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RESUMO

As glicoproteinas dos liquens Sticta tomentosa e Sticta damaecornis foram extraidas
utilizando-se tampéo especifico e fracionadas pela adicdo crescente de sulfato de
amonio. Dentre os diferentes cortes de saturacdo obtidos, as fracbes 30-80% de
ambos os liquens foram eleitas objeto de estudo desta pesquisa. Métodos quimicos e
enzimaticos foram aplicados para a obtengdo de oligossacarideos N-ligados, que em
seguida, foram derivatizados resultando em tirosinamida-oligossacarideos. Apds
insercdo do grupo croméforo nas estruturas oligossacaridicas, os mesmos foram
purificados por HPLC com deteccdo em 280 nm. Em relagdo ao liquen Sticta
tomentosa, os cromatogramas revelaram a presenga de dois picos com tempos de
retengdo de aproximadamente 11 e 18 minutos sugerindo a presenga de dois
diferentes oligossacarideos N-ligados. O liquen Sticta damaecornis, seguindo as
mesmas condigles de purificagcdo, apresentou em cromatografia quatro picos distintos
com tempos de 11, 13, 18,2 e 18,4 minutos, respectivamente, sugerindo por sua vez a
presenca de quatro oligossacarideos N-ligados diferentes.

Palavras-chave: Liquens; glicoproteinas; oligossacarideos N-ligados; derivatizacédo;
purificacao




ABSTRACT

The lichens Sticta tomentosa and Sticta damaecornis were extracted to obtain
glycoproteins. The extracts were fractionated with 30-80% saturation (NH,4),S04. The
fractions were reduced, alkylated and after dialysis the material were digested with
trypsin. The digests were dialyzed, freeze-dried and analyzed in reverse-phase high
performance chromatography (RP-HPLC) based on the peptide hydrophobicity.N-linked
oligosaccharides were removed from glycopeptides with PNGase A and analyzed by
HPAEC-PAD that indicated the presence of several peaks between 12 to 17 min. The
reducing oligosaccharides were reacted with NH4HCO5 to form oligosaccharides-
glycosylamines and then derivatized with N-hydroxysuccinimidyl ester of Boc-tyrosine,
resulting in tyrosinamide-oligosaccharides with sufficient hydrophobicity to facilitate
RP-HPLC separation. RP-HPLC purification of asialyl tyrosinamide oligosaccharides from
S. tomentosa showed two peaks eluted at 11 and 18 min. The asialyl tyrosinamide
oligosaccharides from S. damaecornis eluted as four peaks at 11, 13, 18,2 and 18,4
min. The components that eluted at 11 min for both lichens showed the same
monosaccharide composition.

Key-words: Lichens; glycoproteins; N-linked oligosaccharides; derivatization;
purification

Introducao

Os liquens Sticta tomentosa e Sticta damaecornis, pertencentes a familia Lobariacea,
foram selecionados como fonte primaria para esta pesquisa devido ao seu elevado teor
protéico (~15%)°. Os liquens sdo resultantes de uma associagdo simbidtica entre um
fungo, denominado micobionte, e uma alga ou cianobactéria denominada fotobionte®.
Esta associagdo consiste em um mecanismo adaptativo mutuo no qual o fotobionte
fornece o componente energético e o fungo, por sua vez, através de estrutura
especializada, contribui com o fator protecdo®. A importancia de se estudar
oligossacarideos N-ligados esta relacionada a descoberta de que estes aglicares sao
capazes de interagir com alta afinidade e especificidade com lectinas endégenas*®.
Usufruindo desta propriedade, o acoplamento de drogas a estes oligossacarideos tem
se mostrado uma ferramenta promissora para o transporte de medicamentos a locais
especificos do corpo®. Os oligossacarideos N-ligados, quando isolados em grande
escala, apresentam importante utilidade no que diz respeito a ensaios bioldgicos. A
derivatizacdo prévia ao processo de purificacdo, ao introduzir um anel aromatico
passivel de ser marcado por radioisotopos, permite o acompanhamento da atividade
bioldgica'®. Os oligossacarideos N-ligados com estrutura conhecida podem ainda servir
como substrato para sinteses enzimaticas que buscam por raras ou novas estruturas
oligossacaridicas, dificeis de serem obtidas da fonte natural®’. Para elucidar a base
molecular dos fenémenos nos quais as glicoproteinas e, principalmente, as suas
cadeias de acUcar estdo envolvidas sdo indispensaveis informacdes a respeito de sua
estrutura quimica. As glicoproteinas estdo inseridas no grupo dos glicoconjugados,
compostos por carboidrato e proteina, estando estes componentes unidos por ligagao
covalente®. Neste trabalho, buscou-se obter a porgdo carboidrato das glicoproteinas



liquénicas utilizando métodos quimicos e enzimaticos apropriados. A metodologia
adotada foi a mesma para ambos os liquens permitindo assim um raciocinio
associativo e comparativo. Vale ressaltar que estudos em glicoproteinas liquénicas sao
praticamente inexistentes, restringindo-se a poucas publicagdes!?'®. Considerando este
fato, as técnicas preexistentes usadas em quimica de glicoproteinas e carboidratos
foram adaptadas ao presente estudo.

Materiais e métodos
Extracao e fracionamento das glicoproteinas

Os liquens S. tomentosa e S. damaecornis, coletados no Horto Florestal de Campos do
Jord30-SP sob a supervisdo de um liquenologista®®, foram limpos, secos e moidos
separadamente resultando em um pé liquénico. Para extracdo das glicoproteinas
nativas, a partir do pé liquénico, utilizou-se tampao fosfato de sédio 100 mM pH 7,2
contendo NaCl 200 mM. A extracdo ocorreu a temperatura de 4° C, com agitacdo, por
um periodo de 56 horas. Em seguida, a suspensao foi filtrada em tecido sintético e o
filtrado obtido (Extrato Bruto) foi centrifugado a 18.000 g, por 20 minutos. Aliquotas
do Extrato Bruto foram reservadas para dosagens e ensaios posteriores. O restante do
material foi fracionado por precipitacdo com sulfato de amonio em diferentes cortes de
saturacao com os intervalos 0-30%, 30-80%, 80-100% de saturacdao e Sobrenadante
Final, para ambos os liquens. Aliquotas representativas de cada fragdo foram
submetidas a quantificacdo de carboidrato e de proteina pelos métodos de fenol-acido-
sulfarico'! e Bradford®, respectivamente.

Hidrélises das fracoes

Aliquotas referentes a todos os intervalos do fracionamento foram submetidas a
hidrolise para analise qualitativa e quantitativa dos monossacarideos presentes. A
hidrélise acida para aclcares neutros se processou pela adicdo de 200 uL de TFA 2M as
fracdes liofilizadas'®. Cada um dos tubos foi purgado com nitrogénio e colocado em
placa de aquecimento a 100° C por um periodo de 7 horas. O acido foi removido por
evaporagdo utilizando-se uma centrifuga a vacuo (HETO-DNA plus) seguido por trés
ciclos de adicao de 500 pL de agua deionizada e evaporagdo. Os monossacarideos
foram quantificados por cromatografia liquida de alta pressdo (HPAEC) composto de
um sistema Dionex DX 500 e um Detector de Amperometria Integrada (IAD). Os
aglcares neutros foram separados isocraticamente (H,O) usando uma coluna analitica
CarboPac PA10 (4 X 250 mm) equipada com uma pré-coluna PA10 e fluxo de 1,2
mL/min. O tratamento dado aos agulcares aminados diferiu dos neutros apenas nas
condicdes de hidrdlise acida e da corrida cromatografica. A hidrélise se processou pela
adigdo de 200 uL de HCl 4M e aquecimento & 100° C por 8 horas!®. Os
monossacarideos aminados foram separados isocraticamente (NaOH 12 mM), usando
uma coluna CarboPac PA10 (4 X 250 mm) equipada com uma pré-coluna Aminotrap e
fluxo de 1 mL/min. Para fins comparativos, utilizou-se como padrao uma mistura de
monossacarideos neutros e aminados com massas conhecidas.

Obtencdo de oligossacarideos N-ligados

As fracGes 30-80% dos liquens S. tomentosa (Stzp.sps)e S. damaecornis (Sdso.
so%)contendo as glicoproteinas nativas foram reduzidas e alquiladas pela adicdo de



ditioltreitol (DTT) e iodoacetamida (IAA), respectivamente'®. Em seguida as fracdes
foram submetidas a digestdo enzimatica com tripsina, 37° C, por 24 horas. Foi
preparado um "branco" da reagao com a tripsina, obedecendo as mesmas condicdes
impostas as fracGes. Os glicopeptideos obtidos apds digestdo enzimatica com tripsina,
assim como o branco da reacdo, foram aliquotados e analisados em HPLC
(cromatografia liquida em fase reversa) constituido de dois médulos SHIMADZU-
LfQUID CHROMATOGRAPH - 10 AD e um detector SHIMADZU UV-VIS SPD - 10A. Os
cromatogramas foram registrados em um integrador modelo CROMATOPAC C-R6A. Os
glicopeptideos foram separados por um sistema gradiente constituido de acido
trifluoracético 0,1% em agua deionizada e acetonitrila 100% em uma faixa de 0 a
100% crescente para o solvente organico. Para esta analise utilizou-se uma coluna
hidrofébica Shim-pack CLC-Cg (M) (4,6 mm X 25) e fluxo de 1,0 mL/min. Os
glicopeptideos, por sua vez, foram digeridos pela enzima N-Glicosidase A (37° C em
banho-maria por 210 horas) liberando os oligossacarideos N-ligados. Esta reacédo foi
acompanhada por HPAEC injetando-se aliquotas de 10 uL em coluna CarboPac PA 100,
eluida com gradiente de acetato de sédio 0-150 mM em NaOH 100 mM, com fluxo de 1
mL/min e deteccdo em amperometria integrada na sensibilidade de 50 nC. Apds esta
reacao, adicionou-se ao sistema a enzima sialidase mantendo-se as mesmas condicdes
anteriores por mais 24 horas. O digesto de cada fracdo composto de peptideos que
perderam a porcdo carboidrato, oligossacarideos N-ligados e glicopeptideos O-ligados
foram aplicados em coluna de troca i6nica mista eluida com agua deionizada. Os
oligossacarideos eluidos no volume morto da coluna foram lidos em 214 nm em
espectrofotometro Shimadzu UV-1601 em cubetas de quartzo de 1 mL. De todas as
etapas para obtengdo dos oligossacarideos N-ligados mencionadas até entdo foram
retiradas aliquotas para dosagens de aclcares e proteinas e hidrdlises de aclcares
neutros e aminados.

Derivatizacao dos oligossacarideos N-ligados

Os oligossacarideos reduzidos presentes em ambas as fracdes foram solubilizados em
agua deionizada, em excesso de bicarbonato de amonio a fim de se obter uma solugao
supersaturada. Este sistema permaneceu em reagdo a 50° C por um periodo de 24 h'°.
Ao término da reagdo o material foi imediatamente aplicado em uma coluna de
filtracdo em gel Sephadex G-25 (volume: 22,75 mL) eluida com solugdo de
bicarbonato de amonio 10mM pH 8,0 para dessalificacdo. O material coletado foi
submetido a leitura espectrofotométrica em 214 nm, liofilizado, solubilizado em agua
deionizada a baixa temperatura e aliquotas foram analisadas em HPAEC. Os
oligossacarideos glicosilaminados provenientes da reacdo anterior foram solubilizados
em uma solugdo contendo dimetilformamida (DMF), trietilamina e Boc-Tirosina
hidroxissucinamida éster. Esta reacdo se processou por 3 h a 50° C*°, Em seguida o
material contendo os oligossacarideos derivatizados foi aplicado em uma coluna de
filtracdo em gel Sephadex G-25 (volume: 35,6 mL) eluida com solucao de piridina-
acido acético 2,5 % e o material coletado lido em 280 nm. As reacdes para formacédo
de glicosilamina e tirosinamida-oligossacarideos foram acompanhadas por HPAEC,
seguindo as condigOes estabelecidas para o acompanhamento da reagao com a N-
glicosidase A citadas anteriormente.

Purificacdao dos oligossacarideos por cromatografia liquida em fase reversa
As amostras referentes as fracdes 30-80% de ambos os liquens foram solubilizadas em

agua deionizada e, em seguida, injetadas em HPLC (St3p-gpe,=165 pg/20uL e Sdsp-
s0%=100 ug/20uL) de forma sucessiva até que todo o material se esgotasse. Um



padrdo de Boc-tirosina hidroxissuccinamida éster foi injetado em HPLC nas mesmas
condicdes daquelas impostas as fracGes. Os oligossacarideos derivatizados foram
detectados por HPLC em 280 nm e a separagdo destas estruturas foi feita aplicando-se
um gradiente constituido de acido trifluoracético 0,1% em &gua deionizada e
acetonitrila 100% contendo TFA 0,1% em uma faixa de 0 a 100% crescente para o
solvente organico, com fluxo de 1,0 mL/min. Para coleta dos oligossacarideos
conectou-se ao detector do HPLC um coletor de fragdes FRAC-100 Pharmacia Biotech.
Uma valvula solendide PSV-50 0,2 Mpa/ 24 VDC foi integrada a estes dois sistemas
para estabelecer a harmonia entre coleta e desprezo de material.

Resultados e discussao

As glicoproteinas liquénicas presentes no extrato bruto foram precipitadas pela adicdo
crescente de sulfato de amonio resultando nas fracées 0-30%, 30-80%, 80-100% de
saturacdo e sobrenadante final para ambos os liquens em estudo. Aliquotas de todas
as fracOes foram submetidas a dosagens de proteinas e carboidratos totais. As fracGes
St30.80%€ Sd30.-g0% revelaram maior proximidade na equivaléncia da relacdo proteina-
carboidrato, se comparado as demais fragdes, o que sugere presenca de glicoproteinas
(Tabela 1). Conhecendo-se o contelido de acglcares totais torna-se necessario o
conhecimento da composicdo monossacaridica das estruturas. Esta informacdo ajuda a
prever o tipo de oligossacarideo presente e a futura caracterizacao detalhada de sua
estrutura. Para tanto, as fracdes foram submetidas a hidrélises acidas para acucares
neutros e aminados. A analise em HPAEC revelou teor predominante de manose,
glucose e glucosamina, monossacarideos estes comuns as estruturas de
oligossacarideos complexos (Tabela 2). Este fato veio reforgar a possibilidade destas
fragdes serem fontes de oligossacarideos N-ligados incentivando os experimentos
seguintes.
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Métodos quimicos e enzimaticos para liberagdo dos oligossacarideos N-ligados sdo
previamente requisitados quando se busca a purificacdo destas estruturas. A Figura 1
ilustra a seqliéncia de reacGes necessarias para a obtencdo de oligossacarideos N-
ligados. A N-glicosidase A atua clivando a ligacdo do residuo proximal de N-
acetilglucosamina da porgédo oligossacaridica ao nitrogénio amida da asparagina da
cadeia protéica, liberando os oligossacarideos N-ligados.

Olisoprorsing reduaddy  OlRoproneng alouilidy

G me g e D

ilisopransing nattya

A gy
o v -
EH i se Ideas H-Lizade: —
Glizopepriden: & Peaprideo:

> N-Mm_!r-g“},—
I3

FIALTEA 1- Beguenes o rateeio quimio ¢ sohmiiton Sas ghiromoateings mam
oirtanelo de olfpossyranidens Aligadns



No entanto, é sabido que glicopeptideos sdo mais eficientemente digeridos por esta
endoglicosidase se comparados a glicoproteina nativa®. Obedecendo este principio as
glicoproteinas nativas presentes nas fracdes Stsg.gge € Sd30-809 fOram previamente
reduzidas, alquiladas e digeridas pela enzima tripsina para obtencdo de glicopeptideos.
A reducdo e alquilagdo sdo reagbes quimicas que devem preceder a digestdo
enzimatica com tripsina por alterar a estrutura quimica do substrato tornando-o mais
suscetivel a acdo enzimatica da tripsina. A reducdo pelo DTT tem por objetivo romper
as ligagdes dissulfeto que sao formadas pelo grupo sulfidrila (-SH) de cada um de dois
residuos de cisteina. Ao romper esta ligagdo, o DTT, como agente redutor, acrescenta
um hidrogénio a valéncia livre do atomo de enxofre alterando a estrutura terciaria da
glicoproteina para uma forma mais linear®. A estabilizacdo desta estrutura linear
resultante da glicoproteina, é obtida pela insercao de um grupamento alquil quando
em reagdo com IAA. Os glicopeptideos resultantes da digestdo enzimatica com tripsina
presentes em ambas as fragdes dos liquens S. tomentosa e S. damaecornis foram
analisados por HPLC revelando a presenca de glicopeptideos sollveis, o que é coerente
com aumento relativo da porgdo carboidrato na estrutura glicopeptidica. Uma vez
obtidos os glicopeptideos, a enzima N-glicosidase A foi adicionada as duas fragdes para
obtencdo de oligossacarideos N-ligados. Analises comparativas da digestdo de
glicopeptideos em HPAEC, antes e apos a adigdo da N-glicosidase A, revelaram a
presenca de novos picos correspondentes aos oligossacarideos oriundos da clivagem
dos glicopeptideos. O tratamento enzimatico com a sialidase visa a remocdo do acido
neuraminico dos oligossacarideos, tornando-os aglcares neutros e melhorando o
rendimento apds coluna de troca iGnica mista, pois este monossacarideo acidico fica
aderido ao componente anidnico da coluna (base AGX2: forma acetato). O material
referente a cada fragdo contendo os glicopeptideos O-ligados, peptideos que perderam
a porcdo carboidrato e a mistura de oligossacarideos N-ligados foi submetido a
centrifugacdo com o objetivo de remover os peptideos neutros que por serem
hidrofébicos sdo insolUveis. O sobrenadante obtido apds centrifugacao foi aplicado em
coluna de troca i6nica mista . Os oligossacarideos N-ligados, por apresentarem carater
neutro, eluiram no volume morto da coluna enquanto que os peptideos carregados e
os glicopeptideos O-ligados ficaram aderidos ao componente anionico ou catiénico da
coluna. O acompanhamento do teor monossacaridico no decorrer das etapas até entdo
mencionadas foi feito em HPAEC apds hidrélise acida para aglcares neutros e
aminados revelando os resultados apresentados pelas Tabelas 3 (Stso-g0%) € 4 (Sd30-
so%). Observando-se as tabelas referentes as hidrolises para aglcares neutros e
aminados nota-se que os monossacarideos galactose, glucose e manose estao
presentes em quantidades significativamente maiores enquanto que apenas tragos de
arabinose e fucose foram detectados, uma vez que esses aglcares sdao degradados nas
condigdes de hidrélise utilizadas'®. A quantidade de oligossacarideos recuperadas de
cada etapa para a obtencdo de oligossacarideos N-ligados pode ser determinada pela
analise quantitativa de glucosamina®®. Em relagdo aos monossacarideos aminados
referentes a Stsp-goe Observa-se um aumento significativo da porcentagem relativa de
glucosamina (de 75% para 97%) sugerindo que com o decorrer das etapas foi possivel
aumentar a concentragdo relativa de oligossacarideos N-ligados. Comportamento
semelhante foi observado para a fragdo Sdsp-go%, que revelou ao final das etapas de
purificacdo uma porcentagem relativa de glucosamina de 95%.
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Uma vez obtida a mistura de oligossacarideos complexos provenientes de ligacao N-
por meio das etapas anteriores, torna-se necessario separar estas moléculas. No
entanto, fatores como peso molecular muito proximos, semelhanca estrutural, carater
hidrofilico e auséncia de um grupo cromoforo intrinseco dificultam esse processo. Uma
maneira eficaz de contornar esta situacdo é a derivatizacdo prévia da mistura
oligossacaridica com a insercao de um grupo cromoéforo hidrofdbico que seja capaz de
auxiliar na detecgao desse grupo de biomoléculas bem como permitir uma separagao,
usandollélm gradiente durante a cromatografia liquida de alta pressdo, em fase
reversa °.

Este procedimento envolve duas etapas principais onde primeiramente se tem a
formacdo de glicosilamina oligossacarideo e em seguida formacgao de tirosinamida
oligossacarideos'®. Sendo assim o material, referente as duas fragdes contendo os
oligossacarideos complexos reduzidos foi solubilizado em pequena quantidade de agua
deionizada e posto em reagdo com excesso do sal bicarbonato de amodnio. A saturagdo
do meio com bicarbonato de amonio é necessdria para que a reagao seja favorecida no
sentido de formac3o de glicosilamina-oligossacarideo'®. O mecanismo para esta reagéo
ndo estd completamente esclarecido (Figura 2), porém sabe-se que o nitrogénio do
bicarbonato de amonio reage com a hidroxila livre do carbono anomérico dos
oligossacarideos, formando um composto chamado glicosilamina-oligossacarideo. Os
glicosilamina oligossacarideos recuperados apd6s cromatografia de filtragdo em gel
foram imediatamente congelados para evitar a reversibilidade da reacgao.
Posteriormente, na derivatizacdo dos glicosilamina-oligossacarideos com Boc-tirosina
hidroxissuccinamida éster, ocorre a formacao de uma ligagdo amida entre o nitrogénio
do grupo amino previamente inserido na estrutura dos oligossacarideos e o carbono
carboxilico do reagente.



Os glicosilamina-oligossacarideos, a principio insolUveis no meio reacional, passam a
adquirir solubilidade crescente pela esterificacdo de todos os grupos hidroxil,
conferindo assim carater apolar aos oligossacarideos que entdo se tornam solGveis em
DMF8, Ao final da reagdo, a adicdo de hidréxido de sédio 1M ao sistema tem como
objetivo hidrolisar as ligagdes éster, poupando a ligacdo amida e o grupo croméforo'®.
Os tirosinamida-oligossacarideos resultantes da derivatizagao foram recuperados livres
do excesso de reagentes aplicando-se as fracdes Stsg-goe, € Sd30-80% €M coluna de
filtracdo em gel. O material coletado foi lido a 280 nm, comprimento de onda capaz de
ser absorvido pelo anel aromatico presente na estrutura do tirosinamida
oligossacarideo. O grupo Boc introduzido na derivatizacao diminui a polaridade dos
oligossacarideos e favorece a separagdao dos mesmos em fase reversa. O
comportamento dos oligossacarideos reduzidos, glicosilamina-oligossacarideos e
tirosinamida oligossacarideos, em HPAEC, referente as fragées Stsg-goe, € Sd30-80% €Sta
ilustrado na Figura 3.






O principio da separagdao no HPAEC, para carboidratos, baseia-se na formacdo de ions
alcoxidos , em pH alcalino, que interagem fortemente com a resina aniénica da coluna
PA-100. Para eluicdo dessas moléculas um gradiente de acetato de sédio (ion puxador)
em NaOH, favorece a retirada das mesmas. Pode ser observado na Figura 3 que
glicosilamina-oligossacarideos sao retidos por tempo menor na coluna PA-100
(cromatograma B) quando comparados aos mesmos oligossacarideos reduzidos
(cromatograma A), uma vez que a substituicdo da hidroxila do carbono anomérico por
grupamento amina (Figura 2) gera estruturas com menor afinidade pela resina. O
contrario acontece pela insercao do grupo Boc-tirosina (cromatograma C) aos
glicosilamina-oligossacarideos®, que sdo retidos por tempo maior na coluna. A Tabela 5
fornece os intervalos de tempos de retengdo das estruturas oligossacaridicas das
fragb’es St30-80% € Sd30-80%.




Uma vez obtida a mistura oligossacaridica derivatizada o passo seguinte do processo
envolve a separacdo dessas estruturas por HPLC, em fase reversa'’. O principio da
separacao na cromatografia liquida em fase reversa baseia-se na hidrofobicidade das
estruturas analisadas. Sabendo-se que os oligossacarideos sao dotados de carater
altamente hidrofilico a inser¢do do grupo Boc-tirosina, no processo de derivatizagao,
tem o beneficio adicional, além de proporcionar a deteccdo em 280 nm, de permitir
gue tais moléculas adquiram caracteristicas mais apolares, aumentando sua interagao
com a coluna e possibilitando o uso de um gradiente (acetonitrila em 0,1% de TFA)
para a separacao individual de cada uma destas estruturas

Oligossacarideos complexos com elevado percentual de manose, geralmente eluem
antes dos oligossacarideos hibridos e complexos®.Estruturas com muitos residuos de N-
acetilglucosamina sdo retidas por mais tempo devido, provavelmente, a interagdo
direta do grupo acetil com o suporte da fase reversa'’.

Na purificagdo, por HPLC, dos oligossacarideos derivatizados da fragdo Stsg.gge, (Figura
4A) foram obtidos dois componentes principais denominados de P, e P, eluidos,
respectivamente , nos tempos 11,8 e 18,3 minutos (Figura 4A). Quando,
individualmente, submetidos a hidrélise acida para aglcares neutros apresentaram
uma relacdo molar de galactose:glucose:manose de 2,0:1,0 ;1,5 (P,) € 2,0:1,0:1,0
(P,) e para os agUcares aminados galactosamina:glucosamina de 1,0:19,0 (P;) e
1,0:20,0 (P,).




Os oligossacarideos derivatizados da fragdo Sdsg-gos, (Figura 4B) forneceram dois
componentes principais denominados de P; e P, e dois menores P; e P4, eluidos nos
tempos de retencdo de 11,8, 13,1, 18,4 e 18,7 minutos, respectivamente. A hidrdlise
acida dos componentes majoritarios forneceu os aclcares galactose:glucose:manose
na relacao molar de 2,0:1,0:1,5 (P;) e 2,0:1,0:1,3 (P,) enquanto a relagao
galactosamina:glucosamina foi a mesma para ambos os componentes (1,0:19,0). Os
dois componentes minoritarios ndo puderam ser analisados por terem sido obtidos em
quantidade insuficiente.

Oligossacarideos obtidos desta forma sdo quimica e enzimaticamente estaveis e
convenientemente quantificados pela absorbéancia da tirosina, presente no grupo de
derivatizagdo'®. Quando obtidos em quantidade suficiente podem ser caracterizados
quimicamente por ressondncia magnética nuclear e espectrometria de massas®%:17:18,
bem como utilizados em testes bioldgicos’.

Conclusao

As fragles Stsg.go% € Sdsp-809% apresentaram maior percentagem relativa de proteinas e
carboidratos sugerindo a presenca de glicoproteinas. As analises de hidrélise para
aglcares neutros e aminados por HPAEC revelaram quantidade significativa de manose
e glucosamina nestas fragdes, monossacarideos comuns em glicoproteinas.
Procedimentos quimicos e enzimaticos sucessivos liberaram oligossacarideos N-ligados,
sendo essas reacdes acompanhadas por injegoes de aliquotas em HPAEC. A purificagao
das estruturas oligossacaridicas de cada fracdo, apds processo de derivatizagao pré-
coluna, se efetuou por HPLC, fase reversa.

Para a mistura oligossacaridica derivatizada proveniente da fragdo Stsg.gge, foram
isolados, por HPLC, dois oligossacarideos principais, com diferentes tempos de
retencdo. A fracao Sdsg-goo apresentou quatro picos distintos, correspondentes a
quatro diferentes oligossacarideos. De acordo com a composicao monossacaridica de
cada um dos oligossacarideos eluidos no HPLC é possivel constatar que aqueles com
maior teor de manose eluem mais rapido nas condicGes da corrida, enquanto aqueles
com maior percentagem de glucosamina, permanecem mais tempo retidos na coluna
hidrofébica.

Durante todo o processo para obtencao de oligossacarideos N-ligados observou-se
comportamento semelhante das fragdes. A reprodutibilidade dos resultados sugere a
eficacia da metodologia aplicada no que diz respeito a obtencdo de oligossacarideos N-
ligados a partir das glicoproteinas dos liquens S. tomentosa e S. damaecornis,
pertencentes a familia Stictaceae.
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