20 pug/mL 20 pug/mL

30 pg/mL

40 pg/mL

4.8.1 Teste de protrombina (PT)

O tempo de protrombina determina o tempo de coagulacdo do plasma sanguineo
apos a adicdo de uma fonte de fator tecidual (tromboplastina) e calcio. A tromboplastina
ativa o fator VII, que quando ativado ativa o fator X, transformando protrombina em
trombina, que atua sobre o fibrinogénio formando assim o coagulo de fibrina (SILVA,
HASHIMOTO, 2006).

Para cada tubo pré-aquecido (37 °C) adicionou-se 100 uL da mistura
plasma/amostra (10 puL da amostra ou padrdo - nas diferentes concentragdes - ou salina
0,9% e 90 pL de plasma). Os tubos foram entdo incubados a 37 °C por aproximadamente
3 - 5 minutos, adicionando-se em seguida 200 uL do reagente PT, previamente aquecido e
reconstituido com 2 mL de agua deionizada estéril. O crondbmetro foi acionado
imediatamente apds a adicdo do reagente, para que o tempo de formacdo do coagulo

pudesse ser registrado. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.8.2 Teste de tromboplastina parcial ativada (aPTT)

Trata-se do teste mais demorado, pois para tal deve ocorrer a ativagdo da fase-

contato para posterior desencadeamento da via intrinseca da coagulacdo. Este teste
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contém um ativador plasmatico e fosfolipidios que atuam como substituintes das
plaquetas. A mistura reacional deve ser recalcificada e a formagdao do coagulo
cronometrada (VASCONCELQOS, 2009).

Para cada tudo pré-aquecido (37 °C) adicionou-se 100 pL da mistura
plasma/amostra (10 pL da amostra ou padrdo - nas diferentes concentragdes - ou salina
0,9% e 90 pL de plasma) e 100 puL do reagente especifico aPTT. Os tubos foram entao
incubados a 37 °C por aproximadamente 3 - 5 minutos, adicionando-se em seguida 100 uL
de cloreto de calcio previamente aquecido. Os tubos foram entdo agitados rapidamente e
o crondmetro foi acionado, para que o tempo de formacdo do codgulo pudesse ser

registrado. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.8.3 Teste de trombina (TT)

Para este teste, uma trombina de baixa poténcia é adicionada ao plasma
promovendo a formacdo do codgulo. Trata-se de um teste simples que permite avaliar as
deficiéncias do fibrinogénio e a presenca de anticoagulantes que possam interferir na
conversao de fibrinogénio em fibrina (SILVA, HASHIMOTO, 2006).

Para cada tubo pré-aquecido (37 °C) adicionou-se 200 pL da mistura
plasma/amostra (20 puL da amostra ou padrdo - nas diferentes concentragdes - ou salina
0,9% e 180 pL de plasma). Os tubos foram entdo incubados a 37 °C por aproximadamente
3 - 5 minutos, adicionando-se em seguida 100 uL do reagente RGT. O cronémetro foi
acionado imediatamente apds a adicdo do reagente, para que o tempo de formagao do

coagulo pudesse ser registrado. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
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Figura 10: Fluxograma das etapas de obtencdo e purificacdo dos oligossacarideos do EPSmanga.
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Figura 11: Fluxograma do procedimento de sulfatagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os oligossacarideos constituem uma classe de moléculas biologicamente ativas de
grande importancia e os efeitos positivos dessas moléculas funcionais sobre a saude
humana vém sendo progressivamente investigados.

Alguns oligossacarideos tém demonstrado uma variedade de efeitos no sistema
imune desempenhando a¢cdo imunomoduladora e antitumoral (JIAO et al., 2014). Gluco-
oligossacarideos bioativos provenientes de glucanas B-(1->3) tém sido reportados na
literatura como agentes imunomoduladores e promotores de respostas anti-
inflamatérias, através da mediacdo de células do sistema imune, por meio da inducdo de
mediadores pro- e anti-inflamatdérios. O mecanismo de acdo anti-tumoral, por sua vez,
vém sendo associado a ativacdo de células “natural killer” induzindo a respostas
imunoldgicas (BARBOSA, DEKKER, GIESE, 2010; PANG et al., 2005).

Entretanto, poucos oligossacarideos sdo produzidos naturalmente, desta forma,
estratégias vém sendo desenvolvidas com o objetivo de produzir estes oligbmeros por
despolimerizacdo de polissacarideos ou por meio de sintese. Geralmente mecanismos de
despolimerizacdo sdo empregados por degradacdo quimica, fisica ou enzimatica, a partir
dos polissacarideos originais (COURTOIS et al., 2009; DELATTRE et al., 2005).

Com o advento da crescente busca pela funcionalizacdo de polissacarideos e
diante da disponibilidade das B-glucanas neste laboratério, isoladas a partir de cultivos
efetuados por Vasconcelos e colaboradores (2008), o presente estudo investiga a
obtencgao de oligbmeros com diferentes graus de polimerizagao a partir da hidrdlise acida
parcial dos polissacarideos, bem como a purificacdo por métodos cromatograficos, para a

obtencdo de moléculas biologicamente ativas.

5.1 CURVA DE HIDROLISE DOS EXOPOLISSACARIDEQS

Ha poucos relatos na literatura sobre a obtencao de oligossacarideos por meio de
hidrélise acida parcial. Alguns inconvenientes como ndo seletividade na quebra de
ligacOes glicosidicas, fazem com que as reacdes de hidrélise acida sejam muitas vezes

dificeis de serem controladas, gerando frequentemente quantidades indesejadas de
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monossacarideos e outros produtos adversos (DELETTRE et al., 2005). A grande vantagem
na utilizacdo deste método estd na possibilidade do uso de elevadas temperaturas,
promovendo uma maior fluidez do material a ser hidrolisado, o que ndo é possivel para a
hidrélise enzimatica, que apresenta como inconveniente a impossibilidade de serem
realizadas a temperaturas acima de 40 °C (SILVA et al., 2005).

A despolimerizagdao de moléculas contendo essencialmente agucares neutros
como glucanas, fucanas e galactanas pode ser realizada por métodos de hidrdlise acida
utilizando 4cidos diluidos (até 2 M) como HCI, H;SOs, TFA, féormico ou nitroso, sob
temperatura de 50 a 100 °C. Esse tipo de procedimento também é utilizado para
determinar a composicdo e estrutura de polissacarideos por meio de despolimerizacao
total (COURTOIS et al., 2009; DELATTRE et al., 2005).

A velocidade com que as ligacBes glicosidicas dos polissacarideos sdao quebradas,
por meio de hidrélise, depende de alguns fatores que estdo relacionados principalmente
ao tipo e configuracdo das ligacoes glicosidicas e estrutura dos residuos
monossacaridicos. De modo geral, os polissacarideos constituidos por ligacdes do tipo B
sdo mais resistentes a hidrdlise do que aqueles formados por ligacdes do tipo a. As
ligacdes do tipo (1->2) sdo mais susceptiveis a quebra do que ligagdes do tipo (1->3), que
por sua vez hidrolisam mais rapidamente que ligacGes do tipo (1->6) (CHAPLIN, KENNEDY,
1994).

O procedimento de hidrdlise adotado deve ser capaz de gerar oligossacarideos
com grau de polimerizagao suficiente para preservar a conforma¢ao da molécula original,
pois o tamanho estd intimamente relacionado com a agdo dessas moléculas no sistema
imunolégico. Alguns estudos indicam que oligossacarideos que sdo constituidos de seis
unidades monossacaridicas ou mais, mantém ou até mesmo melhoram as propriedades
bioldgicas do polissacarideo original, devido a maior solubilidade (BLAND, KESHAVARZ,
BUCKE, 2004; GIESE et al., 2011).

Grandpierre e colaboradores (2008) obtiveram uma grande variedade de
oligoglucanas B-(1->3), através de hidrdlise acida parcial utilizando acido trifluoroacético
(TFA) 1 M, durante 24 horas, sob temperatura de 60 °C. Outros estudos relatam a
producdo de oligossacarideos utilizando tempos reacionais menores. Segundo Samuelsen

e colaboradores (1999) uma grande quantidade de oligossacarideos com alta massa
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molecular podem ser gerados por hidrélise dcida parcial usando TFA 0,1 M, por 1 hora a
100 °C.

O presente trabalho investigou, inicialmente, a hidrélise acida parcial de trés
exopolissacarideos (EPSmanga, EPSgraviola e EPSlaranja) secretados por 3 cepas do fungo
Lasiodiplodia theobromae (VASCONCELOS et al., 2008).

Para a obtencdo da condicdo ideal de hidrélise acida parcial desses polimeros,
foram realizadas curvas de hidrdlise. A utilizagao do acido TFA foi feita devido a vantagem
de o mesmo poder ser removido por evaporacdo (por tratar-se de um composto bastante
volatil) apds o procedimento de hidrdlise, eliminando a etapa de neutralizagdo com NaOH
ou BaCOs, que se faz necessdria quando outros tipos de acidos sdo utilizados, como HCl e
H,SO4 (CHOW et al. 2005; DI et al.,, 2003; FU et al., 2015; ZHANG, H. et al, 2016). Foi
adotada uma concentracdo de TFA 0,2 M e temperatura de hidrélise de 100 °C,
parametros estes que se mostraram eficientes para a geracdo de oligbmeros por Silva e
colaboradores (2008).

Ao término do tempo de reacdo, algumas amostras continham material insoluvel
em suspensdo, sendo por esse motivo, submetidas a centrifugagdo, para que estas
porcdes insollveis pudessem ser separadas. Os hidrolisados, submetidos a precipitacdo
em etanol absoluto, geraram duas fragdes, uma contendo os componentes de pequena
massa molecular (oligossacarideos) que permaneceram sollveis em etanol, constituindo
o sobrenadante, e outra na forma de precipitado, contendo os polissacarideos residuais
modificados.

As amostras sollveis contendo os oligossacarideos foram solubilizadas em agua
destilada apdés remog¢do do etanol, para que pudessem ser quantificadas quanto a
acucares totais pelo método fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956), um método
colorimétrico de quantificacdo que envolve a a¢cdo de um &acido concentrado (H,SOa)
sobre a amostra analisada, causando a hidrélise de todas as ligacdes glicosidicas, seguida
pela desidratacdo das espécies monossacaridicas formadas, gerando derivados furfurais
de coloracgdo alaranjada (CHAPLIN, KENNEDY, 1994).

Os exopolissacarideos utilizados como substratos para esse trabalho apresentavam,
a principio, aproximadamente 95% de carboidratos e menos de 5% de proteinas

(VASCONCELOS et al., 2008). As quantificacdes de acglcares totais para cada material
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hidrolisado, nos diferentes tempos de hidrélise, encontram-se na Tabela 2 e Figura 12,

apresentados a seguir:

Tabela 2: Quantificacdo de acucares totais dos sobrenadantes etandlicos, apds hidrélise acida
parcial dos EPS produzidos pelo L. theobromae isolado dos frutos graviola, laranja e manga.
Amostras de 1 mg foram hidrolisadas em diferentes tempos (minutos) com TFA 0,2 M a 100 °C.

Tempo de Hidrélise (min.) 45 60 20 120 180 210 240 300

Quantidade de hidrolisado 209 225 252 260 278 286 215 198
EPSgraviola (ug)

Quantidade de hidrolisado 134 173 189 191 203 228 141 122
EPSlaranja (ug)

Quantidade de hidrolisado 823 715 684 565 543 529 495 488
EPSmanga (ug)

Figura 12: Rendimento de material hidrolisado a partir dos respectivos EPS, nos diferentes tempos
de hidrdlise.
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Os resultados mostrados na tabela acima indicam que, nas condi¢des utilizadas
neste trabalho, tanto o EPSgraviola quanto o EPSlaranja, ndo foram bons substratos para
producdo de oligossacarideos, provavelmente pela dificuldade de solubilizacdo desses
materiais, mesmo sob agitacdo vigorosa e temperatura elevada. A solubilizacdo
ineficiente pode ter contribuido para a baixa producdo dos oligbmeros, ja que o material
se encontrava majoritariamente insoluvel no meio, dificultando sua degradagao.

O melhor tempo de hidrdlise para o EPSgraviola e EPSlaranja, de acordo com a
guantificacdo de agucares totais, foi de 210 minutos, produzindo, nestas condic¢Ges, cerca
de 286 pg de hidrolisado (EPSgraviola) e 228 pg de hidrolisado (EPSlaranja), o que
representa 28,6% e 22,8 %, respectivamente, em relacdo a quantidade de material inicial
(1 mg).

Nas condicGes estudadas (0,2 M de TFA, 100 °C), o EPSmanga foi o melhor substrato
para a obtencdo de oligossacarideos. No tempo de 45 minutos foram obtidos 823 pg de
hidrolisado, o que representa um rendimento de 82,3% em relacdo a quantidade de
polissacarideo empregada (1 mg).

Entretanto, as amostras hidrolisadas precisavam ser investigadas quanto as
espécies geradas, ou seja, o tempo necessario de reagao para que oligossacarideos com
maior DP fossem produzidos. Portanto, as amostras hidrolisadas foram analisadas por
cromatografia liquida de troca aniénica (HPAEC- High Performance Anionic Exchange
Chromatography) em colunas CarboPac, que permitem a separagao e analise efetiva de
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Tais colunas sdao compostas por
uma resina polimérica ndao porosa, MicroBead, aglomeradas com aminas quaterndrias
funcionalizadas (TECHNICAL NOTE 20, 1993).

Na analise por HPAEC/PAD, os aglcares presentes na amostra sdo separados em
uma coluna de troca anidnica, a um pH alcalino. A coluna com resina de troca aniénica é
usada para separar analitos aniénicos ou espécies ionizadas a elevados valores de pH,
como os carboidratos. Desta forma, a HPAEC utiliza eluentes com pH elevado, a base de
hidroxidos, para gerar anions a partir de espécies nao anidnicas quando em pH neutro. A
anadlise é seguida por deteccdo amperométrica pulsada (PAD), onde os grupos OH" ligados
aos carboidratos sdao oxidados sob uma superficie de eletrodo de ouro e a corrente de

impulsos gerada é medida (ROHNER, 1993; TERMO SCIENTIFIC, 2016; YOKOTA et al.,
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1999). A separacdo de oligossacarideos por HPAEC/PAD requer, no entanto, o uso de uma
alta concentracdo de hidréxido de sddio e acetato de sddio, para que os analitos sejam
removidos completamente da resina da coluna (DAVIES et al., 1993).

A Figura 13 apresenta o cromatograma da mistura de padrdes - glucose, gentiobiose
(glucose B(1->6) glucose), laminaribiose (glucose B(1->3) glucose) e laminaritriose
(laminaribiose B(1->3) glucose), indicados, respectivamente, como picos 1, 2, 3 e 4, nas
mesmas condicdes de andlise, utilizada para o estudo dos oligossacarideos obtidos por

hidrolise acida dos exopolissacarideos.

Figura 13: Andlise por HPAEC/PAD da mistura de padres de glucose (1), gentiobiose (2),
laminaribiose (3) e laminaritriose (4) com RT (min) de 4,60, 7,62, 8,80 e 12,38, respectivamente.
Condic¢do de andlise: Coluna CarboPac PA1, gradiente continuo de 0 a 100% de acetato de sédio
500 mM em NaOH 100 mM, 55 minutos.
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As figuras abaixo (14, 15 e 16), apresentam os resultados das analises por
HPAEC/PAD, dos hidrolisados obtidos dos EPSgraviola, EPSlaranja e EPSmanga, nos

diferentes tempos de hidrdlise.
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Figura 14: Andlise por HPAEC/PAD do hidrolisado proveniente do EPSgraviola (TFA 0,2 M, 100 °C),
nos diferentes tempos, indicados na figura. Condicdo de andlise: Coluna CarboPac PA1, gradiente
continuo de 0 a 100% de acetato de sédio 500 mM em NaOH 100 mM, 55 minutos. Os picos 1, 2,
3 e 4 correspondem aos tempos de retencdo dos padrdes (vide Figura 13). Quantidade de

material aplicada: 1,3 pg em 25 uL de H,0 deionizada.
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Figura 15: Analise por HPAEC/PAD do hidrolisado proveniente do EPSlaranja (TFA 0,2 M, 100 °C),
nos diferentes tempos, indicados na figura. Condicdo de anadlise: Coluna CarboPac PA1, gradiente
continuo de 0 a 100% de acetato de sédio 500 mM em NaOH 100 mM, 55 minutos. Os picos 1, 2,
3 e 4 correspondem aos tempos de retencdo dos padrdes (vide Figura 13). Quantidade de
material aplicado: 1,3 pug em 25 uL de H,0 deionizada.
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Figura 16: Analise por HPAEC/PAD do hidrolisado proveniente do EPSmanga (TFA 0,2 M, 100 °C),
nos diferentes tempos, indicados na figura. Condicdo de andlise: Coluna CarboPac PA1, gradiente
continuo de 0 a 100% de acetato de sédio 500 mM em NaOH 100 mM, 55 minutos. Os picos 1, 2,

3 e 4 correspondem aos tempos de retencdo dos padrdes (vide Figura 13). Quantidade de
material aplicado: 1,3 pug em 25 uL de H,0 deionizada.
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Por comparacdo dos tempos de retencdo dos padrdes (Figura 13), os resultados das
analises referentes aos oligossacarideos obtidos por hidrélise acida parcial mostram que
os tempos de 45 a 120 minutos foram capazes de gerar fragmentos com maior DP, em
maior quantidade, quando comparado a tempos superiores a 120 minutos. As hidrdlises
com tempos de 180 a 300 minutos produziram uma menor quantidade de
oligossacarideos com maior DP e isso se deve, provavelmente, a degradacdo desses em
moléculas de baixo peso molecular, como mono e dissacarideos, em funcdo do maior
tempo da reacao.

O diferente comportamento dos trés EPS frente as mesmas condi¢Ges de hidrélise
pode, como dito anteriormente, estar relacionado com a solubilidade da solucao
polissacaridica que, quanto mais viscosa, mais inacessivel a reagdo. Vale ressaltar que o
tipo de ligacdo glicosidica envolvendo os monossacarideos da macromolécula pode estar
intimamente relacionado a velocidade de formacdo dos respectivos oligossacarideos por
hidrdlise acida parcial. Sendo assim, a formacdo de uma alta quantidade de oligdbmeros
com massas moleculares pequenas pode indicar que a molécula nativa seja composta por
ligacOes glicosidicas mais susceptiveis as condi¢cdes de hidrdlise utilizadas, gerando
fragmentos menores. Em contrapartida, a formagcao de oligossacarideos com massas
moleculares maiores, sob as mesmas condi¢Ges, pode indicar a presenca de ligacGes
glicosidicas mais resistentes. Dessa forma, a formacdo de oligossacarideos maiores pelo
EPSmanga pode indicar que o mesmo seja constituido por ligacdes glicosidicas de carater
mais forte.

As glucanas secretadas pelos fungos sdo de mesma natureza quimica que as da
parede celular: B-(1-3), B-(1->6) e B-(1->3;1->6), sendo geralmente a ultima presente
em maior quantidade. Essas moléculas, quando secretadas para defesa das células
fungicas, formam grandes complexos moleculares que raramente podem ser separados
como moléculas puras. A quantidade de hidroxilas presentes nos acglcares permite que
um numero muito grande de ligacdes de hidrogénio seja efetuado, tanto intra- quanto
intermolecular. Essas liga¢cdes consideradas individualmente fracas, quando em conjunto
tornam-se fortes e raramente sdo desfeitas, sob condi¢cdes que preservem as ligacdes
glicosidicas. Portanto ha possibilidade que embora os EPS produzidos pelo mesmo micro-

organismo (Lasiodiplodia theobromae), nas mesmas condi¢des de cultivo e sob as
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mesmas condicbes de hidrélise, apresentem um comportamento diferente, que pode ser
atribuido a diferentes percentuais das trés glucanas no material secretado. Nas B-
glucanas as ligagdes 1->6 sao menos labeis que as 1->3.

De acordo com os cromatogramas apresentados foi selecionado para estudo o
EPSmanga. O tempo de hidrdlise de 45 minutos foi escolhido porque além de gerar mais
fragmentos hidrolisados (~83%), os resultados por HPAEC/PAD mostram que a relacdo
percentual entre mono- e oligossacarideos é menor, favorecendo a presenca de
moléculas com maior DP.

Estabelecida a melhor condicdo de hidrdlise dacida parcial para obtencdo de
oligossacarideos a partir do EPS manga (0,2 M de TFA, 100 °C, 45 minutos), partiu-se para
uma produgdao em maior escala do material de interesse. Foram hidrolisados cerca de
500 mg sob as condicdes acima. Da massa total, obteve-se aproximadamente 419 mg de
hidrolisado (fracdo sobrenadante, apds precipitacdo em etanol) que foi submetido a
purificacdo por cromatografia.

A formacdo de monossacarideos e oligossacarideos de pequena massa molecular
nos procedimentos de hidrdlise acida torna o uso de métodos de separacdo e purificacao
imprescindiveis (DELETTRE et al., 2005). Foram, entdo, selecionados dois métodos para a
purificacdo dos fragmentos oligossacaridicos produzidos, sendo a cromatografia de

filtracdo em gel, utilizando o gel Sephadex G-15, adotada como primeiro procedimento.

5.2 CROMATOGRAFIA DE FILTRAGAO EM GEL — COLUNA DE SEPHADEX G-15

A cromatografia de filtragdo em gel consiste em uma técnica de separacdao de
moléculas de acordo com a ordem decrescente de suas massas moleculares. E empregada
para a purificacdo de proteinas, acidos nucléicos, enzimas e polissacarideos. A fase
estacionaria consiste em particulas de gel inerte, que possuem pequenos poros com
tamanho determinado (BOYER, 1993). O gel Sephadex G-15 possui uma faixa de
fracionamento de 0 a 1500 daltons para carboidratos (BOYER, 1993; CHAMBERS,
RICKWOOD, 1993), sendo, portanto, considerado adequado para uma separacgdo parcial

dos fragmentos oligossacaridicos gerados por hidrdlise acida parcial.
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Uma amostra contendo moléculas de varios tamanhos elui pela coluna sob a
interferéncia de um fluxo continuo da fase mdvel. As moléculas da amostra que possuem
tamanhos superiores ao limite superior da faixa de fracionamento do gel, ndao penetram
nos poros do gel, limitando-se aos espacos entre suas particulas, sendo excluidas mais
rapidamente da coluna, arrastadas pela fase mdvel. As moléculas menores, no entanto,
sdo capazes de se difundirem para dentro e para fora dos poros do gel, tendo a eluicdo
atrasada ao longo da coluna (BOYER, 1993).

Gutiérrez e colaboradores (1996) utilizaram a filtracdo em gel Sephadex G-15 para
separar moléculas de glucose quimicamente modificados. As fracGes coletadas quando
guantificadas pelo método fenol-acido sulfurico, geraram um cromatograma cujo perfil
de eluicdo apresentou dois picos, um deles com menor tempo de retencdo, composto por
moléculas maiores, e outro, contendo monossacarideos livres ou ndo modificados.

A cromatografia de filtracdo em gel foi usada por Moniz e colaboradores (2014)
para a separacdo de uma mistura de xilo-oligossacarideos, utilizando gel Superdex 30.
Foram obtidas fracdes de xilo-oligossacarideos purificados, de acordo suas massas
moleculares, desde pequenos oligossacarideos com DP > 3 até moléculas com DP >23, as
moléculas menores como os monossacarideos foram as uUltimas a serem eluidas, logo
depois dos dissacarideos, sendo os oligossacarideos com maior massa molecular os
primeiros a eluirem da coluna.

Todo o material hidrolisado obtido do EPSmanga, foi submetido a cromatografia de
filtracdo em gel Sephadex G-15, a cada coluna foram aplicados 10 mg do material e, de
acordo com quantificagdes pelo método fenol-acido sulfurico, foram eluidos dois picos

para cada coluna, denominados | e Il (Figura 17).
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Figura 17: Cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-15 do hidrolisado acido parcial (TFA 0,2
M, 100 °C, 45 minutos) do EPSmanga. Fluxo: 0,45 mL/min., fracdes coletadas: 2 mL/tubo, eluente:
agua destilada, material aplicado: 10 mg do hidrolisado, volume da coluna: 72 mL.
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De acordo com o perfil de eluicdo apresentado e considerando o principio de
separacdo do método, podemos inferir, previamente, que o Pico | contém as moléculas
maiores e o Pico Il as moléculas menores. Esta suposicdo pdde ser confirmada pela
analise das aliquotas de cada fragdo (tubo) constituinte dos dois picos. A Figura 18 mostra
os resultados das analises por HPAEC/PAD dos tubos 10 ao 17, constituintes do Picos | e Il.
Os tubos 18 e 19, por sua vez, apresentaram perfil semelhante ao tubo 17, com

predominancia de mono e dissacarideos.
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Figura 18: Andlise por HPAEC/PAD das fra¢Bes constituintes dos Picos | e Il, provenientes da
Cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-15. Condicdo de analise: Coluna CarboPac PA1,
gradiente continuo de 0 a 100% de acetato de sddio 500 mM em NaOH 100 mM, 55 minutos. Os
picos 1, 2, 3 e 4 correspondem aos tempos de retencbes dos padrdes (vide Figura 13). Quantidade
de material aplicado: 1,3 ug em 25 uL de H,O deionizada.
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As analises por HPAEC/PAD confirmam que fragmentos oligossacaridicos maiores
estavam presentes nas primeiras fracbes do Pico | (10, 11 e 12) seguido por
oligossacarideos menores (fracdes 13, 14, 15 e 16), apresentando por fim principalmente
glucose, nas fragoes referentes ao Pico Il (17, 18 e 19). Portanto, apesar da cromatografia
de filtracdo em gel Sephadex G-15 ndo ser eficiente para a separacdo de uma série
homéloga de oligossacarideos, geralmente formados por hidrélise acida parcial, foi capaz
de separar mono- e dissacarideos de moléculas maiores.

As fracoes correspondentes aos tubos 10 e 11, pertencentes ao Pico I, que se
mostraram semelhantes por HPAEC/PAD, foram reunidas e denominadas de Fracdo I. Os
demais tubos eluidos, foram liofilizados e armazenados.

Cerca de 121,2 mg de material referente a Fracdo | (Figura 19) foram utilizados

para a cromatografia de adsorcdo em carvao-Celite, proxima etapa da purificacdo.

Figura 19: Fracdo | referente aos tubos 10 e 11 eluidos da cromatografia de filtracio em gel
Sephadex G-15. Coluna CarboPac PAl. Condicao de analise: gradiente continuo de 0 a 100% de
acetato de sédio 500 mM em NaOH 100 mM, 55 minutos. Quantidade de material aplicado: 1,3
ug de 25 plL de H,0 deionizada.
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5.3 CROMATOGRAFIA DE ADSORCAO — COLUNA DE CARVAO-CELITE

A escolha da cromatografia de adsorcao em carvao-Celite, como segundo método
de purificacdo, baseia-se no fato de que ela é considerada mais eficiente para a separacao
de uma série homodloga de oligossacarideos, separando oligdbmeros com massas
moleculares muito préximas (WHISTLER, BEMILLER, 1962; WHISTLER, DURSO, 1950).
Baixo custo, grande area de superficie, volume de poros e alta capacidade de adsorc¢ao do
carvao ativado, tornam esse método vantajoso e eficiente (NOBRE, TEIXEIRA,
RODRIGUES, 2012).

A Celite, além de sua capacidade adsorvente, também é utilizado como suporte
em varios métodos cromatograficos, por possuir uma excelente resisténcia mecanica e
por ser inerte quimicamente (YAMADA et al.,, 1985), favorecendo um compactamento
mais uniforme do leito, evitando a ocorréncia de bolhas de ar e, por consequéncia,
irregularidades no fluxo (HORWITZ, BLOOMQUIST, 1972).

Desde que Whistler e Durso relataram em 1950 a utilizacdo de carvdo ativado
combinado com Celite para separar acucares em uma mistura, pela eluicdo dos mesmos
por meio do uso de concentracdes crescentes de etanol, alguns estudos investigaram o
mesmo principio para purificar oligossacarideos provenientes de fontes naturais como do
mel (MORALES et al., 2006) e do leite humano (PRIEM et al., 2002).

Para dar continuidade ao processo de purificagdao, realizou-se, inicialmente, uma
primeira coluna teste para se estabelecer as condi¢des de eluicdo dos oligossacarideos
presentes na Fragao I. Quinze (15) mg foram aplicados a primeira coluna de carvao-Celite,
sendo utilizado como fase mével, um gradiente descontinuo de etanol-agua (v/v) de 0% a
60%. As fragdes coletadas foram quantificadas pelo método do fenol-acido sulfurico. As
fragdes eluidas com dgua e etanol-agua até 30% ndao removeram o material adsorvido. As
concentragdes de etanol-agua 40% e 50% foram capazes de eluir o material adsorvido,
sendo a concentragao de 50% mais efetiva. A concentragdo de etanol-dgua 60%, por sua
vez, foi responsavel pela retirada de uma pequena quantidade de material da coluna
(Figura 20).

A forca da interagdo entre as moléculas do acucar e as da fase estacionaria

(adsorvente) depende das caracteristicas estruturais do agucar. Para uma série homologa,
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guanto maior for o tamanho da molécula, maior a concentracdo de etanol necessaria
para remové-la da fase estacionaria. Desta forma, espera-se que os oligossacarideos
maiores mantenham uma interacdo mais forte com as particulas do carvdo ativado,
sendo, portanto mais dificil de serem removidas do que outras moléculas pequenas,
como oligossacarideos menores presentes na mistura (NOBRE, TEIXEIRA, RODRIGUES,

2012).

Figura 20: Primeira Coluna teste da Cromatografia de adsor¢do em carvao-Celite da Fragao I. Fase
movel: gradiente etanol-agua de 40, 50 e 60%. Fluxo: 0,1 mL/min (23 °C), Fragdo: 5 mL/tubo.
Volume da coluna: 138 mL.
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Aliquotas correspondentes as fragdes com as maiores absorbancias provenientes
das elui¢des de etanol-agua 40%, 50% e 60% foram analisadas por cromatografia liquida

de ions (Figura 21).
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Figura 21: Analise por HPAEC/PAD das fracdes obtidas na primeira coluna teste da cromatografia
de carvao-Celite. Coluna CarboPac PA1. Condicdo de analise: gradiente continuo de 0 a 100% de
500 mM de acetato de sédio em NaOH 100 mM, 55 minutos. Quantidade de material aplicado:
1,3 pg em 25 plL de H,0 deionizada.
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As concentragdes de etanol-agua 40 e 50% foram capazes de, parcialmente,
separar a Fragao |, entretanto a maior parte do material eluiu na fragdo etanol-agua 50%,
denominada a partir de agora de Fragdo Il. A ocorréncia de varios picos, dentro de cada
concentracao de eluente, indica que, provavelmente, uma sequéncia de oligossacarideos
com estrutura quimica muito semelhante permanece sem ser separada. Foi submetida
uma massa total de 106 mg a cromatografia de carvao-Celite utilizando etanol-agua 50%,
o material remanescente obtido foi de 36 mg (Fragao Il).

Durante esse experimento foi observado que o fluxo da coluna diminuia
significativamente com o aumento da concentra¢dao de etanol na mistura, chegando a

0,042 mL/min.
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Uma segunda coluna, também preenchida com carvao-Celite, foi preparada com
menor volume de leito (78 mL), para minimizar a reducdo do fluxo, uma condi¢do que
atrapalha a separacdo e consequentemente, a purificacdo. Nessas condicdes o fluxo foi
mantido em 0,08 mL/min.

Considerando os resultados da coluna anterior que mostraram que os
oligossacarideos maiores foram desadsorvidos nas concentracdes de etanol-dgua 50%,
um gradiente continuo etanol-agua de 42 a 49% (v/v) utilizando a Fracdo Il, foi adotado.
As fracOes coletadas foram quantificadas pelo método do fenol-acido sulfurico (Figura

22).

Figura 22: Cromatografia de adsor¢do em carvao-Celite da Fragao Il utilizando um gradiente
continuo etanol-agua de 42-49%. Fluxo: 0,08 mL/min (23 °C) Volume das fragdes: 2,4 mL/tubo.
Volume da coluna: 78 mL.
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Praticamente todo o material aplicado eluiu em dois volumes da coluna (Figura
22), entretanto a maior parte foi desadsorvido entre 42,5 a 43,5% de etanol-agua. Os
resultados encontrados nas andlises por HPAEC/PAD (Figura 23) indicam que a utilizacdo

de uma gradiente continuo suave, para a separagao, nao foi eficiente.
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Figura 23: Andlise por HPAEC/PAD das fragBes obtidas na cromatografia de carvdo-Celite da
Fracao Il utilizando um gradiente continuo etanol-dgua de 42-49%. Coluna CarboPac PA1. Elui¢do:
gradiente continuo de 0 a 100% de acetato de sédio 500 mM em NaOH 100 mM, 55 minutos.
Quantidade de material aplicado: 1,3 ug em 25 uL de H,0 deionizada.
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A adsorcdo das espécies em estudo, pelo carvdo ativado, estd relacionada a
natureza hidrofébica da superficie das particulas de carvdo. Assim, quanto mais
hidrofdbica é uma espécie, mais adsorvida ela sera pelas particulas de carvao (ABE et al.,
1983). Portanto, oligossacarideos maiores, que contém uma maior quantidade de grupos
(-CH) sao mais fortemente adsorvidos pela fase estaciondria, necessitando de uma
concentracdao maior de etanol na fase movel para serem removidos (NOBRE, TEIXEIRA,
RODRIGUES, 2012).

A partir dos resultados encontrados até o momento, aventa-se a possibilidade do
EPS em questdo ter mais de uma série homologa de oligossacarideos, ou seja, 0 micro-
organismo pode ter secretado uma mistura de B-(1->6) e B-(1->3;1->6)-D-glucana. Se
essa hipdtese for verdadeira os fragmentos gerados, de mesma massa molecular, mas
com ligacoes glicosidicas diferentes serdo mais resistentes a separacao. Segundo Nelson e
Cox (2014) a purificacdo de oligossacarideos é um processo complicado, pois os mesmos
podem ser ramificados e unidos por diferentes tipos de ligacGes glicosidicas. Entretanto,
Sun e colaboradores (2002) relataram o uso da cromatografia de carvao-Celite para a
separacdo de alguns tipos de moléculas, como xilo-oligossacarideos com altos DP. Silva e
colaboradores (2008) purificaram por cromatografias de filtracdo em gel e de carvao-
Celite um oligossacarideo, obtido por hidrdlise acida parcial de uma B-(1-3;1->6)-D-
glucana. Os resultados das analises de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e
espectrometria de massa mostraram que a molécula era constituida por seis unidades -
D-glucopiranosidicas substituidas em 0-6. Segundo Whistler e BeMiller (1962) sempre ha
uma composicado ideal do eluente capaz de separar os oligossacarideos.

Entretanto, devido a dificuldade em se encontrar a condicdo ideal para a
separacdo e purificacdo da mistura de oligossacarideos presentes na fracao Il, contendo
as moléculas produzidas por hidrélise acida parcial de maior massa molecular, optou-se
por derivatizar esta mistura por meio de sulfatacado, a fim de se obter oligossacarideos

sulfatados bioativos e investigar a acao desses quanto a atividade anticoagulante.
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5.4 DERIVATIZACAO QUIMICA DA FRACAO Il POR SULFATACAO E DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ANTICOAGULANTE

Polissacarideos sulfatados podem apresentar atividade anticoagulante e
antioxidante, em funcdo de sua estrutura molecular. A manifestacdo dessas acles
especificas esta relacionada com parametros estruturais tais como grau de sulfatacao,
posicao dos grupos sulfato, composicdo monossacaridica, massa molecular, estrutura da
cadeia principal e ramificacdes (BOHN, BEMILLER, 1995; DUARTE et al., 2001; WANG et
al., 2009).

A sulfatacdo de polissacarideos neutros tem se mostrado uma alternativa eficaz
para o aumento da atividade bioldgica. Uma B-(1->4)-D-galactana foi sulfatada (XU et al.,
2016) e apresentou um aumento da atividade antitumoral, em relacdo ao polissacarideo
original (ndo sulfatado), quando administrada em células de cancer de pulmdo e de
figado. Glicosaminoglicanas sulfatadas (KRICHEN et al., 2017), obtidas da pele de peixes,
mostraram-se como potenciais anticoagulantes, tanto nos testes in vitro quanto in vivo.

A despolimerizacdo de polissacarideos sulfatados também vem sendo relatada
como uma proposta promissora. Kdsbauer e colaboradores (2001) obtiveram por
hidrolise 4acida parcial (HCI 0,1 M, refluxo, 1 hora) de uma B-(1->4)-D-galactana
fragmentos oligossacaridicos que quando sulfatados, apresentaram ag¢do antiangiogénica.
Wang e Betti (2017) verificaram que o potencial anticoagulante de oligossacarideos
sulfatados, obtidos por hidrdlise enzimatica de um polissacarideo naturalmente sulfatado,
foi maior que do polimero original, sinalizando uma a¢dao mais efetiva das moléculas
menores.

A fracao I, eluida pela cromatografia de adsor¢cdao em carvao-Celite com etanol-
agua a 50%, composta por oligossacarideos de grau de polimerizagdo provavelmente
maior do que 5 (tempos de retencdo superiores a 17 min), foi sulfatada. Um Unico ciclo
de sulfatacdo foi realizado, utilizando formamida como solvente, piridina como
catalisador e o acido clorossulfonico como doador de grupos sulfato. A piridina, uma base
organica forte, ataca nucleofilicamente as hidroxilas livres dos fragmentos
oligossacaridicos e favorece a entrada dos grupos sulfato de maneira aleatéria.

A sulfatacdo, ao final, envolve uma reacdo de neutralizagdo que gera grande

guantidade de sal, o qual ndo pode ser removido pela utilizagdo de resinas de troca
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ibnica, uma vez que o material de interesse também tem grupamento ionizavel fornecido
pelo sulfito (SO37). Para os polissacarideos sulfatados essa etapa se faz, normalmente,
pela didlise em tubos de celulose com poros de dimensdes apropriadas (MWCO 10000)
para a eliminacdo do sal e retencdo do polimero. Entendendo, que esta ultima técnica
também n3do pode ser aplicada aos oligossacarideos que tém massas moleculares
menores que 5 kDa, a Fracdo Il, contendo os oligossacarideos sulfatados, foi submetida a
cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-15, para remocdo do sal. O
acompanhamento do “desalting” foi realizado pela leitura das aliquotas de cada tubo
para reacdes do fenol-acido sulfurico (480 nm) e medidas da condutividade (uS/cm)

(Figura 24).

Figura 24: Cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-15 para “desalting” da Fracdo Il
sulfatada. Volume da coluna: 170 mL. fluxo: 0,55 mL/min., volume das fra¢des: 3 mL/tubo,
eluente: dgua destilada, quantidade material aplicado: 6 mg.
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Apds a submissdao de todo o material sulfatado a cromatografia de filtracdo em
gel, as fracGes coletadas contendo os oligossacarideos sulfatados foram reunidas,
liofilizadas e pesadas. Verificou-se por meio do elevado peso (180 mg) e do aspecto do

liofilizado (pd granulado), que o material sulfatado ainda continha sal, sendo por esse
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motivo submetido novamente a cromatografia de filtracdo em gel, sob as mesmas
condicbes, para total remocdo do sal. Apds a segunda reaplicacdo, o material
remanescente apresentou um peso de 38 mg (liofilizado), demonstrando assim, que
praticamente todo o sal havia sido removido.

A eficacia do procedimento de sulfatacdo foi acompanhada por espectroscopia de

FT-IR (Figura 25).

Figura 25: Espectros do material (Fragdo Il), antes e apds procedimento de sulfatagdo, no FT-IR
(regido de 4000 a 400 cm™).
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A efetivacdo da reacdo de derivatizacdo na Fracdo Il pode ser confirmada pelo
surgimento de algumas bandas caracteristicas de grupos sulfato no espectro de FT-IR
(Figura 25). Se compararmos os espectros da Fragao Il sulfatada com a original, podemos
observar o aparecimento de uma banda na regido de 1250 cm™, atribuida ao estiramento

assimétrico da ligacdo S=0, presente no grupamento SO3 (TAO et al., 2009;
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VASCONCELOS et al.,, 2013; YANG et al., 2003; ZHANG et al., 2000), bem como o
surgimento de uma banda visualizada pela absorcdo na regido de 810 cm™ atribuida a
vibracdo simétrica da ligacdo C-O-S do grupamento COSOs; (TAO et al., 2009;
VASCONCELOS et al., 2013; YANG et al., 2003; ZHANG et al., 2000; ZHANG et al., 2010).
Outra banda de absorcdo na regido de 1631 cm™, pode estar relacionada com as
insaturacdes provenientes do processo de sulfatacdo (VASCONCELOS et al., 2013; YANG
et al., 2003). Em relacdo ao espectro da Fracdo Il, é possivel observar o deslocamento
para baixo da banda em 2930 cm?, referente a vibracdo de estiramento da ligagdo C-H,
do grupo CH,, e da banda em 1410 cm™ referente a vibrac3o de &4ngulo varidvel da ligacdo
C-H do grupo CH3, o que pode estar relacionado com a substituicdo do C-6 das unidades
monossacaridicas (DU et al.; 2016; YANG et al.; 2003). A partir dessas observacdes,
acredita-se que a mistura de oligossacarideos foi devidamente sulfatada através do
procedimento empregado.

A porcentagem de enxofre (%S) encontrada na Fracdo Il sulfatada foi de 10,54% e
o grau de substituicdo (D.S.) foi de 0,8. Segundo a literatura o teor de grupos sulfato
presentes nas moléculas sulfatadas é um fator de extrema importdncia para a
manifestacdo da atividade anticoagulante (ZHANG et al., 2010). Du e colaboradores
(2016) obtiveram um polissacarideo quimicamente sulfatado a partir de um EPS
produzido por Lachnum, e verificaram que o composto sulfatado aumentou
significativamente os tempos de coagulagao nos testes do aPTT e TT, em comparag¢do ao
polissacarideo nativo, atuando como um anticoagulante sobre as vias intrinsecas da
coagulagao.

Ndo sé a presenga de grupos sulfatos, mas também o percentual desses grupos
(D.S.) sdo essenciais para a molécula atuar como um anticoagulante. Valores de D.S.
maiores ou iguais a 0,7 sdo geralmente necessarios (YANG et al.,, 2002). Zhang e
colaboradores (2010) sugerem que quanto maior o D.S., maior o poder anticoagulante.

Uma B(1->3;1->6)-D-glucana, apds trés ciclos de sulfatacao (MENDES et al., 2009),
apresentou um D.S. de 0,8. A a¢do anticoagulante da glucana sulfatada foi demonstrada
pelas respostas marcadamente positivas nos ensaios in vitro. Também apés trés ciclos de

sulfatagdo, uma pB-(1->6)-D-glucana, alcangou um D.S. de 0,95. Tal glucana sendo
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investigada quanto a sua a¢do anticoagulante, comportou-se como um possivel inibidor
da via intrinseca de coagulacdo (VASCONCELOS et al., 2013).

A Fracdo Il sulfatada, com D.S. de 0,80, constituida, provavelmente, por
oligossacarideos com DP > 5 e bastante soltuvel, pode ser considerada vidvel para os
experimentos de atividade anticoagulante.

Os vdrios testes de atividade anticoagulante estdo relacionados com a cascata de
coagulacdo sanguinea, um processo bioquimico complexo, onde ocorrem reacdes
enzimaticas sequenciais (por isso cascata), sendo o objetivo final a formacdo do coagulo
de fibrina a partir do fibrinogénio. As substancias envolvidas nessas reacbes sdo
denominadas de fatores de coagulacdo (SILVA, HASHIMOTO, 2006).

A coagulagdo divide-se em dois modos de atuagdo: a via intrinseca, iniciada por
substancias estranhas presentes no plasma e a via extrinseca, desencadeada pelo fator
tecidual ou tissular, presente em células que normalmente ndo entram em contato com o
plasma (WANG et al., 2007). Ambas convergem para a ativacdo do fator X, geracdo de
trombina e posterior estabilizacdo do coagulo sanguineo (GRACHER et al., 2016;
MELNIKOVA, 2009; RENNE, NIESWANDT & GAILANI, 2006; VINE, 2009). Os ensaios
classicos para o estudo da atividade anticoagulante sdo: o teste do aPTT que esta
diretamente relacionado a via de coagulac¢do intrinseca, e mede a func¢do dos fatores XIl,
Xl, IX e VIIl na coagulagdo sanguinea; o teste do PT que esta relacionado com a via
extrinseca, dependente do fator tecidual no processo de ativacdo e mede a integridade
da fase comum de coagulagdo e, o teste do TT que avalia a conversdo do fibrinogénio
plasmatico em fibrina, na presenca de trombina exdgena. O tempo de coagulagdao no
ultimo estagio da cascata de coagulagdao é a conversao de fibrinogénio em fibrina pela
trombina (MELO et al., 2004; MENDES et al., 2009; MESTECHKINA, SHCHERBUKHIN, 2010;
SILVA, HASHIMOTO, 2006; VASCONCELOS et al., 2013).

Esses testes, in vitro, verificam com precisdo a poténcia anticoagulante,
determinando-se os tempos de coagulacdo para as diferentes concentragdes das
moléculas sulfatadas, utilizando a heparina como padrdo (MOURAO, PEREIRA, 1999). A
heparina é um polissacarideo naturalmente sulfatado, possuindo em sua estrutura uma

sequéncia pentassacaridica sulfatada que interage com os fatores plasmaticos e induz a
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ativacdo conformacional da antitrombina, tornando-a mais ativa e, portanto,
aumentando o tempo para formacdo do coagulo (MELO et al., 2008; NADER et al., 2004).

Uma fracdo polissulfatada proveniente da alga vermelha Acanthophora muscoides
foi parcialmente hidrolisada (RODRIGUES et al., 2016) e os oligossacarideos produzidos
foram investigados quanto a acdo anticoagulante em ensaios in vitro, os mesmos
mostraram-se mais potentes sobre a ndo formacdo da trombina, do que a fracdo nao
hidrolisada.

Considerando o numero de pesquisas que relatam a possivel aplicabilidade de
polissacarideos e principalmente a pequena quantidade de estudos com oligossacarideos
sulfatados como potenciais anticoagulantes, foram ensaiados testes com o objetivo de
avaliar a ocorréncia da atividade anticoagulante pela Fracdo Il sulfatada.

Os ensaios realizados foram efetuados com plasma sanguineo humano,
determinando-se o efeito da Fracao Il sulfatada sobre o tempo de coagulacdo e os
resultados obtidos foram comparados com diferentes concentracdes de heparina. Os
tempos de coagulacdo obtidos encontram-se na Tabela 3.

A partir dos valores obtidos nos testes é possivel afirmar que o aPTT e o TT foram
significativamente prolongados pela acdo da Fracdo Il sulfatada, diferentemente do PT,
gue ndo foi afetado. O prolongamento no aPTT sugere a inibicdo da via intrinseca e/ou
comum de coagulagdo, enquanto que, o aumento de TT, indica inibicdo na atividade de
trombina, ou na polimerizacao de fibrina. A ndo ocorréncia no aumento do tempo de
coagulacdo no teste do PT sugere que a Fragao Il sulfatada ndo exerce influéncia sobre a
via extrinseca de coagulacdao (MATSUBARA et al., 2001; LI et al., 2017). A Fragao Il original
(ndo sulfatada), ndo apresentou atividade anticoagulante nos testes efetuados, o que
demonstra a importancia da presenca de grupos sulfato para o prolongamento no tempo
da formagdo do codgulo.

O aumento no tempo de coagulagao para os testes de aPTT e TT mostraram-se
concentragdo-dependente, sendo que em ambos, quanto maior a concentragao da Fracao
Il sulfatada, maior o tempo para a forma¢ao do codgulo. Em comparagdao com os tempos
de coagulacdo exibidos pela heparina, observa-se, que para o aPTT, a administracao de
10-15 pg/mL e para o TT 30 pg/mL da Fragdo Il sulfatada ofereceu um tempo de

coagulacdo semelhante ao observado para 3 pug/mL de heparina.
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Tabela 3: Atividade anticoagulante de plasma normal humano na presenca da Fracao Il, da Fracdao
Il sulfatada e heparina em diferentes concentragbes, determinada pelos testes de tempo de
tromboplastina parcial ativada (aPTT), tempo de trombina (TT) e tempo de protrombina (PT). Os
resultados representam média e desvio padrao.

Material Amostra Tempo de coagulacao (s)
{ug/mL) aPTT T PT
Fragdo ll Controle (0) 41,9810,2 17,12+0,0 16,159+0,7
1 41,98+2,2 19,851x04 17,45+0,1
5 41,52+0,9 19,88+1,0 16,790,0
10 40,07+0,3 17,76+0,6 15,7310,2
15 40,3210,5 18,24+0,2 16,71+0,4
20 38,77+0,3 18,44+0,0 17,330,0
Fracdo ll sulfatada Caontrole (0) 41,98+0,2 17,12+0,0 16,19+0,7
1 47,19+1,1 22,66+1,7 17,12+0,1
] 69,5028 28,54+0,0 15,95x0,1
10 91,84+1,4 33,51+1,1 16,53+0,3
15 151,310 39,64+09 15,45+0,1
20 161,1+15 64,11+2,6 18,000,0
3o 449.5+3,9 1326250 18,45+0,1
40 580,8+11 357,7+8,8 19,62+0,1
Heparina Controle (0) 41,98+0,2 1712100 16,15+0,7
1 44,16%0,2 29,02+1,0 16,800,1
2 74,000 26,8215,2 15,60+0,0
3 113,5+12 123,8+8,5 16,73+1,6

Wall e colaboradores (2001) investigaram o tempo de tromboplastina parcial
ativada (aPTT) de 17 oligossacarideos diferentes, e elencaram alguns fatores que estdo

possivelmente relacionados a manifestacdo da atividade anticoagulante apresentada



86

pelos mesmos. Além da importancia da composicdo monossacaridica e da influéncia do
tipo de ligagdao glicosidica, ressaltaram a relevancia do comprimento da cadeia
oligossacaridica, como parte fundamental para manifestacdo da atividade, através da
constatacdo de que o aumento de apenas uma unidade monossacaridica na cadeia,
aumenta significativamente a acdo anticoagulante.

Para Wu e colaboradores (2016a) a atividade anticoagulante estd diretamente
relacionada ao peso molecular do oligossacarideo, ou seja, moléculas muito pequenas
ndo apresentam essa acdo. Dessa forma, quanto maior o peso molecular da fracdo de
oligossacarideos, melhores serdo os resultados para os testes de acdo anticoagulante.
Para o prolongamento no teste do aPTT, os autores observaram que o oligossacarideo
deveria conter no minimo 6 a 8 unidades monoméricas (WU et al., 2010).

Considerando os resultados obtidos bem como as informacbes da literatura é
possivel inferir que, a Fracdo Il sulfatada apresentou um grau de sulfatacdo adequado
(D.S=0,8) assim como um comprimento de cadeia (D.P) satisfatdrio para a manifestacdo
da atividade anticoagulante.

Deve-se ressaltar que um dos maiores beneficios na sulfatacdo de oligossacarideos
¢é a eficiéncia da reagdo, pois um Unico ciclo de reacdo foi capaz de produzir moléculas
com DS de 0,80, diferentemente de polissacarideos que necessitam de 3 a 4 ciclos para
obter valores préximos desse. Adicionalmente, a solubilidade da molécula menor, quando
comparada ao polimero original também sulfatado (VASCONCELOS et al, 2013) favorece a

reacao biolégica, aumentando o potencial anticoagulante.
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6 CONCLUSOES

As curvas de hidrdlise dacida parcial efetuadas com trés exopolissacarideos
(EPSgraviola, EPSlaranja e EPSmanga) secretados por cepas do fungo Lasiodiplodia
theobromae, utilizando TFA 0,2 M, 100 °C em tempos varidveis, indicaram que quanto
menor o tempo de hidrdlise, maior a formacado de oligdbmeros com alto D.P.

De acordo com as andlises por HPAEC/PAD e quantificacdes pelo método fenol-
acido sulfurico, é possivel concluir que o EPSmanga apresentou uma maior producdo de
oligossacarideos provavelmente devido a sua maior solubilidade, chegando a oferecer aos
45 minutos de hidrdlise 83% de rendimento em relacdo a massa empregada, sendo
portanto, hidrolisado em maior quantidade para dar sequéncia ao estudo.

A cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-15 do material hidrolisado, foi
capaz de separar os oligossacarideos em dois picos: Pico |, composto por moléculas
maiores (Fracdo |), e o Pico Il composto predominantemente por mono- e dissacarideos,
sendo, desta forma, eficiente para a separacdo de glucose e outros oligdbmeros pequenos
dos oligossacarideos maiores.

A cromatografia de adsorcdo em carvao-Celite da Fracdo I, considerada a mais
apropriada para a separacdo de uma série homadloga de oligossacarideo, utilizando um
gradiente descontinuo de etanol-agua 0 a 60%, teve a maior parte dos compostos eluidos
com etanol-agua 50% (Fragdo Il). Quando essa fragao foi submetida a mesma analise
utilizando entdo, um gradiente continuo de etanol-agua 42 a 49%, nao foi capaz de
separar individualmente os oligossacarideos, provavelmente por terem suas massas
moleculares muito préximas.

Considerando que a Frac¢do Il ndo continha oligossacarideos de pequeno tamanho,
uma vez que o tempo de retengdo, no HPAEC/PAD, da primeira molécula da mistura era
superior a 17 minutos, ela, a Fragdo Il, foi selecionada para a reacao de derivatiza¢do, cujo
D.S., apds um unico ciclo de sulfatagao, foi de 0,80.

A fracdo Il sulfatada apresentou atividade anticoagulante nos testes de aPTT e TT,
pois os tempos de formacdo do codgulo aumentaram com o aumento de sua
concentragdo, indicando uma provavel inibicdo da via intrinseca e/ou comum da

coagulacao.
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