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As pB-glucanas sdao uma importante classe de polissaocarighroduzidos por muitos
microrganismos (bactérias, algas e fungos), e qssyem diversas atividades biologicas, como
antitumorais, imunoestimulatéria ou anticolestarot& Essas atividades podem estar relacionadas
como a composicdo de monossacarideos, grau deicaghib, grau de polimerizagdo, estrutura das
cadeias constituintes e conformagéo dessas matéenmiaolucdo (HWANGt al., 2003).

Esses polimeros com elevada massa molecular fosolmpdes muito viscosas (SURENJAV
et al., 2006), e a administracdo sistémica dos EPS ppdesentar efeitos colaterais. A insercédo de
grupos quimicos como sulfatos ou carboxilas, gem@postos mais sollveis e consequentemente
facilita as aplica¢des bioldgicas dessas subsB(MiLLIAMS, 1997; ZHANGet al., 2000).

O fungo ligninolitico Botryosphaeria rhodina produz uma quantidade expressiva de
exopolissacarideo (EPS) quando crescido em gluamse Unica fonte de carbono, que é responsavel
pelo aumento da viscosidade no meio de cultura EBIS foi denominado botriosferana e teve sua
estrutura caracterizada como uma glucana dgtipg1l—3; 1—-6) (BARBOSAet al., 2003)

Portanto, o presente trabalho teve como objetidervatizacdo quimica do botriosferana, por
sulfatacdo, visando aumentar a solubilidade de sohg:des e também prepara-lo para testes de
atividade anticoagulante.

Antes de ser sulfatado o material foi purificada poomatografia de filtragdo em gel
(Sepharose CL-4), sendo este mesmo procedimenieadti apés a sulfatacdo, para verificar
possiveis degradacfes da molécula. Para a reagderidatizacdo, o polissacarideo foi solubilizado
em formamida (FA), permanecendo sob agitacdo poth@ds. A piridina foi utilizada como
catalisador da reacéo, facilitando a entrada dagagnentos sulfatos derivados do agente sulfatante,
acido clorosulfénico (gotejado por 1 hora em badbogelo). O experimento foi interrompido pela
adicdo de agua gelada e a mistura neutralizada M@ CQO; (O'NEILL, 1955) . O material foi
dialisado e liofilizado gerando uma fracdo solU{&iBot) e entdo este procedimento repetido 2X,
fornecendo a fragdo R-Botl. Andlises de UV-VIS elRTInfra vermelho acoplado a transformada de
Fourier) foram realizadas para acompanhar as reagbgrau de sulfatagédo (DS) foi determinado de
acordo com Whistler e colaboradores (1964).

Para a analise de atividade anticoagulante fordinagios os testes classicos de coagulacao:
APTT (tempo de tromboplastina parcial ativada), Tt@€mpo de trombina) e PT (tempo de
protrombina) utilizando heparina como padréo (14nk)

A filtracdo em gel realizada antes e apds a sglatalemonstrou que o botriosferana eluiu
como um unico pico simétrico, indicando que o E&t&wa homogéneo e integro (Figura 1).
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Figura 1: Cromatografia de filtracdo em gel de lpAjrisferana nativo e (B) resulfatado produzidto pe
Botryosphaeria rhodina crescido em glucose como Unica fonte de carboontun@: Sepharose CL-4B
(1,5x28,8 cm), fracdo coletada 1,5 mL, taxa de dlix5 mL/min. Ag=Bot, R-Botl and S-Bot;

Ago5=Blue Dextran



Os experimentos de derivatizacdo geraram a fragifived R-Botl com grau de sulfatacéo
1,64, valor consistente com dados da literatures aatividade bioldgica é favorecida com valores
acima de 0,8. (HANt al., 2005).

A espectroscopia UV-VIS apresentou uma banda emr25@tribuida a ligacdo insaturada
formada no processo de sulfatacdo (Figura 2).
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Figura 2: Espectro de absorcdo do botriosferaresanapos procedimento de sulfatacao

O FT-IR demonstrou que os grupos sulfatos foramridss dentro do botriosferana, devido a
presenca de novas bandas em 807erh252crit (Figura 3). Esta técnica apresenta um largo empreg

em analises quantitativas e qualitativas de caratmd. Pela andlise de infravermelho é possivel
verificar o desaparecimento dos grupos funcion#isokila com aparecimento de novos grupos
sulfato introduzidos pela reacéo de sulfatacadauss bandas mostradas no gréfico estdo relacionadas
respectivamente a vibragcdo C-O-S simétrica assma@adm grupo C-O-SQOe uma vibracdo =8

assimétrica. Pode-se também observar nesta figavanento de grupos sulfatos em cada reacéo, pois
as regifes de absorgéo tornam-se cada vez maiserésticas e marcantes.
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Figura 3: Espectro de FT-IR do botriosferana (Bab)sulfatado (S-Bot) e resulfatado (R-Botl)



A Tabela 1 mostra os resultados da atividade adidante de Bot e R-Botl determinada
pelo APTT, TT e PT e comparada com os resultadgmddio heparina. Pode-se observar que R-Botl
permitiu o prolongamento dos testes APTT e TT. &slltados demonstraram importante atividade
anticoagulantein vitro da fragdo sulfatada, devido ao aumento evidentedef@endéncia de
concentracdo para APTT e TT, o que pode ser afidbad grau de sulfatagdo apresentado pela
molécula. De acordo coMARTINICHEN-HERRERO e colaboradores (2005)pmlongamento
do tempo de formacdo do coagulo no APTT pode sugehbicdo da via intrinsica da coagulacéo
enquanto que o prolongamento do TT indica inibigddrombina. A relativa perda de efeito de R-
Botl no PT é consistente com a observacao quéesséendo é sensivel para a heparina e para outros
polissacarideos sulfatados. O botriosferana ngBai) ndo inibiu os ensaios, pois a presenca de
grupos sulfatos é essencial para a atividade agfidante.

Tabela 1: Atividade anticoagulante de plasma humam@resence do botriosferana (Bot), do
botriosferana resulfatado (R-Botl) e heparina d@teado pelo APTT (tempo de tromboplastina
parcial ativada), PT (tempo de protrombina) e Efmfto de trombina).

Amostra APTT T PT
Plasma Tempo Plasma Tempo(s) Plasma Tempo
(ug/mL) ()  (ug/mL) (ng/mL) ()
Bot 0 30.4 0.2 0 14.9 £0.1 0 15.5+0.25
10  27.7:0.1 10  14.2+0.3 10  15.5+0.4
15 29.7x0.9 15 15.9+1.2 15 141204
20  32+0.8 20 15704 20  15.50.7
R-Bot1 0 304102 0 149201 0  155£0.25
10  59.610.8 10 24.410.84 10  15.520.5
15 96.7+34 15 29.8t0.25 15 16.3:0.4
20 117.5£2.8 20 41.2+13 20  16.1x0.7
30 205.1+29 30 101.7£0.9 30 16.6£0.6
40  304.5+2.3 40  157.7£0.01 40  16.120.2

Heparina 0 304102 0 14.9 £0.1 0 15.540.25

1 44.04x1 1 27.9+1.4 1 15.8+0.42
2 67.7£29 2 50075 2 16.120.9
3 100.14#36 3 882483 3 16.640.11

Portanto, nossos estudos mostraram que a solucBsBidl tornou-se menos viscosa pelo
procedimento da sulfatacdo e que o polissacaridétado foi eficaz como agente anticoaguldnte
vitro.
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