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RESUMO

Heterogalactanas parcialmente metiladas foram isoladas dos basidiomas dos
cogumelos medicinais Pleurotus ostreatus (manogalactana) e Grifola frondosa
(manofucogalactana), através de sucessivas extracBes aquosas a frio,
seguidas de fracionamento por congelamento e degelo, precipitagdo com
solucdo de Fehling e didlises em membranas com diferentes limites de
exclusdo (MWCO: 50, 100 e 500 kDa). As estruturas quimicas foram
determinadas por meio das analises de composicdo monossacaridica,
metilacdo e RMN (mono e bidimensionais). A manogalactana (Mw = 50,7 x 10°
g.mol?t) apresentou uma cadeia principal constituida por unidades de a-D-Galp
e 3-O-Me-a-D-Galp (1—6) ligadas, sendo ambas parcialmente substituidas em
O-2 por terminais ndo redutores de pB-D-Manp. A outra foi uma
manofucogalactana (Mw = 15,9 x 102 g.mol?), a qual apresentou uma cadeia
principal similar, sendo uma parte das unidades de o-D-galactopiranosil
substituidas em O-2 pelo dissacarideo 3-O-a-D-manopiranosil-a-L-fucopiranosil
e em menor propor¢cdo com terminais nao redutores de a-L-Fucp.
Recentemente, as heterogalactanas tém sido reconhecidas pelas suas acdes
biolégicas relevantes, como a atividade antitumoral, imunomodulatoria,
antinociceptiva e/ou anti-inflamatoéria. Sendo assim, as heterogalactanas
isoladas de G. frondosa e P. ostreatus podem apresentar-se como bons

candidatos a serem avaliados quanto ao seu potencial bioldgico.

Palavras chave: Cogumelos medicinais; Grifola frondosa; Pleurotus ostreatus;

heterogalactana; estrutura quimica.



ABSTRACT

Partially methylated heterogalactans were isolated from the fruiting bodies of
the medicinal mushroom Pleurotus ostreatus (mannogalactan) and Grifola
frondosa (mannofucogalactan), via successive cold aqueous extraction,
followed by fractionation through freeze-thawing, precipitation with Fehling
solution of soluble material, and dialysis using membranes with different
exclusion limits (MWCO: 50, 100, and 500 kDa). Their chemical structures were
established based on monosaccharide composition, methylation analysis and
NMR studies. The mannogalactan (Mw = 50.7 x 10% g.mol%) had a main chain of
(1—6)-linked a-D-galactopyranosyl and 3-O-methyl-a-D-galactopyranosyl units,
both of which are partially substituted at O-2 by p-D-mannopyranosyl non-
reducing ends.The other was a mannofucogalactan (Mw = 15.9 x 102 g.mol?),
which had a similar main-chain, being a part of the galactopyranosyl units
substituted at O-2 mainly by 3-O-a-D-mannopyranosyl-a-L-fucopyranosyl groups
and in a minor proportion with a-L-Fucp single-unit side chains. Recently, the
heterogalactans are also recognized for their relevant biological activities, such
as antitumor, immunomodulatory, anti-inflammatory and antinociceptive effects.
Thus, the heterogalactans obtained from G.frondosa and P. ostreatus could

present itself as a good candidate to be evaluated for its biological potential.

Keywords: Medicinal mushrooms; Grifola frondosa; Pleurotus ostreatus;

heterogalactans; chemical structure.
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1-INTRODUCAO
1.1 - BASIDIOMICETOS

O grupo microbiano apresenta um cenério de biodiversidade
bastante abrangente e existem inimeros estudos cientificos que comprovam a
eficiéncia dos representantes desse grupo em setores tais como: a medicina, o
controle biologico, agricultura, setores alimenticios, dentre outros.

Dentro deste variado grupo, encontram-se os fungos, 0s quais
podem ser classificados, segundo Alexopoulos et al. (1996) nos seguintes
reinos: Reino Protista, Reino Stramenopila e Reino Fungi. Este ultimo inclui
quatro filos: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota,
sendo que o filo dos Basidiomycota agrupa o que ha de mais evoluido entre os
organismos do Reino Fungi (PUTZKE; PUTZKE, 2004).

Os fungos pertencentes ao filo Basidiomycota s&o comumente
denominados de basidiomicetos, constituindo um grupo bastante diverso,
sendo os cogumelos, bolores e orelhas-de-pau, as formas mais conhecidas
(PUTZKE; PUTZKE, 2004).

Segundo Chang e Miles (1992), os cogumelos sdo macrofungos
com distinto corpo de frutificacdo que € grande o suficiente para ser visto a olho
nu e ser pego com as maos. Maki (2006) explica que a existéncia do corpo de
frutificacdo esta intimamente associada a um sinal ambiental ou mecanico.

Com relacéo a estrutura fisica estes apresentam em sua maioria
uma frutificacdo macroscopica, constituida por hifas modificadas que formam
pseudo-tecidos, os quais se diferenciam em pileo, estipe, lamelas, anel e volva,
conforme Figura 1.1 (PUTZKE; PUTZKE, 2004).

Anel Corpo de
Frutificacao

b Volva
B > S— ~
3 7 e
S ﬁ«;c.z/,ﬂﬁg\\g%‘;\ = 5, Conexdes

= SRS miceliais

FIGURA 1.1 — Estrutura do corpo de frutificacao

Fonte: Adaptado de http://www.carlson-art.com/lifescienceV2/mushroom-cycle.htmi


http://www.carlson-art.com/lifescienceV2/mushroom-cycle.html

De acordo com Wasser (2011) esta classe de fungos abrange
cerca de 150.000 espécies de cogumelos no mundo, no entanto, somente 10%
(cerca de 15.000) séo conhecidas, sendo que esse valor pode ser superior,
considerando que muitas espécies ainda nao foram descritas. Além disso,
espécies semelhantes morfologicamente estdo reunidas em um mesmo grupo,
quando deveriam estar classificadas como espécies bioldgicas diferentes.
Estudos de compatibilidade e sequéncias moleculares entre esses fungos
mostram que uma unica “espécie” pode agrupar 20 espécies distintas.

Dentre as espécies mais conhecidas mundialmente encontram-se:
Agaricus bisporus (Champignon), Agaricus brasiliensis (Cogumelo do sol),
Boletus edulis (Porcini), Ganoderma lucidum (Lingzhi ou Reishi), Lentinus
edodes (Shiitake), Grifola frondosa (Maitake), Pleurotus ostreatus (Shimeji),
entre outras.

Por outro lado, das mais de 6.000 espécies de cogumelos
identificadas apenas cerca de 30 sao cultivadas, sendo A. bisporus, A.
brasiliensis, L. edodes e P. ostreatus o0s cogumelos mais cultivados
comercialmente no Brasil (PUTZKE; PUTZKE, 2004).

1.2 - IMPORTANCIA DOS BASIDIOMICETOS

Os cogumelos tém sido utilizados tanto por sua importancia
gastronbmica quanto pelo seu valor medicinal, mas o0 seu emprego como
alimento funcional € mais notado nas civilizacées orientais, que ha milénios
mantém uma forte tradicdo do seu uso (LINDEQUIST; NIEDERMEYER,
JULICH, 2005; ZHANG et al., 2007; WASSER, 2011).

Estes fungos apresentam altos valores nutricionais, sendo uma
Otima fonte de carboidratos, fibras dietéticas, moderadas quantidades de
proteinas com a presenca de muitos aminoacidos essenciais, além de
vitaminas, minerais e baixo teor de lipideos (CROAN, 2004).

Aléem do alto valor nutricional, os cogumelos sdo importantes
fontes de substancias bioativas, como o0s polissacarideos, os quais tém
demonstrado atuar como modificadores de resposta bioldgica. Dentro deste
contexto, os cogumelos representam uma fonte alternativa, pouco explorada,

para isolamento de polissacarideos, pois, além de apresentarem altos teores,



estes organismos apresentam polimeros com uma ampla diversidade estrutural
(WASSER, 2011). Estas moléculas bioativas podem ser obtidas do corpo de
frutificacdo, do micélio em cultivo submerso e do meio de cultura liquido
cultivado do basidiomiceto (WASSER, 2002, 2011; ZHANG et al., 2007).

No total sdo reconhecidas cerca de 126 propriedades medicinais
atribuidas aos polissacarideos, incluindo efeito antitumoral, imunomodulador,
antioxidante, cardiovascular, antiviral, antibacteriano, antifingico, antidiabético,
anti-inflamatério, entre outros (MIZUNO, 1996; BORCHERS et al.,, 1999;
WASSER; WEIS, 1999; TZIANANBOS, 2000; GAO et al., 2004; ZHANG et al.,
2007; WASSER, 2010, 2011).

Segundo Wasser (2002) os efeitos farmacologicos apresentados
por estes carboidratos estédo relacionados com sua estrutura. Desta maneira, a
caracterizacdo quimica fina é requisito importante para a avaliacao da estrutura
dos polissacarideos como marcadores de qualidade de produtos e sua

influéncia nestas respostas bioldgicas.

1.3 - POLISSACARIDEOS DE BASIDIOMICETOS

Os carboidratos sao, provavelmente, as mais abundantes
moléculas organicas, estando presente nas células de todos os organismos
vivos. Eles podem ser divididos em monossacarideos, oligossacarideos e
polissacarideos, sendo estes moléculas polares as quais apresentam alta
diversidade no tamanho molecular, no tipo de ligacdo glicosidica e funcao
celular (SANZ; MARTINEZ-CASTRO, 2007).

De acordo com Sanz e Martinez-Castro (2007), os carboidratos
sdo sempre constituidos por carbono, hidrogénio e oxigénio, mas alguns
contém outros elementos como o nitrogénio, enxofre, fésforo, dentre outros.
Eles sdo caracterizados por conter varias hidroxilas, mas os grupos funcionais
adicionais tais como, carbonila, carboxila, amino, entre outros, podem estar
presentes. Os carboidratos também podem se associar com peptideos,
proteinas ou lipideos formando os glicoconjugados, como os peptideoglicano,
glicoproteinas e lipopolissacarideos ou glicolipideos, respectivamente.

Nos basidiomicetos, os polissacarideos podem ser encontrados

na forma de homopolimeros, heteropolimeros (GOW; GADD, 1995), ou seja,



estes podem ser constituidos por um ou mais tipos de monossacarideos,
respectivamente.

Estima-se que, aproximadamente, 651 espécies de 182 géneros
ja foram estudadas quanto aos seus carboidratos (WASSER, 2002), sendo as
glucanas e as heterogalactanas as estruturas comumente encontradas
(MIZUNO, 1999; WASSER; WEIS, 1999; ZHANG et al., 2007).

As glucanas sdo os homopolissacarideos mais comuns em
basidiomicetos, podendo ser lineares ou ramificadas, solUveis ou insolUveis em
agua, e apresentar diferentes configuracdes, ligacdes glicosidicas e massa
molar (ZHANG et al., 2007).

Ja foram descritas a, B e a/pf glucanas, sendo a B-D-glucana com
ligacdes do tipo (1—>3) e substituicdes em O-6 por uma unidade de B-D-Glcp, a
estrutura comumente descrita para diversos basidiomicetos (Figura 1.2, p. 4).
Algumas destas glucanas purificadas vém sendo comercializadas, pois
apresentam atividade imuno-estimulatoria (grifolana), antitumoral (lentinana),
antiviral e antimicrobiana (esquizofilana), sendo essas moléculas isoladas,
primeiramente de Grifola frondosa, Lentinus edodes e Schizophyllum

commune, respectivamente.

HO

HO
OH

(0]
HO

OH o OH
HO O Ho O  Ho O
/O (0] (@] O—
OH OH OH

n

FIGURA 1.2 - Esquema da estrutura da B-glucana comumente encontrada em
basidiomicetos

Dentre os heteropolissacarideos mais comuns em basidiomicetos
estdo as heterogalactanas, sendo a maioria formada por uma cadeia principal
de a-D-Galp-(1—6) (A) as quais se encontram parcialmente substituidas em O-
2 por diferentes substituintes, como 0s terminais ndo redutores de o-L-fucose
(B), a- ou B-D-manose (C e D, respectivamente), p-D-galactose (E) e o

dissacarideo 3-O-a-D-manopiranosil-a-L-fucopiranosil (F), principalmente. Além



da substituicdo em O-2, alguns destes polimeros podem conter grupos metil
ligados ao C-3 das unidades de galactose da cadeia principal (G e H). De
acordo com as cadeias laterais e a propor¢cdo destes substituintes, estes séo
denominados de fucogalactanas, glucogalactanas, manogalactanas,

manofucogalactanas, fucomanogalactanas, entre outros (Tabela 1.1, p. 6;
Figura 1.3). ﬁ
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FIGURA 1.3 - Principais estruturas observadas em heterogalactanas de

basidiomicetos



TABELA 1.1 — Heterogalactanas isoladas dos corpos de frutificacdo de basidiomicetos

Tipo de Cadeia Atividade
polissacarideo/material incinal Cadeia lateral Caracteristicas estruturais bioloai Referéncias
biol6gico principal iolégica
Fucogalactana Lo ) Mw = 37,1 x 104 g.mol™ . .
(fracdo EFP-Ab) a-Galp (1-»6) e S,ut_)sutwgc_)es em O-2 por Composicao monossacaridica: Antissepse; . RUTHES et al.,
: : 3-O-Me-a-Galp Unicas unidades de a-L- Antinociceptiva,
Agaricus bisporus 156 Fuco e B-D-Gal Fucose (11,2%), galactose (74,2%) Anti-inflamatéria 2013.
(1-6) pep P e 3-O-Me-galactose (14,6%)
. Mw= 19,4 x 102 g/mol
Fucggalactana SUb stituigoes em ©-2 por Composig&o monossacaridica: KOMURA et al.,
(fracdo EPF-Ab) a-Galp (1-6) Unicas unidades de a-L- Fucose (13,9%) e galactose 2010
Agaricus brasiliensis Fucp (86,1%)
Fucogalactana S ) Mw= 31,1 x 102 g/mol
(fracdo EFP-Ah) g g ?\I/lp (1-6) e SubstituicGes em O-2 por Composic&o monossacaridica: KOMURA et al.,
. : -O-Me-a-Galp- a-L-Fucp e em menor 0 A M.
Agaricus bisporus var. 156 roporcio B-D-Gal Fucose (16,8%), 3-O-Me-galactose 2010.
hortensis (1-6) proporgao P (15,4%) e galactose (67,8%)
Fucogalactana Substituicdes em O-2 por Composi¢éo monossacaridica: USUI* IWASARI
(fracdo F-llaP) a-Galp (1—»6) a-L-Fucp. Galactose:fucose numa proporgéo MIZLjNO' 1981 ’
Ganoderma applanatum Contém grupos acetil molar de 3:1 ' ]
Fucogalactana Substituicdes em O-2 por Mw= 1,4 x 10* g.mol* .
(fracdo RFP-Lr) a-Galp (1-6) a-L-Fucp. Composi¢do monossacaridica: Antissepse RUTI;(I)Elszet al,
Lactarius rufus Fucose (29%) e galactose (71%). '
L Mw= 43,8 x 10* g.mol*
Fucogalactana a-Galp (1—-6) e Substituicdes em O-2 L e .
(frac@o RFP-ADb) 3-O-Me-a-Galp- unidades Unicas de a-L- Fu%g?ep?g(f;iogggggsssea?;g')C:' 3 Antissepse RUTI;(I)Elszet al,
A A . _ _ ] 0 y 0 - .
garicus bisporus (1-6) Fucp e p-D-Galp O-Me-galactose (10%)
Fucogascans | cnie | O e | reon oatons monm oo
Polyporus ovinus P (1-6) P- 9 ma proporg BJORNDAL, 19609.
molar de 1:3,6
Substituicdes em O-2,
principalmente, pelo - e
Manofuqogalactgna/ dissacarideo 3-O-a-D- Composi¢do monossacaridica: SMIDERLE et al.,
Flammulina velutipes a-Galp (1—6) Fucose (20%), manose (16%) e 50082

Manp-a-L-Fucp e a-D-
Manp e em menor
proporgao por a-L-Fucp.

galactose (64%)




TABELA 1.1 — Heterogalactanas isoladas dos corpos de frutificacdo de basidiomicetos

(continuacgéo)

Fucomanogalactana
(fracdo EFP-Ls)/

Substituicdes em O-2,
principalmente, pelo

Mw= 2,8 x 104 kDa

Laetiporus sulphureus a-Galp (1-6) dissacarideo 3-O-a-D- Composigdo monossacaridica: ALQUINI et al.,
P Manp-a-L-Fucp e a-D- Fucose (21%), manose (28%) e 2004.
Manp e em menor galactose (51%)
proporgao por a-L-Fucp.
Manofucogalactana SubstituicBes em O-2, pelo Mw= 1,5 x 10*kDa Efeito mitogénico;
(Fomitellana A) -Galb (16 dissacarideo 3-O- -’D- Composi¢do monossacaridica: Imunomodulatéria | CHO et al., 1998,
Fomitella fraxinea a-Galp (1-6) ! : a galactose, manose e fucose em 2011.
Manp-a-L-Fucp ~
uma proporcdo molar de 3:1:1
Manofucogalactana Sugisutmgog ds en; 8 '2’[? elo Composig&o monossacaridica: FRASER:
Armillaria mellea a-Galp (1-6) M ssacarideo s-J-a-L- Galactose:fucose:manose numa ’
anp-a-L-Fucp e dnicas ~ A, LINDBERG,1967.
unidades de L-Fucp proporcdo molar de 6,5:2:1.
Substituicdes em O-2 pelo
dissacarideo 3-O-a-D- Composi¢céo monossacaridica: " .
Pm;gg:sg?gﬁlz(;]g?ﬁ S a-Galp (1-6) Mffm_p-cx—L-Fucp. e unidades Galactose:manose:fucose numa LINB[S]I;JERRNGD'?IE),BS
Unicas de a-L-Fucp e D- proporgdo molar de 5,8:1,0:1,2. ' '
Galp.
Substituicdes em O-2 pelo
Manofucogalactana dissacarideo 3—O-q-D- Composi¢cdo monossacaridica: BJORNDAL:
Polyporus ignarius a-Galp (1-6) Mrfm_p-a—L-Fucp. e unidades Galactos~e:manose:fucose numa LINDBERG, 1968.
Unicas de a-L-Fucp e D- proporcéo molar de 6,0:1,0:1,4.
Galp.
Substituicbes em O-2 por
Manofucogalactana a-L-Fucp.e pelo Composi¢cdo monossacaridica: USUI* IWASAR:
(fracdo F-l1aG) a-Galp (1—»6) dissacarideo 3-O-a-D- Galactose:fucose manose numa MIZLjNO 1981 ’
Ganoderma applanatum Manp-a-L-Fucp. proporcao molar de 2,4:1,3:1,0 ' ’
Contém grupos acetil.
Sut_)stltuu;qes em O-2 pelo Composi¢do monossacaridica: MUKUMOTO;
Manofucogalactana dissacarideo 3-O-a-D-
Flammulina vefutipes a-Galp (1-6) Manp-a-L-Fucp e por a-L- Galactose:[nanose:fucosg n.uma YAMAGUCHI,
Fucp. propor¢cdo molar de 12:3:4 1977.
Substituicdes em O-2 pelo Composi¢do monossacaridica:
Manofucogalactana B-Galp (1—6) dissacarideo 3-O-B3-D- Galactose:manose:fucose numa BHAVANANDAN et

Polyporus giganteus

Manp-B-L-Fucp.

propor¢do molar de 2,6:1:1

al., 1964.




TABELA 1.1 — Heterogalactanas isoladas dos corpos de frutificacdo de basidiomicetos

8

(conclusao)

Fucomanogalactana
(fracdo FMG-Le)

Substituicbes em O-2 por

Mw= 16,2 x 102 g/mol
Composigdo monossacaridica:

Anti-inflamatoria;

CARBONERO et

Lentinus edodes a-Galp (1-6) terzlc_?:'i:ag re_glf:\;):’;s de Fucose (11%), manose (21%) e Antinociceptiva al., 2008.
pep P galactose (68%)
Substituicdo em O-2 por o e _ _
Fucoglucogalactana Gal-(1—4)-Fuc-(1—, [Glc- Composigéo monossacaridica: WANG; LUG;
vt : Galp (1-6) Glucose:galactose:fucose numa LIANG, 2004.
Hericium erinaceus (1—3)]2-Glc-(1— e por Gal- roporcio molar de ~ 1:2.1: 0.4
(16)-(Glc)>-Gle-(1— propore ol Sy
— 4
Manogalactana a-Galp (1-»6) e Substituicoes em O-2 das Com ol\sfliwéolﬁ?o)%ossgc?aridica'
(PC?PB—l) 3-O-Mpe-azal i unidades de a-Galp por G Ipt ¢ 3-0-M lact - ZHANG et al.,
P~ | terminais n&o redutores de alactose:s-L-Vie-galactose: 2013.
Pleurotus geesteranus (1-6) manose numa propor¢édo molar de
B3-D-Manp . )
1:1:1, aproximadamente
Mw= 4,5 x104 Da
Manogalactana a-Galp (1-6) e Substituicdes em O-2 por Composi¢do monossacaridica: ROSADO et al
Pleurotus ostreatoroseus | 3-O-Me-a-Galp- | terminais néo redutores de Manose:3-O-Me-galactose: 2003 v
(1-6) B-D-Manp galactose numa propor¢do molar '
de 36,3:9,8:53,9
Manogalactana M = 4,6 x10° Da
a-Galp (1-6) e Substituicbes em O-2 por Composi¢cdo monossacaridica:
Pleurotus ostreatus var. 3-O-Me-a-Galp- | terminais n&o redutores de Manose:3-O-Me-galactose: ROSADO etal.,
florida ~ 2003.
(1-6) B-D-Manp galactose numa proporgdo molar
de 39,0:5,8:55,2
= 4 -1
Manogalactana a-Galp (1—-6) e Substituicbes em O-2 por Mw = 2,39 x 10 g.mol

Pleurotus pulmonarius

3-0O-Me-a-Galp-
(1-6)

terminais nao redutores de
B-D-Manp

Composi¢cdo monossacaridica:
Manose (32%), 3-O-Me-galactose
(13%) e galactose (55%)

Antinociceptiva

SMIDERLE et al.,
2008b.

Manogalactana

a-Galp (1-6) e

Substituicbes em O-2 por

Mw = 188 kDa
Composi¢do monossacaridica:

JAKOVLJEVIC et

Pleurotus ostreatus 3-O-Me-a-Galp- | terminais ndo redutores de | Galactose: manose (32%)~, 3-O-Me- al. 1998
(1-6) B-D-Manp galactose numa proporgcdo molar
de 3:2:0,9
- 4
Glucogalactana Substituigoes em  O-2 por Com 2/2'/\/ éozﬁ?of](}gsa?::ridica'
9 a-Galp (1-6) terminais ndo redutores de POSIG ' Imunomoduladora SUN; LIU, 2009.

Pleurotus ostreatus

B-D-Glcp

Galactose e glucose numa
proporcao molar de 2:1




1.4 - Grifola frondosa

Grifola frondosa, conhecido popularmente como “Maitake”, € um
cogumelo comestivel originario do Japdo, o qual pertence a ordem
Aphyllophorales e a familia Polyporaceae (MIZUNO et al., 1986).

Este cogumelo tem sido utilizado, principalmente no Jap&o, China
e Coréia, para fins nutricionais e medicinais, sendo uma das fontes naturais de
compostos biologicamente ativos (BOH; BEROVIC, 2007; GU et al., 2007), tais
como os polissacarideos (SVAGELJ et al., 2008).

A partir deste cogumelo foram isolados varios polissacarideos
tanto do corpo de frutificacdo quanto do cultivo submerso (exopolissacarideos e
micélio). Dentre as estruturas determinadas, a B-glucana contendo ligacGes
(1-3) e (1-»6), denominada grifolana, é a mais importante devido a sua acéo
imunomoduladora. Esta glucana tem sido comercializada, na forma de
capsulas, em paises como China e Japdao, porém, no Brasil esta pratica ndo é
permitida pela ANVISA, devido principalmente & escassez de estudos
cientificos que garantam a eficacia destes produtos.

Diversas acdes biologicas tém sido reportadas para as fracoes
polissacaridicas brutas ou carboidratos isolados deste fungo como atividade
antitumoral (BORCHERS et al., 1999), antioxidante (CHEN et al., 2012), anti-
hiperlipidémica, imunomoduladora (MAYELL, 2001).

Devido aos efeitos terapéuticos destes polimeros, principalmente
aqueles com acdo antitumoral e imunomoduladora, varios polissacarideos
isolados de G. frondosa foram patenteados no Japao (BOH; BEROVIC, 2007).

Dentre os polissacarideos caracterizados, as glucanas sao 0s
principais polimeros encontrados, sendo alguns destes representados na
Tabela 1. 2 (p. 10). Cabe ressaltar que, a maioria dos trabalhos ndo desenvolve
a determinacdo da estrutura quimica dos mesmos, ou seja, avalia apenas a
acado biolégica das fragcbes polissacaridicas brutas. Portanto, € de fundamental
importancia avaliar quimicamente estas moléculas, buscando correlacionar os

efeitos bioldgicos com a estrutura quimica.
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TABELA 1.2 — Polissacarideos isolados de Grifola frondosa (Maitake)

Estrutura Atividade o
Bioléaica Referéncias
Cadeia Principal Ramificacdes 9
Substituicdo em O-6 por unidades Atividade TADA et al.,,
B-0-Gle-(1-3) ¢ B-D-Glcp, a cada trés residuos antitumoral 2009.
Substituicdo em O-6 por unidades
a-D-Glep-(1—4) de a-D-Glcp, a cada 3 unidades
da cadeia principal Algumas
B-D-Glcp-(1—3) Substituicdo em O-6 por unidades estruturas MIZUNO et al.,
de B-D-Glcp apresentam 1986
a-b-glucana Estrutura n&o especificada atividade
acida antitumoral
B-o-glucana Estrutura ndo especificada
acida
Substituicdo em O-6 por unidades
B-D-Glcp-(1—3) de B-D-Glcp a cada 3 unidades da KAT1(38e3t al.,

cadeia principal

1.5 - Pleurotus ostreatus

Os cogumelos do género Pleurotus, popularmente chamados de
“Cogumelos ostras”, pertencem a ordem Agaricales e a familia Pleurotaceae.
As espécies desse género possuem ampla distribuicdo mundial (PUTZKE;
WARTCHOW, 2008), as quais se apresentam com uma variedade de cores
como cinza-escuro (P. ostreatus), branco (P. ostreatus variedade florida),
amarelo (P. citrinopileatus), salméo (P. ostreatoroseus), dentre outras.

Estima-se que existam mais de 1.000 espécies de Pleurotus
descritas no mundo, no entanto, apenas 50 destas sdo reconhecidas como
validas para este género devido as dificuldades quanto a identificacédo
taxondmica (GUZMAN, 2000).

Dentre as espécies mais conhecidas estao: P. ostreatoroseus; P.
ostreatus var. florida; P. eryngii; P. citrinopileatus; P. sajor-caju e P. ostreatus.

Estes tém sido utilizados para fins nutricionais e terapéuticos,
sendo algumas espécies amplamente cultivadas e comercializadas. O alto teor
proteico, vitaminico e de carboidratos, e o baixo teor de gordura tornam os
cogumelos do género Pleurotus apropriados para incorporacdo na dieta
(SILVA; COSTA; CLEMENTE, 2002; MAITY et al., 2006)
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Dentre as diversas espécies deste género, Pleurotus ostreatus é
uma das mais cultivadas e comercializadas, devido as suas propriedades
nutricionais e aos efeitos medicinais benéficos, tais como antitumoral,
imunomodulatério, antiviral, anti-inflamatoério, dentre outros (WANG; GAO; NG,
2000; SARANGI et al., 2006). Este fungo € rico em vitaminas, aminoacidos e
minerais, e, além disso, participam significativamente em processos de
desintoxicacdo humana (VAMANU, 2012).

Véarios trabalhos sugerem que o0s polissacarideos estédo
relacionados aos efeitos terapéuticos atribuidos a este basidiomiceto, sendo

alguns destes listados na Tabela 1.3.

TABELA 1.3 — Polissacarideos isolados de Pleurotus ostreatus (Shimeji)

Estrutura Atividade

Cadeia Referéncias

Principal Ramificagdes Bioldgica

Substituicdo em O-6 por Glc-
B-D-Glcp-(1—3) (1—4)-Gal-(1— e por Gal- Antitumoral TONG et al., 2009
(1—4)-Man-(1—3)-Glc-(1—

B-D-Glcp-(1—6) Substituicao em O-3 por
e terminais ndo redutores de MAITY et al., 2011.
B-D-Glcp-(1—3) a-D-Galp e a-D-Glcp

Substituicdo em O-6 por 3-D-

B-D-Glcp-(1—3)  Glcp, a cada trés unidades YOSHIOKA et al.,

S 1985.
da cadeia principal
Substituicdo por unidades de
manose, galactose e YOSHIOKA et al.,
B-0-Glep-(1-3) agucares &cidos (estrutura 1975.
nao definida)
Substituicdo em O-6 por
unidades de B-Glcp. )
Contém pequenas KARACSONYI;
B-b-Glep-(1-3) proporcdes de ligacdes KUNIAK, 1994.
(1—6)- e (1—4)- no interior
das unidades.
Substituicdo em O-2 por
a-D-Galp-(1—6) terminais ndo redutores de  Imunomoduladora SUN; LIU, 2009
B-D-Glcp
a-D-Galp-(1—6) Supsmwg?o em O-2 por JAKOVLJIEVIC et al.,
e terminais n&o redutores de 1998
3-O-Me-Galp B-D-Manp

Entretanto, pouco se sabe a respeito do polimero envolvido
nestas respostas, pois sdo poucos os trabalhos que purificam e avaliam

quimicamente estas biomoléculas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Caracterizar a estrutura fina das heterogalactanas obtidas dos
basidiomas (= corpo de frutificagdo ou basidiocarpo) dos cogumelos

P. ostreatus e G. frondosa.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Extrair os polissacarideos dos basidiomas de P. ostreatus e G.
frondosa através de extracdes aquosas a frio;

b) Purificar as fracfes polissacaridicas;

c) Caracterizar estruturalmente os polimeros obtidos, utilizando
métodos quimicos e técnicas analiticas de RMN, CG-EM e HPSEC-MALLS.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAL BIOLOGICO

Os basidiomas de Pleurotus ostreatus (Jacqg.) P. Kumm. (Figura
3.1-A) e Grifola frondosa (Dicks) Gray (Figura 3.1-B) foram fornecidos,
respectivamente, pelas empresas Makoto Yamashita (Miriam Harumi
Yamashita), localizada em Séo José dos Pinhais/Parana, e YURI Cogumelos

(lwao Akamatsu), sediada em Sorocaba/Sao Paulo.

FIGURA 3.1 — Fotos dos basidiomas de P. ostreatus (A) e de G. frondosa (B)

Fonte: www.mycobank.org

3.2 - OBTENCAO DOS POLISSACARIDEOS

Os basidiomas de P. ostreatus (Po; massa seca = 500,0 g) e de
G. frondosa (Gf; massa seca = 209,6 g) foram submetidos a sucessivas
extracBes aquosas a 4 °C, sob agitacdo mecanica por, aproximadamente, 6
horas (6x para ambas as espécies). Apds cada extracdo, os materiais foram
filtrados para a separacdo dos extratos aquosos. Os extratos obtidos foram
concentrados sob presséo reduzida até pequeno volume e precipitados com
etanol (3:1, v/v). Os precipitados etandlicos, separados por centrifugacdo (3000
rpm, 30 min, 25 °C), foram dialisados (MWCO: 12-14 kDa) contra agua corrente
por 48 horas e liofilizados, resultando nas fracbes CW-Po e CW-Gf,

respectivamente (Figura 4.1, p. 23; Figura 4.9, p. 38).
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3.3 - PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

As fracOes polissacaridicas CW-Po e CW-Gf foram purificadas por
meio das seguintes técnicas: congelamento e degelo (GORIN; IACOMINI,
1984), precipitacdo com solucdo de Fehling (JONES; STOODLEY, 1965) e
dialises em membranas com diferentes limites de exclusdo (CARBONERO,
2005). A purificagédo foi acompanhada pelo perfil de eluicdo obtido por meio de
analises de HPSEC-MALLS.

3.3.1 - Separacao dos Polissacarideos por Congelamento e Degelo

Primeiramente, as fracbes CW-Po e CW-Gf foram,
separadamente, submetidas ao processo de purificacdo por congelamento e
degelo (GORIN; IACOMINI, 1984). Cada fracdo foi solubilizada em &gua
destilada e submetida ao processo de congelamento, seguido por
descongelamento a temperatura ambiente, resultando em fracdes soluveis
(SCW-Po e SCW-Gf, respectivamente) e insollveis em agua fria (ICW-Po e
ICW-Gf, respectivamente), as quais foram separadas por centrifugacédo (3000
rpm, 30 min, 25 °C). Esse processo foi repetido diversas vezes até que 0s

sobrenadantes aquosos nao apresentassem mais material insoltvel.

3.3.2 - Purificagao por Precipitacdo com Solugéo de Fehling

As fracdes sollveis em agua fria (SCW-Po e SCW-Gf), originadas
a partir do processo de congelamento e degelo, foram submetidas ao
tratamento com solucdo de Fehling (JONES; STOODLEY, 1965). Esta solucao
consiste da combinacédo de duas solu¢des (A e B). A solucdo A é composta por
hidroxido de potassio (KOH) e tartarato de sodio e potassio, enquanto a
solugéo B consiste de sulfato de cobre (CuSOa).

As fragdes SCW-Po e SCW-Gf, que foram dissolvidas em volume
de agua suficiente para solubiliza-las, adicionou-se igual volume da solucéao de
Fehling: A+B (1:1), sendo estas mantidas sob agitagéo por 12 horas. Decorrido
o tempo, os complexos cupricos insoluveis (PFCW-Po e PFCW-Gf) foram
separados dos soluveis (SFCW-Po e SFCW-Gf) por centrifugacédo (3000 rpm,
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30 min, 25 °C), neutralizados com &cido acético e dialisados contra agua
corrente (MWCO: 12-14 kDa; ~ 48 horas). Apoés didlise, estas foram tratadas
com resina catibnica, com a finalidade de remover o cobre. Devido a formacao
de precipitado apés adicdo da resina, algumas fracées foram centrifugadas
antes de serem novamente dialisadas (MWCO: 12-14 kDa; ~ 24 horas). Apos
didlise, os materiais solaveis apés adicdo da resina (sPF-Po e sPF-Gf) foram
concentrados sob pressédo reduzida e liofilizados. Este procedimento foi
repetido para as fracbes sPF-Po (1 x) e sPF-Gf (2 x), resultando nos insollveis
complexos cupricos PF2-Po e PF3-Gf, respectivamente (Figura 4.1, p. 23;
Figura 4.9, p. 38).

3.3.3- Purificacdo dos Polissacarideos por Dialise em Membranas

As fragbes PF2-Po e PF3-Gf foram submetidas a dialises em
membranas (Spectra/Por®) com diferentes limites de exclusdo (MWCO: 50, 100
e 500 kDa para a fragdo PF2-Po; MWCO: 500 kDa para a fracdo PFs-Gf)
(CARBONERO, 2005). A dialise, contra agua destilada, foi realizada por meio
de um processo fechado, sendo o material a ser dialisado mantido sob
refrigeracdo. O processo foi repetido diversas vezes, até que a fracédo eluida (=
agua de dialise) ndo apresentasse coloracdo (Figura 4.1, p. 23; Figura 4.9, p.
38).

3.4 - ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS
3.4.1 - Composicdo Monossacaridica

A composicdo monossacaridica dos polissacarideos foi realizada
em CG-EM apoés hidrélise, reducdo e acetilacdo (Figura 3.2, p. 16). Os

monossacarideos foram identificados pelos seus respectivos tempos de

retencao e perfis de fragmentacao.
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FIGURA 3.2 — Esquema representativo da formacgéo dos acetatos de alditéis para a
andlise de composi¢cdo monossacaridica
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3.4.1.1 - Hidrélise acida total

Uma aliquota de cada fracdo (~1,0 mg) foi tratada com 1,0 mL de
TFA (acido trifluoracético) 2 M, durante 8 horas, a 100 °C, ou TFA 1 M a
100 °C, overnight (12-15h) (Figura 3.2 - Etapa 1, p. 16). Decorrido o tempo de
hidrélise, o &cido foi eliminado das amostras por evaporacdo até secura a
temperatura ambiente, sendo em seguida, submetidas a reducéo e acetilacéao.

3.4.1.2 - Reducéo e acetilacao dos produtos de hidrélise

Os produtos de hidrélise foram reduzidos com NaBHa4 (borohidreto
de sodio) ou NaBDs4 (borohidreto de sodio deuterado) (WOLFROM;
THOMPSON, 1963a) em temperatura ambiente, pH 9-10, por
aproximadamente 12 horas (Figura 3.2 - Etapa 2, p. 16). Apds este periodo, 0s
materiais foram neutralizados (pH 7,0) com resina cationica (forma H"), filtradas
em algodéao e levadas a secura sob pressao reduzida. O acido bérico formado
foi eliminado por co-evaporacdo com metanol, na forma de borato de trimetila.

Os alditdis formados foram acetilados com uma mistura de
anidrido acético (Acz20)/piridina (1:1, v/v) em temperatura ambiente por 12
horas (WOLFROM; THOMPSON, 1963b) (Figura 3.2 - Etapa 3, p. 16). Os
acetatos de alditéis formados foram extraidos com cloroformio e a piridina
residual foi removida por complexacdo com sulfato de cobre 5 % (m/v). Apos
completa remocgéo da piridina, o cloroformio foi evaporado e os acetatos de

alditois analisados por CG-EM.

3.4.2- Oxidacao dos Polissacarideos com Periodato de Sadio

A fracdo QEPF-Po (80 mg) foi dissolvida em &gua destilada (30
mL) e acrescida de periodato de sodio (NalO4) até atingir uma concentracéo
final de 0,05 M, sendo a mesma mantida por 72 horas sob auséncia de luz.
Decorrido o tempo, o material oxidado, apds neutralizacdo com acido acético,
foi dialisado contra agua corrente (~ 24 h). Em seguida, este foi reduzido com
NaBH4 (pH 9,0-10,0) por 16 h, e, posteriormente, neutralizado com &cido

acético e dialisado (MWCO: 12-14 kDa) contra agua corrente, originando a
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fracdo Ox-QEPF-Po (HAY; LEWIS; SMITH, 1965). Uma aliquota (2 mg) do
material oxidado foi retirada para analise de composicdo monossacaridica
(conforme item 3.4.1), e o restante foi analisado por metilacdo (item 3.4.3)
(Figura 3.3).

FIGURA 3.3 — Esquema representativo da oxidacao de polissacarideos com periodato
de sddio seguida por metilagéo
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3.4.3- Metilacao dos Polissacarideos

As fracOes polissacaridicas QEPF-Po, QEPF-Gf e Ox-QEPF-Po
foram metiladas pelo método de Ciucanu e Kerek (1984) com a finalidade de
determinar os tipos de ligacdes glicosidicas. Para a metilacdo, aliquotas dos
polissacarideos (~ 15 mg) foram solubilizadas em 1 mL de dimetilsulfoxido
(Me2S0O). Apds a solubilizagdo, foi adicionado hidroxido de sodio (NaOH)
desidratado e triturado (4:1 de carboidrato) e iodeto de metila (CHsl, 1 mL),
sendo a mistura reacional submetida a agitacdo vigorosa em vortex por ~ 30
minutos.

ApGs 24 horas em repouso, as amostras foram neutralizadas com
acido acético (HOAC) e os produtos O-metilados foram extraidos com CHCIs, e
apos secura, submetidos a hidroélise acida total com 1 mL de &cido formico 45%
a 100 °C, durante 8 horas para a fracdo QEPF-Po, 15 horas para a fracéo
QEPF-Gf e 12 horas para a fracdo Ox-QEPF-Po (STORTZ; CASES; CEREZO,
1997) (Figura 3.3, p. 18).

Decorrido o tempo necessario para hidrélise, o acido foi
evaporado e o material residual foi reduzido com NaBDas, e acetilado como
citado anteriormente (item 3.4.1.2). Os derivados metilados foram analisados
na forma de acetatos de alditdis parcialmente metilados por CG-EM e
identificados pelo tempo de retencao e perfil dos fragmentos de massa (Figura
4.4, p. 29 e Figura 4.12, p. 42).

3.5 - METODOS ANALITICOS

As andlises estruturais dos polissacarideos foram realizadas em
colaboracédo com o Prof. Dr. Marcello lacomini do Departamento de Bioquimica
e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba-PR,
e Prof. Dr. Antonio Gilberto Ferreira do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de S&ao Carlos (UFSCar), Sao Carlos-SP.
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3.5.1- Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

Os monossacarideos, ja devidamente convertidos em seus
respectivos derivados volateis (acetatos de alditéis), foram analisados por CG-
EM, da marca Varian, modelo Saturn 2000R. A deteccdo por massas foi feita
por ionizagao eletrbnica (70 eV), com analisador do tipo lon Trap. A coluna
utilizada na separacdo dos componentes foi uma coluna capilar DB-225-MS e
hélio foi utilizado como gas de arraste a um fluxo de 1 mL/min. Durante a
injecdo da amostra a temperatura do injetor foi de 250 °C e a da coluna de
50 °C, sendo programada para aumentar 40 °C/min, até atingir a temperatura
de 230 °C, sendo mantida, isotermicamente, até o final da analise.

3.5.2- Cromatografia de Exclusdo Estérica Acoplada & Detec¢édo por indice de
Refracdo e Espalhamento de Luz (HPSEC-MALLS)

As amostras foram solubilizadas em solucédo de nitrito de sodio
(NaNO2) 0,1 mol.L!, contendo azida de sédio (NaNs) 0,2 g.L!, para uma
concentracdo final de 1 mg.mL, sendo filtradas através de membrana de
acetato de celulose com tamanho de poro equivalente a 0,22 um. Em seguida,
foram aplicadas em cromatégrafo de exclusdo estérica de alta presséo
(HPSEC) WATERS equipado com detector de indice de refracdo diferencial,
modelo WATERS 2410, e com detector de espalhamento de Iluz em
multidngulos WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP-F. Foram utilizadas,
em série, 4 colunas de gel permeacdo WATERS com limites de exclusdo de 1 x
108, 4 x 105, 8 x 10* e 5 x 103. O eluente utilizado foi uma solucdo de nitrito de
s6dio (NaNO2) 0,1 mol.L't contendo NaNs 0,2 g.L, com fluxo de 0,6 mL/min,
monitorados através de bomba peristaltica WATERS 515.

A taxa de variagdo do indice de refracdo em relacdo a
concentracdo (dn/dc) foi determinada para as amostras com perfil homogéneo,
com o intuito de determinar a massa molar. Para tanto, foi preparada uma
solucdo mée na concentragdo de 1 mg.mL™* (em NaNO: contendo NaNs), que
foi filtrada em membrana com porosidade de 0,22 pm e diluida nas

concentracdes de 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 mg.mL™.
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3.5.3- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram realizados
em espectrometro BRUKER, modelo Avance-DRX-400 (Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular -UFPR) e Avance Ill 400 (Departamento de
Quimica - UFSCar).

Os polissacarideos (~ 40 mg) foram solubilizados em D20 (6xido
de deutério) e as analises foram realizadas a 50 ou 70 °C. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm (), de acordo com o padrédo interno
tetrametilsilano (TMS; dc/n = 0,0).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho foram estudadas as heterogalactanas obtidas do
corpo de frutificacdo de Pleurotus ostreatus e Grifola frondosa. Conforme
descrito, anteriormente, na secdo Material e Métodos. Para cada espécie de
fungo realizou-se os processos de extracdo e purificagdo, sendo adotadas as

siglas Po para P. ostreatus e Gf para G. frondosa.

4.1 — CARACTERIZACAO QUIMICA DA HETEROGALACTANA DE P.

ostreatus

Com a finalidade de obter os polissacarideos, os basidiomas de
P. ostreatus foram submetidos a sucessivas extracdes aquosas a frio (4 °C),
sendo os polissacarideos extraidos recuperados por precipitacdo etandlica
(3:1, v/v), originando a fragdo CW-Po (24,3 g) conforme Figura 4.1 (p. 23).
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Basidiomas de P. ostreatus!
1

| (massaseca=500,00) |

Extracéo aquosa a ~ 4 °C, sob
refluxo, por 6 h (6x)

| |
Residuo | Extrato aquoso

EtOH (3:1; v/v)|

| ) ] .
Sobrenadante etandélico Precipitado etandlico
(CW-Po; 24,3 g)
Gelo/degelo
Centrifugagéo a 3000 rpm, 30’, 25 °C

| |
Fracdo insolivel em agua fria Fracdo solavel em &agua fria
(ICW-Po; 1,8 g) (SCW-Po; 22,5 g)

Tratamento com Solugdo de Fehling
Centrifugacéo/ Dialise

| |
Sobrenadante de Fehling Precipitado de Fehling
(SFCW-Po) (PFCW-Po)

' Tratamento com resina catiénica,
centrifugacgéo e didlise

Sobrenadante de Fehling Precipitadayde Fehling
(Fragéo solavel: sSF-Po; 6,2 g) (Fracgao solavel: sPF-Po; 1,19)
Tratamento com solugéo de Fehling
Centrifugacéo e dialise
Precipitado de Fehling Il

(PF2-Po; 1,0 g)
Dialise em membrana com limite
de excluséo de 50 kDa
I I

Fracédo eluida Fracéo retida

(50EPF-Po; 10,0 mg) (50RPF-Po; 990,0 mg)

Dialise em membrana com limite
de excluséo de 100 kDa

| |
Fragéo eluida Fracdo retida
(CEPF-Po; 312,0 mg) (CRPF-Po; 610,3 mg)

Dialise em membrana com
limite de exclusdo de 500 kDa

Fracéo retida Fracéo eluida
(QRPF-Po; 57,4 mg) (QEPF-Po; 535,8 mg)
I MANOGALACTANA |

FIGURA 4.1 — Esquema do processo de extracdo e purificacdo dos polissacarideos
obtidos dos basidiomas de P. ostreatus
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A fracdo polissacaridica bruta (CW-Po) foi analisada quanto a sua
composi¢cdo monossacaridica por CG-EM, apos hidrolise &cida e derivatizagdo
quimica (acetilagdo), sendo constituida, principalmente, por manose (Man),
galactose (Gal), 3-O-metil-galactose (3-O-Me-Gal) e glucose (Glc) (Tabela 4.1,
p. 27). O derivado 3-O-Me-galactose foi confirmado, por CG-EM, pela presenca
dos fragmentos de massa m/z 130 e 190, apds hidrélise, reducdo com

borohidreto de sédio deuterado (NaBDa4) e acetilagéo (Figura 4.2, p. 24).
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FIGURA 4.2 — Cromatograma obtido por CG-EM (A) e perfil de fragmentacdo dos
acetatos de alditéis (B:: fucose; Bz: manose; Bsz: 3-O-Me-Gal; Bs: galactose; Bs:
glucose) obtidos apés derivatizacao quimica (acetilacdo) da fracdo CW-Po

Primeiramente, a fragdo CW-Po foi submetida ao processo de
fracionamento por congelamento e degelo, resultando em uma fracéo insoluvel
(ICW-Po; 1,8 g) e outra soluvel em agua fria (SCW-Po; 22,5 g) (Figura 3.2, p.
16), distintas entre si quanto a composicdo monossacaridica (Tabela 4.1, p.
27).

Devido ao perfil heterogéneo, por HPSEC-MALLS, da fracao
SCW-Po (Figura 4.3, p. 28), a mesma foi submetida a precipitacdo com solucéo
de Fehling, originando as fracbes sobrenadante (SFCW-Po) e precipitado de
Fehling (PFCW-Po) (Figura 4.1, p. 23), as quais ap0s descomplexacdo com
resina catibnica foram centrifugados para a remocdo de precipitado,
fornecendo as fracdes solliveis sSF-Po (6,2 g) e sPF-Po (1,1 g),
respectivamente (Figura 4.1, p. 23). Estas fracbes, apesar de apresentarem
similares composicfes monossacaridicas (Tabela 4.1, p. 27), mostraram-se

distintas quanto aos seus perfis de elui¢ao (Figura 4.3, p. 28).
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TABELA 4.1 — Composi¢cdes monossacaridicas das fragdes obtidas a partir do extrato
aquoso de P. ostreatus

. COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (%)
FRACOES
FucP Man® 3-O-Me-GalP< Galb GlcP
CW-Po 1,4 24,2 17,2 38,7 17,5
SCW-Po - 23,5 14,3 34,8 27,4
ICW-Po¢ 6,2 22,1 - 19,0 48,5
sSF-Po 1,1 25,2 21,9 43,5 8,3
sPF-Po 1,2 27,7 15,7 54,0 1,4
PF2-Po 1,1 30,8 13,1 54,2 0,8
50RPF-Po 1,1 24,7 12,8 60,0 1,4
50EPF-Po 1,8 25,5 11,2 58,5 3,0
CRPF-Po 3,4 24,9 14,7 57,0 -
QRPF-Po 1,0 25,9 14,0 55,2 1,0
QEPF-Po 0,9 27,0 14,8 56,4 0,9

a Analisado em CG-EM ap0s hidrélise acida total, reducéo (NaBHa4) e acetilagéo.

b Fuc: fucose; Man: manose; 3-O-Me-Gal: 3-O-metil-galactose; Gal: galactose e Glc: glucose.
¢ Confirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190 apds redug&o com NaBDa.

d Apresenta 4,2% de xilose.
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FIGURA 4.3 — Perfis de eluicdo das fracBes obtidas a partir do extrato aquoso dos
basidiomas de P. ostreatus em cromatografia de exclusdo estérica acoplada a
multideteccdo - espalhamento de luz (LS: -) e indice de refracdo (IR: -) (HPSEC-
MALLS)

O tratamento com solug¢do de Fehling foi repetido para a fracdo
sPF-Po para garantir melhor separacédo por esse procedimento, resultando a
fracdo PF2-Po (1,0 g) (Figura 4.1, p. 23), composta, principalmente, por Man
(30,8%), 3-O-Me-Gal (13,1%) e Gal (54,2%) (Tabela 4.1, p. 27). Devido a
heterogeneidade (HPSEC-MALLS) desta fracdo, esta foi submetida a dialises
seguenciais, em membranas com limites de exclusdo de 50, 100 e 500 kDa,
resultando nas fracdes retidas (50RPF-Po, CRPF-Po e QRPF-Po,
respectivamente) e eluidas (50EPF-Po, CEPF-Po0 e QEPF-Po,

respectivamente) (Figura 4.1, p. 23).
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Estas fracbes mostraram-se similares a fracdo de origem (PF2-
Po) através das andlises de RMN de '3C e composicdo monossacaridica
(Tabela 4.1, p. 27), sugerindo que elas podem apresentar 0 mesmo
polissacarideo, mas com diferentes massas molares, como evidenciados por
HPSEC-MALLS (Figura 4.3, p. 28).

Cabe ressaltar que, apenas a fracdo QEPF-Po apresentou um
perfil homogéneo por HPSEC com uma massa molar de 50,7 x 10% g.mol?
(dn/dc = 0,153 mL.g?), sendo, assim, as andlises adicionais para a
caracterizacdo estrutural deste polimero foram realizadas somente para esta
fracéo.

Com a finalidade de determinar o tipo de ligacdo glicosidica
presente neste polimero, uma aliquota desta fracao foi submetida a analise de
metilacdo, a qual indicou a presenca de uma estrutura altamente ramificada
devido a presenca de altos teores de terminais ndo redutores de Manp (2,3,4,6-
Mes-Man; 28,3%). Além deste, foram observados o0s derivados
correspondentes a cadeia principal constituida por unidades de Galp e 3-O-Me-
Galp 6-O- (2,3,4-Me3-Gal; 42,9%) e 2,6-di-O- substituidas (3,4-Me2-Gal; 28,8%)
(Figura 4.4, p. 29; Tabela 4.2, p. 30).
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FIGURA 4.4 — Cromatograma obtido por CG-EM (A) e perfil de fragmentagda m/z
acetatos de aldit6is parcialmente O-metilados (Ax: 2,3,4,6-Mes-Man; Az: 2,3,4-Mes-Gal,
As: 3,4-Me,-Gal) obtidos ap0s derivatizagdo quimica (metilagéo) da fracdo QEPF-Po

TABELA 4.2 — Andlise por metilacdo da fracdo QEPF-Po, isolada dos basidiomas de

P. ostreatus

Acetatos de alditois
parcialmente O- TRP mol% Tipo de ligacao®
metilados?
2,3,4,6-Mes-Man 7,911 28,3 Manp-(1—
2,3,4-Mes-Gal 11,977 42,9 6—)-Galp (1—»
3,4-Me2-Gal 16,610 28,8 2,6—)-Galp-(1—

a Analisado em CG-EM (coluna DB 225) ap6s metilagdo, hidrélise acida total, redugdo (NaBDa)

e acetilacao.

b Tempo de retencéo (minutos).
¢ Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.
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Levando em consideracdo que as substituicbes em O-2 podem
estar ocorrendo tanto nas unidades de Galp, como nas de 3-O-Me-Galp, uma
aliquota da amostra QEPF-Po (80 mg) foi submetida a oxidacdo com periodato
de sddio (NalO4), seguida de redugcédo com borohidreto de sodio (NaBHa4). Esse
procedimento, quando seguido de uma hidrélise branda, degrada moléculas
que apresentam hidroxilas vicinais, como € o caso de polissacarideos com
ligacdes (1—2), (1—»4) e (1—6). Entretanto, a molécula em estudo apresenta,
em sua cadeia principal, algumas unidades de galactose substituida por um
grupo metil na posicdo O-3, o qual é resistente a oxidacdo com NalO4, sendo
confirmado por CG-EM apés hidrdlise acida total do material oxidado. Em
decorréncia desta propriedade, optou-se por fazer uma metilacdo seguida por
hidrélise, reducdo com NaBDs4 e acetilacdo em uma aliquota da amostra
oxidada e reduzida (Ox-QEPF-Po) para analise em CG-EM (DONG et al.,
2002). Esse procedimento permitiu observar que 32,5% das unidades de 3-O-
Me-Galp estavam substituidas em O-2 por terminais ndo redutores de manose,
ou seja, a proporcdo de Me-Gal ndo substituida: Me-Gal substituida neste
polimero é de, aproximadamente, 2:1.

Por meio das andlises espectroscopicas realizadas [RMN de H,
RMN de 3C (Figura 4.5, p. 32), HSQC (Figura 4.7-A, p. 33), HSQC-DEPT
(Figura 4.7-B, p. 33), HSQC-TOCSY (Figura 4.6, p. 32; Tabela 4.3, p. 35) e
COSY] foi possivel fazer o assinalamento dos atomos de carbonos (*3C) e
hidrogénios (*H), levando a caracterizacdo estrutural fina deste polimero
(Tabela 4.4, p. 36).
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O espectro de HSQC da fracdo QEPF-Po (Figura 4.7, p. 33)
apresentou sinais na regido anomérica (C1/H1) correspondentes aos terminais
nao redutores de (3-D-Manp (6 104,44/4,811 e & 104,37/4,790) e as unidades de
o-D-Galp (5 100,76/4,999; 101,01/4,994 e § 101,12/5,142; 101,46/5,138) e 3-O-
Me-a-D-Galp (6 100,63/4,988 e 6 101,10/5,130) 6-O- e 2,6-di-O-substituida,
respectivamente, da cadeia principal. Os monossacarideos foram designados
como A, B, C, D, E, F, G e H, de acordo com o valor decrescente de
deslocamento quimico do H-1, os quais foram atribuidos aos terminais nao
redutores de Manp (G: 6 4,811; H: 6 4,790), as unidades de 3-O-Me-Galp 6-O-
(F: & 4,988) e 2,6-di-O-substituidas (C: 6 5,130) e as 6-O- (E: 6 4,994; D: &
4,999) e 2,6-di-O-substituidas Galp (B: 6 5,138; A: 5 5,142).

As configuragdes glicosidicas foram confirmadas pelos valores
das constantes de acoplamento Jc-1,1-1, observados no HSQC acoplado, sendo
a configuracdo B para as unidades de manose (Jc-1,41= 160 Hz ) e o para as
unidades de Galp e 3-O-Me-Galp (Jc-1,11= 171 Hz).

Conforme visto anteriormente, os dados de metilagdo sugeriram a
presenca de ligacfes do tipo (1»6) e (1>2) (Tabela 4.2, p. 30), sendo estas
confirmadas pelas andlises espectroscopicas. Os sinais de C-2 substituidos
foram observados em & 79,79 (Figuras 4.5, p. 32; Figura 4.7, p. 33), e 0s sinais
de grupos -CH2 substituidos das unidades da cadeia principal 6-O- (Galp e 3-
O-Me-Galp) e 2,6-di-O-substituidas (Galp e 3-O-Me-Galp) em & 69,80 e 6
69,54; 69,46; 69,38, respectivamente, sendo confirmados pela inversao dos
referidos sinais no experimento HSQC-DEPT (Figura 4.7-B, p. 33).

Sinais em ¢ 59,00 e 59,35 confirmam a presenca do grupo —CHs
na molécula, juntamente com o sinal em & 81,69 e 80,96 referente ao C-3/H-3
das unidades de 3-O-Me-a-Galp 6-O- e 2,6-di-O- substituidas, respectivamente
(Figuras 4.5, p. 32; Figura 4.7, p. 33).



TABELA 4.3 — Principais correlagcdes *C/*H observadas no espectro de HSQC-
TOCSY da heterogalactana (fracdo QEPF-Po) obtida de P. ostreatus

H/C Correlacbes
UNIDADES Sn/dc 3u/dc (Atomo)
101,12 (C1); 79,79 (C2); 72,39 (C4); 71,45
—2,6)-a-D-Galp-(1—» H1 (5,142) (C3)
(Residuo A) H5 (4,17) 71,70 (C5)
H4 (4,07) 79,79 (C2); 72,39 (C4)
C2 (79,79) 3,95 (H2)
—2,6)-a-D-Galp-(1— H1(5,138) 101,46 (C1); 79,79 (C2)
(Residuo B) H5 (4,14) 72,00 (C5)
C2 (79,79) 4,14(H5); 3,98 (H2)
101,10 (C1); 80,96 (C3); 79,79 (C2); 68,66
—2,6)-3-O-Me-a-D-Galp-(1— H1 (5,130) (C4)
(Residuo C) H4 (4,31) 79,79 (C2); 68,66 (C4)
H3 (3,68) 80,96 (C3); 79,79 (C2)
C3 (80,96) 3,68 (H3); 4,00 (H2)
—6)-a-D-Galp-(1— H1 (4,999) 100,76 (C1)
(Residuo D) H4 (4,03) 72,36 (C3); 72,27 (C4); 71,16(C2)
C1 (100,76) 4,03 (H4); 3,88 (H3)
H1 (4,994) 72,08 (C3); 72,24 (C4); 71,16 (C2)
72,24 (C3); 72,08 (C4); 71,16 (C2); 69,38
—6)-a-D-Galp-(1— H4 (4.10) (C6)
(Residuo E) C1(101,01) 4,10 (H4); 3,91 (H3)
C5 (71,65) 3,72 (H6a); 3,92 (H6b)
C2 (71,16) 3,83 (H2); 4,10 (H4); 4,994 (H1)
C6 (69,46) | 4,20 (H5); 4,10 (H4); 3,92 (H6b); 3,72 (H6a)
H1 (4,988) 100,63 (C1); 81,69 (C3); 70,16 (C2)
—6)-3-0-Me-a-D-Galp-(1— H4 (4,33) 70,16 (C2); 68,12 (C4)
(Residuo F) H5 (4,29) 81,69 (C3); 70,16 (C2); 68,12 (C4)
H3 (3,55) 100,63 (C1)
C3 (81,69) 3,87 (H2); H6b (3,91)
H1 (4,811) 104,44 (C1); 73,23 (C2)
H2 (4.12) 79,06 (C5); 75,80 ((((::3;)), 73,23 (C2); 69,69
H6a (3,80)/ | 79,06 (C5); 75,80 (C3); 69,69 (C4); 63,94
B-D-Manp-(1—> H6b (3,92) (C6)
(Residuo G) H3/H4 79,06 (C5); 75,80 (C3); 73,23 (C2); 69,69
(3,64) (C4); 63,94 (C6)
79,06 (C5); 75,80 (C3); 73,23 (C2); 69,69
H5 (3,40) (C4): 63,94 (C6)
C1 (104,44) 4,12 (H2)
H1 (4,79) 104,37 (C1); 4,09 (H2)
H2 (4.09) 79,06 (C5); 75,80 ((%i))' 73,35 (C2); 69,69
H6a (3,76)/ | 79,06 (C5); 75,80 (C3); 69,69 (C4); 63,94
B-bD-Manp-(1—» H6b (3,95) (C6)
(Residuo H) H3 (3,67) 79,06 (C5); 75,80 (C3); 73,33 (C2);
Ha (3.62) 79,06 (C5); 75,80 (C3); 73,35 (C2); 69,69

(C4); 63,94 (C6)

C1 (104,37)

4,09 (H2)
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TABELA 4.4 — Assinalamentos de *C e 'H da heterogalactana isolada de P.
ostreatus?®

UNIDADES 1 2 3 4 5 ° -O-
6a | e6b | CHs
—2,6)-0-D-Galp-(1— 18C | 101,12 | 79,79 | 71,35 | 72,39 | 71,70 | 69,80
(Residuo A) H | 5142 | 3,95 | 3,98 | 407 | 4,17 | 3,73 | 3,93
—2,6)-0-D-Galp-(1-> 13C | 101,46 | 79,79 | 71,35 | 72,51 | 72,00 | 69,80
(Residuo B) H | 5138 | 3,98 | 4,00 | 404 | 414 | 3,73 | 3,93
—»2,6)-3-O-Me-a-D-Galp-(1— | *C | 101,10 | 79,79 | 80,96 | 68,66 | 71,70 | 69,80 59,35
(Residuo C) H | 5130 | 4,00 | 3,68 | 431 | 4,17 | 3,73 | 3,93
—6)-a-D-Galp-(1—> 13C | 100,76 | 71,16 | 72,36 | 72,27 | 71,65 | 69,46
(Residuo D) 1H | 4999 | 3,87 | 3,88 | 403 | 420 | 3,72 | 3,92
—6)-a-D-Galp-(1—> 13C | 101,01 | 71,16 | 72,24 | 72,08 | 71,65 | 69,38
(Residuo E) 1H | 4994 | 3,83 | 391 | 410 | 420 | 3,72 | 3,92
—6)-3-O-Me-a-D-Galp-(1—» | $3C | 100,63 | 70,16 | 81,69 | 68,12 | 71,54 | 69,54 59,00
(Residuo F) 1H | 4988 | 3,87 | 355 | 429 | 423 | 3,70 | 3,91
B-D-Manp-(1— 13C | 104,44 | 73,23 | 75,80 | 69,69 | 79,06 | 63,94
(Residuo G) 1H | 4811 | 412 | 3,64 | 364 | 3,40 | 3,80 | 3,92
B-D-Manp-(1— 13C | 104,37 | 73,35 | 75,80 | 69,69 | 79,06 | 63,94
(Residuo H) 1H | 4790 | 4,09 | 3,67 | 362 | 3,40 | 3,76 | 3,95

a Os assinalamentos foram realizados de acordo com os resultados obtidos através das
seguintes analises espectroscépicas: RMN de 13C, RMN de H, HSQC-DEPT, HSQC, COSY,
HSQC-TOCSY.

A partir das andlises realizadas, foi determinada a estrutura da
heterogalactana isolada dos basidiomas de Pleurotus ostreatus, a qual
apresenta uma cadeia principal constituida de unidades de a-D-Galp e 3-O-Me-
a-D-Galp (1—6) ligadas (A e B, respectivamente), as quais se encontram
parcialmente substituidas em O-2 por terminais ndo redutores de B-D-Manp (C

e D, respectivamente) (Figura 4.8, p. 37)
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FIGURA 4.8 — Principais estruturas observadas na manogalactana isolada dos

basidiomas de P. ostreatus

Uma estrutura similar & encontrada neste estudo, j4 havia sido
descrita anteriormente para este fungo, no entanto, os autores nao detalharam
a estrutura fina desta molécula (JAKOVLEVIC et al., 1998). Manogalactanas
parcialmente metiladas foram isoladas de outras espécies deste género como
P. ostreatoroseus, P. ostreatus var. florida (ROSADO et al.,, 2003) e P.
pulmonarius (SMIDERLE et al., 2008b). Recentemente, foi isolada uma
manogalactana, de P. geesteranus, similar as encontradas no género
Pleurotus, porém esta contém maior percentual de unidades 3-O-Me-galactose
e apenas as unidades de galactose da cadeia principal encontram-se
substituidas em O-2 (ZHANG et al., 2013).

Heterogalactanas parcialmente metiladas contendo apenas
terminais ndo redutores de P-Manp como cadeias laterais sdo polimeros
caracteristicos deste género em estudo. Estas geralmente apresentam de 10 a
20% do derivado 3-O-Me-galactose, no entanto, além desta descrita no
presente trabalho, a fracdo sSF-Po mostrou conter a mesma estrutura, porém

com maior percentual do monossacarideo naturalmente metilado.
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4.2 - CARACTERIZACAO QUIMICA DA HETEROGALACTANA DE Grifola

frondosa

Conforme descrito anteriormente secdo experimental deste
trabalho, os basidiomas do cogumelo medicinal G. frondosa foram submetidos
a extracBes aquosas a frio (~ 4 °C, sob agitagdo mecanica), resultando em um
extrato aquoso, o qual foi submetido a precipitacdo com etanol em excesso
(3:1; viv) (Figura 4.9) para a obtencao dos polissacarideos (fracdo CW-Gf; 8,0
g). Esta fracdo bruta apresentou ser constituida, principalmente, por fucose
(9,4%), manose (23,7%), galactose (21,3%) e glucose (44,5%) (analisados
como acetatos de alditdis em CG-EM) (Tabela 4.5, p. 40; Figura 4.10, p. 39).

i Basidiomas de G. frondosa |

1 (massa seca = 209,6 g) !

Extragcdo aquosa a ~ 4 °C, sob
refluxo, por 6 h (6x)

| |
Residuo | Extrato aquoso
EtOH (3:1; v/v)|

| |
Sobrenadante etandlico Precipitado etandlico

(CW-Gf; 8,0 g)
Gelo/degelo
Centrifugagéo a 3000 rpm, 30’, 25 °C
[ I
Fracgédo insolivel em agua fria Fracdo soluvel em agua fria
(ICW-Gf; 2,8 g) (SCW-Gf; 3,7 g)

Tratamento com Solugdo de Fehling
Centrifugacao/ Dialise

| |
Sobrenadante de Fehling Precipitado de Fehling
(SFCW-Gf) (PFCW-Gf)

E Tratamento com resina catibnica,
« centrifugacao e didlise ;

Sobrenadante de Fehling Precipitado de Fehling

(Fragéo soluvel: sSF-Gf; 525,0 mg) (Frac&o soltvel: sPF-Gf; 289,0 mg)
Tratamento com solucdo de Fehling (2x)
Centrifugacao e dialise
Precipitado de Fehling Il

(PF3-Gf; 151,0 mg)
Dialise em membrana com
limite de exclusé@o de 500 kDa

. [
Fracéo retida Fragédo eluida
(QRPF-Gf; 45,0 mg) (QEPF-Gf; 104,0 mg)

_____________________

FIGURA 4.9 — Esquema do processo de extracdo e purificacdo dos polissacarideos
obtidos dos basidiomas de G. frondosa
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FIGURA 4.10 — Cromatograma obtido por CG-EM (A) e perfil de fragmentacdo dos
acetatos de alditéis (A:: fucose; Az: manose; As: 3-O-Me-Gal; As: galactose; As:
glucose) obtidos apos derivatizagdo quimica (acetilagdo) da fragdo CW-Gf

TABELA 4.5 — Composi¢cdes monossacaridicas das fragdes obtidas a partir do extrato
aquoso de G. frondosa

. COMPOSICAO MONOSSACARIDICA (%)
FRACOES
FucP Man® 3-O-Me-Galbe Galb GlcP
CW-Gf 9,4 23,7 1,1 21,3 44,5
SCW-Gf 6,7 38,9 1,9 26,7 25,8
ICW-Gf 12,2 21,2 4.4 45,0 17,2
PFo-Gf 19,6 22,2 6,5 50,2 1,5
PFs-Gf 27,8 24,4 8,5 39,3 -
QRPF-Gf 17,5 22,6 6,9 53,0 -
QEPF-Gf 20,0 10,0 7,0 63,0 -

Analisado em CG-EM ap6s hidrolise acida total, reducéo (NaBH4) e acetilagdo.
b Fuc: fucose; Man: manose; 3-O-Me-Gal: 3-O-metil-galactose; Gal: galactose e Glc: glucose.
¢ Confirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190 apdés redugdo com NaBDa.

Com a finalidade de purificagédo, a fracdo CW-Gf foi submetida a
diversas técnicas, as quais estdo ilustradas na Figura 4.9 (p. 38). Como

primeira etapa de purificacdo, este material foi submetido a precipitacdo por
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congelamento e degelo, resultando em uma fragdo soluvel (SCW-Gf; 3,7 g) e
outra insoluvel em agua fria (ICW-Gf; 2,8 g) (Figura 4.9, p. 38).

A fracdo SCW apresentou, fucose (6,7%), manose (38,9%), 3-O-
Me-galactose (1,9%) (confirmado por CG-EM por meio dos fragmentos de
massa m/z 130 e 190 apds reducdo com NaBDs4 e acetilagdo), galactose
(26,7%) e glucose (25,8%) como monossacarideos (Figura 4.10, p. 39; Tabela
4.5, p. 40) e um perfil heterogéneo quando analisada por HPSEC-MALLS
(Figura 4.11).

. SCW -Gf

N | SR-Gf
% I\\" /\1<\/V B \‘ ‘,‘\\
{ \U’(/‘M A a ! \A \'\
e b et NSy — PA , "M\\M
.. PF2-Gf i . PFs-Gf
. \ . \
| } '\
A
. ORPF;-Gf \

N
AUX, 90° Deleck

FIGURA 4.11 - Perfis de eluicdo das fracGes obtidas a partir do extrato aquoso dos
basidiomas de G. frondosa em cromatografia de exclusdo estérica acoplada a
multideteccdo - espalhamento de luz (LS: -) e indice de refracdo (IR: -) (HPSEC-
MALLS)

Com a finalidade de purificar esta fragdo, a mesma foi tratada com
solucdo de Fehling por trés vezes sequenciais, originando um precipitado (PFs-
Gf; 151 mg), o qual foi purificado por dialise em membranas de MWCO de 500
kDa.

A fracdo eluida (QEPF-Gf, 104 mg) foi homogénea quando
analisada por HPSEC-MALLS (Figura 4.11, p. 41), apresentando massa molar
média de (Mw) 15,9 x 102 g.mol?* (dn/dc = 0,147 mL.g'), composta por fucose
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(20%), manose (10%), 3-O-metil-galactose (7%) e galactose (63%) como
componentes monossacarideos, sugerindo a presenca de uma
manofucogalactana.

O tipo de ligacéo glicosidica, deste polimero, foi evidenciado pela
analise de metilacdo (CIUCANU; KEREK, 1984). Com base nos derivados
parcialmente O-metilados, o0 heteropolissacarideo apresenta uma estrutura
ramificada, contendo, principalmente, terminais nao redutores de Fucp (2,3,4-
Mes-Fuc) e Manp (2,3,4,6-Mes-Man), unidades de Galp 6-O- e 2,6-di-O-
substituidas (3,4,6-Mes-Gal e 3,4-Me2-Gal, respectivamente) e Fucp 3-O-
substituidas (Tabela 4.6, p. 44; Figura 4.12, p. 42).
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FIGURA 4.12 — Cromatograma obtido por CG-EM (A) e perfil de fragmentacdo dos
acetatos de aldit6is parcialmente O-metilados (A:: 2,3,4-Mes-Fuc; Az: 2,3,4,6-Mes-Man;
As: 2,4-Mey-Fuc; As: 2,3,4-Mes-Gal; As: 3,4-Me,-Gal) obtidos apés derivatizacdo
guimica (metilacdo) da fracdo QEPF-Gf
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TABELA 4.6 — Analise por metilacdo da fracdo QEPF-Gf isolada dos basidiomas de
G. frondosa

Acetatos de alditéis
parcialmente O- TRP mol % Tipo de ligacao®
metilados?
2,3,4-Mes-Fuc 6,903 3,8 Fucp-(1—
2,3,4,6-Mes-Man 7,928 16,6 Manp-(1—
2,4-Me2-Fuc 8,099 13,3 —3)-Fucp-(1—
2,3,4-Mes-Gal 12,007 29,2 —6)-Galp-(1—>
3,4-Me2-Gal 16,695 37.1 —2,6)-Galp-(1—
a Analisado em CG-EM (coluna DB 225) apés metilacdo, hidrélise acida total, reducédo (NaBDa)
e acetilacao.

b Tempo de retencéo (minutos).
¢ Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

Andlises espectroscopicas [RMN de *H, RMN de *3C (Figura 4.13,
p. 45), HSQC (Figura 4.14-A, p. 45), HSQC-DEPT (Figura 4.14-B, p. 45), COSY
(Figura 4.15, p. 46), HSQC-TOCSY (Figura 4.16, p. 46; Tabela 4.7, p. 48),
TOCSY e HSQC acoplado] foram fundamentais para elucidar a estrutura da
heterogalactana (fracdo QEPF-Gf), sendo através do acoplamento de prétons,
observados nos espectros COSY (Figura 4.13, p. 45) e TOCSY, assinalados
seus respectivos carbonos no HSQC (Figura 4.12-A, p. 42; Tabela 4.8, p. 48).
Estes foram confirmados pelas correlagdes *C/*H observadas no espectro de
HSQC-TOCSY (Figura 4.7, p. 48).
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FIGURA 4.13 — Espectro de RMN de **C da manofucogalactana (fracdo QEPF-Gf) de
G. frondosa, analisada em D,O a 50 °C

m]
P ] A A OH
60
] o)
] HO HO
65 - HO
O""\w
70
] B o™
75
] HO 0
80 o OH
] HO

85

4 T T T T T T T
907 400 395 390 3585 380 375 3.70 ppm

C ﬁ“o
] 0
95 - - HaC OH
1 o B2
100 - E O

N ®
105 - ;@& c e : c o
1 A 20 g on
] 1.4 1.3 1.2 ppm
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 ppm o

HHo
A= terminal ndo redutor de a-Manp; B = terminal ndo redutor de a-Fucp; C = a-Fucp substituida
em O-3 por a-Manp; D = a-Galp 2,6-di-O- substituida; E = a-Galp 6-O- substituida; F = 3-O-Me-
a-Galp 6-O- substituida.

o o o
o o O g o O Fon O
o] o) @)
HO HO HsC—Om
o O oH O oH O
3 g s

FIGURA 4.14 — Espectro de HSQC da manofucogalactana de G. frondosa (A),
analisada em DO a 50 °C, com insertos ampliados da regido de C-6 de Manp, Galp
(B1) e de Fucp (B2) obtidos do HSQC-DEPT
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O espectro de RMN de 'H apresentou seis sinais principais na
regido anomérica em & 5,13, 5,12, 5,09, 5,05 5,00 e 499. Os
monossacarideos foram designados como A, B, C, D, E e F, de acordo com o
valor decrescente de deslocamento quimico, os quais foram atribuidos aos
terminais nao redutores de Manp (6 5,13) e Fucp (6 5,09), as unidades de Fucp
3-O-substituidas (6 5,12), 3-O-Me-Galp 6-O-substituidas (6 4,99) e 6-O- (5
5,00) e 2,6-di-O-substituidas Galp (6 5,05).

O espectro de HSQC (Figura 4.14, p. 45) apresentou sinais de
C-1/H-1 em & 105,01/5,13, 104,23/5,09 e 104,10/5,12 correspondentes aos
terminais ndo redutores de Manp e Fucp e as unidades de Fucp 3-O-
substituidas, respectivamente. Os sinais (C1/H1) na regido anomérica em &
100,78/5,05 e 100,95/5,00 foram atribuidos as unidades de Galp 6-O- e 2,6-di-
O- substituidas, respectivamente, e aquele em & 100,65/4,99 as unidades de 3-
O-Me-Galp 6-O-substituidas. Todas as unidades apresentaram a-configuragéo
devido ao valor da Jcina= 171,6 Hz encontrada no espectro de HSQC
acoplado (PERLIN; CASU, 1969).

A analise de metilagdo indicou a presenca de unidades
substituidas em O-3, O-6 e O-2,6 (Tabela 4.6, p. 44), sendo estas confirmadas
por meio de analises espectroscopicas. Sinais de C-3 O-substituidos das
unidades de Fucp foram assinalados em 6 80,3 (Figuras 4.13, p. 45; Figura
4.14, p. 45) e os grupos -CH2 substituidos das unidades de Galp e 3-O-Me-
Galp 6-O-ligadas e as unidades de Galp 2,6-di-O-substituidas da cadeia
principal em & 69,4 e 69,7, respectivamente, sendo estes confirmados por
inversao no espectro de HSQC-DEPT (Figura 4.14 — B, p. 45).

A presenca e a posicdo dos grupos O-metil do
heteropolissacarideo foram confirmados pelos sinais (C/H) em 6 59,03/3,46 e 6
81,80/3,56 correspondentes ao —-O-CHs e ao C-3/H-3 O-substituidos,
respectivamente (Figura 4.14, p. 45 e Tabela 4.8, p. 48).

Os sinais em 6 72,90/4,09, 73,28/3,92, 69,73/3,69, 76,19/3,80 e
63,97/3,78;3,90 referem-se ao C-2/H-2 a C-6/H-6 das unidades de B-Manp,
respectivamente, enquanto aqueles em & 71,12/3,83, 72,31/3,91, 74,62/3,85,
71,98/4,14 e 18,42/1,24 correspondem ao C-2/H-2 a C-6/H-6 de terminais néo

redutores de a-Fucp.
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TABELA 4.7 — Principais correlagcdes *C/*H observadas no espectro de HSQC-
TOCSY da heterogalactana (fracdo QEPF-Gf) obtida de G. frondosa

UNIDADES ang Correl,a(;oes
Hoc 3u/dc (Atomo)
HI (5,13) 105,01 (C1); 72,90 (C2); 4,09 (H2)
a-D-Manp-(1—> H2 (4,09) 76,19 (C5); 69,73 (C4)
(Residuo A) c5 3,78/3,90 (H6a/b); 3,92 (H3); 3,69 (H4); 3,80
(76,19) (H5)
H1 (5,12) | 104,10 (C1); 70,38 (C2); 80,35 (C3); 74,27 (C4)
—’3()'&;;5339;)1—’ H6 (1,25) 18,42 (C6); 69,95 (C5); 4,18 (H5)
H4 (3,99) 70,38 (C2)
104,23 (C1); 74,62 (C4); 72,31 (C-3); 3,82 (H2);
aL-Fucp-(ls H1 (5,09) 3,91 (H3); 3,85 (H4)
Resitng 6 H4 é33,85) 74,62 (C4); 72,31 (C3)
(7231 3,91 (H3)
2.6y 00-Galp(Ls H1 é52,05) 100,78 (C1); 80,50 (C2); 72,75 (C4); 71,27 (C3)
(Residuo D) 3050) 4,08 (H3); 4,07 (H4); 3,87 (H2)
H1 (5,00) | 100,95 (C1); 72,51 (C4); 72,40 (C3); 71,12 (C2)
_’6()36'2&%' pé()l_’ H4 (4,04) 100,95 (C1); 72,51 (C4); 71,12 (C2)
H5 (4,20) 71,63 (C5); 69,59 (C6)
H3 (3,56 100,65 (C1); 81,80 (C3); 70,13 (C2
~56)-3-0-Me-a-D-Galp-(1> [, E A 29; ( )70 3 ((cz)) (€2)
(Residuo F) H5 (4,24) 71,56 (C5); 69,41 (C6)

TABELA 4.8 - Assinalamentos de '°C e 'H da heterogalactana isolada de G. frondosa?

6
UNIDADES 1 2 3 4 5 -O-CH3
6a 6b
o-Manp-(1— 13C | 105,01 | 72,90 | 73,28 | 69,73 | 76,19 | 63,97 - -
(Residuo A) 1H 5,13 409 | 3,92 | 3,69 | 3,80 | 3,78 | 3,90 -
—3)-a-Fucp-(1-» 13C | 104,10 | 70,38 | 80,35 | 74,27 | 69,95 | 18,42 - -
(Residuo B) 1H 5,12 395 | 398 | 3,99 | 4,18 | 1,25 - -
a-Fucp-(1—» 13C | 104,23 | 71,12 | 72,31 | 74,62 | 69,95 | 18,42 - -
(Residuo C) 1H 5,09 3,83 3,91 3,85 4,18 1,24 - -
—2,6)-a-Galp-(1—> 13C | 100,78 | 80,50 | 71,27 | 72,75 | 71,98 | 70,00 - -
(Residuo D) 1H 5,05 3,87 4,08 4,07 4,14 3,73 | 4,00 -
—6)-0-Galp-(1—» 13C | 100,95 | 71,12 | 72,40 | 72,51 | 71,63 | 69,59 - -
(Residuo E) 1H 5,00 3,86 3,89 4,04 4,20 3,72 | 3,98 -
—6)-3-0-Me-a-Galp-(1—» | 3C | 100,65 | 70,13 | 81,80 | 68,12 | 71,56 | 69,41 - 59,01
(Residuo F) 1H 4,99 3,86 3,56 4,29 4,24 3,71 | 3,92 3,46

a Os assinalamentos foram realizados de acordo com os resultados obtidos através das
seguintes andlises espectroscépicas: RMN de 2C, RMN de H, HSQC, HSQC-DEPT, COSY,

HSQC-TOCSY
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De acordo com as analises realizadas, a fracdo QEPF-Gf mostrou

ser uma manofucogalactana ramificada, contendo uma cadeia principal

composta por unidades de a-D-galactopiranosil (A), parcialmente, substituidas

em O-3 por grupos metil (B) ou em O-2, principalmente, pelo dissacarideo 3-O-

a-D-manopiranosil-a-L-fucopiranosil (C) e em uma menor propor¢cao por

terminais ndo redutores de a-L-Fucp (D) (Figura 4.17). Entretanto, a presenca

de baixos teores de terminais ndo redutores de a-D-Manp nao foi excluida

devido a possivel sobreposicao de sinais nos espectros de RMN.
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FIGURA 4.17 — Principais estruturas observadas na manofucogalactana isolada dos

basidiomas de G. frondosa
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Diversas heterogalactanas de basidiomicetos tém sido isoladas e
caracterizadas, sendo a maioria constituida por uma cadeia principal formada
por unidades de a-D-Galp (1—6)- ligadas, as quais se encontram, parcialmente,
substituidas em O-2 por diferentes cadeias laterais. Estas sdo denominadas de
fucogalactanas, manogalactanas, manofucogalactanas ou
fucomanogalactanas, de acordo com o tipo de cadeia lateral, podendo ser
unidades de a-L-Fucp, a- ou B-D-Manp e B-D-Galp e o dissacarideo 3-O-a/B-D-
manopiranosil-a-D-fucopiranosil.

Polissacarideos similares a manofucogalactana encontrada na
fracdo QEPF-Gf tem sido previamente descrita para Laetiporus sulphureus
(ALQUINI et al., 2004), Fomitella fraxinea (CHO et al., 1998, 2011), Flammulina
velutipes (MUKUMOTO; YAMAGUCHI, 1977; SMIDERLE et al.,, 2008a),
Polyporus pinicola (FRASER; KARACSONY; LINDBERG 1967), Polyporus
fomentarius  (BJORNAL; LINDBERG, 1968), Polyporus giganteus
(BHAVANANDAN; BOUVENG; LINDBERG, 1964), Polyporus squamosus
(BJORNDAL; WAGSTROM, 1969). Entretanto, nenhuma destas
heterogalactanas tem 3-O-Me-Galp em sua estrutura, diferente do que foi
observado neste estudo. A presenca do derivado 3-O-Me-Galp tem sido
somente encontrado em fucogalactanas, como aquelas obtidas de Agaricus
bisporus var. hortensis (KOMURA et al., 2010) e Agaricus bisporus (RUTHES
et al., 2012, 2013), e nas manogalactanas de Pleurotus spp.: P. pulmonarius
(SMIDERLE et al., 2008b), P. ostreatus (JAKOVLEVIC et al., 1998), P.
ostreatoroseus e P. ostreatus var. florida (ROSADO et al, 2003) e P.
geesteranus (ZHANG et al., 2013).



51

5 - CONCLUSAO

A partir dos basidiomas de P. ostreatus e G. frondosa foram
isoladas diferentes heterogalactanas parcialmente metiladas. Ambas
apresentaram o mesmo tipo de cadeia principal, diferenciando em relagdo ao
teor de grupos metil e as cadeias laterais. A heterogalactana isolada de P.
ostreatus apresentou apenas terminais nao redutores de [B-D-Manp como
cadeias laterais, enquanto que a isolada de G. frondosa continha terminais n&o
redutores de oa-L-Fucp e o dissacarideo 3-O-a-D-manopiranosil-a-L-
fucopiranosil, sendo estas denominadas de manogalactana e
manofucogalactana, respectivamente.

Levando em consideracdo as propriedades medicinais destes
basidiomicetos e aos efeitos bioldgicos atribuidos a esta classe de moléculas,
as heterogalactanas isoladas neste trabalho podem apresentar-se como bons
candidatos a serem avaliados quanto ao seu potencial biolégico, especialmente
em relacdo aos efeitos antitumoral, imunomodulatério, antinociceptivo e/ou anti-

inflamatorio.
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APENDICE 1 - Principais Monossacarideos
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APENDICE 2 - Principais fragmentos secundarios dos acetatos de alditois das
desoxi-hexoses
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APENDICE 3 - Principais fragmentos secundarios dos acetatos de alditois das
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APENDICE 4 - Principais fragmentos secundarios dos acetatos de alditois
parcialmente metilados
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