UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
REGIONAL CATALAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ESTEFANIA VIANO DA SILVA

ESTUDO QUIMICO DE CARBOIDRATOS ISOLADOS DO MICELIO DO
COGUMELO MEDICINAL Grifola frondosa (“Maitake”)

CATALAO -GO
2014



ESTEFANIA VIANO DA SILVA

ESTUDO QUIMICO DE CARBOIDRATOS ISOLADOS DO MICELIO DO
COGUMELO MEDICINAL Grifola frondosa (“Maitake”)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo stricto sensu em Quimica da
Universidade Federal de Goids — Regional Cataldo,
como requisito para o Exame de Defesa Final.

Area de concentragdo: Quimica

Linha de Pesquisa: Produtos Naturais e Meio
Ambiente

Orientadora: Profa. Dra. Elaine Rosechrer
Carbonero

Co-orientadora: Dra. Andrea Caroline Ruthes

CATALAO - GO
2014



Ficha catalografica elaborada automaticamente
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a), sob orientagédo do Sibi/UFG.

Silva, Estefania Viano da

ESTUDO QUTMICO DE CARBOIDRATOS ISOLADOS DO MICELIO
DO COGUMELO MEDICINAL Grifola frondosa (“Maitake”) [manuscrito]
| Estefania Viano da Silva. - 2014.

xi, 101 f.:il.

Orientador: Profa. Dra. Elaine Rosechrer Carbonero; co-orientadora
Dra. Andrea Caroline Ruthes.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Regional
Cataldo , Cataléo, Programa de Pés-Graduacdo em Quimica, Cataléo,
2014.

Bibliografia. Anexos. Apéndice.

Inclui siglas, fotografias, abreviaturas, simbolos, tabelas, lista de
figuras, lista de tabelas.

1. Cogumelos medicinais . 2. Grifola frondosa. 3. Maitake. 4.
heteropolissacarideos. 5. beta-glucanas. I. Carbonero, Elaine
Rosechrer , orient. Il. Ruthes, Andrea Caroline, co-orient. lll. Titulo.




UFG - CAC

quimica J Servico Publico Federal U FG
[

Ministério da Educacio
Universidade Federal de Goias — Regional Cataldo
Coordenacéio do Programa de Pas-Craduacido em Quimica

Assinatura dos membros da comissdo examinadora que avaliou e aprovou a defesa de
Dissertagdo de Mestrado da candidata Estefdnia Viano da Silva, realizada em 26 de

Junho de 2014.

,{;’ ' | :1 »,
- e Zoe o WAL, _Q e

Profa. Dra. Elaine Rosechrer Carbonero

Prof.CD@ig f(ogério Rosado

D

W . : 4/ , Ao p =
Uomirroe 4. “mmm@@ bt
| 7

{ I |
Profa."Dra. Vanessa Gisele P. Severino

Coordenacio do Programa de Pos-Graduagfio em Quimica — Universidade Federal de Goias
Regional Cataldo — Avenida Dr. Lamartine Pinto de Avelar, 1120, Setor Universitario - CEP 75.704-020
Fone: (64) 3441-5334; Fax: (64) 3441-3336



A minha avé Helena M. Neiva, uma pessoa abengoada por Deus
que sempre esteve a0 meu lado em todos os momentos,

sendo um pat, uma mae e amiga. Amor eterno!

Ao meu noivo Peter Sebastido pelo amor incondicional,
Incentivo e paciéncia.

Obrigada por fazerem parte desta realizagio!



A Profa. Dra. Elaine R. Carbonero que assumiu o papel de mie
em muitos momentos da minha vida, obrigada por TUDO!

Gragas a vocé consegui concluir mais uma etapal



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo aconchego em teus bragos a cada turbuléncia, medo e angustia. Obrigada
pela salde, paciéncia, sabedoria e forga.

A minha amada avé Helena M. Neiva pela dedicacdo, amor e oracbes. Sempre
ensinando que a cada trajetéria as dificuldades surgirdo e para supera-las basta fé,
perseveranca e paciéncia. Nao importa nada o que aconteca ela esta ali para dizer:

“Vocé ja ¢ vitoriosa”.

Ao meu noivo Peter Sebastido da Silva pela grande compreensdo, amor e por estar
presente em todos os momentos. Obrigada por acreditar nos meus sonhos e ajudar

realiza-los. Vocé me faz a cada dia querer ser uma pessoa melhor!

A minha orientadora Elaine R. Carbonero pelo incentivo, dedicacdo e amizade.
Obrigada por acreditar no meu potencial e estar sempre buscando o melhor de mim.
Vocé é uma grande profissional e mae, ao seu lado aprendi que na vida tudo se

consegue s basta querer!

A minha sogra Rosangela Maria S. Silva pelo apoio incondicional, amizade, conselho e

incentivo.

A minha tia Norma de Fatima C. Neiva pelas inimeras conversas e carinho.

Aos meus queridos amigos de laboratério Evandro, Jodo Gabriel e Leonardo. Obrigada
por estarem durante este tempo ao meu lado proporcionando momentos de alegria, paz,
carinho, incentivo e coragem. Vou levar comigo cada momento que passamos,
lembrando sempre das risadas do Jodo Gabriel, das brincadeiras do Evandro e do meu

grande amigo Leonardo que sempre acreditou no meu potencial.

A Michelle Nauara pela companhia durante os finais de semanas no laboratério no
periodo pré-defesa, as experiéncias compartilhadas, a disposicdo em ajudar e palavras

amiga.



A todos os colegas de laboratorio: Renan, Luciana, Michele Machado, Antdnia pelos

momentos de convivéncia, colaboracdo, descontracdo e amizade.

A Co-orientadora Dra. Andrea C. Ruthes pelas colaboracbes e por todos 0s

experimentos realizados.

A profa. Dra. Vanessa G. P. Severino pelos ensinamentos durante meu inicio como

professora, pela disposicdo em ajudar e palavras de incentivo.

A profa. Dra. Richele P. Severino pela colaboragdo no desenvolvimento desta pesquisa

e contribuicdo na minha formagéo.

Ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (Prof. Dr.
Antdnio Gilberto Ferreira), ao Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goiés,
Regional Goiania (Prof. Dr. Luciano Morais Lido) e ao Departamento de Biogquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Parand (Prof. Dr. Marcello lacomini)

pelas analises de RMN.

A todos os professores do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Goias

- Regional Cataldo, por ter proporcionado 0 meu crescimento.

A Coordenadora do programa de Pos-Graduagio em Quimica, Profa. Dr. Luciana Melo
Coelho.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa
concedida.



A SABEDORIA NA VIDA

Toda sabedoria vem do Senhor Deus,

ela sempre esteve com ele.

Ela existe antes de todos os séculos.

Quem pode contar os grios de areia do mar,

as gotas de chuva, os dias do tempo?

Quem pode medir a altura do céu,

a extensdo da terra, a profundidade do abismo?

Quem pode penetrar a sabedoria divina, anterior a tudo?
A sabedoria foi criada, antes de todas as coisas,

a inteligéncia prudente existe antes dos séculos!

O verbo de Deus nos céus € fonte de sabedoria,

seus caminhos sio os mandamentos eternos.

A quem foi revelada a raiz da sabedoria?

Quem pode discernir os seus artificios?

A quem foi mostrada e revelada a créncia da sabedoria?
Quem pode compreender a multiplicidade de seus caminhos?
Somente o Altissimo, criador onipotente,

ret poderoso e infinitamente temivel,

Deus dominador, sentado no seu trono;

foi ele quem o criou no Espirito Santo,

quem a viu, numerada e medida;

ele a espargiu em todas as suas obras,

sobre toda a carne, a medida que repartiu-a,

e deu-a aqueles que a amavam.

Eclesiastico 1, 1-42, 14



RESUMO

Os cogumelos tém sido usados como alimentos e remédios por milhares de anos. Entre
eles, 0 “Maitake” (Grifola frondosa) pode ser um dos cogumelos medicinais mais
versateis e promissores para 0 uso como um suplemento dietético. Além do valor
nutricional elevado, eles sdo uma boa fonte de compostos, como os carboidratos, que
podem agir como modificadores de resposta biologica. Neste trabalho, foram isolados
do micélio (cultivado em meio solido) de G. frondosa as B-D-glucanas (fracbes PSF,K-
GfM e MRSF,K-GfM) e heteropolissacarideos (fracdes MePF;CW-GfM e PF,K-GfM)
ndo comumente encontrados na literatura, por sucessivas extragdes aquosas e alcalinas,
seguido por fracionamento através do processo de congelamento/degelo, precipitacédo
das fracdes solGveis em agua com solucdo de Fehling e dialise em membranas com
limite de exclusdo de 1000 kDa. A estrutura quimica foi determinada através das
anélises de composicdo mossacaridica, oxidacdo com periodato de sédio, metilacao,
HPSEC-MALLS e RMN. As B-D-glucanas (GLC) isoladas foram similares aquelas
previamente descritas para este fungo, as quais contém uma cadeia principal formada
por unidades de 3-O-B-D-Glcp, podendo ser substituidas em O-6 por terminais nédo
redutores de B-Glcp (1 ramificacdo a cada trés unidades da cadeia principal),
distinguindo-as quanto a solubilidade em agua e tamanho (massa molar). Além destas,
foram obtidos novos heteropolimeros. Um deles foi uma fucomanogalactana (FMG-
GfM), com uma massa molar de 175 x 10° g mol™, a qual possui um core constituido
por unidades de 6-O-a-D-Galp e 6-O-(3-O-Me-a-D-Galp), sendo ambas parcialmente
substituidas em O-2 por 3-O-a-D-Manp-a-L-Fucp. O outro heteropolissacarideo isolado
consiste em uma fucoxilomanana (FXM-GfM) (M,, 202 x 10° g.mol™) formada por
unidades de a-D-Manp unidas por ligacdes glicosidicas do tipo (1—3) as quais se
encontram ramificadas em O-4 principalmente pelo dissacarideo 4-O-a-L-Fucp-B-D-
Xylp. Considerando os efeitos terapéuticos apresentados por moléculas similares
descritas para macrofungos, estes podem ser bons candidatos para avaliacdo do efeito

bioldgico.

Palavras-chave: Cogumelos medicinais; Grifola  frondosa; Maitake;

heteropolissacarideos; B-glucanas; estrutura quimica.



ABSTRACT

The mushrooms have been used as food and medicine for thousands of years. Among
them, Grifola frondosa (“Maitake”) may be on the most versatile and promising
medicinal mushrooms for use as a dietary supplement. Besides the high nutritional
value, they are a good source of compounds such as carbohydrates that can act as
biological response modifiers. In this work, B-D-glucans (PSF,-GfM and MRSF,K-GfM
fractions) and heteropolysaccharides unusual in the literature (MEPF;CW-GfM and
PF,K-GfM fractions) were isolated from the mycelium, grown in solid culture, of the G.
frondosa, by successive aqueous and alkaline extractions, followed by fractionation
through freeze-thawing, precipitation of soluble material with a Fehling solution, and
dialysis using a membrane with an exclusion limit of 1000 kDa. The chemical structures
were established based on monossacharide composition, periodate oxidation,
methylation analysis, HPSEC-MALLS and NMR studies. The branched B-D-glucans
(GLC-GfM) found were similar to those previously described for the fungus, which
contains a (1—3)- linked B-Glcp main-chain, substituted at O-6 by single-unit B-Glcp
side-chains, on the average of one to every third residues of the backbone, but with
different molar masses and water solubility. In adittion, novel heteropolymers were
obtained. One was a fucomannogalactan (FMG-GfM), with a molar mass of 175 x 10°
g mol™, was shown to have a main chain of (1—6)-linked o-D-Galp and 3-O-Me-a-D-
Galp, both of which are partially substituted at O-2, principally, by 3-O-a-D-Manp-a-L-
Fucp groups. The other was a fucoxylomannan (FXM-GfM) (M, 202 x 10° g.mol™),
which consisted of backbone of (1—3)-linked a-D-Manp units, totally substituted at O-4
mainly by 4-O-a-L-Fucp-B-D-Xylp disaccharide. Thus, the polymers obtained from
Grifola frondosa may could be good candidates for evaluation of its biological effect,

considering the results obtained for others similar mushrooms polysaccharides.

Keywords: Medicinal mushroom; Grifola frondosa; Maitake; heteropolysaccharides; -

glucans; chemical structure.
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1. INTRODUCAO

1.1 - BASIDIOMICETOS

O reino dos fungos compreende cinco principais filos, denominados,
Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota. Eles
diferem-se entre si principalmente, em relacdo a ontogénese, filogenia, tipo de
reproducdo (sexuada e assexuada), modo de producdo de esporos, constituicdo da
parede celular, entre outras.

Os fungos pertencentes ao reino Fungi apresentam células eucariontes,
reproducdo por esporos e sdo heterotréficos, ou seja, ndo produzem seu proprio
alimento. O corpo do fungo (“talo”) é constituido por uma Unica célula ou por uma
estrutura filiforme, denominada de hifa. O entrelagamento de inUmeras hifas constitui o
micélio, que geralmente, da origem as células produtoras de esporos chamadas de
basidio, asco e conidioforos. Na maioria dos fungos, as células produtoras de esporos
fazem parte da estrutura composta por hifas, chamada de corpo de frutificacdo (=
esporocarpo, basidioma, basidiocarpo). Embora haja uma grande variacdo da forma,
tamanho e coloracdo destes corpos de frutificacdo, estes se mantém praticamente
constantes em cada grupo de fungos (MORADALI et al., 2007).

Os fungos que apresentam um corpo de frutificacdo observavel a olho nu
sdo chamados popularmente de cogumelos. Estes fungos macroscépicos também séo
conhecidos como “macromicetos", incluindo os representantes do filo Basidiomycota e
alguns do Ascomycota (MORADALI et al., 2007). No caso dos fungos pertencentes ao
filo Basidiomycota (= basidiomicetos), a maioria apresenta uma estrutura diferenciada
para producdo de esporos que € constituida por hifas modificadas que formam
pseudotecidos, os quais se diferenciam em pileo, estipe, lamelas, anel e volva (Figura
1.1,p. 2).



FIGURA 1.1 - Estrutura do basidioma
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Fonte: Modificado: http://www.infoescola.com/reino-fungi/cogumelo

Estima-se que o nimero de fungos na terra é de aproximadamente
500.000 a 10 milhdes de espécies, porém apenas 100.000 ja foram descritas. Os
basidiomicetos constituem 150.000, sendo que apenas 15.000 foram identificadas
(WASSER, 2011). Destas cerca de 2.000 sdo comestiveis e 700 espécies sdo conhecidas
por possuir propriedades farmacolégicas significativas (RESHETNIKOV, WASSER,
TAN, 2001; WASSER, 2002).

1.2 - IMPORTANCIA DOS BASIDIOMICETOS

Nas ultimas décadas, os cogumelos tém sido consumidos em grande
quantidade pelo seu sabor e valor nutricional e principalmente por apresentarem
propriedades medicinais (MANZI et al., 1999; CHIANG, YEN, MAU, 2006; KALAC,
2009; WASSER, 2011), as quais sdo atribuidas principalmente a presenca de
carboidratos (MORADALI et al., 2007; WASSER, 2010).

Neste contexto, os basidiomicetos comp&em uma fonte ainda inexplorada
de novos produtos farmacoldgicos (CHANG, 1999; RESHETNIKOV, WASSER, TAN,
2001; WASSER, WEIS, 1999; WASSER, 2011; ZHANG et al., 2007), pois apenas 5%
das espécies descritas sdo conhecidas por possuir propriedades terapéuticas,
provavelmente, devido a caréncia de estudos que comprovam o potencial destes

organismos. Além da falta de estudos, os teores altos e a diversidade estrutural ampla



dos carboidratos presentes nestes fungos, torna-os candidatos promissores na busca de
substancias bioativas.

Dentre as inumeras acdes reportadas, cabe ressaltar a atividade
hipoglicemiante, anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, imunomodulatdria,
antiviral e principalmente antitumoral (DIDUKH, WASSER, NEVO, 2003; GAO et al.,
2003; GAO et al., 2004; SULLIVAN, SMITH, ROWAN, 2006; ZHANG et al., 2007
DAI et al., 2009, ROUPAS et al., 2012).

Trabalhos preliminares evidenciam que hd uma correlacdo entre a
estrutura (solubilidade, massa molecular, ramificacGes e conformacdo) e os efeitos
farmacoldgicos destes carboidratos, sendo assim, o conhecimento da estrutura quimica
fina desses polissacarideos torna-se imprescindivel quando se deseja aplica-los para fins
terapéuticos (WASSER, 2011).

1.3 - POLISSACARIDEOS DE BASIDIOMICETOS

Os polissacarideos pertencem a uma classe estruturalmente diversa de
macromoléculas, em que os residuos de monossacarideos sao unidos uns aos outros por
ligacGes glicosidicas (WASSER, 2002). Em comparagdo com proteinas e &cidos
nucléicos, estes polimeros oferecem maior capacidade para o transporte de informacao
bioldgica, pois apresentam ampla variabilidade estrutural (OHNO, 2005).

Estas macromoléculas podem ser lineares ou ramificadas e de acordo
com sua composicdo sdo divididas em duas classes, ou seja, 0s homopolissacarideos,
constituidos por apenas um tipo de monossacarideo, e 0s heteropolissacarideos que sdo
formados por 2 ou mais mondémeros distintos (REN, PERERA, HEMAR, 2012).

Na busca por estas moléculas, varios cogumelos tém sido estudados e a
partir destes foram isolados polimeros distintos, tais como as glucanas (WASSER,
2002; ZHANG et al., 2007), galactanas (CARBONERQO et al., 2008a), heterogalactanas,
heteromananas, entre outros (WASSER, 2002; ZHANG et al., 2007). Com excecdo das
galactanas, todos os demais polissacarideos descritos para estes fungos apresentaram-se
como estruturas lineares e/ou ramificadas (WASSER, 2002; ZHANG et al., 2007).
Comumente, estas macromoléculas s&o obtidas do basidioma e do micélio ou
exopolissacarideos provenientes das culturas em laboratério (= cultivo submerso, ou

cultivo liquido).



1.3.1 - Homopolissacarideos Isolados de Cogumelos

Diversos carboidratos tém sido isolados de cogumelos, no entanto, 0s
homopolissacarideos formados apenas por glucose, ou seja, as glucanas sd@o 0s mais
estudados devido a sua atuacdo como modificadores de resposta biologica. Vérias
glucanas foram descritas para estes organismos, podendo apresentar cadeias lineares ou
ramificadas com diferentes massas moleculares, configuragdo glicosidica a- e/ou B- €
ligagBes glicosidicas principalmente do tipo (1—3) e (1>6) (Tabela 1.1, p. 7).

Dentre as glucanas isoladas de basidiomicetos, aquelas formadas por
unidades de glucose com configuracao glicosidica do tipo B, conhecidas como f-
glucanas, sdo as comumente encontradas. Dentro desta classe de moléculas, as f-
glucanas contendo uma cadeia principal de B-D-Glcp ligadas (1—3), as quais se
encontram parcialmente substituidas em O-6 por terminais ndo-redutores de B-D-Glcp
sdo as mais relatadas, diferenciando-as apenas na proporcao de ramificacdo e na massa
molar (Tabela 1.1, p. 7).

Este tipo de glucana tem sido isolada dos basidiomas de Boletus
erythropus (CHAUVEAU et al., 1996), Pleurotus ostreatoroseus e P. eryngii
(CARBONERO et al., 2006), entre outras, apresentando uma ramificacdo a cada trés
residuos da cadeia principal (Figura 1.2). Além deste grau de substituicdo, foram
isoladas moléculas com proporcdes diferentes a partir de Flammulina velutipes e
Pleurotus florida (1:4 unidades da cadeia principal) (SMIDERLE et al., 2006;
SANTOS-NEVES et. al., 2008, respectivamente), Pleurotus sajor-caju (2:3 unidades da
cadeia principal) (CARBONERO et al., 2012), Amanita muscaria (1:2,4 unidades da
cadeia principal) (RUTHES et al., 2013a), entre outras (Tabela 1.1, p. 7).

FIGURA 1.2 - Representagdo esquematica da B-glucana comumente isolada de
cogumelos (1 substituicdo a cada 3 unidades da cadeia principal, ou seja, 1:3)

B-D-Glcp (a)
1
:
[—3)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Glep-(1—]n
(b) (©) (b)



Legenda:
(@) B-b-Glcp-(1—
(b) —>3)-B-D-Glcp-(1—>

(c) —3,6)-p-D-Glcp-(1—>

As B-glucanas contendo a mesma cadeia principal, porém, com
ramificacbes distintas das citadas anteriormente também foram isoladas e
caracterizadas, sendo estas muito variaveis, tanto no tamanho quanto nos tipos de
ligacbes glicosidicas (ZHANG, 2007). Como a descrita para Ganoderma resinaceum,
esta pode ser substituidas em O-6, principalmente, por cadeias laterais de B-D-Glcp 4-O-
substituidas, em uma média de 1:2 unidades da cadeia principal (AMARAL et al., 2008)
(Figura 1.3).

FIGURA 1.3 - B-glucana isolada de Ganoderma resinaceum

B-D-Glcp
1

}
4

(B-D-Glep)n
1

l
6

[->3)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Glep-(1—],

Apesar das B-glucanas com cadeia principal constituida por B-D-Glcp
(1—3)- ligadas e parcialmente substituidas em O-6 serem as mais descritas, em algumas
espécies foram isoladas outras possuindo apenas ligacGes glicosidicas do tipo (1—6) ou
com ambas, ou seja, contendo (1—3)- e (1—>6)- em seu core (Figura 1.4, p. 6), sendo
algumas destas isoladas de Pleurotus citrinopileatus, a qual apresenta em O-3 0
dissacarideo 3-O-B-D-Glcp-B-D-Glcp como grupo lateral (Figura 1.4-1, p. 6) (LIU et al.,
2012) e da linhagem hibrida de Pleurotus florida e Lentinula edodes (Figura 1.4-11, p.



6), ambas contendo unidades de B-D-Glcp como substituintes em O-6 (MAJI et al.,
2013).

FIGURA 14 - Representacdo esquematica da p-glucana isolada do
P. citrinopileatus (I) e do cogumelo hibrido de P. florida e Lentinula edodes (pfle1v) (I1)

Legenda:
| B'D‘Gl'Cp (@) (@) B-D-Glep-(1—>
é (b) —3)-B-D-Glep-(1—
B'D‘Gicp (b) (c) —>6)-B-D-Glep-(1—
é (d) —3,6)-p-D-Glcp-(1—
[—6)-B-D-Glcp-(1—6)-B-D-Glcp-(1—6)-B-D-Glep-(1—6)-B-D-Glep-(1— ]y
() (©) (d) (©)
I
B-D-Glcp (a)
1
;
[—3)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Glcp-(1—3)-B-D-Glep-(1—6)-B-D-Glep-(1—6)-B-D-Glep-(1—]n
(b) (b) (d) (© (©)

Além das glucanas, foram isolados homopolimeros contendo apenas
galactose, os quais sdo conhecidos como galactanas, sendo estes isolados apenas de
cogumelos pertencentes ao género Pleurotus. A partir dos basidiomas de
P. ostreatoroseus e P. eryngii foram obtidas lineares a-D-galactanas (1—6)- ligadas, as
quais sdo parcialmente metiladas, em uma relacdo molar de 3:1, respectivamente
(CARBONERO et al., 2008a).



TABELA 1.1 - B-Glucanas (1—3) (1—6) isoladas do basidioma de basidiomicetos

BASIDIOMICETO/ CADEIA < ATIVIDADE -
NOME DA FRACAO PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS BIOLOGICA REFERENCIAS
Boletus erythropus Substituicdo em O-6 por M,,= 1000 kDa
P terminais ndo redutores de Dados de metilacdo: B-Glcp: 3-O-Glcp: x . CHAUVEAU et al.,
B-D-Glep (1—3) | di | ~ lar d Né&o avaliada
(Fragao: N1) B-D—_G cp. 3,6-di-O-Glcp em uma proporgao molar de 1996.
' Grau de substituigdo = 1:3* 0,8:1,9:1,0, respectivamente
Pleurotus ostreatoroseus teSrLrjr?isr::il;Iﬁzg ?g:jﬁ(;?ezo(;e Dados de metilacdo: B-Glcp (26%), 3-O-Glcp
B-D-Glcp (1-3) (49%) e 3,6-di-O-Glcp (25%), ou seja, Né&o avaliada
(Frago: IEPW-PO) B-D-Glcp roporcdo molar de ~ 1:2:1, respectivamente CARBONERO et
§a0: Grau de substituigao = 1:3* | ProPOr¢ o T6Sp al., 2006.
Pleurotus eryngii t;ﬁfg;ﬁ'ﬁ%ﬁ ?Qﬂﬁﬁezoée Dados de metilacdo: B-Glcp (26%), 3-O-Glcp
B-D-Glep (1—3) (49%) e 3,6-di-O-Glcp (25%), ou seja, N&o avaliada
.. B-D-Glcp o o -
(Fracéo: IEPW-PE) Grau de substituicio = 1:3* propor¢do molar de ~ 1:2:1, respectivamente
Flammulina velutipes Substituicdo em O-6 por s 0
B-D-Glcp (1—3) terminais ndo redutores de | D2d0s de metilagdo: -Glcp (20%), 3-O-Glep « . SMIDERLE et al.,
.. (58%) e 3,6-di-O-Glcp (19%), ou seja, Né&o avaliada
(Fracéo: PK2) B-D-Glcp x . . 2006.
Grau de substituicio = 1:4% proporcdo molar de ~ 1:3:1, respectivamente
o M,= 1,2 x 10° g/mol
. Substituicdo em O-6 por W
Pleurotus florida o RO Dados de metilagdo: B-Glcp (20,4%),
p-0-Glep (1-3) term'”a'%f‘gf’(;ﬁ:d”mres 98 | 3.0-Glep (59,5%) e 3,6-0i-O-Glep (201%), |  Néo avaliada SANTOS etal.
(Fracdo: ISK2) Grau de substituipéo _ 4% ou seja, proporcdo molar de ~ 1:3:1, '
Gao =L respectivamente
o - ] M,= 9,75 x10-° g/mol
Pleurotus sajor-caju Sub_stlt_ulge}o em O-6 por Dados de metilago: B-Glcp (40,1%),
B-D-Glop (1—3) | (erminais ndo redutores de | 5 5100 (19 4%) e 3,6-di-O-Glep (40.5%), | Imunomodulatéria | CARBONEROet
(Fragdo: SGHW) B-D-Glcp ! ’ o al., 2012.

Grau de substituigdo = 2:3*

ou seja, proporcdo molar de ~ 2:1:2,
respectivamente

*Frequéncia de substituicdo em relacdo a cadeia principal.




TABELA 1.1 - B-Glucanas (1—3) (1—6) isoladas do basidioma de basidiomicetos

(Concluséo)
BASIDIOMICETO/ CADEIA : ATIVIDADE -
NOME DA FRACAO PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS BIOLOGICA REFERENCIAS
Substituicdo em O-6 por
Amanita muscaria

terminais ndo redutores de

M,,= 16,2 x 10° g/mol

o e Dados de metilaggo: B-Glcp (29,9%), 3-O-Glcp Anti-inflamatoria e
(Fracéio: FSK2) p-D-Glep (1-3) Grau dg sI,DubGslt?'Eji %0 = (40,3%) e 3,6-di-O-Glcp (29,8%), ou seja, antinociceptiva RUTHES etal., 2013.
gao: 19 4% Ga0 = proporgdo molar de ~ 1:1,4:1, respectivamente
’ — 7
Gar_10derma Substituicdo em O-6 pelo M,=2,6 x 10" g/mol
resinaceum

(Fracdo: DESSK5)
Pleurotus

B-D-Glcp (1—3)

dissacarideo
4-O-B-D-Glcp-p-D-Glep

Dados de metilacéo:
Glcp (24,7 %), 3-O-Glcp (26,8 %), 4-O-Glcp
(28,5 %), 3,6-di-O-Glcp (20,0 %)

Nao avaliada

AMARAL et al., 2008.

citrinopileatus
(Fracéo: PCP-W1)

Cogumelo hibrido de
Pleurotus florida e

B-D-Glcp-(1—6)

Substituicdo em O-3 pelo
dissacarideo
3-0-B-D-Glcp-p-D-Glep

M,,= 45 kDa
Dados de metilago: B-Glcp: 3-O-Glcp:
6-O-Glcp: 3,6-di-O-Glcp, em uma proporcao
molar de 1:1:3:1, respectivamente

M,=~ 215 kDa

Nao avaliada

LIU etal., 2012.

Lentinus edodes
(cepa pflelv)
(Fracéo: PS-1)

B-Glep (1-3) e
B-Glecp (1—6)

Substituicdo em O-6 por
terminais néo redutores de
B-D-Glcp

*Frequéncia de substituicdo em relagdo a cadeia principal.

Dados de metilagao: B-Glcp: 3-O-Glcp:
6-O-Glcp: 3,6-di-O-Glcp, em uma proporcdo
molar de 1:2:2:1, respectivamente.
[0]*p +12°

Imunomodulatéria

MAJI et al., 2013.




1.3.2 - Heteropolissacarideos Isolados de Cogumelos

Embora as B-glucanas sejam os polimeros mais estudados, devido
principalmente aos efeitos terapéuticos atribuidos a estas moléculas, o0s
heteropolissacarideos tém recebido atencdo, pois muitos destes podem atuar como
modificadores de resposta biol6gica (MORADALI et al., 2007). Dentre estes, pode-se
destacar aqueles contendo altos teores de galactose ou manose, as quais S0

denominadas de heterogalactanas e as heteromananas, respectivamente.

1.3.2.1 - Heterogalactanas

Com relacdo as heterogalactanas provenientes destes fungos, as mais
conhecidas apresentam uma cadeia principal constituida por unidades de a-Galp ligadas
(1—6) (Figura 1.5-1), as quais sdo parcialmente substituidas em O-2 por diferentes
grupos laterais, podendo ser terminais ndo redutores de a-L-Fucp (Figura 1.5-11), a- ou
B-D-Manp (Figura 1.5-111 e IV, respectivamente), B-D-Galp (Figura 1.5-V) e pelo
dissacarideo 3-O-a-D-manopiranosil-a-L-fucopiranosil (Figura 1.5-V1), principalmente.
Alguns destes heteropolissacarideos podem conter na cadeia principal unidades de
galactose com substituicio em O-3 por grupos metil, ou seja, possuem o0
monossacarideo  3-O-metil-galactose  (3-O-Me-Galp) (Figura 1.5-VII), sendo

denominadas de heterogalactanas parcialmente metiladas (Tabela 1.2, p. 13).

FIGURA 1.5 - Representacdo esquematica dos principais fragmentos presentes nas

heterogalactanas isoladas de cogumelos

() (1) a-L-Fucp (c) (1) a-b-Manp (d) (1V) B-D-Manp (e)
1 1 1
l 1 !
2 2 2

—6)-a-D-Galp-(1—» —6)-0-D-Galp-(1— —6)-a-D-Galp-(1—»  —6)-0-D-Galp-(1—
() (b) (b) (b)



(V)  B-D-Galp (f)
1

!
2

—6)-0-D-Galp-(1—
(b)

Legenda:

() —6)-a-D-Galp-(1—

(V1)
a-D-Manp (d)
1
!
3
a-L-Fucp (c)
1
!
2
—6)-a-D-Galp-(1—
(b)

(b) —2,6)-a-D-Galp-(1—

10

(V)
Me
l
3
—6)-0-D-Galp-(1—
(9)

(c) a-L-Fucp-(1—

As heterogalactanas contendo unicas unidades de a-L-Fucp como cadeias

laterais sdo conhecidas como fucogalactanas nestes organismos. Estas foram isoladas
dos basidiomas de Polyporus ovinus (AXELSSON, BJORNDAL, 1969), Fomes
annosus (AXELSSON et al., 1971), Agaricus brasiliensis (KOMURA et al., 2010),

Lactarius rufus (RUTHES et al., 2012). Nos basidiomas de Ganoderma applanatum,
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esta heterogalactana € constituida por grupos acetil ligados aos terminais ndo redutores
de o-L-Fucp (USUI, IWASARI, MIZUNO, 1981) (Tabela 1.2, p. 13).

As fucogalactanas parcialmente metiladas tém sido isoladas dos
basidiomas de Agaricus bisporus var. hortensis (KOMURA et al., 2010) e Agaricus
bisporus (RUTHES et al, 2012; RUTHES et al.,, 2013b), distinguindo-as das
anteriormente citadas, tanto na presenca de grupos 3-O-Me-a-D-Galp na cadeia
principal quanto pela adi¢do de unidades de 3-D-Galp como grupos laterais (Tabela 1.2,
p. 13).

Algumas destas heterogalactanas podem conter apenas unidades de -D-
Manp como cadeias laterais, sendo denominadas de manogalactanas. Estas foram
isoladas apenas de Pleurotus spp., como P. ostreatus (JAKOVLIEVIC et al., 1998), P.
ostreatoroseus, P. ostreatus var. florida (ROSADO et al., 2003), P. pulmonarius
(SMIDERLE et al., 2008a), P. sajor-caju (SILVA, 2011) e P. geesteranus (ZHANG et
al., 2013), todas contendo uma cadeia principal formada por unidades de o-D-Galp e 3-
O-Me-a-D-Galp unidas por ligagbes glicosidicas do tipo (1—6), podendo ser ambas,
parcialmente, substituidas em O-2.

As estruturas complexas contendo, principalmente, terminais néo
redutores de a-L-Fucp, D-Galp, D-Manp e/ou o dissacarideo 3-O-D-Manp-L-Fuc como
grupos laterais, tém sido isoladas de varios basidiomicetos, sendo denominadas de
fucomanogalactanas ou manofucogalactanas de acordo com a proporc¢édo de residuos de
fucose e manose.

Com excecdo da manofucogalactana isolada do basidioma da linhagem
“cinza” de Grifola frondosa, a qual apresenta uma cadeia principal constituida por a-D-
Galp e 3-O-Me-a-D-Galp unidas através de ligacGes do tipo (1—-6) (OLIVEIRA, 2013)
(Tabela 1.2, p. 13), todas as demais apresentam apenas D-Galp (1—6)- ligadas em seu
core (Tabela 1.2, p. 13).

As manofucogalactanas, ou seja, as heterogalactanas com teores menores
de manose em relacdo aos de fucose, foram caracterizadas de Armillaria mellea
(BOUVENG, FRASER, LINDBERG, 1967; FRASER, LINDBERG, 1967), Polyporus
fomentarius, P. igniarius (BJORNDAL, LINDBERG, 1969), Flammulina velutipes
(MUKUMOTO, YAMAGUCHI, 1977; SMIDERLE et al., 2008b), Ganoderma
applanatum (USUI, IWASARI, MIZUNO, 1981), Fomitella fraxinea (CHO et al., 1998,
2011), entre outros (Tabela 1.2, p. 13).
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Por outro lado, quando h& predominancia de manose em relagdo a fucose,
estas sdo chamadas de fucomanogalactanas as quais se mostraram presentes em
Laetiporus sulphureus (ALQUINI et al., 2004), Lentinus edodes (CARBONERO et al.,
2008b), Amanita muscaria (RUTHES et al., 2013a), entre outros. Diferente das demais
fucomanogalactanas, aquela de Polyporus giganteus apresentou todos 0s
monossacarideos em configuragdo glicosidica do tipo B (BHAVANANDAN,
BOUVENG, LINDBERG, 1964) (Tabela 1.2, p. 13).

Além destas heterogalactanas citadas anteriormente, nos basidiomas de
Pleurotus ostreatus (SUN, LIU, 2009) e Hericium erinaceus (WANG, LUO, LIANG,
2004) foram extraidas estruturas incomuns contendo glucose como ramificacdo, sendo
estas denominadas de glucogalactana e fucoglucogalactana, respectivamente. Ambas
contétm uma cadeia principal formada por unidades de 6-O-Galp e 2,6-di-O-Galp,
distinguindo somente por seus grupos laterais que podem ser constituidos apenas por
terminais ndo redutores de B-Glcp (Figura 1.6) (SUN, LIU, 2009) ou pelo dissacarideo
4-O-Gal-Fuc e cadeias laterais de diferentes tamanhos de 3-O-Glcp ou de 6-O-Glcp
contendo Galp como terminal ndo redutor, respectivamente (Figura 1.7) (WANG, LUO,
LIANG, 2004) (Tabela 1.2, p. 13).

FIGURA 1.6 - Representacdo esquematica da glucogalactana isolada dos basidiomas de

P. ostreatus

B-D-Glcp B-D-Glcp
1 1
l !

2 2
[—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—6)-a-D-Galp-(1—],

FIGURA 1.7 - Representacdo esquematica da fucoglucogalactana isolada de Hericium

erinaceus
Gal Glc Gal
1 1 1
) ! )
4 3 6
Fuc (Glc), (Glc)s
1 1 1
) ) )

2 2 2
[->6)-Gal-(1—>6)-Gal-(1->6)-Gal-(1->6)-Gal-(1-6)-Gal-(1->6)-Gal-(1—>6)-Gal-(1—6)-Gal-(1—6)-Gal-(1—]n
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TIPO DE
POLISSACARIDEO/ c ATIVIDADE -
MATERIAL CADEIA PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS BIOLOGICA REFERENCIAS
BIOLOGICO
[0]s7s™ + 85°
Fucogalactana Substituicdes em O-2 por Composi¢do monossacaridica = Fuc: Gal, numa AXELSSON,
AR proporcao de molar de 1,0:3,6 x . BJORNDAL,
. a-D-Galp (1—6) terminais ndo redutores oA Né&o avaliada
Polypo_rqs ovinus de a-L-Fucp Dados de metilagdo: Fucp (20,0%), Galp 1969.
Basidioma (1,5%), 6-O-Galp (55,0%), 2,6-di-O-Galp
(23,5%)
[a]s7st 78°
Fucogalactana Substituicbes em Composi¢do monossacaridica: Fuc: Gal, na
0-D-Galp (1-6) 0O-2 por terminais ndo proporcdo molar de 1,0:2,5 NZo avaliada AXELSSON et
Fomes annosus redutores Dados de metilagéo: Fucp (25,0 %), Galp al., 1971
Basidioma a-L-Fucp (7,0%), 6-O-Galp (42,0%), 2,6-di-O-Galp
(26,0%)
Fucogalactana M,, = 19,4 x 10° g/mol
(Fracdo:EPF-AD) Substituicbes em O-2 por | Composi¢do monossacaridica: Fuc (13,9%) e KOMURA et al
a-Galp (1—6) Unicas unidades de Gal (86,1%) Antinociceptiva 2010 v
Agaricus brasiliensis a-L-Fucp Dados de metilacdo: Fucp (14,2%), 6-O-Galp '
Basidioma (71,8%), 2,6-di-O-Galp (14,0%)
Fucogalactana M,,= 1,4 x 10* g/mol
(Fracdo: RFP-Lr) Substituicbes em O-2 por | Composi¢do monossacaridica: Fuc (29,0%) e Antissepse RUTHES et al.,
a-D-Galp (1-6) terminais ndo redutores Gal (71,0%) 2012.
Lactarius rufus a-L-Fucp Dados de metilacdo: Fucp (26,9%), 6-O-Galp
Basidioma (46,0%), 2,6-di-O-Galp (27,1%)
Fucogalactana [o]p + 108°
. Substituicdes em O-2 por | Composigdo monossacaridica: Gal: Fuc, numa
(Fragdo: F-11aP) inais nao redut 40 molar de 3:1 USUI, IWASARI
0-D-Galp (1-56) terminais ndo redutores p_roptzrgao molar de 3: NZo avaliada , ,
Ganoderma applanatum a-L-Fucp. Dados de metilacdo: Fucp, 2-O-Galp, 6-O-Galp, MIZUNO, 1981.

Basidioma

Contém grupos acetil

2,3-di-O-Galp, 2,6-di-O-Galp, huma proporg¢éo
molar de 1,0:0,1:2,2:0,1:0,9, respectivamente
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TIPO DE
POLISSACARIDEO/ ) ATIVIDADE .
MATERIAL CADEIA PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS BIOLOGICA REFERENCIAS
BIOLOGICO
M,, = 43,8 x 10% g/mol
Fucogalactana Composicdo monossacaridica; Fuc (6%)
(Fragdo:RFP-Ab) o-D-Galp (1-6) e Substituicoes em O-2 Gal (84%) e 3-O-Me-Gal (10%) Antissepse RUTHES et al.,
3-O-Me-a-D-Galp unidades unicas de v )
Agaricus hisporus (1-6) o-L-Fucp e p-p-Galp Dados de metilacdo: Fucp (2,8 /o_), Galp 2012.
D! (14,5%), 6-O-Galp (64,8%), 2,6-di-O-Galp
Basidioma
(17,9 %)
Fucogalactana M,, = 31,1 x 10° g/mol
o i - L 0
(Fragdo: EFP-Ah) 0-D-Galp (1-6) e Substituicdes em O-2 por Composicdo monossacaridica: Fuc (16,8%),
3-O-Me-Gal (15,4%) e Gal (67,8%) . - KOMURA et al.,
. . 3-0O-Me-a-D-Gal a-L-Fucp e em menor S Anti-inflamatéria
Agaricus bisporus 156 (ODOICA ' B-D-Gal Dados de metilacdo: Fucp (14,8%), Galp 2010.
var. hortensis (1-6) proporgao por B-D-Galp (2,5%), 6-O-Galp (64,8%), 2,6-di-O-Galp
Basidioma (17,9%)
Fucogalactana M, = 37,1 x 10" g/mol
g X Substituicbes em Composig¢do monossacaridica: Fuc (11,2%), Gal .
(Fracdo: EFP-AD) aoalp (Lo9€ | 0.2 pora-L-Fucp e em (74,2%) e 3-0-Me-Gal (14,6%) sepse | RUTHESetal,
P menor proporcgao por Dados de metilacdo: Fucp (13,1%), Galp P 2013.

Agaricus bisporus

(1—6)

Anti-inflamatéria

o -D-Galp (3,9%), 6-O-Galp (65,6%), 2,6-di-O-Galp
Basidioma (17.4 %)
Manogalactana M,, = 188 kDa

a-D-Galp (1—6) e

Substituicbes em O-2 por

Composi¢do monossacaridica: Gal: Man:

JAKOVLIEVIC

Pleurotus ostreatus 3'O'Mi'a'6D -Galp- termlgslg_réa_cl)vlr:gutores 3-O-Me-Gal, numa proporgéo molar de 3:2:0,9, Ndo avaliada etal., 1998.
Basidioma (1-6) P respectivamente
My, =46 kDa
Manogalactana S I
(Fracéo: EFP) Substituicdes em O-2 por Composicao mOﬂOSSB.CB.I’IdIC&l.~
a-D-Galp (1—-6) e A Man: 3-O-Me-Gal: Gal, numa propor¢do molar
terminais ndo redutores gy . x . ROSADO et al.,
Pleurotus ostreatus var 3-O-Me-a-D-Galp de B-D-Manp de 39,0.5,_8.55,2, respectivamente N&o avaliada 2003
florida ' (1—6) Dados de metilagdo: Manp (38,6%), Galp '
Basidioma (0,6%), 6-O-Galp (21,2%), 2,6-di-O-Galp

(39,6%)




TABELA 1.2 - Heterogalactanas isoladas de basidiomicetos

15

(Continuacéo)

Exopolissacarideos

L-Fucp

3-O-Fucp, 2,6-di-O-Galp, 2,6-di-O-Manp, Galp
(3-O-Me-Gal)

TIPO DE
POLISSACARIDEO/ . ATIVIDADE .
MATERIAL CADEIA PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS - REFERENCIAS
, BIOLOGICA
BIOLOGICO
My, =45 kDa
Manogalactana Substituicbes em O-2 por Composi¢do monossacaridica: Man:
(Fracéo: EFP) a-D-Galp (1—6) e terminais néo redutores 3-O-Me-Gal: Gal, numa proporgao molar de ROSADO et al
3-0-Me-a-D-Galp de B-D-Manp 36,3:9,8:53,9, respectivamente Nao avaliada 2003 "
Pleurotus ostreatoroseus (1—-6) Dados de metilagdo: Manp (37,2%), Galp '
Basidioma (0,5%), 6-O-Galp (24,3%), 2,6-di-O-Galp
(38,0%)
Manogalactana Substituicbes em O-2 por M,, = 2,39 x 10* g/mol
(Fragdo: MG) a-D-Galp (1—6) e terminais néo redutores Composi¢do monossacaridica: Man (32%), SMIDERLE et
3-0-Me-a-D-Galp de B-D-Manp 3-O-Me-Gal (13%) e Gal (55%) Antinociceptiva al. 2008b
Pleurotus pulmonarius (1—-6) Dados de metilacdo: Manp (36%), 6-O-Galp B '
Basidioma (29%), 2,6-di-O-Galp (35%)
Manogalactana S . My = 2,94 X 10‘.1 g/mol
(Fraco: 50RPFCW-Ps) Sub_stltuu;oes em O-2das | Composi¢do monossacaridica: Man (23,3%),
' a-Galp (1—»6) e umdgde; de o-Galp por | Gal (66,8%), 3-O-Me-Gal (9,41%), Glc (0,51%) NZio avaliada SILVA 2011
Pleurotus sajor-caju 3-O-Me-a-Galp (1—6) | terminais néo redutores Dados de metilacdo: Manp (30,1%), Galp ' '
Basidioma de B-D-Manp (1,7%), 6-O-Galp (36,6%), 2,6-di-O-Galp
(31,3%)
Marlogalactana Substituicdes em O-2 das M, = 13 kDa
(Fracdo: PGPB-1) 0-D-Galp (16) e unidades de a-Galp por Composicéo monossacarldlca. Man.GaI.: . ) _ ZHANG et al.
3-0-Me-0-D-Galp terminais ndo redutores 3—O—Me—GaI,_nurI1a proporgao molar de ~1:1:1 Néo avaliada 2013,
Pleurotus geesteranus Dados de metilacdo: Manp: 6-O-Galp:2,6-di-O-
Basidioma (1-6) de B-D-Manp Gal, numa relagio molar de 1:1,14:0,94
[as7e0 + g7° _
Substituicdes em O-2 Composi¢do monossacaridica:
Manofucogalactana** pelo dissacarideo ' Gal: 3-O-Me-Gal: Fuc: Man, numa proporgao BOUVENG,
-0-Galo (16 3-0-0-D-Mann-L-Fuch e molar de 6:2:2:1, respectivamente N0 avaliada FRASER,
Armillaria mellea o-D-Galp (1-6) o 'dpd q P Dados de metilacdo: Galp, Manp, Fucp, LINDBERG,
tnicas unicades de 6-0-Galp, 6-O-Manp ou 2-O-Manp, 3-O-Manp, 1967.

** Manofucogalactana ou manofucogalactana + 3-O-Me-galactogalactana.
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TIPO DE
POLISSACARIDEO/
MATERIAL
BIOLOGICO

CADEIA PRINCIPAL

CADEIA LATERAL

CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS

ATIVIDADE
BIOLOGICA

REFERENCIAS

Manofucogalactana

Armillaria mellea
Basidioma

a-D-Galp (1—6)

Substituicbes em O-2,
pelo dissacarideo
3-0-a-D-Manp-L-Fucp e
Unicas unidades de
L-Fucp

[a]s7g0+ 98°
Composi¢do monossacaridica:

Gal:Fuc:Man, numa proporcao molar de 6,5:2:1.

Dados de metilacdo: Galp (3,7 %), Manp
(9,6 %), Fucp (9,2 %), 3-O-Fucp (9,7 %),
6-O-Galp (43,2 %), 2,6-di-O-Galp (19,2 %)

Nao avaliada

FRASER,
LINDBERG,
1967.

Manofucogalactana

Polyporus fomentarius
Basidioma

a-Galp (1—6)

Substituicbes em
0-2, pelo dissacarideo
3-O-a-D-Manp-L-Fucp e
Unicas unidades de
a-L-Fucp e D-Galp

[0]s7g0 + 114°
Composigdo monossacaridica: Gal:Fuc:Man,
numa propor¢do molar de 5,8:1,2:1,0.
Dados de metilagéo: Galp (5,1 %), Manp
(11,4%), Fucp (4,9%), 3-O-Fucp (11,3%),
6-O-Galp (40,5%), 2,6-di-O-Galp (20,7%)

Nao avaliada

Manofucogalactana

Polyporus igniarius
Basidioma

a-Galp (1—6)

Substituicbes em O-2,
pelo dissacarideo
3-0-a-D-Manp-L-Fucp e
Unicas unidades de
a-L-Fucp e D-Galp

[o]s7e+ 119°
Composi¢do monossacaridica: Fuc:Man:Gal,
numa propor¢do molar de 1,4:1,0:6,0.
Dados de metilacdo: Galp (7,7%), Manp
(10,5%), Fucp (5,4%), 3-O-Fucp (10,6%), 6-O-
Galp (36,5%), 2,6-di-O-Galp (22,8%)

Nao avaliada

BJORNDAL,
LINDBERG,
19609.

Manofucogalactana

Flammulina velutipes
Basidioma

a-Galp (1—6)

Substitui¢des em O-2
pelo dissacarideo
3-0-a-D-Manp-a-L-
Fucp e por a-L-Fucp

M, = 9,5 x 10* g/mol
Composi¢do monossacaridica: Fuc:Man:Gal,
numa propor¢do molar de 4:3:12
Dados de metilagéo: Fucp (1,1 %), Manp
(2,8 %), 3-O-Fucp (2,8 %), 6-O-Galp (8,0 %),
2,6-di-O-Galp (3,8 %)

[a]o™+ 54°

Nao avaliada

MUKUMOTO,
YAMAGUCHI,
1977.

Manofucogalactana
(Fracdo:30E)

Flammulina velutipes
Basidioma

a-Galp (1—6)

Substituicbes em O-2,
principalmente, pelo
dissacarideo
3-O-a-D-Manp-a-L-Fucp
e a-D-Manp e em menor
proporgéo por a-L-Fucp

Composi¢do monossacaridica:
Fuc (20%), Man (16%) e Gal (64%)
Dados de metilacdo: Fucp (7,0%), Manp
(14,0%), Galp (3,0%), 3-O-Fucp (12,0%),
6-O-Galp 37,0 %), 2,6-di-O-Galp (27,0%)

Nao avaliada

SMIDERLE et
al., 2008a.
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TIPO DE
POLISSACARIDEO/ : ATIVIDADE -

MATERIAL CADEIA PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS BIOLOGICA REFERENCIAS

BIOLOGICO

[a]p +87°
Manofucogalactana Substituicdes em O-2 por | Composi¢do monossacaridica: Fuc:Man:Gal:,

(Fragéo: F-11aG) a-L-Fucp.e pelo numa proporcéo molar de 1,3:1,0:2,4. USUIL. IWASARI
a-D-Galp (1—6) dissacarideo Dados de metilagdo: Fucp (0,1%), Manp N&o avaliada MIZUNO 1981 ’

Ganoderma applanatum
Basidioma

3-0O-a-D-Manp-a-L-Fucp.
Contém grupos acetil.

(1,0%), 3-O-Fucp (1,1%), 2-O-Galp (0,1%),
6-0-Galp (1,3%), 2,3-di-O-Galp (0,1%),
2,6-di-O-Galp (1,1%)

Manofucogalactana
(Fomitellana A)

Substitui¢cbes em O-2,

M,,=1,5 x 10"kDa
Composi¢do monossacaridica: galactose,
manose e fucose em uma propor¢do molar de
3:1:1.

Efeito mitogénico;

CHO et al., 1998;

Fomitella fraxinea 0-Galp (1-6) 3-0?313-?\7;2;?2-?_?2ucp Dados de metilagdo: Manp (16,2%), Fucp Imunomodulatoria. | oy of al., 2011.
Basidioma (18,9%), Galp (1,5%), 6-O-Galp (44,1%),
2,6-di-O-Galp (19,3%)
[a]p +90°
Fucomanogalactana Substituicoes em O-2, My =2,8 10" kDa _
(Fraciio:EFP-Ls) prmm_palmente, pelo Composi¢do monossacaridica:
' o-Galp (1-6) dissacarideo Fuc (21%),.Ma[1 (28%) e Gal (51%) NZo avaliada ALQUINI et al.,
Laetiporus sulphureus 3-O-a-D-Manp-a-L-Fucp Dados de metilacdo: Fucp (2,3%), Manp 2004.
Basidioma e a-D-Manp e em menor (28,5%), Galp (0,4%), 3-O-Fucp (18,5%),
proporgéo por a-L-Fucp. 6-O-Galp (18,0%), 2,6-di-O-Galp (32 %)
M,, = 16,2 x 10° g/mol
T;‘;gg??&lg?fg)a o Composi¢do monossacaridica: Fuc (11%), Man
' Substl_tw_gﬁes em O-2 por (21%) e Gal (68%) Anti-inflamatoria; CARBONERO et
Lentinus edodes a-D-Galp (1-6) terminais ndo redutores Dados de metilacdo: Fucp (11,0%), Manp Antinociceptiva al., 2008,

Basidioma

de a-L-Fucp e B-D-Manp

(21,0%), Galp (1,0%), 6-O-Galp (34,0%),
2,6-di-O-Galp (33,0%)
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TIPO DE
POLISSACARIDEO/ . ATIVIDADE -
MATERIAL CADEIA PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS BIOLOGICA REFERENCIAS
BIOLOGICO

Fucomanogalactana

Substituicbes em O-2
por unidades de

M,, = 25,5 x10° g/mol

Pleurotus ostreatus
Basidioma

redutores de B-D-Glcp

Dados de metilacéo: Glcp (20%),
6-O-Galp (21%), 2,6-0-Galp (19%),

(Fragdo: R-FPHW) o-Galp (1-6) B-D-Manp e menor Dados de metilacdo: Anti—_infla_maté_ria e RUTHES et al.,
Amanita muscaria proporgio por o-L-FUCp Fucp (21,6%), Ma_np (8,9 %), 6-O-Galp antinociceptiva 2013.
. (37,6%), 2,6-di-O-Galp (31,9%)
Basidioma
[a]p + 65°
s Composi¢cdo monossacaridica:
Manofucogalactana Subst|tu|_goes em 0-2 Fuc:Man:GaI,gnuma proporg¢do molar de BHAVANANDAN,
pelo dissacarideo . x .
Polyporus giganteus B-Galp (1-6) 3-0-B-D-Manp-B-L- .1.1~.2,6 Ndo avaliada BOUVENG,
Basidioma Fucp Dados de metilacéo: Manp (24,5%), LINDBERG,196.
' 6-O-Galp (36,5%), 2,6-di-O-Galp
(23,7%), 3-O-Fucp (36,5%)
M,, = 50 kDa
Fucoglucogalactana Substitu.igéo em 0-2 Composi¢do monossacaridica:
(Fracio: HPA) pelo dissacarideo Glc:Gal:Fuc numa proporgéo molar de
' 4-O-Gal-Fuc e Qelo tri- 1,0:2,1:0,4, respectivamente WANG. LUO
Hericium erinaceus Galp (1-6) e tetrassacarldeo_ Dados de metilagdo: Galp:Glcp: Nao avaliada LIANG’ 2004j
Basidioma format_io por Glc unidos | 4-O-Fucp: 3-O-Glcp: 6-0O-Glcp:6-O-Gal: ’
por ligacOes (1—>3) e 2,6-di-O-Gal em proporcéo molar de
(1—6), respectivamente. ~0,43:0,25:0,09:0,36:1,59:1,88:1,00.
[a]p +64°
Glucogalactana M,, = 24 kDa
(fracdo: POP) Substitui¢cbes em O-2 Composi¢do monossacaridica: Gal e Glc,
a-Galp (1—6) por terminais ndo numa proporgéo molar de 2:1 Imunomodulatéria SUN, LIU, 2009.




19

1.3.2.2 - Heteromananas

Os heteropolissacarideos que contém manose como constituinte
majoritario, ou seja heteromananas, constituem uma classe de polimeros relatados em
cogumelos, embora seja de menor ocorréncia quando comparado as heterogalactanas.
Estas sdo formadas por um core de Manp unidas através de ligac@es do tipo (1—3) ou
(1—4), as quais se encontram parcialmente substituidas em O-4 ou O-3,
respectivamente, por apenas xilose (xilomananas) ou por cadeias laterais constituidas
por fucose e xilose (fucoxilomananas).

As xilomananas tém sido isoladas apenas de Armillaria mellea (Figura
1.8-A) (BOUVENG, FRASER, LINDBERG, 1967), Polyporus tumulosus (Figura 1.8-
B) (ANGYAL, BENDER, RALPH, 1974) e Flammulina velutipes (Figura 1.8-C, p. 20)
(SMIDERLE et al., 2006), sendo todas constituidas por uma cadeia central formada por
unidades de a-D-Manp ligadas (1—3) que se encontram parcialmente substituida em
O-4 por terminais ndo redutores de Xylp e/ou por dissacarideos constituidos por 4-O-D-
Xylp ou 3-O-D-Xylp (Tabela 1.3, p. 22).

FIGURA 1.8 - Representacdo esquematica da estrutura das xilomananas isoladas de

Armillaria mellea (A), Polyporus tumulosus (B) e Flammulina velutipes (C)

A a-D-Xylp a-D-Xylp
1 1
1 I
4 4
D-Xylp D-Xylp
1 1

4 4
[—3)-a-D-Manp-(1—3)-a-D-Manp-(1—3)-a-D-Manp-(1—3)-a-D-Manp-(1—3)-a-D-Manp-(1—],

B
D-Xylp
1
!
4 D-Xylp
D-Xylp 1
! !

4 4
[—3)-a-Manp-(1—3)-a-Manp-(1—3)-a-Manp-(1—],
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C B-D-Xylp
1
!
3
B-D-Xylp B-D-Xylp
1 1
l !
4 4

—3)-a-D-Manp-(1— —3)-a-D-Manp-(1— —3)-a-D-Manp-(1—

As heteromananas contendo fucose, xilose e manose encontradas em
Polyporus pinicola (Figura 1.9-A) (AXELSSON et al., 1969) e Fomes annosus (Figura
1.9-B) (AXELSSON et al., 1971) apresentam uma cadeia principal similar constituida
por B-D-Manp ligadas (1—3) e parcialmente substituidas em O-4 pelo dissacarideo 2-O-
a-L-Fucp-B-D-Xylp (Tabela 1.3, p. 22). A partir do basidioma de Ganoderma lucidum
foi obtida uma fucoxilomanana distinta das anteriores, sendo formada por unidades de
D-Manp unidas por ligagdes glicosidicas do tipo (1—4) e substituidas em O-3 pelo
dissacarideo 4-O-L-Fucp-D-Xylp (Figura 1.9-C, p. 21) (MIYAZAKI et al., 1982)
(Tabela 1.3, p. 22).

FIGURA 1.9 - Representacdo esquematica das estruturas das fucoxilomananas isoladas
de Polyporus pinicola (A), Fomes annosus (B) e Ganoderma lucidum (C)

a-L-Fucp a-L-Fucp a-L-Fucp
A 1 1 1
! ! !
2 2 2
B-D-Xylp B-D-Xylp B-D-Xylp
1 1 1
! ! !
4 4 4

[—3)-B-D-Manp-(1—3)-p-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1—3)-p-D-Manp-(1—],

B a-L-Fucp a-L-Fucp a-L-Fucp
1 1 1
l ! !
2 2 2
B-D-Xylp B-D-Xylp B-D-Xylp
1 1 1
1 ! !
4 4 4

[—3)-B-D-Manp-(1—3)-p-D-Manp-(1—3)-p-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1—3)-B-D-Manp-(1-],



L-Fucp L-Fucp L-Fucp

1 1 1

1 1 !

4 4 4
D-Xylp D-Xylp D-Xylp

1 1 1

l } !

3 3 3

[—4)-0-D-Manp-(1—4)-a-D-Manp-(1—4)-a-D-Manp-(1—]n
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= CADEIA : ATIVIDADE -
FRACAO PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS BIOLOGICA REFERENCIAS
Xilomanana Composi¢cdo monossacaridica: Man (75%) e Xyl (25%)
Substituicbes em O-4, pelo Dados de metilacdo: Xylp (21,3%), Manp (4,0%), BOUVENG,
Armillaria mellea a-Manp (1-3) dissacarideo 4-O-D-Xylp-D- 3-O-Manp (31,1%), 4-O-Xylp (20,1 %), Né&o avaliada FRASER,
S o Xylp 3,4-di-O-Manp (20,7%) e tri-O-Manp (3,0%) LINDBERG, 1967.
Micélio (cultivo liquido)
[a]s7e0 + 71°
Xilomanana Substituicdes em O-4, pelo Composi¢do monossacaridica: Man (54,5%) e Xyl (45,5%)
(Fragéo: C) a-Manp (1—3) dissacarideo 4-O-D-X),/|p-D- Dados de metilacdo: Xylp (2,3,4-MesXyl), Manp (2,3,4,6- ANGYAL,
L . Me,Man), Manp (2,4,6-MezMan), Xylp (2,3-Me,Xyl), N&o avaliada | BENDER, RALPH,
Polyporus tumulosus Xylp e Gnicas unidades de D- Manp (2,6-Me,Man) 1974.
L TR Xylp
Micélio (cultivo liquido) [a]p + 56;
. o My, = 30,8 x 10" g/mol
(I):(r';ggﬁn;r'lﬂa) pr?nuct;:)glrjr:ggtees sg; E’J)r;itas Composigdo monossacaridica:40 % Xyl e 60 % Man numa
: a-Manp (1-3) unidades de p-Xylp pr(_)porgéo molar de 3,0:1,0 NZio avaliada SMIDERLE et al.,
Flammulina velutipes dissacarideo 3-O-B-D-Xylp-p- Dados de metilagdo: Xylp (31%), 3—(_)-Xy|p (6%), 2006.
Basidioma D-Xylp € 4-O-Xylp (1%), 2-O-Xylp (1%), 3,4-di-O-Xylp (1%),
3-0O-Manp (28%), 3,4-di-O-Manp (32%)
Composi¢do monossacaridica: Fuc:Xyl:Man na propor¢édo
Fucoxilomanana Substituicbes em O-4, pelo molar de 0,8:0,7:1,0, respectivamente. AXELSSON et al
B-D-Manp (1—3) | dissacarideo 2-O-a-L-Fucp-p- Dados de metilacdo: Fucp (30,2%), 2-O-Xylp (29,5%), Né&o avaliada 1969 B
Polyporus pinicola D-Xylp 3-0O-Manp (9,7%), 3,4-di-O-Manp (30,6%) '
[o] 57820 - 42°
Fucoxilomanana Composi¢do monossacaridica: Fuc:Xyl:Man na proporg¢éo
Substituicbes em O-4, pelo molar de 1,0:1,0:2,5, respectivamente. AXELSSON et al
Fomes annosus B-D-Manp (1—3) | dissacarideo 2-O-a-L-Fucp-B- Dados de metilacdo: Fucp (22,0%), 2-O-Xylp (22,0%), Né&o avaliada 1971 N
Basidi D-Xylp 3-O-Manp (34,0%), 3,4-di-O-Manp (22,0%) '
asidioma
[a]s78 - 10°
M,, = 38,0 x 10° g/mol
Fucoxilomanana S_ubstitu,igc")es em O-3, pelo Composi¢cdo monossacaridica: Fuc:Xy!:Man na proporgao
D-Manp (1—4) dissacarideo 4-O-L-Fucp-D- molar dg 1,0:1,0:1,0, respectivamente. Antitumoral MIYAZAKI et al.,
Xylp Dados de metilacdo: Fucp, 4-O-Xylp, 4-O-Manp, 1982.

Ganoderma lucidum
Basidioma

3,4-di-O-Manp
[a]o°- 0,06°
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1.4 - Grifola frondosa

Grifola frondosa (Figura 1.10), pertencente a ordem Aphyllophorales e
familia Polyporaceae, tem sido comercializado, principalmente, na China e Japdo como
um fungo comestivel e medicinal (ILLANA-ESTEBAN, 2008). Este é conhecido,
popularmente, no Japdo como “maitake”, ou seja, cogumelo (= “take”, em japonés)

dancarino (= “mai”, em japonés) (MAYELL, 2001).

FIGURA 1.10 - Foto do basidiomiceto Grifola frondosa

Fonte: http://marcelomin.photoshelter.com

O cultivo comercial deste cogumelo teve inicio apenas em 1980, sendo
este voltado principalmente para a alimentacdo. Atualmente, este também vem sendo
utilizado para diferentes fins, porém o que vem se destacando € a aplicacdo como
suplemento dietético, podendo ser o mais versatil e promissor, embora menos conhecido
do que o de Lentinus edodes (nome popular: “shiitake”) e Ganoderma lucidum (nome
popular: “reishi”’) (MAYELL, 2001).

A utilizacdo deste fungo como suplemento dietético deve-se a presenca
de polissacarideos bioativos e aos seus constituintes de alto valor nutricional, sendo a
matéria seca formada por 21,9% de proteina, 59,9 % de carboidratos e 3,9 % de lipidios,
além das vitaminas (B1, B2, B6, C, D e acido folico) e minerais como o fésforo,
magnésio, sddio, ferro e calcio (ZHUANG, WASSER, 2004; ILLANA-ESTEBAN,
2008). Estes sd@o comercializados por empresas como a “Mushroom Wisdom” a qual
produz tanto os basidiomas triturados (Figura 1.11-A, p. 24) quanto as fracOes
purificadas, fracdo D (Figura 1.11-B e -C, p. 24) e fracdo SX (Figura 1.11-D, p. 24),

provenientes do corpo de frutificagdo deste fungo.



24

FIGURA 1.11 - Suplementos dietéticos, provenientes de Grifola frondosa (“Maitake”),

comercializados pela empresa “Mushroom Wisdom ™
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Fonte: http://www.mushroomwisdom.com

Com a finalidade de comprovar cientificamente os varios efeitos
bioldgicos atribuidos a este fungo, bem como as moléculas envolvidas nestas aces,
inimeras pesquisas tém sido realizadas com o basidioma e o micélio, proveniente do
cultivo submerso, da linhagem cinza deste basidiomiceto. A partir destes estudos foram
reportadas diversas substancias bioativas, no entanto, como na maioria dos outros

cogumelos, os polissacarideos sao os principais polimeros envolvidos nesta resposta.

1.4.1- Polissacarideos de Grifola frondosa

Diversos polissacarideos provenientes do basidioma e micélio (cultivo
submerso) do fungo medicinal G. frondosa foram isolados através de diferentes
métodos de extracdo e purificacdo. Dentre entres, encontram-se as glucanas,
heterogalactanas e heteropolissacarideos complexos.

A primeira molécula isolada deste basidiomiceto foi uma B-glucana com
My 140 kDa, a qual foi obtida do basidioma por extragcdo com solucéo aquosa de cloreto
de zinco 10%. Esta é constituida por uma cadeia principal formada por unidades de 3-D-
Glcp ligadas (1—3), as quais se apresentam parcialmente substituidas em O-6 por
terminais néo redutores de B-D-Glcp, a cada trés unidades da cadeia principal (KATO et
al., 1983). Estruturas similares foram isoladas do basidioma por extracdo alcalinas as
quais foram denominadas de CF-5, PF-5 e CF-7 (OHNO et al., 1984), grifolana-7N
(LINO et al., 1985), GFPBW1 (FANG et al., 2012) ou por extracdo aquosa, sendo
chamada de fragdo Fly-a-f1 (MIZUNO et al., 1986). Além do basidioma, este
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homopolimero também tem sido isolado do micélio, sendo esta conhecida por grifolana-
LE (fracdo GRN-LE) (TADA et al., 2009) (Tabela 1.4, p. 27).

A partir do micélio e do basidioma de G. frondosa também foi isolada
uma fracdo bioativa, denominada fracdo D, a qual possui, como componente principal
um polissacarideo ligado & proteina (80:20, respectivamente) contendo uma massa
molecular de 1,0 x 10° Da. A porcdo polissacaridica desta fracio é composta por
glucanas contendo tanto cadeia principal com ligaces glicosidicas do tipo (1—6) e
ramificadas em O-3 quanto cadeias ligadas (1—3) e substituidas em O-6. Apds etapas
adicionais de purificacdo, foi obtida a fragdo MD (U.S. Patent 5,854,404) (MAYELL,
2001), que também é um complexo glucana-proteina, porém em uma relacdo de 99:1,
respectivamente (Tabela 1.4, p. 27).

Além destas, foram isoladas glucanas lineares contendo ligagdes do tipo
B-(1—6) e/ou a-(1—4) (denominadas de CF-1 e PF-1, respectivamente) (OHNO et al.,
1984), a-D-glucanas contendo liga¢des glicosidicas do tipo (1—4) as quais podem estar
substituidas em O-6 por a-D-Glcp e a- (fragdo FA-1-a-a) e B-D-glucanas &cidas (FA-1-
a-p1) (MIZUNO et al., 1986) (Tabela 1.4, p. 27).

MIZUNO e colaboradores (1986) isolaram, além das glucanas (fracdo
Flo-a-p1, FA-1-a-a, FA-1-a-B;), uma xiloglucana &cida (fracdo FII-3) composta por
acido glucurénico (GIcA, 16,6 %), xilose (37,6 %) e glucose (45,8 %). De acordo com
os dados de metilacdo, os autores sugeriram que a mesma possui uma cadeia principal
formada por glucose unidas por ligacdes glicosidicas do tipo f-(1—3) e substituidas em
O-2 e O-6 por unidade de D-Glcp, porém, ndo relataram o modo de ligacdo das unidades
de xilose e &cido glucurénico.

O heteropolissacarideo acido também foi isolado por extracdo aquosa a
quente, do micélio de G. frondosa GF9801, o qual foi denominado GFPS1b. A fracdo
GFPS1b (M, de 21 kDa) foi composta por 4,3% de acido urbnico, 16,6% de proteina e
pelos monossacarideos neutros p-glucose, p-galactose e L-arabinose em uma proporcao
molar de 4:2:1, respectivamente. Este polimero contém uma cadeia principal constituida
por unidades de 4-O-a-D-Galp, 6-O-a-D-Galp e 3-O-a-D-Glcp, sendo as ultimas
parcialmente substituidas em O-6 por cadeias laterais compostas de 4-O-o-L-
arabinofuranosil-a-D-glucopiranose (Figura 1.12, p. 26; Tabela 1.4, p. 27) (CUI et al.
2007).
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FIGURA 1.12 - Estrutura representativa do heteropolissacarideo acido (GFPS1b)
isolado do micélio em cultivo liquido de G. frondosa

{—4)-a-Galp-(1—-3)-[a-Glcp-(1—3)],-a-Glcp-(1—6)-a-Galp-(1—-4)-a-Galp-(1—3)-a-Glcp-(1—3)-a-Glep- (1—-3)-Glep-(1—}n
6 6

t 0

1 1
a-Glcp a-Glep

4 4

t 1

1 1
o-Araf a-Araf

Na sequéncia, MASUDA e colaboradores (2009) descreveram o
heteropolimero neutro, denominado MZF (fracdo Z de Maitake), com uma M, de
23 kDa, o qual foi isolado do basidioma por extracdo aquosa a quente. Este contém os
monossacarideos Gal, Man, Fuc e Glc em uma relacdo molar de 1,24: 1,00: 0,95: 0,88,
respectivamente. Os dados de metilacdo indicaram tratar-se de uma molécula complexa
constituida por uma cadeia principal formada por 6-O-a-D-Galp, 3-O-a-L-Fucp, 6-O-a-
D-Manp e 3-O-B-D-Glcp, as unidades de B-D-Glp ligada em (1—3) apresenta-se
substituida em O-6 por terminais ndo redutores de a-D-Manp (Tabela 1.4, p. 27).

Foram isoladas as heterogalactanas, fragdo QEPF-Gf (OLIVEIRA, 2013)
e GFPW (WANG et al., 2014), a partir dos extratos aquosos obtidos do basidioma deste
fungo medicinal (Tabela 1.4, p. 27). A manofucogalactana isolada (fracdo QEPF-Gf),
com My, 15,9 kDa, contém uma cadeia principal composta por unidades de 6-O-a-D-
Galp e 6-0-(3-O-a-D-Me-Galp), as quais podem apresentar ramificacbes em O-2,
principalmente, pelo dissacarideo 3-O-a-D-Manp-o-L-Fucp e em menor propor¢do por
terminais ndo redutores de a-L-Fucp (OLIVEIRA, 2013). A heterogalactana presente
na fracdo GFPW (M,, 15,7 kDa) mostrou-se similar a QEPF-Gf, diferenciando
principalmente quanto & presenca do derivado parcialmente metilado e de terminais ndo
redutores de a-L-Fucp presentes apenas em QEPF-Gf (Tabela 1.4, p. 27).
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POLISSACARIDEO/

ATIVIDADES

MATERIAL CADEIA PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS p REFERENCIAS
p BIOLOGICAS
BIOLOGICO
My, = 140 kDa
s i Composigdo monossacaridica: Glc= 92%
Glucana ’Sgbstltw(_;(;)ej en; © GGplor (baixos teores de D-Man, D-Xyl e L-Ara) KATO et al
B-Glcp (1—-3) unllcgs ur)(lj ‘E esd € B;j 'oP Dados de metilagdo: N&o avaliada 1983 V
Basidioma (13 uni ades Ia cadera Glcp: 3-0-Glcp:3,6-di-O-Glcp, numa '
principal) propor¢do molar de ~ 1,0:2,0:1,1
[CX,]D + 7,90
Glucanas Substituicdo em O-6 por
(CF-5, PF-5e CF-7) i unidades de B-D-Glcp x . . OHNO et al.,
B-Glecp (1-3) (1:3 unidades da cadeia Né&o descrita. Antitumoral 1984.
Basidioma principal)
Glucana Substituicbes em O-6 por
(Grifolana-7N) Unicas unidades de 3-Glcp x . LINO etal.,
B-Glcp (1-3) (1:3 unidades da cadeia M,, = 1200 kDa Ndo avaliada 1985.
Basidioma principal)
Glucana Substituicdo em O-6 por Da(';/(l)msl, ;esr%%tl?ggao
(GFPBWI) B-D-Glcp (1-3) u@dad.es de p-b-Glep Glcp: 3-0-Glcp:3,6-di-O-Glcp, numa Antitumoral FANG etal.
. (13 unldgde_s da cadeia propor¢do molar de 1,0:1,8:1,0 2012.
Basidioma principal) [o]o +23°
Glucana M,, = 1000 kDa
(Fracdo Fl,-a-p1) Substituicdo em O-6 por Dados de metilacdo: Glcp :3-O-Glcp :
B-Glep (1-3) terminais néo redutores de 3,6-di-O-Glcp, numa relagdo molar de Antitumoral MIZUNO et al.,
Basidioma B-D-Glcp 1:3:1, aproximadamente 1986.

[G]D + 90
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POLISSACARIDEO/
MATERIAL CADEIA PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS ATIVIDADES | perERENCIAS
Glucana Substituicdo em O-6 por
(Fracdo GRN-LE, unidades de B-D-Glcp, TADA et al
Grifolana 7N) B-D-Glep (1—3) a cada trés residuos N&o descrita Antitumoral 2009 N
(1:3 trés unidades da cadeia '
Exopolissacarideo principal)
Mistura de glucanas _quem apresentar
Glucanas o substituintes em O-6 ou O-3, Lo .
x contendo cadeia principal - o Componente principal: polissacarideo
(Fracdo D) oo - respectivamente. Porém nao . s . . .
constituida por unidades de . ~ . ligado & proteina (M,, = 1000 kDa), Antitumoral
h& informacdes a respeito da ~ . . P NANBA, KUBO,
o - B-Glecp (1-3) L Relacdo carboidrato: proteina = 80:20 .
Micélio e Basidioma ou por B-Glcp (1—6) constituicdo destes grupos 1998; MAYELL,
P P laterais 2001.
Glucanas
(Fracéo MD) Relacdo carboidrato: proteina = 99:01 Antitumoral
Originada a partir da fracdo D, porém nédo ha informagdes a respeito da estrutura.
Micélio e Basidioma
Composi¢do monossacaridica:
Glucana Glc (70%)
N i ) 0 .
(Fragdo CF-1) B-(1—6) e/ou a-(1—4) Estrutura ndo especificada Contem 25% de_ proNte.ma Antitumoral
Dados de metilag&o: OHNO et al
Basidioma Glcp: 6-O-Glcp ou 4-O-Glcp, numa 1984 B
rela¢cdo molar de 1,0:4,7. '
Glucana Composi¢do monossacaridica: N0 apresentou
(Fracéo PF-1) x - Glc (81%) S
B-(1—6) elou a-(1—4) Estrutura ndo especificada Contém 15% de proteina az::;/l:(r?g; |
Basidioma Dados de metilagdo: Similar a fragdo CF-1
Glucana
(Fracdo: Fl,-a-a) x
S Né&o apresentou
Substituicdo em O-6 por _ L
Basidioma a-Glcp(1—4) terminais ndo redutores de M., =1000 kE)a at!wdadel MIZUNO etal,
a-D-Glcp [a]p + 156 antitumora 1986.
(Sarcoma 180)
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(Continuacéo)

POLISSACARIDEO/

ATIVIDADES

MATERIAL CADEIA PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS < REFERENCIAS
BIOLOGICO BIOLOGICAS
Glucana My, = 500 kDa
(Fracio FA-1-a-By) Composi¢do monossacaridica: GIcA
~LTatpl 0, 0
f-D-glucana acida Estrutura ndo especificada (8,8%) e Gl (82,4%) Antitumoral

Basidioma

Contém 1,2% de proteina
[a]p +5°

Glucana
(Fracéo FA-1-a-a)

M, = 5,0 x 10° Da
Composi¢do monossacaridica: Glc

N&o apresentou

a-D-glucana acida Estrutura ndo especificada (84,8%) e GIcA (8,4%) atividade MIZUNO etal.,
- Contém 0,7% de proteina antitumoral 1986.
Basidioma
[a]p + 108°
Substituicdo em O-2 e O- M,, = 50 kDa
Xiloglucana 4cida 6 por terminais ndo Composicéo monossacaridica: GIcA
(Fragio: F11-3) redutores de D-Glcp (16,6%), Xyl (37,6%) e Glc (45,8%) Atividade
' B-Glep(1—3) Dados de metilagéo: Glcp: 3-O-Glcp: 2,3- Antitumoral
Basidioma Néo foi definido o modo di-O-Glcp: 3,6-di-O-Glcp, numa relagédo
de ligacéo da Xyl e do molar de 1,0:0,6:0,8:0,6, respectivamente
GIcUA [a]p + 56°
M, = 21 kDa
Heteropolissacarideo Composta por: 4-O-a-D- 4,3% &cido urdnico e 16,6% proteina
acido Galp, 3-O-a-D-Glcp, Substituicdo em O-6 pelo Composi¢do monossacaridica:
(Fracdo GFPS1b) 6-0-a-D-Glcp, 4-0O-a-D- dissacarideo Glc:Gal:Ara numa relagdo molar de 4:2:1 Antitumoral CUI et al.. 2007
Galp e 3,6-di-O-a-D-Glcp 4-0-a-L-Araf-a-D-Glcp Dados de metilacdo: Araf : Araf: 4-O- N '
Glcp: 3-O-Glcp: 4-0O-Galp: 6-O-Galp: 3,6-
Micélio (cultivo liquido) di-O-Glcp, numa relagdo molar de
1,6:0,1:1,2: 2,5:1,2:0,5:1,0
My, = 23 kDa
6-0-a-D-Galp (36,2%), Substituicdo em O-6 nas Composi¢do monossacaridica: Fuc:Man:
Heteropolissacarideo 3-O--a-L-Fucp (14,5%), | unidades de 3-O-B-D-Glcp Gal:Glc, numa relagdo molar de
(Fracdo MZF) 6-O-a-D-Manp (9,4 %), por terminais ndo 0,95:1,00:1,24:0,88, respectivamente Antitumoral MASUDA et al.,
3-O-B-D-Glcp (10,1%) e redutores de Dados de metilacdo: Manp (23,2%), 20009.

Basidioma

3,6-di-O-B-D-Glcp (6,5 %)
Nao esta definida

a-D-Manp (23,2%)
Nao esta definida

6-0O-Galp (36,2%), 3-O-Fucp (14,5%),
6-O-Manp (9,4%), 3-O-Glcp (10,1%),
3,6-di-O-Glcp (6,5%)
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(Concluséo)

POLISSACARIDEO/

MATERIAL CADEIA PRINCIPAL CADEIA LATERAL CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS ATIVIDADES REFERENCIAS
- BIOLOGICAS
BIOLOGICO
Lo My, = 15,9 kDa
Manofucogalactana 0-2 Spurli)rfgitgz:\(lgr?]eeiteempelo Composicao monossacaridica: Fuc (20%);
! ! 0 -0O- - 0,
(Fracdo QEPF-Gf) dissacarideo 3-O-o-L- Man (10%), 3-O-Me-Gal (7%) e Gal x . OLIVEIRA,
a-D-Galp (1—-6) e (63%). N&o avaliada
Fucp-a-D-Manp e em dos d ilacio: 0 2013.
Basidioma 3-O-a-D-Galp (1—6) menor proporcio por Dados de metilagdo: Fucp (3,8 %), Manp
unidades de o-L-FuC (16,6 %), 3-O-Fucp (13,3 %), 6-O-Galp
P (29,2 %), 2,6-di-O-Galp (37,1 %)
My, = 15,7 kDa
Fucomanogalactana Substituicbes em O-2 Composi¢do monossacaridica: fucose,
(Fracdo GFPW) -0-Galp (1—6 pelo dissacarideo manose e fucose (23,8%, 22,2% e 54,0%) Anti-angiogenese WANG et al.,
¢ p(1-6) 3-0-a-L-Fucp-a-D-Manp Dados de metilagdo: Manp (19,5), 2014.
Basidioma

3-0-Fucp (22,0%), 6-O-Galp (28,6%),
Galp 2,6-di-O-Galp (19,7%)
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1.4.2 - Atividade Bioldgica de Grifola frondosa

Grifola frondosa estd entre as mais promissoras fontes naturais de
substancias com propriedades medicinais, principalmente, com agdo imunoterapéutica.
Diversas substancias tém sido isoladas e avaliadas quanto aos efeitos terapéuticos,
sendo os carboidratos os responsaveis pela maioria das ac¢6es atribuidas a este fungo.

Dentre os polissacarideos isolados, a fracdo D e a MD s&o os principais
modificadores de resposta biologica descritos para este basidiomiceto. Ambas fracbes
apresentaram atividade antitumoral frente as células cancerigenas MM-46 (células de
carcinoma mamario de ratos), mas a MD mostrou-se mais efetiva na inibicdo do
crescimento do tumor em relacdo a fracdo de origem, ou seja, a fragdo D (U.S. Patente
5,854,404). Cabe ressaltar, que a principal diferenca entre estas fracdes estd no
percentual de carboidrato e proteina, sendo a porcdo polissacaridica da fragdo MD
superior a da fracdo D (80% e 99%, respectivamente), reforcando que os polissacarideos
sdo os responsaveis por esta acdo (NANBA, KUBO, 1998; MAYELL, 2001).

Devido aos efeitos antitumorais evidenciados para as fracdes D e MD,
ambas vém sendo utilizadas em paises como o Japdo e a China, principalmente, como
coadjuvantes no tratamento de cancer, as quais podem proteger as células saudaveis,
prevenir a metastase, retardar ou cessar o crescimento das células cancerigenas, além de
reduzir os efeitos colaterais causados pela quimioterapia convencional, como a queda de
cabelo, dor e nduseas (MAYELL, 2001).

Cabe ressaltar que, ambas possuem uma toxicidade baixa frente as
células sadias (NANBA, KUBO, 1998; MAYELL, 2001; AL ALl ZIDAN,
ALNEAMEH, 2014), consequentemente, em fevereiro de 1998 a U.S. Food and Drug
Administration aprovou uma investigacao (IND 54589) para pesquisadores conduzir em
um estudo piloto de fase Il sobre os efeitos da D-fragdo no céncer de mama e de
préstata (MAYELL, 2001).

Além da utilizacdo como coadjuvantes no tratamento de cancer, devido a
sua acdo imunoestimulatoria, estes extratos de glucanas (fragdo D e MD) também tém
se mostrado benéficos no tratamento da hiperlipidemia, hipertensdo, diabete, hepatite e
SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) (MAYELL, 2001; AL ALI ZIDAN,
ALNEAMEH, 2014).
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CHEN e colaboradores (2012) verificaram através de diferentes ensaios
realizados in vitro, incluindo a habilidade de capturar radicais livres como o 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), hidroxil e superdxido, o poder redutor, a acdo quelante dos
fons ferrosos (Fe*®) e a capacidade de inibicdo da oxidac&o de lipideos, que as fracdes
polissacaridicas GFP-1, GFP-2 e GFP-3 provenientes de G. frondosa, especialmente
GFP-2, possuem atividades antioxidantes eficazes. Desta maneira, os polissacarideos de
G. frondosa podem ser usados como uma fonte facilmente acessivel de antioxidantes

naturais, como um suplemento alimentar ou nas industrias farmacéuticas e medicas.

2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo quimica de
polissacarideos isolados do micélio de Grifola frondosa (‘“Maitake™), obtido por cultivo
em substrato lignocelulésico.

Com esta finalidade, as seguintes estratégias foram propostas:

a) Extrair os polissacarideos do micélio de G. frondosa através de
extragOes aquosas e alcalinas;

b) Purificar as fracbes polissacaridicas obtidas utilizando diferentes
metodologias como congelamento/degelo, precipitacdo com solucdo de Fehling e
dialise;

c) Caracterizar estruturalmente os polimeros obtidos utilizando métodos
quimicos de derivatizagdo, metilacdo, oxidacdo com NalO,4 e degradacao controlada de
Smith e como técnicas analiticas de RMN, HPSEC-MALLS e CG-EM.

3- MATERIAIS E METODOS

Para alcancar os objetivos propostos, o micélio de Grifola frondosa foi
submetido a extracdes aquosas e alcalinas para obtencdo dos carboidratos. Os extratos
polissacarideos obtidos foram fracionados utilizando metodologias adequadas, e
posteriormente realizou-se a caracterizacdo estrutural através de metodos quimicos,

espectrometricos e espectroscopicos (Figura 3.1, p. 33).
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FIGURA 3.1 - Esquema geral dos métodos de obtencao, purificacdo e caracterizacao
dos polissacarideos do micélio de G. frondosa

—_— - - A — = — - \
' Grifola frondosa * EXTRACAO DOS | Extragdes aquosas (10 °C e 96 °C) I
'L (MICELIO) i ' CARBOIDRATOS | ExtragGes alcalinas (KOH 1% a 96 °C) |
o ee—— e —— s \ ———————————— -’
‘ - o - =TT \
| Congelamento/Degelo

PURIFICACAO DOS
- I Tratamento com solucéo de Fehling |
POLISSACARIDEOS 1

' \ Dialises em sistemas fechados |

POLISSACARIDEOS
: ISOLADOS :

. .
. .
. .
........................... .
o o —— —

- I Métodos Quimicos \
CARACTERIZACAO I - |
Cromatograficos |

|

ESTRUTURAL | o
i Espectroscdpicos

3.1 - MATERIAL BIOLOGICO

Os micélios (= filamentos ou hifas), obtidos por cultivo em substrato
lignocelulésico, de G. frondosa foram fornecidos em maio de 2010 pela empresa YURI

Cogumelos (Proprietario: lwao Akamatsu), localizada em Sorocaba, SP.

3.2 - EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS

3.2.1 — Extragdo Aquosa a Frio

Os micélios frescos de G. frondosa (~ 748 g) foram liofilizados, obtendo-
se uma massa seca de 229,4 g, triturados e submetidos a extracdo aquosa a,
aproximadamente, 10 °C por 8 h, sob agitagdo mecénica (7 x, 2 L cada). Apos cada
etapa, o material foi filtrado para a separacdo do extrato aquoso (I) e do material
residual (1). Os extratos obtidos foram reunidos e concentrados sob pressao reduzida até

pequeno volume, precipitados com etanol (3:1, v/v) e centrifugados (5000 rpm, 20 min,
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15 °C). O precipitado etanodlico | (fracdo CW-GfM) foi dialisado contra dgua corrente
(MWCO: 12-14 kDa) por, aproximadamente, 48 horas e liofilizado (Figura 3.2, p. 35).

3.2.2 - Extracdo Aquosa a Quente

O material residual | foi submetido a extragdes aquosas sob refluxo em
banho de agua fervente (aproximadamente 96 °C, por 8 horas (7 x, 2 L cada). O material
obtido a cada extracdo foi filtrado e reunido, gerando um extrato aquoso Il e um residuo
I1. Esse extrato foi concentrado, sob pressdo reduzida até pequeno volume e precipitado
com etanol (3:1, v/v). A fracdo polissacaridica (precipitado etandlico Il) foi recuperada
através de centrifugacdo (5000 rpm, 20 min, 15 °C), dialisada (MWCO: 12-14 kDa)
contra gua corrente por 36 horas e liofilizada, originando a fragdo HW-GfM (Figura
3.2, p. 35).

3.2.3 - Extracdo Alcalina

O material residual 1l foi tratado com solucdo aquosa de hidroxido de
potéssio (KOH) a 1%, sob refluxo em banho com &gua fervente (96 °C), por 8 horas
(7 x, 500 mL), na presenca de borohidreto de sédio (NaBH,) para evitar degradacdo das
cadeias polissacaridicas, originando o extrato alcalino e o material residual I11.

O extrato alcalino foi filtrado, neutralizado com &cido acético (AcOH),
dialisado (MWCO: 12-14 kDa) contra &gua corrente por 48 horas, concentrado sob
pressao reduzida até pequeno volume e liofilizado, resultando na fragdo denominada
K-GfM (Figura 3.2, p. 35).
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FIGURA 3.2 - Esquema das extracGes aquosas (10 °C e 96 °C) e alcalinas (KOH a
96 °C) dos polissacarideos dos micélios de G. frondosa

| Micélio de Grifola frondosa (Meeca: 229,4 g)j

- Extracdo aquosa 10 °C, sob
agitacdo mecanica, por 8 h (7 x)

- Filtracéo
I I
MATERIAL RESIDUAL | EXTRATO AQUOSO I
- Extragéo aquosa 96 °C, sob refluxo, - Precipitagdo com etanol 3:1 (v/v)
por 8 h (7 x) - Centrifugacéo
- Filtracdo .
| PRECIPITADO ETANOLICO |
EXTRATO AQUOSO I1 -Dialise em membranas de limite
- Precipitagdo com etanol 3:1 (v/v) de excluséo de 12-14 kDa
- Centrifugacdo

PRECIPITADO ETANOLICO II ' FRACAO CW-GfM |

- Dialise em membranas de limite | T
de excluséo de 12-14 kDa

v
' FRACAO HW-GfM | MATERIAL RESIDUAL I

- Extragdo alcalina (KOH 1%) a 96 °C,
sob refluxo, por 8 h (7 x)
- Filtracdo

| |
EXTRATO ALCALINO MATERIAL RESIDUAL IlI

- Neutralizagdo com &cido acético
- Didlise em membranas de limite
de exclusédo de 12-14 kDa

3.3 - PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

Com a finalidade de purificacdo, as fracGes polissacaridicas CW-GfM,
HW-GfM e K-GfM foram submetidas aos processos de fracionamento, tais como
congelamento e degelo (GORIN; IACOMINI, 1984), precipitacdo com solucdo de
Fehling (precipitagdo por formacdo de complexos de Cu*? solveis e insollveis)
(JONES; STOODLEY, 1965) e dialise em sistema fechado utilizando membrana com
limite de exclusdo de 1000 kDa (CARBONERO, 2005). O fracionamento das amostras
sollveis em agua foi acompanhado pelo perfil de eluicdo obtido através de
cromatografia de exclusdo estérica acoplada a deteccdo por indice de refracdo e
espalhamento de luz (HPSEC-MALLYS).
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3.3.1 - Separacdo dos Polissacarideos por Congelamento e Degelo

Os polissacarideos obtidos através das extracdes aquosas (fracdes CW-
GfM e HW-GfM) e alcalina (fracdo K-GfM) foram fracionados pelo método de
purificagdo por congelamento e degelo (GORIN; IACOMINI, 1984). Previamente, as
fragbes CW-GfM, HW-GfM e K-GfM foram solubilizadas em &gua destilada e
submetidas ao processo de congelamento e posterior degelo na temperatura ambiente.
Os precipitados insoldveis em agua fria (ICW-GfM, IHW-GIM e IK-GfM,
respectivamente) foram separados dos demais componentes sollveis (SCW-GfM,
SHW-GfM e SK-GfM, respectivamente) por centrifugacdo (5000 rpm, 20 min, 15 °C).
Esse processo de purificacdo foi repetido diversas vezes, em todas as fracdes, até que 0s
sobrenadantes ndo apresentassem materiais insolUveis em agua fria e vice-versa. Apds

fracionamento, todas as fragdes originadas foram liofilizadas.

3.3.2 - Purificacdo por Precipitacdo com Solucéo de Fehling

As fragdes SCW-GIM (Figura 4.4, p. 51) e SK-GfM (Figura 4.14, p. 64)
foram submetidas ao processo de precipitagdo com solugédo de Fehling (JONES;
STOODLEY, 1965). Esta solucdo consiste em duas solucdes (A e B), sendo a solugdo A
composta por tartarato de sédio e potassio (KNaC4H;O6.4H,0) e hidroxido de potassio
(KOH) (173,0 g + 125,0 g / H,0O q.s.p. 500 mL, respectivamente), e a B por sulfato de
cobre 5.H,0 (CuSQy,) (55,7 g/ H,0 q.s.p. 500 mL).

As fracbes submetidas a este procedimento foram solubilizadas
primeiramente na solucdo A, seguida da adicdo de igual volume da solucdo B. Apds
agitacdo vigorosa, o material foi mantido sob refrigeragcdo por 12 horas. Decorrido o
tempo, os complexos cupricos insoltveis (PFCW-GfM e PFK-GfM, respectivamente)
foram separados dos sollveis (SFCW-GfM e SFK-GfM, respectivamente) por
centrifugacdo (5000 rpm, 20 min, 15 °C). As fracOes obtidas (precipitado e
sobrenadante de Fehling) foram neutralizadas com AcOH e dialisadas contra agua
corrente (MWCO: 12-14 kDa; ~ 48 horas). Apos diélise, ambas foram deionizadas com
resina cationica fortemente &cida (carregada com H*) com a finalidade de remover o
cobre, filtradas em algod&do para remogéo da resina e novamente dialisadas contra agua

corrente (MWCO: 12-14 kDa; ~ 24 horas). Este procedimento foi repetido para as
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fracbes PFCW-GfM (2 x) e PFK-GfM (1 x), resultando nos complexos cupricos
insoliveis PFsCW-GfM (Figura 4.4, p. 51) e PF,K-GfM (Figura 4.14, p. 64),
respectivamente. Estes foram descomplexados sob as mesmas condic¢des anteriores, no
entanto, foi necessario uma etapa adicional para a fragdo PF,K-GfM pois houve a
formagdo de precipitado ao trata-la com resina, sendo este removido por centrifugacéo e
descartado. Apds descomplexacdo, todas as fragdes foram concentradas sob pressao

reduzida e liofilizadas.
3.3.3 - Purificacéo dos Polissacarideos por Diélise em Membranas

As fracdes PF3;CW-GfM e SSF,K-GfM foram submetidas a dialise em
membrana (Spectra/Por®) com limite de exclusdo de 1000 kDa (Figura 4.4, p. 51;
Figura 4.14, p. 64). Este procedimento foi realizado através de um sistema fechado,
contra 4gua destilada, sendo o material a ser dialisado mantido sob refrigeracdo. O
processo foi repetido diversas vezes, até que a fracdo eluida (= agua de dialise) ndo
apresentasse coloracdo (CARBONERO, 2005).

3.4 - ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS
3.4.1 - Hidrolise Acida Total, Reducio e Acetilacio dos Produtos de Hidrolise

Uma aliquota de cada fracdo obtida (1-2 mg) foi hidrolisada com 0,5 mL
de TFA 1 M (&cido trifluoracético), overnight (12-15 h), ou TFA 2 M durante 8 horas.
Decorrido o tempo de hidrélise, o acido foi eliminado das amostras hidrolisadas por
evaporacdo a temperatura ambiente. Os materiais hidrolisados foram, ent&o, reduzidos
com NaBH, a temperatura ambiente (pH 9,0-10,0) por 12 horas. Apds esse periodo, as
amostras reduzidas foram tratadas com resina catiénica (pH 7,0), filtradas e levadas a
secura sob pressdo reduzida. O acido borico (H3BO3) formado foi eliminado por co-
evaporacdo com metanol, na forma de borato de trimetila [B(OCHs)s].

Os alditois formados foram acetilados com uma mistura de anidrido
acetico (Ac;0) e piridina (1:1, v/v; 0,5 mL) a temperatura ambiente por 12 horas
(WOLFROM, THOMPSON, 1963 a,b). Os acetatos de alditol foram extraidos com

cloroférmio (CHCI3) (1 mL), e a piridina residual presente na fracdo cloroférmica foi
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removida por complexa¢do com sulfato de cobre 5 % (m/v). Ap6s a remocéo completa
da piridina, o CHCI3 foi evaporado e os derivados acetilados foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) e identificados pelo
tempo de retencao e perfil dos fragmentos de massa (Figura 3.3; Apéndice A, B e C, p.
91, 92 e 93).

FIGURA 3.3 - Esquema do processo de obtencdo dos acetatos de alditdis, a partir de
polissacarideos, para a analise em CG-EM (composi¢do monossacaridica)

HIDROLISE
TFA 1M (12-15h) ou 2 M (8 h)

NaBH, (pH 9,0-10,0) por 12 h

\4
H H
H———OH H———OAc
HO——+—H AcO—+—H
ACETILACAO
HO——+—H » ACO———H
H 1 on  AcO: piridina H— | OAc
(2:1, viv)
H———OH H———OAc
H——OH H——+—O0Ac
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3.4.2 - Metilagdo dos Polissacarideos

As fragdes purificadas MEPF;CW-GfM, PF,K-GfM e MRSF,K-GfM
foram metiladas pelo método de CIUCANU e KEREK (1984), com a finalidade de
definir os tipos de ligacOes glicosidicas existentes em cada polimero. Para a metilacéo,
uma aliquota destas fracdes (8-15 mg) foram solubilizadas em 1 mL de dimetilsulféxido
(Me,SO). Apoés solubilizacdo, foi adicionado 1 mL de iodeto de metila (CH3l) e
hidroxido de sddio (NaOH) seco e triturado (4:1 de carboidratos), sendo a mistura
reacional submetida a agitacdo vigorosa em vortex por 30 a 40 min. Ap6s um periodo
de repouso (~ 24 h), a amostra foi neutralizada com AcOH, dialisada (MWCO: 8 kDa) e
os produtos per-O-metilados foram extraidos com CHCI; e, apds evaporacdo do
solvente orgénico, submetidos & hidrdlise cida total.

A hidrdlise &cida total dos polissacarideos metilados foi realizada com
0,5 mL de solucgéo de &cido férmico (CH,0;) 45 % a 100 °C por 10 horas para a fracdo
MEPF3;CW-GfM, para as fracbes PF,K-GfM e MRSF,K-GfM foi utilizado TFA 1 M a
100 °C por 10 horas e 0,5 M por 7 horas, respectivamente (STORTZ et al., 1997). Ap6s
0 periodo necessario para hidrélise, o &cido foi evaporado e o material residual foi
reduzido com borohidreto de sédio deuterado (NaB?H.), e acetilado como citado
anteriormente (item 3.4.1). Os derivados metilados foram analisados na forma de
acetatos de alditois parcialmente metilados por CG-EM e identificados pelo tempo de
retencéo e perfil dos fragmentos de massa (Figura 3.4, p. 40; Apéndice D, p. 98).
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FIGURA 3.4 - Esquema do processo de obtencéo dos acetatos de alditdis parcialmente
O-metilados para a analise em CG-EM para identificacdo dos tipos de ligacOes
glicosidicas

1 METILACAO

(CH3|)
OMe
MeO O
OMe OI\/Ie OMe
(0]
"%
H H
2 - HIDROLISE I
3- REDU(;AO I
j=———= =
D v D D D
HO H HO H AcO—t+—H  AcO——H
MeO——H  MeO——H N MeO————H  MeO——H
4 - ACETILACAO
MeO— | H HO H » MeO H A©O——H
H———0Me H———OMe H——OMe H—F—OMe
H———0H H—1— OH H——F—OAc H———OAc
H —OMe H—1—OMe H——+—OMe H——F—OMe
H H H H

3.4.3 - Oxidacéo dos Polissacarideos com Periodato de Sodio

Uma aliquota do polissacarideo das fragdes MEPF;CW-GfM (30 mg),
PF,K-GfM (200 mg) e MRSF,K-GfM (80 mg), foi dissolvida em &gua e acrescida de
periodato de sédio (NalO,) até atingir uma concentracdo final de 0,05 M. A solucéo foi
mantida entre o periodo de 72 a 96 horas, sob auséncia de luz. Decorrido o tempo, 0
material oxidado, ap6s neutralizagdo com AcOH, foi dialisado (MWCO: 12-14 kDa)
contra dgua corrente (~ 24 h). Apds, a solucao foi reduzida com NaBH, (pH 9 - 10) por
24 horas (ABDEL-AKHER et al., 1952; DYER, 1956; GOLDSTEIN et al., 2005; HAY,
LEWIS, SMITH, 1965), seguida por neutralizacdo com AcOH e dialise (MWCO: 12-14
kDa) contra agua corrente por 48 horas, resultando nas fracbes denominadas
Ox-MEPF;CW-GfM, Ox-PF,K-GfM e Ox-MRSF,K-GfM.
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As fragbes oxidadas obtidas foram submetidas a metilacdo e/ou a
hidrélises acidas parcial (= degradacgdo parcial de Smith e/ou totais) (Figura 3.5).

FIGURA 3.5 — Esquema do processo de oxidacdo e degradacdo de polissacarideos

FRACOES: |
- MEPF;CW-GfM (30 mg) -
I PF,K-GfM (200 mg) |
| MRSF.K-GfM (80 mg) |

lNaIO4 0,05 M por 72h

Material Oxidado
Reducéo (NaBH4)

§ Degradagéo Total E e l ............. - pmemmememm l .............

: deSmith > | i OX-MEPFCW-GfM | | Ox-PFK-GIM
ol deatoel: © | Ox-PRK-GfM 1 | OX-MRSF,K-GfM |
Secesecscescessescescesses Degrada@éo Parcial de Smith .
Metilagdo (~ 8 mg) (item 3.4.2) Hidrolise acida parcial (TFA - pH 2,0)
Hidrdlise (2 mg) (item 3.4.1) VIS, AU n B et
m—._. | DS-PFK-GIM(160mg) |} desmun s
. Andlise ! ! DS-MRSF;K-GfM (45 mg) ; Hidrolise acida total}
CG-EM |~ S Ame

Metila¢do (~ 8 mg) (item 3.4.2)
Hidrolise (2 mg) (item 3.4.1)

3.4.3.1 - Degradacdo controlada de Smith

Aliquotas das fracdes polissacaridicas previamente oxidadas com NalOg,
Ox-PF,K-GfM (~ 200 mg) e Ox-MRSF,K-GfM (~ 60 mg), foram submetidas as
hidrolises acidas parciais com TFA até atingir pH 2,0 (GORIN, HORITSU, SPENCER,
1965), sob refluxo em banho com agua fervente por ~ 45 minutos (= degradacéo
controlada de Smith). Decorrido o tempo, a solucdo foi neutralizada com AcOH e

dialisada em membranas com limite de exclusdo de 2 kDa.
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Os produtos resistentes a oxidacdo (DS-PF,K-GfM e DS-MRSF,K-GfM,
respectivamente) foram submetidos as anélises de composi¢cdo monossacaridica (~1 mg;
item 3.4.1), metilacdo (~ 8 mg; item 3.4.2) e/ou RMN de *C.

3.4.3.2 - Degradacdo total de Smith

Aproximadamente 1 mg das fracbes Ox-MEPF;CW-GfM, Ox-PF,K-GfM
e Ox-MRSF,K-GfM foi submetido a hidrolise &cida total seguido por reducdo e
acetilacdo, conforme descrito na secdo 3.4.1, fornecendo os acetatos de alditois que
foram analisados por CG-EM.

3.5- METODOS ANALITICOS

As analises estruturais dos polissacarideos foram realizadas em
colabora¢do com o Prof. Dr. Marcello lacomini do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Parand (UFPR), Curitiba-PR, Prof. Dr.
Antonio Gilberto Ferreira do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar), Séo Carlos-SP, e Prof. Dr. Luciano Morais Lido do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG/RG), Regional Goiania, Goiania-GO.

3.5.1 - Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

As analises cromatograficas em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-EM) foram realizadas em cromatdgrafo gasoso da marca Varian, modelo
3800, acoplado a espectrometro de massa, modelo Saturn 2000R (Departamento de
Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parand) e em
cromatografo gasoso Agilent Technologies, modelo 7820A, acoplado a espectrometro
de massa Agilent 5975E (Departamento de Quimica - UFG/Regional Cataldo), ambos
equipados com coluna capilar de silica fundida DB-225-MS (0,25 mm x 30 m x 0,25
pum) (Tabela 3.1, p. 43), usando fonte de ionizagdo por impacto eletronico (70 eV) e
analisador do tipo lon Trap. A coluna capilar de silica fundida HP5 (0,25 mm x 30 m x

0,25 um) também foi utilizada nas analises realizadas no cromatégrafo gasoso Agilent
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Technologies (Tabela 3.1). Géas hélio ultra puro foi usado como gés de arraste, a um

fluxo de 1,0 mL.min™.

TABELA 3.1 - Condicdes de analises utilizadas no CG-EM

COLUNA CAPILAR

DB-225-MS
(50%-cianopropilfenil)-
metilpolisiloxano

HP5
(5% de fenilmetilsiloxano)

Temperatura do injetor 250°C 250°C
Temperatura do o o
detector (EM) 280°C 280°C

Analise de alditol acetato:
75 °C (1 min), 35 °C/min
até 100 °C (5 min), 45 °C/min até
150 °C (5 min), 55 °C/min até
200 °C (15 min), 65 °C/min
até 240 °C (2 min).

Andlise de alditol acetato:
50 °C (1 min), 40 °C/min
até 220 °C (20 min).

Rampa de eluicdo 1 . Analise de alditol acetato
P ¢ Anall_se de alditol a_lcetat'o parcialmente metilado:
parcialmente metilado: 50 °C (1 min), 40 °C/min

75 °C (1 min), 35 °C/min
até 100 °C (5 min), 45 °C/min até
150 °C (5 min), 55 °C/min até
200 °C (15 min), 65 °C/min
até 250 °C (10 min), 50 °C/min até
270 °C (10 min).

até 215 °C (27 min).

Modo de injecéo Split (4:1) Split (4:1)

Volume de injecéo 1pL 1puL

3.5.2 - Determinagdo da Homogeneidade e Massa Molar (M,,) por Cromatografia de
Exclusdo Estérica Acoplada & Detecgdo por indice de Refracio e Espalhamento de Luz
(HPSEC-MALLS)

Para as analises de homogeneidade e a determinagdo da massa molar
(dn/dc), as amostras foram solubilizadas em um solucéo de nitrito de sédio (NaNO,) 0,1
mol.L contendo azida de sédio (NaNs) 0,2 g.L ™! para uma concentracéo final de 1
mg.mL™, e filtradas em membrana de acetato de celulose de 0,22 um (Millipore). As
analises de homogeneidade das amostras foram realizadas em HPSEC-MALLS, que
utiliza um cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) WATERS acoplado a um
detector de indice de refracéo diferencial, modelo WATERS 2410, e conectado em série
com um detector de espalhamento de luz em multiangulos WYATT TECHNOLOGY,
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modelo DAWN DSP-F. Foram utilizadas, em série, 4 colunas de gel permeacdo
WATERS com limites de exclusdo de 1x10° 4x10°, 8x10* e 5x10°. O eluente utilizado
foi uma solucdo de nitrito de sédio (NaNO,) 0,1 mol.L™ contendo NaN3 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 com a concentragdo (dn/dc) foi
determinada para as amostras purificadas (MEPF;CW-GfM e PF,K-GfM), sendo que
para cada amostra foram utilizadas 5 concentracdes. Para isto, cada amostra foi
dissolvida na fase mével até atingir uma concentracdo de 1 mg.mL™. Apés, esta foi
filtrada em membrana de tamanho de poro equivalente a 0,45 pum eluida para as
concentracdes de 0,2, 0,4, 0,6 e 0,8 mg.mL™.

3.5.3 - Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em
espectrometros BRUKER, modelos: a) Avance-DRX-400 MHz (Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana); b) Avance IlI-
500 MHz (Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias, Regional Goiénia,
Campus Samambaia); c¢) Avance I11-400 MHz (Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Séo Carlos).

As analises foram realizadas a 50 ou 70 °C, com as amostras de
polissacarideos (~ 40 mg) solubilizadas em déxido de deutério (D,0) ou dimetilsulféxido
deuterado (Me,SO-dg). Os deslocamentos quimicos das amostras soliveis em D,0
foram expressos em ppm (8) relativos aos sinais de *C e *H da acetona em & 30,20 ¢
2,22, respectivamente, ou de acordo com o padréo interno tetrametilsilano (TMS; d¢/y =
0,0) e aos sinais de Me,SO-dgem & 39,70 (*C) e 2,40 (*H), para as amostras solveis no

mesmao.
4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Os micélios de G. frondosa, obtidos por cultivos em substratos
lignocelulésico, foram analisados quanto aos seus carboidratos em decorréncia da
diversidade estrutural e dos efeitos bioldgicos atribuidos a estas macromoléculas

isoladas do basidioma e do cultivo liquido (exopolissacarideos, biomassa micelial).
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Com esta finalidade, os micélios foram liofilizados, obtendo um teor de 69,3% de
umidade, e submetidos, sucessivamente, a extracfes aquosas (10 e 96 °C) e alcalinas
(KOH a 96 °C), resultando em extratos polissacaridicos brutos denominados CW-GfM
(9,5 g), HW-GfM (2,5 g) e K-GfM (15,0 g), respectivamente (Figura 3.2, p. 35).

As fragdes CW-GfM, HW-GfM e K-GfM (1 mg), ap6s hidrélise &cida,
reducdo com borohidreto de sodio (NaBH,) e acetilacdo, foram analisadas em CG-EM,
a fim de determinar os constituintes monossacaridicos (Figura 4.1) dos polimeros
presentes nestas fracdes. Como pode ser observado na Tabela 4.1 (p. 46), estas se
apresentaram distintas quanto a composicdo, sugerindo a presenca de diferentes
polimeros em cada tipo de extracdo realizada. A fracdo CW-GfM apresentou,
principalmente, fucose (Fuc, 12,6%), manose (Man: 27,0%), 3-O-Me-galactose (3-O-
Me-Gal: 24,7%) (confirmado, por CG-EM, pela presenca dos fragmentos 130 e 190
m/z, apos hidrélise, reducdo com borohidreto de sodio deuterado e acetila¢do), galactose
(Gal: 10,3%) e glucose (Glc: 17,9%), enquanto que a fracdo HW-GfM, mostrou
majoritariamente manose (15,7%) e glucose (61,1%). Por outro lado, foi observado para
a fracdo alcalina, K-GfM, altos teores de xilose (19,0%), manose (37,2%) e glucose
(39,0%) (Tabela 4.1, p. 46; Figura 4.2, p. 47; Figura 4.3, p. 48).

FIGURA 4.1 — Estrutura dos monossacarideos presentes nos extratos polissacarideos
obtidos do micélio de G. frondosa (GfM)

HsC 0 H,OH HO 0] HO HO o
OH H, OH H, OH
o] ' ’
HO H OH OH OH
L-Fucose D-Ribose D-Arabinose

T DESOXI-HEXOSE T

HO (@)
HO
H, OH
OH
D-Xilose

T PENTOSE T




46

OH OH  oH OH
H
HO -0 Q HO Q
HO HO HO
H, OH H, OH H, OH
OH OH
D-Manose D-Galactose D-Glucose
i HEXOSE 1
OH OH
(@)
H;CO
H, OH
OH

3-O-Me-D-Galactose

TABELA 4.1 — Composicao monossacaridica e rendimento das fracdes polissacaridicas
brutas obtidas do micélio de G. frondosa

- Rendimento Composicdo monossacaridica (mol %)”
FRACOES .
(9%) Fuc® Xyl° Man®  3-O-Me-Gal®®  Gal® GlIc*
CW-GfM® 4,1 126 09 27,0 24,7 10,3 17,9
HW-GfM 1,1 64 26 157 8,5 58 61,1
K1-GfM 6,5 48 190 37,2 - -390

& Rendimento calculado em relagéo ao peso seco (229,4 g)
® Analisado em CG-EM (coluna DB-225-MS) ap6s hidrélise 4cida total, reducdo (NaBH,) e

acetilacéo.
¢ Fuc: fucose; Xyl: xilose; 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 ap6s reducdo com NaB?H,.

¢ Apresentou 2,3 % de ribose (Rib) e 4,3 % de arabinose (Ara).



FIGURA 4.2 - Cromatogramas dos acetatos de alditois
fragdes: CW-GIfM (A); HW-GfM (B) e K-GfM (C)
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FIGURA 4.3 — Espectros e perfil de fragmentacdo dos acetatos de alditdis obtidos por
CG-EM, para as fracGes: CW-GfM (A); HW-GfM (B) e K-GfM (C)
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FIGURA 4.3 — Espectros e perfil de fragmentacéo dos acetatos de alditdis obtidos por
CG-EM, para as fragdes: CW-GIfM (A); HW-GIfM (B) e K-GfM (C) (Continuacéo)
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FIGURA 4.3 — Espectros e perfil de fragmentacdo dos acetatos de alditdis obtidos por
CG-EM, para as fragbes: CW-GfM (A); HW-GfM (B) e K-GfM (C) (Concluséo)
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Devido ao maior rendimento e a composicao das fracdes CW-GfM e K1-
GfM, estas foram escolhidas para serem caracterizadas quimicamente. Para isto, estas
foram submetidas a sucessivas técnicas de purificacdo (Figura 4.4, p. 51; Figura 4.14, p.

64, respectivamente).

4.1 - PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS POLISSACARIDEOS DA
FRACAO CW-GfM

Com a finalidade de separar os componentes sollveis em &gua fria dos
insollveis, a fracdo CW-GfM foi submetida ao processo de purificagdo por
congelamento e degelo, originando um precipitado (ICW-GfM, 859 mg) e um
sobrenadante (SCW-GfM, 8,50 g), os quais foram separados por centrifugacéo (Figura
4.4). Apesar de estas fragOes apresentarem caracteristicas distintas, estas se mostraram
similares em relagdo a composicdo, sendo compostas por fucose, manose,

3-0-Me-galactose, galactose e glucose (Tabela 4.2, p. 57).

FIGURA 4.4 - Esquema da purificacdo dos polissacarideos obtidos dos micélios de
G. frondosa, por extracdo aquosa a frio (CW)
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Para acompanhar a purificagdo das amostras sollUveis em &gua foi
utilizada a cromatografia de exclusdo estérica acoplada a deteccdo por indice de
refracdo e espalhamento de luz (HPSEC-MALLS), sendo atribuido um perfil homogéneo
para aquelas que apresentarem Gnico pico cromatografico simétrico.

A fragdo SCW-GfM quando analisada por HPSEC-MALLS (Figura 4.5),
apresentou um cromatograma contendo varias bandas, sendo a mesma submetida ao
tratamento com sulfato de cobre em meio alcalino (solu¢do de Fehling) (JONES;
STOODLEY, 1965), formando os complexos cupricos soluvel (= sobrenadante de
Fehling; SFCW-GfM, 3,45 g) e insoluvel (= precipitado de Fehling; PFCW-GfM, 384
mg) (Figura 4.4, p. 51), os quais foram separados por centrifugacéo e recuperados por

dialises e deionizacao com resina catidnica.

FIGURA 4.5 - Perfil de eluicdo, por cromatografia de exclusdo estérica acoplada a
multideteccdo - espalhamento de luz (LS: —) e indice de refracdo (IR: —) (HPSEC-
MALLS), da fragdo SCW-GfM

Este procedimento foi repetido para ambas as fracdes, PFCW-GfM e
SFCW-GfM, com finalidade de garantir a eficiéncia do processo, sendo obtidos para
cada fracdo um precipitado [PF,CW-GfM (196,3 mg) e PF-SFCW-GfM (645,6 mg),
respectivamente] e um sobrenadante [SF-PFCW-GfM (94,7 mg) e SF,CW-GfM (1,5
mg), respectivamente] (Figura 4.4, p. 51). As fracGes obtidas por este método
mostraram 0s mesmos constituintes, porém, em diferentes proporcGes. Além disso, pode
ser observado para a fragdo SF,CW-GfM um maior teor de 3-O-Me-galactose e glucose
comparado com a fragdo PF,CW-GfM (Tabela 4.2, p. 57).

Cabe ressaltar que, embora haja uma similaridade na composicao
monossacaridica destas fracdes, é possivel verificar atraves dos cromatogramas, obtidos
por HPSEC-MALLS (Figura 4.8, p. 56), e espectros de RMN de **C (Figura 4.6 e 4.7)
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diferencas entre as fragOes sobrenadantes e precipitados de Fehling, sugerindo que este
procedimento mostrou ser eficaz no fracionamento destas biomoléculas.

Devido as semelhancas entre as fracbes PF,CW-GfM (196,3 mg) e PF-
SFCW-GfM (645,6 mg) observadas atraves das analises de composicoes
monossacaridicas (Tabela 4.2, p. 57) e de HPSEC-MALLS (Figura 4.8, p. 56), estas
foram reunidas e tratadas novamente com solugéo de Fehling, originando as fracbes SF-
PF,CW-GfM (281 mg) e PF3CW-GfM (548,3 mg), as quais se mostraram heterogéneas
por HPSEC-MALLS (Figura 4.8, p. 56).

FIGURA 4.6 - Espectros de RMN de **C dos sobrenadantes de Fehling [SFCW-GfM
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FIGURA 4.7 - Espectros de RMN de *3C dos precipitados de Fehling [PFCW-GfM (A),

PF,CW-GIfM (B), PF-SFCW-GfM (C), PF;CW-GfM (D)] de G. frondosa, analisados
em D,Oa70°C
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FIGURA 4.8 - Perfil de eluicdo, por cromatografia de exclusdo estérica acoplada a
multideteccdo - espalhamento de luz (LS: —) e indice de refracdo (IR: —) (HPSEC-
MALLS), das fracbes SFCW-GfM, PFCW-GfM, SF,CW-GfM, PF,CW-GfM, SF-
PFCW-GfM, PF-SFCW-GfM, SF-PF,CW-GfM, PF;CW-GfM

I SFCW-GfM h “ | PFCW-GfM |
M M PN J
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Com objetivo de purificar a fracdo PF;CW-GfM, esta foi submetida a
didlise fechada utilizando-se membranas com limite de exclusdo de 1000 kDa,
separando-a em uma fracdo retida (MRPF;CW-GfM, 318,4 mg) e outra eluida
(MEPF;CW-GfM, 200 mg). Deste processo somente a fragdo eluida mostrou um dnico
pico simétrico por HPSEC-MALLS (Figura 4.9, p. 57), no entanto ambas ndo
apresentaram diferencas significativas nas composi¢cées monossacaridicas, sendo estas
constituidas por fucose, manose, galactose e 3-O-metil-galactose (Tabela 4.2, p. 57),
sugerindo a presenca de fucomanogalactanas parcialmente metiladas (FMG).
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TABELA 4.2 - Composicdo monossacaridica e rendimento (g%) das fracdes
polissacaridicas obtidas do micélio de G. frondosa

Composicao monossacaridica

FRACOES Re”d:;“‘imo (mol %)

(9%) FuC Man® 3-O-MeGal™® GaF _ GICC
CW-GIM 4.10 126 270 24,7 103 17.9
ICW-GM 0,40 123 268 10,9 202 16,1
SCW-GfM 3,70 112 30,0 22,6 138 187
SFCW-GIM 1,50 144 226 33,1 146 13,0
SF,CW-GM 0,65 113 197 31,3 128 223
PF-SFCW-GfM 0,28 142 285 31,1 216 3,0
PFCW-GfM 0,17 171 275 23,2 217 62
PF,CW-GfM 0,09 130 287 22,9 30,6 23
SF-PFCW-GfM 0,04 122 202 31,3 135 189

PF,CW-GfM 0,24 28 261 24,3 26,9 -
SF-PF,CW-GM 0,12 170 289 30,2 147 97

MRPF-CW-GfM 0,14 164 266 19,3 377 -

MEPF,CW-GfM 0,09 271 277 25,0 202 -

# Rendimento calculado em relagdo ao peso seco (229,4 g)

® Analisado em CG-EM (coluna DB-225-MS) ap6s hidrélise &cida total, reducdo (NaBH,) e
acetilacéo.

¢ 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 ap6s reducdo com NaB?H,.

FIGURA 4.9 - Perfil de eluicdo, por cromatografia de exclusdo estérica acoplada a
multideteccdo - espalhamento de luz (LS: —) e indice de refracdo (IR: —) (HPSEC-
MALLS), das fracdes MRPF;CW-GfM e MEPF;CW-GfM
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O espectro de RMN de **C (Figura 4.10, p. 58) desta heterogalactana

apresentou sinais de C-1 correspondentes aos terminais ndo redutores de Manp (6
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105,03), as unidades de Fucp 3-O-substituidas (& 104,04) e as unidades de 3-O-Me-a-
Galp e a-Galp 6-O- e 2,6-di-O-substituidas (6 100,7 e 6 100,9) da cadeia principal. As
ligagdes glicosidicas do tipo (1—2) ¢ (1—6) das unidades de 3-O-Me-a-Galp ¢ a-Galp
da cadeia principal foi sugerida pela presenca dos sinais em & 80,5, 6 80,3 e 6 70,1, &
69,7, respectivamente. Os sinais em 6 59,1, 6 59,4 ¢ & 81,8 (C-3 substituido) confirmam
a presenca do grupo -CHj3 presente na posi¢gdo O-3 das unidades de 3-O-Me-a-Galp. Os
sinais de C-3 substituidos e de C-6 da a-Fucp foram observados em 6 81,3 e 6 18,4,
respectivamente.

FIGURA 4.10 - Espectros de RMN de *C das fracdes MEPF;CW-GfM (A) e
MRPF3;CW-GfM (B) de G. frondosa, analisadas em D,0 a 70 °C
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Com o objetivo de obter informagbOes sobre os tipos de ligacGes
glicosidicas deste polimero, uma aliquota da fracgdo MEPF;CW-GfM (FMG-GfM) foi
submetida a metilacdo (CIUCANU, KEREK, 1984), a qual confirmou os padrbes de
substituicdo dos monossacarideos observados nas analises espectroscopicas. Os
derivados parcialmente O-metilados evidenciados para s@o correspondentes aos
terminais néo redutores de Manp (2,3,4,6-Mes-Man) ¢ as unidades de a-Galp e 3-O-Me-
a-Galp da cadeia principal 6-O- (2,3,4-Mes-Gal) e 2,6-di-O-substituidas (3,4-Me,-Gal).
A presenca de unidades de Fucp 3-O-substituidas foi confirmada pelo derivado 2,4-
Me,-Fuc (Figura 4.11, p. 59; Figura 4.12, p. 60; Tabela 4.3, p. 62).

FIGURA 4.11 - Cromatograma obtido por CG-EM da fragdo MEPF;CW-GfM (FMG-
GfM) ap0s derivatizacdo quimica (metilagéo)
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FIGURA 4.12 - Espectro de massa dos acetatos de alditois parcialmente O-metilados
(I: 2,4-MeyFuc; 1I: 2,3,4,6-MesMan; I11: 2,3,4-MesGal; 1V: 3,4-Me,Gal) obtidos apds
derivatizacdo quimica (metilacéo) da fracdo MEPF;CW-GfM (FMG-GfM)
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FIGURA 4.12 - Espectro de massa dos acetatos de alditois parcialmente O-metilados
(I: 2,4-MeyFuc; II: 2,3,4,6-MesMan; I11: 2,3,4-MesGal; 1V: 3,4-Me,Gal) obtidos apds

derivatizacdo quimica (metilacdo) da fracio MEPF;CW-GfM (FMG-GfM)
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TABELA 4.3 - Andlise por metilagdo da fucomanogalactana (FMG-GfM) isolada do
micélio de G. frondosa

Acetatos (él)e rz;lgtlitlzljop;a(g)ualmente Tipo de ligagao® TO mOI((yZ))

FMG

2,4-Me;Fuc —3)-Fucp-(1— 19.542 13,7

2,3,4,6-Me;Man Manp-(1— 19.792 24,3
2,3,4,6-Me,Gal Galp-(1— 20.053 -
2,3,4-MesMan —6)-Manp-(1— 21.380 -

2,3,4- MesGal —6)-Galp-(1—> 21.770 19,7

3,4-Me,Gal 2,6—)-Galp-(1—> 22.862 42,2

®Analisado em CG-EM (coluna HP5) apds metilagdo, hidrolise acida total (acido férmico 45% por 10h),
reducéo (NaB?H,) e acetilagdo.

® Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilado.

¢ Tempo de retengdo (min).

Tendo em vista que a cadeia principal deste polimero € constituida por
Galp e 3-O-Me-Galp 6-O-substituidas e que estas podem apresentar ramificacbes em
0O-2, as quais nao podem ser distinguidas através da metilacdo com CHsl ndo deuterado,
uma aliquota desta fracdo (MEPF;CW-GfM) foi submetida a oxidacdo com periodato de
sodio, seguida de reducdo com borohidreto de sédio (Figura 3.5, p. 41). Este
procedimento ira degradar somente os monossacarideos contendo hidroxilas vicinais
livres (Figura 4.13), das unidades de Galp e Manp presentes neste polimero, os quais
ndo foram observados por CG-EM apds hidrolise acida total de uma aliquota do
material oxidado (Ox-FMG-GfM). Deste modo, somente as unidades resistentes a
oxidagéo, como Fucp (46,7%) e 3-O-Me-Galp (53,3%), foram detectadas.

FIGURA 4.13 - Representacdo dos constituintes monossacarideos da fracdo
MEPF;CW-GfM (FMG-GfM)?
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: : $
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—2,6)-0-D-Galp-(1— —6)-3-0-Me-a-D-Galp-(1—> —2,6)-3-0-Me-a-D-Galp-(1—>

® Em destaque a 3-O-Me-galactose e os monossacarideos com hidroxilas vicinais livres que sdo
degradados na oxidacdo com periodato de sédio.

Uma aliquota (~ 8 mg) da fracdo oxidada (Ox-FMG-GfM) foi submetida
a metilacdo para verificar, principalmente, se as unidades de 3-O-Me-Galp continham
substituintes em O-2. Os acetatos de alditois parcialmente O-metilados obtidos ap6s
derivatizacdo quimica (metilacdo, hidrélise, reducdo com borohidreto de sédio e
acetilacdo, sucessivamente) e analisados por CG-EM, revelaram que as unidades de 3-
O-Me-Galp estdo 6-O- e 2-6-di-O- substituidas em uma proporcdo de 1:2,5,
respectivamente.

A FMG-GfM possui uma massa molar de 175 x 10% g/mol e uma cadeia
principal constituida por 3-O-Me-a-Galp e a-Galp ligadas (1—6), as quais Se encontram
parcialmente substituidas em O-2, principalmente, por terminais ndo redutores de Manp
e dissacarideo 3-O-D-manopiranosil-L-fucopiranosil, sendo que a proporcéo de Me-Gal
ndo substituida: Me-Gal substituida neste polimero é de aproximadamente 1:2,5.

Foi isolado dos basidiomas deste fungo heterogalactanas similiares a
encontrada neste trabalho, as quais foram denominadas de QEPF-Gf (OLIVEIRA,
2013) e GFPW (WANG et al, 2014). A fracdo QEPF-Gf apresentou
3-0O-Me-Galp e Galp em uma relacdo molar de 1:9 diferente de FMG-GfM que foi de
1,2:1, respectivamente. Por outro lado, GFPW néo apresentou o derivado 3-O-Me-Galp
em sua estrutura, ou seja, sua cadeia principal é constituida apenas por unidades de a-D-
Galp ligadas (1—6). O derivado parcialmente metilado (3-O-Me-Galp) tém sido
encontrado em diferentes percentuais, principalmente, nas fucogalactanas e
manogalactanas isoladas de basidiomicetos, sendo observado uma relagédo molar 1:1 de
3-O-Me-Galp e Galp apenas para a manogalactana isolada de Pleurotus geesteranus
(ZHANG et al., 2013) (Tabela 1.2, p. 13).
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4.2 - PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS POLISSACARIDEOS DA
FRACAO K-GfM

Conforme discutido anteriormente, o extrato alcalino (15,0 g) (Figura
3.2, p. 35), denominado fracdo K, mostrou-se distinto das fracbes CW e HW quanto aos
constituintes monossacarideos, sendo composto por Fuc (4,8 %), Xyl (19,0%), Man
(37,2 %) e Glc (39,0 %) (Tabela 4.4, p. 65). Semelhante a fracdo CW-GfM, este extrato
foi primeiramente fracionado pelo método de congelamento e degelo (GORIN;
IACOMINI, 1984), originando, apos centrifugacdo, uma fracdo soltvel (SK-GfM; 9,2
g) e outra insoluvel em agua fria (IK-GfM; 5,7 g) (Figura 4.14).

Além da diferenca quanto a solubilidade, estas fracdes apresentaram
composicdes monossacaridicas distintas, sendo a fracdo IK-GfM composta
principalmente por Glc (85,6%) e a SK-GfM por Fuc: Xyl: Man: Glc na proporgéo de
8,3: 15,7: 33,4: 42,7 (Tabela 4.4, p. 65).

FIGURA 4.14 - Esquema da purificacdo dos polissacarideos obtidos dos micélios de G.
frondosa, por extracdo alcalina (K)
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A fragdo SK-GfM (9,2 g) apresentou um cromatograma, obtido por
HPSEC-MALLS, contendo vérias bandas (Figura 4.15, p. 66). Devido a heterogeneidade
desta fracdo, esta foi submetida a precipitacdo com solucéo de Fehling, separando-a em
um sobrenadante (SFK-GfM; 3,9 g) e um precipitado de Fehling (PFK-GfM; 1,3 g)
(Figura 4.14, p. 64). Este procedimento foi repetido, separadamente, para ambas fracoes
(PFK-GfM e SFK-GfM), o qual novamente forneceu os complexos cupricos insollveis
[PF.K-GfM (635,1 mg) e PF-SFK-GfM (869,6 mg), respectivamente] e soltveis [SF-
PFK-GfM (609,2 mg) e SF,K-GfM (2,0 g), respectivamente] (Figura 4.14, p. 64).

As andlises de composicdo monossacaridica (Tabela 4.4), HPSEC-
MALLS (Figura 4.15, p. 66) dos sobrenadantes de Fehling (SF,K-GfM e SF-PFK-GfM)
mostraram-se distintos dos precipitados (PF,K-GfM e PF-SFK-GfM), evidenciando a

presenca de diferentes polimeros entre estas fracdes.

TABELA 4.4 - Composi¢do monossacaridica e rendimento (g%) das fracGes obtidas do
micélio de G. frondosa

. Rendimento Composicdo monossacaridica (mol %)”
FRACOES (g%)* - - - -
Fuc Xyl Man Glc
K-GfM 6,54 4,8 19,0 37,2 39,0
IK-GfM 2,47 - 4,6 10,0 85,6
SK-GfM 4,03 8,3 15,7 33,4 42,7
PFK-GfM 0,56 12,0 30,9 51,2 6,0
PF,K-GfM 0,28 15,8 30,2 53,9 -
SF-PFK-GfM 0,27 - 18,4 38,6 43,0
SFK-GfM 1,71 2,3 14,0 34,6 49,2
SF,K-GfM 0,87 - 10,9 21,0 68,1
PF-SFK-GfM 0,38 5,3 39,5 45,0 10,2

# Rendimento calculado em relacédo ao peso seco (229,4 g)

® Analisado em CG-EM (coluna DB225) ap6s hidrélise 4cida total, reducdo (NaBH,) e
acetilagdo.

¢ Fuc: fucose; Xyl: xilose; Man: manose e Glc: glucose.
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FIGURA 4.15 - Perfil de eluicdo, por cromatografia de exclusdo estérica acoplada a
multideteccdo - espalhamento de luz (LS: —) e indice de refracdo (IR: —) (HPSEC-
MALLS), das fragcdes SK-GfM, PFK-GfM, SFK-GfM, PF-SFK-GfM, SF,K-GfM, PF,K-
GfM, SF-PFK-GfM
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4.2.1 — Caracterizacdo Estrutural do Polissacarideo da Fracdo PF,K-GfM

A fracdo PF,K-GfM, constituida por fucose (15,8 %), xilose (30,2 %) e
manose (53,9 %) (Tabela 4.4, p. 65), mostrou-se homogénea por HPSEC-MALLS
(Figura 4.15, p. 66), possuindo uma M,, = 202 x 10° g/mol.

A fim de determinar os tipos de ligacbes glicosidicas deste
heteropolissacarideo, uma aliquota desta fracdo (~ 8 mg) foi metilada (CIUCANU,
KEREK, 1984) e analisada por CG-EM ap6s hidrélise acida total, reducédo com NaB?H,
e acetilagdo. Os resultados obtidos sugeriram a presenca de uma fucoxilomanana
(denominada FXM-GfM) altamente ramificada, devido aos teores elevados de terminais
ndo redutores de Xylp (2,3,4-MesXyl, 16,5%), Fucp (2,3,4-MesFuc, 13,9%) e Manp
(2,3,4,6-MesMan, 12,0%), os quais estdo de acordo com os elevados percentuais de
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Manp 3,4-di-O-substituida (2,6-Me,Man, 34,5%) da cadeia principal. Também foram
observadas unidades de Xylp 3-O- (2,4-MexXyl, 2,0%), 4-O- (2,3-Me,Xyl, 13,1%) e
2,3-di-O- (4-MeXyl, 8,0%) substituidas (Figura 4.16; Figura 4.17; Tabela 4.5, p. 71).

FIGURA 4.16 - Cromatograma obtido por CG-EM da fracdo (A) PF,K-GfM (FXM-
GfM) ap0s derivatizacdo quimica (metilagao)
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FIGURA 4.17 - Espectro de massas dos acetatos de alditois parcialmente O-metilados
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FIGURA 4.17 - Espectro de massas dos acetatos de alditois parcialmente O-metilados
(A1: 2,3,4-MesXyl; Az 2,3,4-MesFuc; As: 2,4-MexXyl; Ag: 2,3-MexXyl; As: 2,3,4,6-

MesMan; Ag: 4-MeXyl; Az 2,6-Me;,Man) obtidos apds derivatizacdo quimica
(metilacéo) da fracdo PF,K-GfM (FXM-GfM) (Continuacgéo)
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FIGURA 4.17 - Espectro de massas dos acetatos de alditois parcialmente O-metilados
(A1: 2,3,4-MesXyl; Az: 2,3,4-MesFuc; As: 2,4-MexXyl; Ag: 2,3-MexXyl; As: 2,3,4,6-
MesMan; Ag: 4-MeXyl; Az 2,6-Me,Man) obtidos apds derivatizagdo quimica

(metilacéo) da fracdo PF,K-GfM (FXM-GfM)
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FIGURA 4.17 - Espectro de massas dos acetatos de alditois parcialmente O-metilados
(A1: 2,3,4-MesXyl; Az 2,3,4-MesFuc; As: 2,4-MexXyl; Ag: 2,3-MexXyl; As: 2,3,4,6-

MesMan; Ag: 4-MeXyl; Az 2,6-Me,Man) obtidos apds derivatizagdo quimica
(metilacéo) da fracdo PF,K-GfM (FXM-GfM) (Conclusao)
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Tabela 4.5 - Analise por metilacdo da fucoxilomanana (FXM-GfM) isolada dos
micélios de G. frondosa, e dos produtos resistentes a oxidagdo com periodato de sodio
(Ox-FXM-GfM)

Acetatos de alditois parcialmente
O-metilados @ Tipo de Ligacdo® | TR® mol(%)
FXM® | Ox-FXM®

2,3,4-Me3Xyl Xylp-(1— 17.799 | 165 -

2,3,4-Me;zFuc Fucp-(1— 18.236 | 139 -

2,4-Me; Xyl —3)-Xylp-(1—» |19.114 | 2,0 -

2,3-Me, Xyl —4)-Xylp-(1—» | 19.213| 131 -

2,3,4,6-Me;Man Manp-(1— 19.761 | 12,0 -
4-MeXyl —2,3)-Xylp-(1—» | 20.364 | 8,0 19,7

2,4,6-Me,Man —3)-Manp-(1—» | 21.083 - -
2,6-Me,Man —3,4)-Manp-(1— | 21.844 | 345 80,3

Analisado em CG-EM (coluna HP5) apds metilacdo, hidrélise 4cida total [TFA 1 M a 100 °C por 10 h
(FXM) ou 12 h (Ox-FXM)], reducéo (NaB?H,) e acetilagio.

® Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilado.

¢ Tempo de retengdo (min)

FIGURA 4.18 - Espectro de RMN de *3C da fracéo PF,K-GfM (FXM) de G. frondosa,
analisada em D,O a 70 °C
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O espectro de RMN de *3C est4 de acordo com os dados de metilagdo, os
quais sugerem tratar-se de uma estrutura complexa. Os sinais na regido anomérica sao
correspondentes as unidades de B-Xylp (6 103,61 ¢ 6 101,23), a-Manp (6 101,51, &
101,0 e 6 100,72) ¢ a-Fucp (6 99,38 e 6 98,90). As substituicbes em O-3 e O-4 das
unidades de Xylp foram confirmadas através dos sinais em & 86,6 ¢ & 784,
respectivamente. Os sinais em o 78,19 refere-se a0 C-3 das unidades de o-Manp
(VINOGRADOV et al., 2004; SMIDERLE et al., 2006).

Devido a presenca de um polimero altamente ramificado, optou-se por
realizar a oxidagdo com periodato de sodio seguida por reducdo com NaBH, e hidrolise
acida parcial (= degradacdo controlada de Smith) de uma aliquota desta fracdo (200
mg), com o intuito de elucidar a cadeia principal deste carboidrato. O produto resistente
desta degradacdo (1DS-FXM-GfM, 160 mg) foi analisado por CG-EM, para a
determinacdo de seus constituintes monossacarideos (Tabela 4.6, p. 73) bem como dos
tipos de ligagdes glicosidicas, e RMN de **C (Figura 4.19, p. 73). De acordo com 0s
resultados obtidos nestas andlises, foi verificado para a fracdo 1DS-FXM-GfM um
aumento do percentual de manose (de 53,9 para 88,1%), sugerindo que este seja o0
monossacarideo constituinte do core deste polimero, e a concomitante remocéo parcial
de xilose (de 30,2 para 11,9 %) e total de fucose (Tabela 4.6, p. 73). Estes dados foram
confirmados por metilacdo, sendo observada uma diminuicdo nos teores do derivado
correspondente as unidades de Manp 3,4-di-O substituidas (2,6-Me,Man), devido a
remocao parcial das cadeias laterais formadas por Fucp, Manp e Xylp. Ao remové-las,
notou-se o aparecimento do derivado referente as Manp 3-O-substituidas (2,4,6-
MesMan), indicando que estas cadeias laterais encontravam-se ligadas em O-4 a cadeia
principal constituida por Manp. Além destes, foi detectado os terminais nao redutores
de Xylp (2,3,4-Me3Xylp, 7,5%), os quais sdo referentes as unidades de Xylp 3-O- e 2,3-
di-O- substituidas que se encontravam internamente nas ramificacdes, ressaltando que

nao foram removidas devido a auséncia de hidroxila vicinais livres.
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TABELA 4.6 - Analise da composicdo monossacaridica das fragdes Ox-FXM, 1DS-
FXM e 2DS-FXM-GfM

FRACAO Composicdo monossacaridica (mol %)*
Xyl° Man®
Ox-FXM-GfM 9,8 90,2
1DS-FXM-GfM 11,9 88,1
2DS-FXM-GfM - 100

% Analisado em CG-EM (coluna HP5) apds hidrélise acida total, redugdo (NaBH,) e acetilac&o.
® Xyl: xilose; Man: manose.

O espectro de RMN de *C da fracdo 1DS-FXM-GfM (Figura 4.19)
apresentou 6 sinais de carbono de maior intensidade referentes ao C-1 a C-6 (5 101,96;
6 69,71; 6 78,84; 6 66,13; 6 73,84 ¢ 6 61,29, respectivamente) (SMIDERLE et al, 2006)
das unidades de a-Manp 3-O- substituidas da cadeia principal. Além destes, ha outros
de menor intensidade que foram atribuidos aos terminais ndo redutores de Xylp, os
quais foram removidos apds a realizacdo do segundo ciclo de degradacdo parcial de
Smith, fornecendo a fragdo 2DS-FXM-GfM (Tabela 4.6).

FIGURA 4.19 - Espectros de RMN de **C da fragdo 1DS-FXM-GfM de G. frondosa,
analisadas em Me,SO-dg a 70 °C
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A fucoxilomanana (FXM-GfM) isolada dos micélios de G. frondosa,
M= 202 x 10° g.mol™, apresenta uma cadeia principal constituida por a-Manp (1—3)-
ligadas, a qual se encontra totalmente substituida em O-4 por cadeias laterais

constituidas por Xylp, Fucp e Manp (Figura 4.20; Tabela 4.5, p. 71).

FIGURA 4.20 - Principais fragmentos da fucoxilomanana isolada do micélio de G.

frondosa
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Alguns trabalhos tém relatado a presenca de fucoxilomananas no corpo
de frutificacdo de Polyporus pinicola (AXELSSON et al., 1969), Fomes annosus
(AXELSSON et al., 1971) e Ganoderma lucidum (MIYAZAKI et al., 1982), porém
apresentam cadeias principais distintas da isolada neste trabalho. Estas contém uma
cadeia principal de B-D-Manp ligada (1—3) podendo ser substituida em O-4, pelo
dissacarideo 2-O-a-L-Fucp-B-D-Xylp (Polyporus pinicola, Fomes annosus) ou D-Manp
ligada (1—4) podendo ser substituida em O-3 pelo dissacarideo 4-O-L-Fucp-D-Xylp
(G. lucidum).



4.2.2 — Caracterizacdo estrutural dos polissacarideos da fracdo SF,K-GfM

A fracdo SF,K-GfM (sobrenadante de Fehling obtida do extrato alcalino),
composta por Xyl:Man:Glc em uma propor¢do molar de 10,9:21,0:68,1 (Tabela 4.7, p.
78), apresentou-se heterogénea por HPSEC-MALLS (Figura 4.23, p. 78). Com a
finalidade de purificac@o, esta fracdo foi solubilizada em &gua destilada e submetida ao
processo de congelamento e degelo seguido de centrifugacdo a baixa temperatura
(10.000 rpm, 5 °C por 25 minutos) (Figura 4.14, p. 64). Com este procedimento, foi
possivel separar uma fracdo que se apresentava como gel a temperaturas baixas, de
outra fracdo que ndo apresentava nenhuma viscosidade, as quais foram denominadas de
SSF,K-GfM (1,39 g) e PSF,K-GfM (558 mg), respectivamente.

A fracdo SSF,K-GfM mostrou ser constituida por Xyl (21,6%), Man
(38,1%) e Glc (40,3%), ao contrario da PSF,K-GfM que continha apenas glucose
(100%) (Tabela 4.7, p. 78), sugerindo a presenca de uma glucana (GLC1-GfM). Os
espectros de RMN de '*C destas fracdes mostraram distintos assim como 0s
cromatogramas obtidos por HPSEC-MALLS (Figura 4.21; Figura 4.23, p. 78).

FIGURA 4.21 — Espectros de RMN de *3C das fragdes SSF,K-GfM (A) e PSF,K-GfM
(B) de G. frondosa, analisadas em D,0 (A) ou Me,SO-ds (B), respectivamente, ambas a
70°C
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Com objetivo de purificar a fracdo SSF,K-GfM, esta foi submetida a
didlise, em sistema fechado, através de uma membrana com limite de exclusdo
1000 kDa, originando a fragdo eluida (MESF,K-GfM, 1,08 g) e a retida (MRSF,K-GfM,
301,5 mg) deste processo (Figura 4.14, p. 64). Estas fracbes mostraram-se distintas
quanto a composicdo monossacaridica (Tabela 4.7, p. 78), HPSEC-MALLS (Figura
4.23, p. 78) e RMN de **C (Figura 4.22, p. 77).

A fracdo MRSF,K-GfM contém apenas glucose, ou seja, glucanas
(GLC2-GfM). De maneira similar a fracdo PSF,K-GfM, esta apresentou um perfil de
eluicdo heterogéneo por HPSEC-MALLS (Figura 4.23, p. 78). No entanto, 0s espectros
de RMN de **C (Figura 4.21, p.75; Figura 4.22, p. 77) destas fracbes mostraram-se
similares e caracteristicos de B-glucanas com ligagdes do tipo (1—3) e (1—6),
sugerindo que a presenca de varias bandas € decorrente de glucanas com diferentes

massa molares.
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FIGURA 4.22 — Espectros de RMN de **C das fracées MESF,K-GfM (A) e MRSF,K-
GfM (B) de G. frondosa, analisadas em D,0 (A) ou Me,SO-ds (B), respectivamente,
ambas a 70 °C
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FIGURA 4.23 - Perfil de eluicdo, por cromatografia de exclusdo estérica acoplada a
multideteccdo - espalhamento de luz (LS: —) e indice de refracdo (IR: —) (HPSEC-
MALLS), das fracdes SF,K-GfM, PSF,K-GfM, SSF,K-GfM, MRSF,K-GfM, MESF;K-
GfM

 SFK-GM 7| PSFK-GM

" MRSF,K-GfM

z oos

i

TABELA 4.7 - Composi¢do monossacaridica e rendimento (g%) das fracGes obtidas do
micélio de G. frondosa

. Rendimento Composicdo monossacaridica (mol %)°

FRACOES (9%)*

Fuc® Xyl° Man® Glc*

SF,K-GfM 0,87 - 10,9 21,0 68,1

PSF,K-GfM 0,24 - - - 100

SSF,K-GfM 0,61 - 21,6 38,1 40,3

MESF,K-GfM 0,47 2,3 14,0 31,0 52,8

MRSF,K-GfM 0,13 - - - 100

& Rendimento calculado em relacio ao peso seco (229,4 g)

® Analisado em CG-EM (coluna DB-225-MS) apés hidrélise 4cida total, reducdo (NaBH,) e
acetilagdo.
° Fuc: fucose; Xyl: xilose; Man: manose e Glc: glucose.

Os espectros de RMN de *C das fracdes PSF.K-GfM (Figura 4.21, B, p.
76) e MRSF,K-GfM (Figura 4.22, B, p. 77) apresentaram sinais na regido anomérica
(C-1) correspondentes aos terminais nédo redutores -D-Glcp (6 103,4) e as unidades de

B-Glcp 3-O- e 3,6-di-O-substituidas (6 103,0). Os sinais em 6 86,7, 6 86,3, & 86,2, &
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86,0 e aquele em 6 70,2 sugerem a presenca de ligagdes glicosidicas do tipo (1—3) e
(1—06), respectivamente (TADA et al., 2009).

Devido a similaridade destas fracbes, apenas a MRSF,K-GfM foi
submetida aos demais procedimentos de caracterizacao.

A fim de confirmar o tipo de ligacdo glicosidica deste polimero, a fracéo
MRSF,K-GfM (GLC2-GfM) foi metilada (CIUCANU, KEREK, 1984), obtendo-se 0s
derivados parcialmente O-metilados correspondentes aos terminais ndo redutores de
Glcp (2,3,4,6-MeyGlc, 23,4 %) e as unidades de Glcp 3-O- (2,4,6-MesGlc, 48,8 %) e
3,6-di-O- substituidas (2,4-Me,Glc, 27,8 %) da cadeia principal, contendo em média 1
substituicdo a cada 3 unidades da cadeia principal (Figura, 4.24; Figura 4.25, p. 80;
Tabela 4.8, p. 81).

FIGURA 4.24 - Cromatograma obtido por CG-EM (A) da fracdo MRSF,K-GfM (GLC-
GfM) ap0s derivatizacdo quimica (metilagao)
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FIGURA 4.25 — Espectro de massas dos acetatos de alditois parcialmente O-metilados
(A1: 2,3,4,6-Me,Glc; Ay: 2,4,6-MesGlc; As: 2,4-Me,Glc) obtidos apds derivatizagdo
quimica (metilacdo) da fragdo MRSF,K-GfM (GLC-GfM)
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FIGURA 4.25 - Espectro de massas dos acetatos de alditdis parcialmente O-metilados
(A1: 2,3,4,6-Me,Glc; Ay: 2,4,6-MesGlc; As: 2,4-Me,Glc) obtidos apds derivatizagdo
quimica (metilacdo) da fragdo MRSF,K-GfM (GLC-GfM) (Concluséo)
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Tabela 4.8 - Andlise por metilacdo da glucana MRSF,K-GfM (GLC2-GfM), isolada do
micélio de G. frondosa, e da fracdo DS-GLC2-GfM, obtida apds degradacao controlada
de Smith

Acetatos de alditois parcialmente
O-metilados @ Tipo de Ligacgo® | Tg® mol(%)
GLC2® | DS-GLC2®
2,3,4,6-Me,Glc Glep-(1— 19.767 | 234 -
2,4,6-Me;Glc —3)-Glcp-(1—» | 21.004 | 488 100,0
2,4-Me,Glc —3,6)-Glcp-(1—> | 22.568 | 27,8 -

Analisado em CG-EM (coluna HP5) apds metilagéo, hidrélise &cida total (GLC2:TFA 0,5 M por 7 h; DS-
GLC2: TFA 1 M por 12 h), reducéo (NaB?H,) e acetilagdo.

® Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilado.

¢ Tempo de retengdo (min).

Tendo em vista que o polimero isolado apresenta residuos ligados (1—3)
e que estes ndo sdo degradados, uma aliquota (80 mg) da fracdo GLC2-GfM foi
submetida a degradacdo controlada de Smith (Figura 3.5, p. 41), com objetivo de
confirmar a cadeia principal deste polimero. O material resultante da degradacéo (fracéo
DS-GLC2-GfM) foi analisado por CG-EM, apds metilacdo, sendo detectado apenas o
derivado 2,4,6-Me3Glc correspondente as unidades de B-Glcp-(1—3)- ligadas (Tabela
4.8).
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As fragfes GLC1-GfM e GLC2-GfM consistem em B-glucanas similiares
ligadas (1—3) e parcialmente substituidas em O-6 por terminais ndo redutores de B-
Glcp, porém com diferencas quanto a solubilidade em 4gua e massa molar.

As B-glucanas (1—3) e (1—6) contendo uma ramificacdo a cada trés
unidades da cadeia principal ttém sido descritas para este fungo, tanto do basidioma
quanto do micélio (cultivo liquido), e algumas delas tem sido comercializadas devido
aos seus efeitos terapéuticos. Desta maneira, o micélio obtido por cultivo em substratos

lignoceluldsico € uma fonte promissora destas moléculas bioativas.

FIGURA 4.26 — Esquema representativo da p-glucana (1—3) e (1—6) (fracdes PSF,K

e MRSF;K) isoladas do micélio de G. frondosa
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Os polissacarideos obtidos do extrato aquoso | (fracdo CW) e extrato
alcalino (fracdo K) provenientes do micélio de G. frondosa cultivado em substrato

lignocelul6sico apresentaram as seguintes estruturas:

- Fucomanogalactana (FMG-GfM) constituida por uma cadeia principal
de 3-O-Me-a-Galp e¢ a-Galp ligadas (1—6), as quais se encontram parcialmente
substituidas em O-2, principalmente, por terminais ndo redutores de o-Manp e pelo
dissacarideo 3-O-D-Manp-L-Fucp.

- Fucoxilomanana (FXM-GfM) contendo uma cadeia principal de
a-Manp-(1—3) ligadas e substituidas em O-4 por cadeias laterais constituidas por Xylp,

Fucp e Manp.
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- B-Glucanas (GLC1- e GLC2-GfM) ligadas (1—3) e parcialmente
substituidas em O-6 por terminais ndo redutores de B-Glcp, em uma média de uma
ramificacdo a cada trés unidades da cadeia principal.

Levando em consideracdo os efeitos biologicos apresentados por
moléculas similares descritas para estes macrofungos, o micélio obtido por cultivos em
substratos de G. frondosa pode ser uma fonte promissora de substancias bioativas. Para
isto, estes foram submetidos a avaliacdo do seu potencial terapéutico, principalmente

em relacdo a acdo imunomoduladora e antimicrobiana.
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APENDICE A - Cromatogramas referentes aos principais monossacarideos
obtidos por CG-EM (A: coluna DB-225-MS; B: coluna HP-5)
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APENDICE B - Espectros de massas dos padrdes obtidos por CG-EM dos principais

monossacarideos

DESOXI-HEXOSE (Raminose e Fucose)

BP 128 (36190=1009%) pad-agosto.sms 10.028 min. Scan: 606 Chan: merged lon: NA RIC: 425462 BC
1009 128 B
75%— us —
5006-| B
99
86
25%— 187 —
145 154 170 201 231
217
o \\m ‘m H\HMH‘ ‘HHHH““HH\‘M“ T 11 R A Al Al 241 2sq
180 125 150 1ts 2do 235 !
iz
PENTOSE (Arabinose, Ribose e Xilose)
BP 115 (53250=100%) pad-agosto.sms 12.995 min. Scan: 786 Chan: merged lon: NA RIC: 330651 BC
100% s B
75%-| B
5096 B
85
145
103 127
217
187
2596 B
157
il
P 1 T | T HH\\HMH Lt H‘\\ i Ll el Ll 227 2e7 248
lé‘D 1&5 1%0 1%5 260 Zés T
miz
HEXOSE (Manose, Galactose e Glucose)
[BP 115 (12272=100%) pad-agosto.sms 22.200 min. Scan: 1344 Chan: merged lon: NA RIC: 140886 BC
100%— s —
139
75%— —
127
187
85
50%— —
97
217
25%— 153 B
170
241
o \H“ Lol HH\H‘ ‘ ‘\\Hm ‘MHH H‘H‘\m ““HHHHH“\ \MHHH‘ | M\H\ MHH\H\ s L .28
160 125 150 1ts 280 235 !

m/z




APENDICE C - Principais fragmentos secundarios dos acetatos de alditois

— DESOXI-HEXOSE

2
H—(|3—H o
o
H—C—O0—C—CH3
+)
AcO=C—H
Ac(|3
H—C—H:r O
H (l:J 65(”: CH
—C—0—C—CH3
Lo s
AcO—C—H
+
m/z 217
i
HO—C—CH3
5
H—C—Q—C—CH2
|| Pard &l
H—C )H O=C=CHj
AcO—C—H
0—¢C
m/z 157

.. +
AcQ—(ll—H

|
H—?—OAC
H—C—O0Ac
.’.).{lj
AcO—?—H
H—(|3—OAC
CHj3
m/z 376
H—ﬁ—OH
N
AcO—C—H
At e
m/z 115
(0]
R
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‘C—H A _
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£

AcO:(lj—H
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ol
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H

I

AcO—C—H

AcO—(lt—H 0

H3C—C7}—‘/:OI\—‘:‘(|.I‘,—CH3
I

~

m/z 231
/o
| H—C—CH3
N

. +
AcO—C—H



H O
|

(0]
Il I
H_cl;_Q_C_CH3 HO—C—CH3 i
AC.O:—(;lI-h

m/z 145
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AcQ—C—H
m/z 103
il
C+
|
:OAc
m/z 85
e
|
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— PENTOSES
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m/z 157 \ - + ..
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C
H—C Il
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+
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H—C
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m/z 139
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— HEXOSE
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miz 217
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’ i

|
H—C—O0Ac H,C—0Ac

e
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APENDICE D - Principais fragmentos secundarios dos acetatos de alditois
parcialmente metilados

— 2,4-Me,-Desoxi-Hexose

D +
D |
Hé—OAc H—C—OAc D
- H,C
HG-OMe  H—C—OMe 3] H—C—OAc
MeO=C—H o AcO-CH H.C—OA}/‘
II " AcO—C—H  ~———, H—C—OMe
H—C—Q—C—CH3 o |
| MeQ-LC—H AcO—C—H
CH3 e £ ) |
I H— l‘—OAc MeO=C—H
Lo+ CH3 Jy
MeO—C—H o m/z 321
| i
H—?—Q—C—(EHZ H—C—OAC
\\ |§)
CHs —H H—C~—OMe
m/z 131 |
AcO—C—H
O=C=CH2 |
MeO—C—H
+
.. + m/z 234
MeQ_C—H /KD
| Hcl:—OAc
H—Clt—OH '
CHg H H
m/z 89 | |
‘C—OMe , ,_c—ch, 0 C—O0OMe
| N I e 5
HO—C—H H2C—C—Q—‘?—H
.. l >
MeQ—C—H H“ﬁeQ—C—H
m/z 118 m/z+160
/ﬁ
-0—C—CHga
AW
H—ﬁ—OMe
?—H
MeO—C—H
+
m/z 101



— 2,3,4-Mes-Pentose
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T
H—C—OAc
H O .
H—C—OMe  M2§=0Ac | | Zoo)
N Meo—¢H * D—C—O—C—CH3 D—C—0—C—CH3
MeO—C—H ~_ [
A H—C—OMe = H—C—OMe
H—LC—OMe + )| L
| MeQ=C—H MeQ—E—H
H _Cl:_OAC miz 162
H /’/ o)
m/z 279 \ H—C—CH3
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D O
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— 2,3,4,6-Mes-Hexose

e
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D
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H—?Qj—ﬁ—CH3
H—ClilHl 0
OMe
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m/z 145
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—
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H
|
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H—C—OMe
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H
m/z 161

‘MeO—CH
+ L
H—C—OMe
C—H
|l
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m/z 101
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[

H
m/z 161
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N
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[
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m/z 87



— 3,4-Mey-Hexose
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AT oAe m/z 189
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+ V/,T"\‘ ‘/*
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H Cll H
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. ST ) i
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o~ 7 T l
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m/z 233 m/z 160
i
o +
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