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O profundidade da riqueza,

tanto da sabedoria como do conhecimento de Deus!

Quéo insondaveis séo os seus juizos,

e quéo inescrutaveis, os seus caminhos!

Quem, pois, conheceu a mente do Senhor?

Ou quem foi o seu conselheiro?

Ou quem primeiro deu a ele para que lhe venha a ser restituido?
Porque dele, e por meio dele, e para ele sdo todas as coisas.

A ele, pois, a gléria eternamente.

Amém!

Romanosy 11:33-36.
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RESUMO

O Galactano acidico (GA) foi obtido através de extragao por protedlise e
precipitacdo com acetona das ovas do molusco Pomacea lineata. Sua estrutura
foi elucidada através de uma combinagao de analises quimicas, da viscosidade
intrinseca e de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, mono e
bidimensionais. Os aspectos biologicos do GA foram avaliados através de
ensaios in vivo de cicatrizagdo e de peritonite induzida (atividade
antiinflamatoria); e ensaios in vitro da atividade citotéxica (MTT). Este
polissacarideo apresentou uma estrutura simples, sem presenca de sulfato e
acidos urbnicos. Suas viscosidades intrinseca e relativa foram avaliadas em
0,44 + 0,05 e 1,744 + 0,07 dL.g'1. A espectroscopia mostrou que o GA possui
uma constituicdo formada predominantemente por B-D-galactoses, além de -
D-NAcetil-glucosamina que surge em menor propor¢cao na cadeia. O carater
acidico deste polissacarideo é dado pela presenga de piruvato na molécula,
formando um acetal ciclico de 6-membros, localizados nas p-D-galactoses. A
participagcdo do GA na cicatrizagdo foi avaliada e as analises histologicas
revelaram que houve, de forma precoce ao processo de cicatrizacdo, uma
grande estimulacdo de macréfagos, com formagao de granulomas. Sugerindo
que o GA pode ter promovido a antecipagao de eventos bioldgicos necessarios
a cicatrizagdo do tecido. No ensaio de peritonite induzida o GA se mostrou
dose dependente, demonstrando uma acao antiinflamatéria em concentragdes
acima de 20mg/kg, e comprovando seu carater inflamatério na concentracéo de
1mg/Kg. Em ensaios in vitro o GA utilizado na concentragdo de 1000 pug/mL
apresentou atividade proliferativa estimulando o crescimento de células 3T3,
corroborando os achados in vivo e demonstrando auséncia de atividade
citotoxica.

Palavras Chave: Galactano acidico, RMN, Peritonite, MTT
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1 - INTRODUCAO

Os polissacarideos sdo um grupo complexo de macromoléculas com
grandes variedades estruturais. Eles sdo naturalmente encontrados em animais
e vegetais. As fungdes atribuidas a esses polimeros vao desde fungdes mais
simples como estruturais e de reserva energética, até complexas participagdes
em varios processos bioldgicos, como por exemplo, hemostasia, inflamagéao,
cicatrizagdo, tumorigénese entre outros’.

Desde o inicio da década de 80, o Departamento de Bioquimica da
UFRN vem se dedicando ao estudo de glicoconjugados, principalmente
glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs), fucanas e galactanos de organismos
aquaticos, que representam uma das mais ricas fontes de matérias primas,
principalmente por serem recursos renovaveis e apresentarem caracteristicas
peculiares. Atualmente essas moléculas vém se destacando pelo seu amplo
espectro de utilizagdes farmacoldgicas?>.

Estudos realizados durante a embriogénese do molusco Pomacea sp
mostram a presenga de GAGs e galactanos neutros e acidos. Analisando-se, a
sequéncia de aparecimento dos polissacarideos com os achados histoldgicos,
pode-se relacionar a presenga do GA com o estagio de morfogénese e dos
GAGs com a diferenciagao celular. Por volta do 5° dia, inicio da morfogénese,
surge o GA, composto nao sulfatado, que decresce lentamente, com o
concomitante aparecimento do condroitim sulfato e do heparam sulfato. O AH
nao foi encontrado nos ovos deste molusco®.

Estudos preliminares utilizando esse GA, por uso topico, em ensaios
biolégicos na cicatrizacdo de feridas por segunda intengdo, revelaram
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resultados promissores a agcdo do GA, como a ativacdo de macréfagos
resultando na formagao de células gigantes, granulomas e neovascularizagao
intensa®.

Sendo assim, com o intuito de aprofundar os estudos sobre o GA,
sugerindo uma analise de sua estrutura quimica, bem como avaliando sua
atuacdo em processos bioldgicos, foi apresentado no Programa de Pés-
graduacgao em Ciéncias da Saude — PPgCSA, da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte — UFRN, o pré-projeto para o curso de Doutorado, intitulado:
“Analise Estrutural do Galactano Acidico do Molusco Pomacea sp e De Suas
Atividades Adesiva, Migratoria e Proliferativa®, sob a orientagdo do Prof. Dr.
Mauricio Pereira Sales, e co-orientacdo do Profa. Dra. Fernanda Wanderley

Oliveira.

Este projeto mostra-se relevante por explorar, de forma pioneira,
aspectos das caracteristicas estruturais e das atividades bioldégicas do GA
extraido do molusco, contribuindo de modo efetivo a ciéncia.

Os principais resultados obtidos foram apresentados nas produgdes
anexadas nesta dissertacdo: “Structural elucidation of an acidic galactan from
the eggs of mollusc Pomacea lineata. Publicado em 2010 na revista
Carbohydrate Polymers e “Evaluation of acidic galactan extracted from the eggs

of the mollusc Pomacea lineata in wound healing and inflammation events”.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 Polissacarideos

Polissacarideos sdo macromoléculas naturais encontradas em todos os
organismos vivos, sendo classificados como homopolimeros ou

heteropolimeros®.

Os homopolissacarideos constituem um grupo de compostos dos mais
abundantes e importantes da biosfera como, por exemplo, a celulose e o
amido nas plantas e o glicogénio nos animais’. Estes polimeros s&o
constituidos de unidades monossacaridicas idénticas unidas por ligagcbes
glicosidicas diferindo entre si no grau de ramificagao, no tipo de ligagdes que
as unem e no comprimento de suas cadeias, apresentando diferentes

funcodes.

Enquanto os heteropolissacarideos apresentam diferentes unidades
monossacaridicas constituintes, além das outras possiveis variagdes como
as citadas anteriormente. A maioria possui estrutura sulfatada, e os de
origem animal encontram-se ligados a moléculas de outra natureza

formando os glicoconjugados como, por exemplo, os proteoglicanos.

Os polissacarideos sulfatados (PS) s&o macromoléculas complexas
formadas por unidades repetitivas de agucares e carregadas negativamente
devido a presenga de radicais sulfatos. Nas Uultimas décadas, estes
polissacarideos vém chamando a atencdo de varios pesquisadores por

apresentarem diversas atividades farmacok’)gicas8 °. Aqueles com aplicacdes
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industriais s&o extraidos principalmente de algas, de animais e fungos ou
podem ser obtidos através de fermentacao microbiolégicam.

Esses compostos sdo encontrados em tecidos animais (vertebrados e

11,12

invertebrados) e vegetais (algas e gramineas marinhas) "', formando,

em sua maioria, agregados complexos denominados glicoconjugados'®.
2.1.1 Polissacarideos de Algas

As algas marinhas exibem wuma grande uma variedade de
polissacarideos, que podem ser representados pelas galactanas e fucanas

sulfatadas.

As galactanas s&o polissacarideos que apresentam uma estrutura
basica constituida por uma cadeia linear alternada de (—=3)-B-D-Galp,
denominada unidade A, e unidades de (>4)-a-Galp, chamada unidade B'®.
De acordo com a estereoquimica da unidade B, as galactanas podem ser
classificadas como: agaranas, carragenanas e ainda galactanas hibridas'”®.

As galactanas de algas vermelhas s&o alvo de atenc&o devido ao seu
valor econémico. As agaranas sao utilizadas amplamente pela industria. A
agarose purificada € utilizada em eletroforese, na experimentagao
bioquimica, e como meio de cultura para bactérias e outros
microorganismos'®. Na industria alimenticia, as carragenanas sao utilizadas
como estabilizante de emuls&o, espessante e geleificante, sendo uma fonte
importante de renda, representando cerca de 310 milhdes de euros/ano
(dados referentes a 2001). O mercado das carragenanas tem apresentado,

durante os ultimos anos, um crescimento anual de 3% 2% 2,
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Estudos com algas verdes do género Codium, mostram a possivel
presenga de piruvato na estrutura de galactanas revelando sua
heterogeneidade e complexidade estrutural, além de atividade

anticoagulante %> %,

Outros polissacarideos de alga relevantes sao as fucanas, que possuem
como caracteristica estrutural a presenca de L-fucose sulfata, e sao
facilmente extraidos da parede celular de algas marrom (familia
Phaeophyceae). Sua estrutura é bastante complexa, exibindo residuos de 3-

e 4-fucose ligados, com presenca de sulfatagao nas posicdes 2- e 4- 2%,

Varios autores tém reportado diferentes atividades desempenhadas
pelas fucanas, como: atividade angiogénica’’,  anticoagulante,

28, 29

antitrombética® 2°, antimigratéria®, antiadesiva®!, antioxidante®?, inibidora in

vitro de varios virus importantes como o virus da imunodeficiéncia humana,

herpes e dengue, entre outras 3> %% 3%

2.1.2 Polissacarideos animais

Os tecidos de espécies de vertebrados e invertebrados apresentam
abundantes polissacarideos representados pelos glicosaminoglicanos
(GAGs), que correspondem a grande maioria dos heteropolissacarideos

presente nos organismos *’.

Os GAGs sao grandes e complexas moléculas de carboidratos que
interagem com varias proteinas, atuando em muitos processos fisioldgicos e
patoldgicos®® *°. Também ja foram denominados de mucopolissacarideos,
por Meyer40 devido as suas propriedades viscosas e lubrificantes.

Atualmente, s&o definidos como um grupo estruturalmente complexo de
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heteropolissacarideos lineares formados por unidades dissacaridicas
repetitivas, constituidas por uma hexosamina (D-glucosamina ou D-
galactosamina) unida por uma ligacdo glicosidica a um agucar nao
nitrogenado (acido D-glucurdnico, acido L-idurdénico ou galactose). A maioria
desses polissacarideos apresenta-se sulfatado, que juntamente com as
carboxilas dos acidos urénicos conferem uma alta densidade anidnica a

esses compostos*',

Os diversos GAGs tém pesos moleculares que variam de 5 a 100 kDa e
comprimentos de 10 a 200nm, sendo que, o acido hialurénico pode atingir
peso molecular da ordem de 10* kDa'’. A identidade de um GAGs é
fornecida pelo tipo de hexosamina e agucar ndo nitrogenado que o compde,
0 grau e a posi¢ao dos grupos sulfatos, bem como, as ligagdes glicosidicas
inter e intra dissacarideos. A variacdo das combinacbes observadas
resultaram nos seguintes GAGs : acido hialurénico (AH), dermatam sulfato
(DS), condroitim 4-sulfato (C4S), condroitim 6-sulfato (C6S), heparina (HEP),

heparam sulfato (HS) e queratam sulfato (QS)*?, representados na Figura 1.

Essas moléculas sao encontradas em superficies de todas as células
animais, na matriz extracelular, em granulos intracelulares de especificos
tipos celulares e alguns sdo conhecidos por ligar e regular uma variedade
distinta de proteinas, incluindo citocinas, enzimas, fatores de crescimento e

moléculas de adesdo*® 4.

Os GAGs podem exercer varias propriedades biologicas importantes®,
algumas atribuidas a sua habilidade de criar e preencher espagos pela
organizagdo e modificagdo da MEC*, outros papéis sdo relacionados a
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habilidade de resposta a sinais proliferativos e/ou migratérios através de
mais de um receptor de superficie celular, participando em processos de
migragdo celular*’. Observa-se que membros da familia de fatores de
crescimento interagem com cadeias de heparina/ heparam sulfato a fim de

que seus receptores ativem toda sua sinalizacao*® *°.

Figura 1: Principais unidades dissacaridicas constituintes dos glicosaminoglicanos sulfatados. Adaptada

de Volpi e Maccari .

Os glicosaminoglicanos sado encontrados nas superficies celulares e
matrizes extracelulares durante o curso das reagdes imunes e inflamagao®’.
Possuem um papel importante na sinalizagao celular e desenvolvimento de

angiogénese®, crescimento axonal® e agao anticoagulante® °°.

Em tecidos de invertebrados, além dos GAGs outros polissacarideos
sulfatados foram descritos, como por exemplo, em ouricos do mar foram

achadas fucanas e galactanas sulfatadas, sendo esses polissacarideos

Crug;, AKM {
PAGE \* MERGEFORMAT }



relacionados com a ativacdo da reagao acrossémica durante o processo de
fecundagao®. Ao contrario das fucanas de algas, os polissacarideos de
equinodermos possuem estruturas mais simples, sendo compostas por
unidades repetitivas de oligossacarideos com diferentes padrées de
sulfatacdo nos residuos de suas unidades °” °®. Ha também, alguns relatos
sobre fucanas encontradas em pepinos do mar, contudo elas sao descritas

como participantes da constituicdo do tecido muscular do animal®.

No molusco Pomacea sp, foi identificada a presenca, em todos os
tecidos e 6rgdos dos animais adultos analisados, do condroitim sulfato e
heparam sulfato e em determinado estagio de desenvolvimento a presenca

do GA, um polissacarideo nao sulfatado ®*°".

Este GA foi utilizado em um estudo comparativo com o AH na
cicatrizagdo de feridas intestinais, por segunda intengéo, proposto por Cruz
et al’, onde os resultados obtidos mostraram que o GA intensificou a

ativacao celular e a neovascularizacédo do tecido, promovendo o reparo.

O processo de cicatrizacdo € muito complexo e ocorre com inumeros
passos, sendo essencial para a sobrevivéncia dos organismos vivos. O

reparo tecidual é caracterizado segundo Clark®

em trés fases: (1)
inflamacéo, (2) formacgao de tecido de granulagdo com deposigdo de matriz
extracelular e (3) remodelagcdo. Na primeira etapa, a inflamagao apresenta-
se como uma resposta complexa do tecido conjuntivo vascularizado ao
agente agressor, caracterizando-se por extravasamento de liquidos e
células®®. Durante a evolugcdo do processo cicatricial, a matriz extracelular,
passa por modificagdes em sua composicdo, caracterizando uma matriz
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provisoria rica em substancias bioativas, como fatores de crescimento, as
citocinas, moléculas de adeséo, interleucina-1(IL-1), IL-6 e fator de necrose
tumoral (TNF-a) entre outros, formando um gradiente quimiotatico que
orienta a migracdo das células envolvidas com a instalagcdo da resposta
inflamatoria®. A migracado e ativagdo de macrofagos e fibroblastos para a
regiao permitem que os componentes da nova matriz extracelular passem a
ser localmente produzidos por estas células. Neste estagio observa-se a
presenca do AH, um GAGs que auxilia na resisténcia do tecido a
compressao. Logo apos surgem os outros GAGs ocorrendo a diferenciagao
celular. As células endoteliais dos vasos neoformados se diferenciam e os
vasos assumem as caracteristicas de capilares. Os fibroblastos passam a
secretar grandes quantidades de colageno que se torna o principal
componente da cicatriz em formacgao, e aos poucos o tecido de granulagao
vai sendo enriquecido com mais fibras de coladgeno e comega a adquirir a
aparéncia de massa fibrotica, caracteristica da cicatriz, sendo seguido pela

maturacao e remodelamento da matriz concluindo o processo de repar065.

Crug;, AKM {
PAGE \* MERGEFORMAT }



3 - ANEXAGAO DOS ARTIGOS

3.1. ARTIGO |
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4 - COMENTARIOS, CRITICAS E SUGESTOES

Conforme o pré requisito, foi apresentado ao Programa de Pos-
graduacédo em Ciéncias da Saude — PPgCSA, da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte — UFRN, o pré projeto de pesquisa para o curso de Doutorado,
intitulado: “Analise Estrutural do Galactano Acidico do Molusco Pomacea sp e de
Suas Atividades Adesiva, Migratéria e Proliferativa”, para ser desenvolvido por
mim, Ana Katarina Menezes da Cruz, sob a orientagdo do Prof. Dr. Mauricio
Pereira Sales e co-orientagdo do Profa. Dra. Fernanda Wanderley Oliveira.

A pesquisa em consideracdo tem natureza exploratoria e descritiva,
versando sobre o polimero denominado galactano acidico (GA), extraido de
ovos do molusco Pomacea lineata. O processo foi motivado pela necessidade de
aprofundar as investigagdes sobre o composto e, por apresentar um carater
pioneiro, visto que na literatura ndo ha referéncias sobre a estrutura deste
polimero e de suas possiveis atividades bioldgicas.

No decorrer dos estudos algumas modificagées do projeto inicial foram
necessarias diante de certas circunstancias vivenciadas. Assim, novos enfoques
capazes de alavancar os estudos foram abordados.

Cruz e colaboradores mostraram anteriormente que o processo de
cicatrizagdo por segunda intengdo foi favorecido pelo uso tépico do GA em
ensaio in vivo. Desta forma procurou-se testar a eficiéncia do GA em atividades
que, de alguma forma, viessem favorecer o processo de cicatrizagéo,
corroborando aos achados descritos anteriormente®.

Com relagéo as analises do GA nos processos de adesido e migragao
celular in vitro os resultados dos ensaios pilotos nao foram favoraveis.
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Considerou-se varios pontos que podem ter contribuido com este resultado,
como o tipo celular utilizado no experimento, a concentracdo do GA ser testada,
entre outros fatores.

Seguindo o0 mesmo proposito, foram realizados os ensaios de
proliferacao e viabilidade celular, onde o GA pode ser testado na proliferagcéo de
células 3T3 (fibroblastos de ratos) in vitro e verificado a sua viabilidade através
do teste de MTT. De acordo com os resultados in vitro confirmou-se que o GA
nao era citotdxico nas condi¢des utilizadas nos experimentos in vivo.

Considerando a importancia do processo de inflamacdo para a
cicatrizacdo, bem como o fato do GA ter apresentado potencial satisfatério no
reparo de feridas intestinais, criou-se a expectativa de verificar a atividade
antiinflamatoria deste composto in vivo. Foram realizados ensaios de peritonite
induzidas por tioglicolato de sodio, seguidos de dosagem de o6xido nitrico. Os
resultados sugerem um efeito inflamatério do GA em concentragdes menores,
apoiando mais uma vez os achados de Cruz’.

Com relagcao ao molusco Pomacea sp, utilizado nos diversos trabalhos
anteriormente elaborados pelo grupo de pesquisa do Departamento de
Bioquimica - UFRN, sempre havia uma critica pelo fato da classificagdo
filogenética deste animal ainda ndo ter sido feita. Assim, atendendo a
recomendacao, exemplares do animal e suas ovoposicbes em estudo foram
submetidos a analise de classificagdo filogenética. Esta classificagcao foi
realizada no Departamento de Zoologia da UFRN sendo executado por Newton

Filho, aluno da Prof* Rosangela Gondin. Mostrando a seguinte classificagao:

Crug;, AKM {
PAGE \* MERGEFORMAT }



Reino : Animalia

Filo : Mollusca

Classe . Gastropoda
Subclasse : Prosobranchia
Ordem : Mesogastropoda
Super-familia: Ampullarioidea
Familia : Ampullariidae
Genero : Pomacea

Espécie : Pomacea lineata

Feito isto vale lembrar que, o molusco referido no trabalho de Cruz como
Pomacea sp é o mesmo citado como Pomacea lineata nos dois artigos
apresentados nesta dissertacao e nos trabalhos vindouros.

No que diz respeito a coleta deste molusco, para obtengao das ovas e
desenvolvimento do projeto, foi um dos motivos mais preocupantes no decorrer
dos trabalhos. Normalmente os animais eram capturados na lagoa de Extremoz-
RN e trazidos para tanques experimentais na universidade onde as ovos, por
eles depositadas, eram coletadas e estocadas. Mesmo que em determinados
periodos do ano houvesse uma redug&o na captura dos animais, havia garantia
de obtengcdo de ovos pelos animais do tanque experimental. Porém, com a
possibilidade de uma epidemia de dengue na cidade, a UFRN teve que vedar os
tanques experimentais com areia, impossibilitando a coleta e o cultivo dos

animais por varios meses, chegando a mais de 2 anos. Por este motivo algumas
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analises que haviam sido propostas tiveram que ser adiadas e apenas o estoque
de ovos feito durante alguns meses foi usado na execugéo do trabalho.

Diante dessa realidade procurou-se rever a metodologia utilizada na
extragdo e purificagdo do GA para tentar otimiza-la e evitar desperdicios de
material. Afortunadamente, foi testado um método de purificacdo através da
extracdo por precipitacdo com acetona que possibilitou um melhor rendimento
do polissacarideo purificado. O GA assim obtido foi submetido a varias analises
quimicas, apresentando um 6étimo grau de purificagdo. Como todas as outras,
esta nova metodologia empregada apresenta fidedignidade e reprodutibilidade.

Conhecer as caracteristicas estruturais de compostos bioativos € uma
etapa fundamental quando se deseja ampliar o entendimento de seu mecanismo
de acdo. Utilizar-se dos dados da literatura para estudos comparativos, €
ferramenta comumente utilizada por pesquisadores. Embora os estudos deste
projeto revelassem informagdes sobre algumas atividades biolégicas do GA,
faltava explorar o conhecimento a cerca de suas caracteristicas estruturais. A
auséncia de relatos sobre a estrutura do GA tornou este ponto um dos objetivos
essenciais aos estudos deste polissacarideo.

Com a colaboracdo da Professora Ana Paula Valente do Centro
Nacional de Ressonancia de Macromoléculas da UFRJ, os espectros do GA
foram obtidos. Vale salientar que o alto grau de purificagdo do GA foi motivo de
elogios por parte dos pesquisadores. De posse dos experimentos de RMN
iniciou-se entdo uma extenuante e enriquecedora busca pelo entendimento dos
sinais ali revelados. Para tanto foi considerado, sobretudo, dados semelhantes
relatados na literatura para outros polissacarideos. Neste ponto foi fundamental

a participacéo das Profas Dras Suely Ferreira Chavante e Giulianna Paiva Viana
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de Andrade; na elucidagdo da estrutura do galactano e elaboragdo do artigo
cientifico: “Structural elucidation of an acidic galactan from the eggs of mollusc
Pomacea lineata.” Aceito em 2009 e publicado em 2010 na revista
“Carbohydrate Polymers” - Qualis Internacional B1 (Ciéncias Biologicas Il e Fator
de Impacto 2,64).

As outras informacgdes relevantes, que discorrem sobre as atividades
biolégicas desempenhadas pelo GA, foram reunidas em um artigo que sera
enviado, para publicagcdo em revista internacional e leva como sugestdo de
titulo: “Evaluation of acidic galactan extracted from the eggs of the mollusc
Pomacea lineata in wound healing and inflammation events”.

Os prazos propostos no cronograma do pré-projeto foram ampliados
devido aos pormenores existentes no decorrer do estudo. No entanto, a
viabilidade da pesquisa, o apropriado delineamento metodoldgico, a obtengao de
materiais, o envolvimento do grupo de pesquisa e o apoio fisico e técnico
encontrado dentro da instituicdo e fora dela, contribuiram para o cumprimento
das atividades propostas e conclusao do trabalho.

Por abordar um tema sobre um polissacarideo pouco conhecido,
acreditamos que oferecemos, com 0s nossos resultados, uma colaboragao
enriquecedora a ciéncia e aos pesquisadores que estudam temas semelhantes
ou relacionados.

Perspectivas inovadoras de ampliar as investigagdes sobre o galactano
do molusco Pomacea lineata, podem ser consideradas, principalmente porque
apenas um dos tipos de galactanos produzidos na embriogénese do molusco, foi
utilizado nos ensaios aqui apresentados. A existéncia de outra populagdo de

galactano, obtido durante a purificacdo dos polissacarideos, denominada de
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galactano neutro e que tem uma concentragdo de cerca de duas vezes maior
que os demais polissacarideos, € bem promissora para os estudos que
envolvem modificagdes estruturais deste composto. Possibilitando a sua
utilizacdo como modelos para elucidar mecanismos de acdo destes
polissacarideos.

Além de autora da presente dissertacdo, minha atuacdo enquanto
aluna de doutorado, também abrange a participacdo como integrante de outros
trabalhos executados pelo grupo de pesquisa Glicoconjugados Bioativos.

Em adicdo, enquanto técnica do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte acredito que, exercendo minhas
atividades como técnica na cultura de células, amplio as possibilidades de
crescimento profissional pela colaboragdo em outros projetos de interesse e em
trabalhos de pesquisa desenvolvidos no Departamento pelos seus diversos

grupos de pesquisas.
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5 - APENDICES

A tematica do nosso anteprojeto inicial gerou os seguintes trabalhos

publicados em revista e anais de congressos:

5.1 - Publicagcao em Revista Internacional:
CRUZ, A. K. M., Andrade, Giulianna Paiva Viana, Chavante, Suely Ferreira, de
Vasconcelos, Claudio L., Garcia, Rosangela Balaban, LEITE, Edda Lisboa,
Valente, Ana Paula, Sales, Mauricio Pereira, Oliveira, Fernanda Wanderley.
Structural elucidation of an acidic galactan from the eggs of mollusc Pomacea

lineata. Carbohydrate Polymers. , v.79, p.975 - 980, 2010.

5.2 - Resumos em Anais de Congresso:
Cruz, A KM, Lima, M. A., Brito, A. S., Queiroz, L. S., Arimateia, D. S., Valente,
A.P., Nader, H.B., Chavante, S.F., Andrade, G. P. V., Sales, M.P. e Oliveira,
F.W. STRUCTURE AND INFLAMMATORY ACTIVITY OF ACIDIC GALACTAN
FROM Pomacea sp In: XXXVII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Bioquimica e Biologia Molecular - SBBq e XI Congresso da PABMB, 2008, Sao

Paulo.

Cruz, A. K. M., Albuquerque, E.M.M., Evangelista, |. W.V., Santos, V.O., Brito,
A.S., Vasconcelos, C. L., Torri, G., Chavante, S.F., Sales, M. P., Oliveira, F. W.
STRUCTURE STUDIES OF ACIDIC GALACTAN FROM POMACEA SP In:
XXXV Reunido Anual da SBBq, 2006, Aguas de Lindéia-SP.
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Cruz, A. K. M., Albuquerque, E.M.M., Evangelista, .W.V., Brito, A.S., Andrade,
G.P.V., Torri, G., Chavante, S. F., Sales, M. P., Oliveira, FW. THE
STRUCTURE OF ACIDIC GALACTAN FROM THE EGGS OF MOLUSC
POMACEA SP In: VIl Reunido Regional da SBBq e 3rd International
Symposium in Biochemistry of Macromolecules and Biotechnology-SBBq, 2006,
Natal. Programas e Resumos da VIII Reunido Regional da SBBq 3rd
International Symposium in  Biochemistry of Macromolecules and

Biothecnology. Sdo Paulo: Adalthec Solugdes para Eventos, 2006. v.1.

Cruz, a. K. M., Albuquerque, E.M.M., Souza, L.M., Brito, A.S. Bisio, A., Torri,
G., Chavante, S.F., Leite, E.L. Sales, M.P., Oliveira, F.W. ESTRUCTURAL
ASPECTS OF THE ACIDIC GALACTAN FROM THE MOLLUSC POMACEA
SP In: XXXIV REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR, 2005, Aguas de Lindoia, SP.
XXXIV REUNIAO ANUAL PROGRAMAS E RESUMOS. Sao Paulo: Adaltech

Solugdes para Eventos, 2005. v.1.
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6 - ANEXOS

A analise de HPLC do galactano acidico mostrou uma relagdo molar na
ordem de 5 moléculas de galactose para 1 molécula de glicosamina. Esta

andlise foi realizada em triplicata nas mesmas condicbes de solvente e

concentracao.
RELACAO MOLAR GLICOSAMINA GALACTOSE
Extrato Galactano acidico 0,2015 1,0000
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8 - ABSTRACT

The acidic galactan (AG) was obtained by extraction and proteolysis by
acetone precipitation of the eggs of the mollusc Pomacea lineata. Its structure
was elucidated by a combination of chemical analysis, the intrinsic viscosity and
NMR spectroscopy 1D and 2D. Biological aspects of AG were evaluated by in
vivo testing of healing and peritonitis induced (anti-inflammatory activity) and in
vitro assays of cytotoxicity (MTT). This polymer showed a simple structure
without the presence of sulfate and uronic acids in its structure. Its intrinsic
viscosity and relative were evaluated at 0.44 + 0.05 and 1.744+ 0.07 dl.g™".
Spectroscopy showed that the AG has a constitution composed predominantly
of B-D-galactosis, and p-D-glucosamine-NAcetil that comes in a smaller
proportion in chain. The character of this acidic polysaccharide is given by the
presence of pyruvate in the molecule, forming a cyclic acetal of six states,
located in B-D-galactosis. The involvement of AG in the healing process was
evaluated and the histological analysis revealed that there was so early in the
process of healing, a great stimulation of macrophages with granuloma
formation. Suggesting that AG may have promoted the advance of biological
events required for tissue healing. In the trial of the GA-induced peritonitis
showed dose dependent, demonstrating the anti-infammatory effect at
concentrations above 20 mg/kg, and confirming its inflammatory character and
the concentration of 1mg/kg. In vitro tests used in the GA concentration of 1000
ug/mL showed proliferative activity by stimulating the growth of 3T3 cells,
corroborating the findings in vivo and demonstrating the absence of cytotoxic
activity.

Key words: Acidic Galactan, NMR, Peritonity, MTT.
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