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RESUMO

O cogumelo comestivel Pleurotus ostreatus var. florida conhecido como
“Hiratake” é um dos cogumelos consumidos no Brasil, apresenta alto valor
nutricional, além de propriedades nutracéuticas. Este basidiomiceto foi cultivado em
meio liquido com o objetivo de obter os exopolissacarideos e a biomassa micelial.
Foram utilizados os meios CZAPECK e POL, os quais forneceram 525 mg.I"" e 530
mg.I'"de EPS e 3 g.I"" e 2,53 g.I"" de biomassa micelial, respectivamente. A partir dos
EPSs foram caracterizadas mananas similares, independente do meio no qual o
micélio foi cultivado. Estas sdo compostas por uma cadeia principal formada por a-
Manp-(1—6)-ligadas, parcialmente substituida em O-2 por cadeias laterais de
diferentes tamanhos, as quais contém unidades de a-Manp 2-O- e 3-O-substituidas
e uma massa molar de 3,9.10* g.mol™" e 4,6.10* g.mol”', para as mananas obtidas a
partir do meio CZAPECK e POL, respectivamente. Ainda, a partir da biomassa
cultivada em meio CZAPECK foram obtidos extratos aquosos e alcalino, os quais
foram submetidos a processos de purificacdo. Estas fragbes foram caracterizadas
qsuanto a sua estrutura quimica com andlises, incluindo metilagdo-GC-MS e RMN-
13C, desta forma foi observada a presenca de uma manogalactana, glicogénio e uma
B-glucana. A manana obtida a partir do EPS produzido pelo cultivo do micélio em
meio liquido POL (fracdo M-EP) foi analisada quanto a sua atividade antinociceptiva
e antiinflamatéria, e foi observado que este polimero promoveu uma inibicao da
resposta nociceptiva induzida pelo &cido acético em 91 + 7% na dose de 100 mg/kg,
porém nao apresentou atividade antiinflamatoria. Os resultados mostram que é
possivel obter, tanto polimeros similares, quanto diferentes aqueles encontrados no
basidioma, desta forma o cultivo submerso apresenta um potencial na producéao de
moléculas com atividade bioldgica de interesse farmacologico.
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1 INTRODUGAO

Os basidiomicetos, muitos destes, conhecidos popularmente como
cogumelos, vém sendo extensivamente estudados, devido principalmente ao
interesse medicinal, que é atribuido a presenca de polissacarideos que atuam como
modificadores de resposta bioldgica. Dentre as agbes reportadas, destacam-se as
atividades: hipoglicemiante, antiviral, antiinflamatéria e principalmente antitumoral.

O primeiro passo para esses estudos é a obtencdo de seus polissacarideos.
Estes podem ser provenientes do basidioma ou do cultivo submerso, que fornece os
exopolissacarideos, presentes no meio de cultura, e o micélio para sua posterior
extracéo (Figura 1).

A pileo Lamelas

Basidiosporos

\\_ Sy g
anel 7“‘%
estipe i
fal A\ Micélio
volva r_..,-'»—'/ U (hifas)

Basidio

FIGURA 1 - ESQUEMA DO BASIDIOMA DE BASIDIOMICETOS (A);
CRESCIMENTO MICELIAL EM PLACA COM MEIO BDA (B), MICELIO
EM FORMA DE PELLETS EM CULTURA SUBMERSA (C) DE

Pleurotus eryngii

Fonte: Figura A - Modificado de http://www.kalipedia.com/kalipediamedia/
cienciasnaturales/edia/200704/17/ delavida/20070417klpcnavid_35.Ees.SCO.png
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A caracterizacdo estrutural dessas moléculas é importante para o
entendimento de seus mecanismos de acdao, uma vez que a maioria dos estudos
relacionados a atividade bioldgica utiliza o extrato bruto de basidiomicetos e este, em
geral, apresenta uma mistura de polissacarideos de estruturas distintas. Desta
forma, ndo se pode afirmar quais as moléculas que, de fato, teriam algum efeito
farmacologico. O isolamento e a caracterizacdo destes polimeros sao etapas
importantes para elucidar esta questao.

O cultivo submerso de basidiomicetos € uma alternativa na obtencdo de
polissacarideos por apresentar vantagens como, maior controle sobre as condi¢des
de cultivo, como pH, temperatura e composicdo do meio de cultura. Além disso,
apresenta um periodo de tempo mais curto quando comparado com o cultivo em
substrato sélido (serragem, palha de arroz, etc), tanto para a obtencdo dos
exopolissacarideos quanto dos polissacarideos provenientes do micélio.

A partir da revisdo bibliogréfica foi observado que trabalhos relacionados a
caracterizacao da estrutura fina de polissacarideos obtidos em cultivo submerso de
basidiomicetos, os exopolissacarideos e polissacarideos obtidos por extracdo do
micélio, vém recebendo certo destaque. No entanto, ainda ha poucos estudos
dessas fontes quando comparados aos estudos relacionados aos polimeros obtidos
a partir do basidioma.

Pleurotus ostreatus var. florida foi o material de escolha para a realizacao
deste estudo por se tratar de uma espécie recentemente estudada em nosso
laboratério (Quimica de Carboidratos-Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular — UFPR), quanto as estruturas polissacaridicas presente no basidioma.
Contudo, o cultivo submerso deste basidiomiceto visando a obtencdo de
polissacarideos extracelulares e micelial, bem como a caracteriza¢gdo da estrutura
fina destes polimeros, ainda nado foi descrita na literatura. Assim, sera possivel fazer
uma analise comparativa dessas fontes de polissacarideos e revelar qual o
verdadeiro potencial do cultivo submerso na producéo de polimeros que apresentam
potencial farmacolégico.
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1.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a estrutura fina de exopolissacarideos e polissacarideos do
micélio obtidos por cultivo submerso de Pleurotus ostreatus variedade florida,

comparando-os com as estruturas encontradas no basidioma.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

»  Isolar o micélio de P. ostreatus var. florida através de fragmentos do basidioma
do cogumelo em meio de cultivo;

»  Cultivar o micélio de P. ostreatus var. florida em cultura submersa com a

finalidade de obter biomassa micelial e os exopolissacarideos;

Isolar, purificar e caracterizar estruturalmente os exopolissacarideos obtidos;

Extrair os polissacarideos do micélio para obter extratos aquosos e alcalinos;

Purificar e caracterizar estruturalmente os extratos obtidos do micélio;

YV V VYV V

Analisar comparativamente os polissacarideos encontrados no micélio e no
meio de cultivo.
>  Submeter a fracdo polissacaridica purificada a testes biologicos: Atividade

antinociceptiva e antiinflamatéria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pleurotus spp.

Mais de 1000 espécies de Pleurotus foram descritas no mundo, no entanto
aproximadamente 50 destas sdo reconhecidas como validas para este género
(GUZMAN, 2000).

A maioria das espécies conhecidas do género Pleurotus é comestivel, sendo
o Pleurotus ostreatus (“Shimeji”; cinza) um dos mais consumidos. Outras espécies

como P. ostreatus variedade florida (“Hiratake”; branco), P. ostreatoroseus (Salmao)

e P. eryngii, também sao comumente encontrados (Figura 2).

FIGURA 2 — Pleurotus spp: P. ostreatus var. H1 (A); P. ostreatus var. florida (B);

P. citrinopileatus (C); P. eryngii (D) e P. ostreatoroseus (E)

Os “cogumelos Ostra”, como sao conhecidos os Pleurotus, sdo boas fontes
de carboidratos, contendo alta quantidade de fibras, além de proteinas com quase

todos os aminoacidos essenciais, minerais e vitaminas (GUNDE-CIMERMAN, 1999).
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Os fungos deste género sdo conhecidos por serem eficientes na degradacao
de lignina, sendo capazes de crescer em troncos de arvores vivas e mortas,
principalmente em florestas de clima temperado (GUNDE-CIMERMAN, 1999). Estes
organismos produzem enzimas extracelulares como lignina peroxidase, manganés
peroxidase e lacases (fenol oxidases) que podem modificar e degradar a lignina,
tornando-os conhecidos como fungos de podriddo branca.

Por apresentarem estas caracteristicas, muitos cogumelos deste grupo tém
sido utilizados na degradacdo de residuos de matéria organica oriunda da
agricultura, tais como casca de café, palha de trigo, bagago de cana-de-agucar,
serragem, entre outros (CROAN, 2000, LABARERE; BOIS, 2002). Desta forma, o
cultivo de Pleurotus sp. vem se tornando uma forma de utilizar melhor estes
recursos, e ainda, os residuos organicos produzidos pelo fungo podem ser utilizados
na alimentacédo bovina, uma vez que tem se observado que este material tem uma
melhor digestibilidade comparado ao material ndo colonizado pelo cogumelo
(ZADRAZIL,1984" apud LABARERE; BOIS, 2002).

Além do cultivo em substratos, as espécies de Pleurotus vém sendo
cultivadas em meio liquido (cultivo submerso), sendo o Pleurotus ostreatus uma das
espécies mais estudadas em termos de obtencdo de biomassa micelial e
exopolissacarideos (GUTIERREZ et al., 1996, ROSADO et al., 2003a, GERN et al.,
2008).

2.2 CULTIVO EM CULTURA SUBMERSA

O cultivo submerso parece ter iniciado com o objetivo de produzir biomassa
micelial utilizando meio liquido obtido a partir de restos de suco de péra e aspargos
(HUMFELD, 1948). Desta forma, poder-se-ia obter o cogumelo com baixo custo e
em grande escala, com a finalidade de utiliza-los em sopas, como aromatizante e
espessante (SUGIHARA; HUMFELD; 1954).

! ZADRAZIL, F. Microbial conversion of lignocellulose into feeds. In: SUNDTAL; E. OWEN
(eds.) Development in animal and veterinary sciences. Amsterdam: Elsevier Science
Publishers, 1984.
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Atualmente tém sido utilizadas ferramentas estatisticas como a “Plackett-
Burman design” (WANG; LU, 2004), “Taguchi method” (CHANG et al., 2006),
Delineamento composto central rotacional (WU et al., 2008), dentre outros. Estes
métodos determinam a relacdo mutua de fatores que interferem no cultivo de
Basidiomicetos, e busca o meio de cultivo e as condigbes de cultivo (pH,
temperatura, entre outros) mais adequadas a cada espécie. Estes métodos sao
utilizados para otimizar o processo diminuindo o tempo de cultivo e uma producao
maior de biomassa micelial e menor numero de cultivos, quando comparado com o
método tradicional, no qual, as fermentac¢des sdo realizadas modificando apenas um
fator e mantendo as demais - “One-factor-at-a-time design” (WU et al., 2008).

A producdo de polissacarideos em cultivo submerso de basidiomicetos
apresenta grande potencial biotecnolégico por apresentar vantagens como alta
producao de biomassa micelial em espaco reduzido, tempo de cultivo mais curto e
menores chances de contaminagédo (WU et al., 2008).

Um estudo com 56 espécies de basidiomicetos, incluindo espécies de
Pleurotus, mostrou que muitos desses cogumelos produzem polissacarideos
extracelulares, mas que sado necessarios estudos detalhados para cada espécie
visando a otimizagao dessa producao (MAZIERO, 1996).

Diversas condigbes de cultivos de basidiomicetos em cultura submersa vém
sendo exploradas e tém se observado que estes estudos fisioldgicos sdo de grande
importancia para a producao de micélio e de exopolissacarideos.

O tempo de cultivo foi um dos fatores importantes no cultivo de Pleurotus
ostreatoroseus e P. ostreatus “florida” em meio liquido POL. Sendo que o tempo
6timo de incubacgao para a produgédo de EPS foi de sete dias e para a producao de
biomassa nove dias, sugerindo que a medida que a fonte de carbono se exaure do
meio, ha um decréscimo no rendimento de EPS, por consumo deste durante o
processo (ROSADO et al., 2003a). Porém, tal fendmeno ndo foi observado em
estudo com P. ostreatus, o qual ndo apresentou uma diminuigdo no rendimento de
EPS no decorrer do tempo (GERN et al., 2008).

Outro ponto importante € a concentragao inicial e o tipo de fonte de carbono
utilizado. Em Ganoderma applanatum a temperatura e a concentragdo de glucose no
meio foram fatores que levaram a uma producéo diferenciada de exopolissacarideo
e biomassa micelial. Para um rendimento 6timo do EPS foi necessaria uma

temperatura de 25 °C e uma concentracdo de 60 g de glucose por litro, enquanto
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que para a melhor obtencdo de biomassa, a temperatura foi de
10-15 °C e uma menor relacdo da concentracdo de carbono/ nitrogénio (LEE et al.,
2007). Para Agaricus brasilienses, a melhor fonte de carbono foi a sacarose, a
temperatura de 30 °C e pH de 6,1, o que resultou em um aumento de 78,62% na
producéo de exopolissacarideos (FAN et al., 2007).

Alguns trabalhos utilizaram diferentes fontes de carbono, como celobiose,
frutose, xilose, maltose, dentre outros, e foi observado que a produgéo de biomassa
e EPS sao diferenciadas, além da composicao monossacaridica (KHONDKAR et al.,
2002; KIM et al., 2002). Porém, a relagédo entre a fonte de carbono e a producao de
polimeros distintos ndo foi bem estabelecida, pois ndo hd um estudo fino em relagcao
a caracterizagéo de suas estruturas.

Apesar de existirem varias condigcbes que devem ser controladas no cultivo
submerso de basidiomicetos, esta técnica apresenta vantagens quando comparada
a obtencao do basidioma, pois os polimeros podem ser obtidos em um curto periodo
de tempo, e as condicbes nutricionais e ambientais podem ser controladas,
adequando-se as caracteristicas de cada espécie.

2.3. BASIDIOMICETOS — POLISSACARIDEOS

Nos basidiomicetos, os polissacarideos podem ser encontrados na forma de
homopolimeros, heteropolimeros, glicoproteinas, peptideopolissacarideos e
lipopolissacarideos (GOW; GADD, 1995) e desempenhar inumeras fung¢des nestes
organismos, tais como: reserva, composi¢cao da estrutura da parede celular, entre
outros (RUIZ-HERRERA, 1991). Nestes organismos, 0s principais polissacarideos
que constituem a parede celular sdo: a quitina e as glucanas com configuragdo do
tipo beta (B) (BARTINICKI-GARCIA, 1968% apud MAZIERO, 1996).

Os polissacarideos encontrados externamente as hifas de basidiomicetos sao
conhecidos como exopolissacarideos (EPS). A sintese desses polimeros ndo é bem
entendida, mas alguns autores sugerem seu papel fisiolégico: como polimero de
reserva (PITSON; SEVIOUR; McDOUGALL,1993), prevencao da desidratacao por

* BARTNICKI-GARCIA, S. Cell wall chemistry, morphogenesis and taxonomy of fungi. Ann. Rev.
Microbiol., v. 22, p. 87-107, 1968.
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formar géis e proporcionar aderéncia de uma célula a outra, ou sobre uma superficie
(CATLEY?®, 1992 apud MAZIERO, 1996).

Além disso, no basidiomiceto ectomicorrizico, Paxillus involutus, foi observado
que a ligagdo do Zn?* aos EPS presentes nas hifas, possibilita a sobrevivéncia
destes fungos em ambientes toxicos (COOKE; WHIPPS, 1993* apud MAZIERO,
1996). Segundo Gutiérrez (1995), os exopolissacarideos estariam envolvidos na
promogado de condi¢gbes Otimas para o funcionamento do sistema lignolitico de
basidiomicetos, no qual a bainha formada por estes polimeros estaria limitando as
reacoes de repolimerizacdo dos radicais aromaticos liberados durante o ataque do
fungo, e também, estaria propiciando um microambiente especial, no qual se
encontrariam as enzimas lignoliticas e os produtos de degradacao.

Em relagdo aos polissacarideos de basidiomicetos, 651 espécies de 182
géneros ja foram estudadas (WASSER, 2002), sendo as glucanas e as
heterogalactanas as estruturas comumente encontradas (WASSER; WEIS, 1999;
MIZUNO, 1999; ZHANG et. al., 2007).

As glucanas sdao os homopolissacarideos mais comuns em basidiomicetos,
podendo ser lineares ou ramificadas, e apresentar diferentes configuragcdes e massa
molar. Além disso, podem ser solUveis ou insollUveis em agua, dependendo da sua
conformacao, ligacdes quimicas e massa molar (ZHANG et al., 2007).

Ja foram descritas a, B e a/f glucanas, sendo a B-D-glucana com ligagbes do
tipo (1—3), substituida em O-6 por uma unidade de 3-D-Glcp a estrutura comumente
descrita para diversos basidiomicetos, tais como: Lentinus edodes (lentinana), a
partir do basidioma e do micélio (SASAKI; TAKASURA, 1976; HOBBS, 2000),
Sclerotium glucanicum (escleroglucana) (JOHNSON, et al.,, 1963), Schizophyllum
commune (esquizofilana) (TABATA et al., 1981), Pleurotus ostreatus (pleurana)
(KARACSONYI; KUNIAK, 1994), P. tuber-regium (CHENGHUA et al., 2000), e do
basidioma de P. ostreatoroseus, P. eryngii (CARBONERO et al., 2006).

Estrutura similar descrita anteriormente foi encontrada em fracao insoluvel do
EPS de seis espécies de Pleurotus: P. ostreatus, P. eryngii, P. sajor-caju, P.
cornucopiae, P. floridanus e P. pulmonarius (GUTIERREZ et al., 1996).

> CATLEY, B.J. The biochemistry of some fungal polysaccharides with industrial potential. In:
D.K. ARORA; R.P. ELANDER; K.G. MUKERJI (eds.).Handbook of Applied Mycology. v. 4:
Fungal Biotechnology. New York: Marcel Dekker, Inc., 1114 p., 1992

* COOKE, R. C.; WHIPPS, J.M. Ecophysiology of Fungi. Oxford: Blackwell Scientific
Publications, 337 p., 1993.
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B-glucanas com graus de ramificacdo diferentes foram reportados no
basidioma de Agaricus blazei, 0 qual apresentou cadeias laterais constituidas de
duas unidades de B-D-Glcp-(1—3)-ligadas a cada trés unidades de glucose (DONG
et al., 2002), e uma B-D-Glcp-(1—6) linear também foi isolada deste basidiomiceto
(KAWAGASHI et al., 1989).

Além das B-glucanas, polimeros com configuragao do tipo a foram descritos,
como uma o-D-Glcp-(1—6)-(1—4) para Agaricus blazei (MIZUNO et al.,1990) e
Tricholoma giganteum (MIZUNO et al.,1995).

Recentemente, foi descrita uma of3-glucana ramificada a partir do basidioma
de Pleurotus florida (SANTOS-NEVES et al., 2008a), e em P. sajor-caju (PRAMANIK
et al., 2005).

Outros homopolimeros contendo galactose e manose, respectivamente, foram
descritos a partir do exopolissacarideo de P. ostreatoroseus, sendo uma «a-D-
galactana com ligacdes do tipo (1—4) parcialmente 3-O-metilada nas unidades de
galactose e uma a-D-manana ramificada (ROSADO et al., 2002). Para o basidioma
de P. eryngii e P. ostreatoroseus foi isolada uma o-D-galactana linear parcialmente
3-O-metilada (CARBONERUO et al., 2008b).

Quanto aos heteropolimeros, as heterogalactanas sdo os polimeros
comumente encontrados, sendo em sua maioria, formadas por uma cadeia principal
de a-D-Galp-(1—6) contendo diferentes substituintes, principalmente fucose e/ou
manose (ROSADO et al., 2003b).

A partir do basidioma de Pleurotus ostreatus “florida” e P. ostreatoroseus, foi
caracterizada uma manogalactana parcialmente 3-O-metilada, composta de uma
cadeia principal formada por unidades de o-D-Galp e 3-O-Me-a-D-Galp ligadas
(1—6), sendo esta, em parte, substituida em O-2 por B-D-Manp (ROSADO et al.,
2003b). Uma estrutura semelhante também ja foi encontrada em Pleurotus ostreatus
(JAKOVLJEVIC et al., 1998).

As fucogalactanas caracterizadas contém estruturas com cadeia principal
formada por a-D-Galp ligadas (1—6), substituidas em O-2 por a-L-Fuc, estes
polimeros foram descritos para o basidioma de Sarcodon aspratus (MIZUNO et al.,
1999), Hericium erinaceus (ZHANG et al., 2006) e para o micélio obtido de cultura

submersa de Coprinus comatus (FAN et al., 2006).
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Em

galactomanana com cadeia principal formada por unidades de B-D-Manp-(1—3)

relacdo aos heteropolissacarideos de EPS, foi descrita uma
substituida em O-6 por Galp, encontrada em Collybia maculata (LIM et al., 2005).

A estrutura de EPS de alguns Basidiomicetos esta sumarizada na Tabela 1,
na qual pode se observar que as principais estruturas descritas sdo de glucanas e

mananas.

TABELA 1 — EXOPOLISSACARIDEOS DE BASIDIOMICETOS

Espécie Estrutura Referéncia
Cadeia Principal | Outras especificacoes
Pleurotus cornucopiae,
P. eryngii, P. floridanus, " .
Ramificado em O-6 por uma GUTIERREZ et al.,
P. ostreatus, B-D-Glcp-(1—3) )
unidade de B-D-Glcp 1996

P. pulmonarius,

P. sajor-caju

P. ostreatoroseus

a-D-Galp-(1—4),
metilada em 3-O

Proporgao de 2:1
Me-Galp)

(Galp:3-

a-D-Manp-(1—6)

Ramificagdo em O-2 por
cadeias laterais de Manp,

Manp ligadas em O-2 e O-3

ROSADO et al., 2002

Collybia maculata

B-D-Manp-(1—3)

Substituida em O-6 por a-D-
Galp

LIM et al., 2005

Ganoderma tsugae

B-D-Manp-(1—6)

Substituida em O-2 por a-D-
Manp-(1—2)
nao redutor de B -D-Galp

com terminal

PENG et al., 2003

Tremella mesenterica

a-D-Manp-(1—3)

Cadeia lateral formada por 6-
O-Ac-B-D-Manp-(1—4)-B-D-

GlcA-(1—-2); 3/4-O-Ac-B-D-
GlcA-(1—4)-B-D-Xyl-(1—3))-
B-D-Xyl-(1—2)

VINOGRADOV et al.,
2004

Ganoderma lucidum

a-D-Galp-(1—4)

Substituida em O-6 por
L-Ara, L-Rha, a-D-Manp e
B-D-Glcp

LI; FANG; ZHANG,
2007

Ganoderma lucidum

B-D-Glcp-(1—3)

Ramificagdo em O-6 por uma
unidade de B-D-Glcp

a-D-Manp-(1—6)

Ramificado em 0O-2 por
Manp

SONE et al., 1985
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A partir dessa revisao bibliografica pode se observar que a maior parte dos
trabalhos sobre caracterizacao estrutural de polissacarideos de basidiomicetos é
realizada a partir do basidioma, seguido do EPS e por ultimo, dos polissacarideos

provenientes do micélio, em cultivo submerso.

2.4. POLISSACARIDEOS DE BASIDIOMICETOS E ATIVIDADE BIOLOGICA

Os estudos referentes ao cultivo e a caracterizacdo estrutural de
polissacarideos foram impulsionados, devido as possibilidades de apresentarem
atividade biologica.

No Brasil, Agaricus blazei (“Cogumelo do Sol”, “Himematsutake”) apresentou
potencial medicinal apds ser descoberto a partir de estudos epidemiolégicos no
interior de Sao Paulo, onde foi observado que a populacdo que se alimentava
constantemente desse cogumelo, apresentava indices muito baixos de varias
doencas, como o cancer (WASSER, 2002). Posteriormente, estudos verificaram que
polissacarideos (Beta-glucanas) provenientes de A. blazei apresentavam atividade
imunoestimulante (KAWAGISHI et al., 1989; FUJIMIYA et al., 1999).

As propriedades antitumorais de polissacarideos obtidos de varios
basidiomicetos tém sido a acao biolégica mais estudada. Em revisdo feita por
Mizuno (1999), atribui-se tal atividade as glicoproteinas e xiloglucanas extraidas do
basidioma de Pleurotus sajor-caju, enquanto que em P. citrinopileatus uma
B-glucana proveniente de um complexo protéico estaria apresentando tal atividade.
Ainda, uma a-glucana extraida do micélio de P. ostreatus inibiu a proliferacao de
células cancerigenas (LAVI et al., 2006).

Polissacarideos obtidos através do basidioma, do micélio em cultivo
submerso e do meio de cultura liquido de A. blazei, também apresentaram atividade
antitumoral (MIZUNO et al., 1990; FAN et al., 2007).

Polissacarideos denominados de lentinana (L. edodes), esquizofilana (S.
commune), PSK e PSP° (T. versicolor) ja sao utilizados clinicamente em terapias
antitumorais (0,5-1,0 mg lentinana por dia, intravenosa), principalmente no Japao e

> Heteroglucanas com ligacéo do tipo a-1,4 e B-1,3, ligadas & porgao proteina. PKS
apresenta fucose e PSP apresenta rhaminose e arabinose.
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na China, em adicdo as terapias tradicionais, como a cirurgia e quimioterapia
(LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JULICH; 2005). Abaixo se encontram o basidioma
de Lentinus edodes (Shiitake), a lentinana comercializada no Japao e sua estrutura

quimica (Figura 3).

OH

OH

OH 0 OH
e o o O
OH oH OH .
FIGURA 3 — BASIDIOMA DE Lentinus edodes (A); LENTINANA COMERCIALIZADA

NO JAPAO (B); ESQUEMA DE ESTRUTURA DA LENTINANA (C)

Fontes: Figura A - http://www.anticancer-drug.net/img/lentinan.jpg;

Figura B - http://www.dialogosuniversitarios.com.br/UserFiles/91/Image/
Saude/cog_shitake.jpg.

Além das atividades farmacolégicas ja citadas, atualmente tem se observado
trabalhos que avaliam a atividade antinociceptiva e antiinflamatéria de
polissacarideos isolados de basidiomicetos. A fucomanogalactana obtida do
basidioma de Lentinus edodes é um dos polissacarideos que apresentaram tais
atividades, sendo que sua estrutura apresentou-se composta por uma cadeia
principal de a-D-Gal-(1—6) com substituicdo em O-2 por unidades de 3-D-Manp ou
a-D-Fucp (CARBONERO et al., 2008a).

O género Pleurotus tem recebido atencdo quanto as suas propriedades
medicinais e os polissacarideos deste grupo de cogumelos estao sendo utilizados na

avaliagao de diversas atividades biolégicas (Tabela 2).
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TABELA 2 — ATIVIDADE BIOLOGICA DE POLISSACARIDEOS DE Pleurotus spp.

Estrutura
Especie Cadeia Outras especificagdes Atividade Biol6gica Referéncia
Principal
) a-D-Galp-(1—6) | Ramificado em O-2 por | Efeito analgésico SMIDERLE et
P. pulmonarius
L e 3-O-Me- a-D- | terminais nao redutores al., 2008a
(basidioma)
Galp de - B-D-Manp
B-D-Glcp-(1—3) | Substituida em O-6 por | Efeito analgésico e | SMIDERLE et
P. pulmonarius B-D-Glcp a cada 3 | antiinflamatério al., 2008b
(basidioma) unidades da cadeia
pricipal
a-glucana - Efeito anti- | LAVI et al,
P. ostreatus ) ] ]
) o proliferativo e pro- | 2006
florida (micélio L
) apoptotico de
em cultivo
células
submerso)

cancerigenas

P. ostreatus e

B-D-Glcp-(1—3),(1—6); Complexo proteina-

Efeito pro-biotico

SYNYTSYA et

P. eryngii B-D-Glcp-(1—3),(1—6); a- Glcp-(1—-3) al., 2008 in
(basidioma) press

Glcp-(1—3) Substituida em  O-6 | Atividade TONG et al.,
P. ostreatus Galp-(1—4)-Glcp e Glcp- | antitumoral 2009
(basidioma) (1—3)-Manp-(1—4)-

Galp

P. tuber-regium | Nao detalha estrutura. Apresenta glucose | Atividade ZHANG et al,,
(esclerocio e como componente majoritario antitumoral 2004

micélio)

A atividade antioxidante, também ja foi

utilizando extratos do basidioma, do micélio e do

citrinopileatus (LEE et al., 2007).

Kim et

al. (2006)

observada em experimentos

meio de cultivo de Pleurotus

observaram que o extrato do basidioma de

P. eryngii aumentava o metabolismo 6sseo, estimulando a formagéo de osteoblastos

em ratos com osteoporose, no entanto, 0s componentes que estariam atuando neste

processo ndo foram ainda descritos.

A atividade biologica dos EPS de basidiomicetos também vem sendo

estudada. Em Grifola frondosa foi demonstrado efeito inibitério da expressao da

matriz de metaloproteinase—1 em dermofibroblastos humanos, que sofreram a
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irradiacao de UV. Este polimero trata-se de uma proteoglicana com 82,5% de
glucose e 9,8% de galactose (BAE et al., 2005).

A fracédo soluvel do EPS de Pleurotus citrinopileatus apresentou efeito anti-
hiperglicémico, porém a estrutura do polissacarideo nao foi caracterizada (HU et al.,
2006).

De acordo com a revisao bibliografica apresentada neste estudo, os trabalhos
utilizando fragbes purificadas e com a estrutura quimica fina de EPS em
experimentos com atividade biolégica ainda é escasso quando comparadas com
polimeros obtidos a partir do basidioma. No entanto, a produ¢cdo de EPS vem se
tornando uma fonte interessante na obtencédo de polimeros biologicamente ativos,
sendo assim necessarios novos estudos para avaliar o potencial farmacolégico das

mesmas.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

O basidioma de Pleurotus ostreatus var. florida Berk.(Figura 4) foi cultivado
em sacos plasticos, utilizando palha de trigo como substrato, foi fornecido pela

empresa Makoto Yamashita, localizada em S&o José dos Pinhas, PR.

B ” l

|
FIGURA 4 — BASIDIOMA DE Pleurotus ostreatus var. florida.

3.2 METODO DE ISOLAMENTO

O isolamento do micélio foi feito a partir de pequenos fragmentos (em torno
de 5 mm de diametro) da regido interna do basidioma, os quais foram depositados
em meio de cultivo BDA sdlido (Tabela 3) e incubados a 25 °C, em auséncia de luz.

TABELA 3 — MEIO DE BATATA-DEXTROSE (BD)*

140 g batatas sem casca
20¢ glucose
1000 ml agua destilada

*Para 0 meio BDA sélido sao adicionados 10 g de agar ao meio BD

Analises do crescimento micelial, bem como das caracteristicas (presencga de
hifas septadas e de clamp connections ou ansas) que indicam tratar-se do
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basidiomiceto em estudo foram feitas periodicamente, a fim de se obter placas

contendo o isolamento micelial em condigbes axénicas.

3.3 CULTIVO SUBMERSO DO MICELIO DE Pleurotus ostreatus var. florida

O micélio de P. ostreatus var. florida, apds isolamento em meio de cultivo

sOlido, foi inoculado para o meio liquido BD (Tabela 3), que foi incubado por 10 dias

e utilizado como pré-indculo, tanto para o meio liquido CZAPECK (Tabela 4), quanto

para o meio liquido POL (Tabela 5).

TABELA 4 — MEIO DE CULTURA LIQUIDO CZAPECK

NaNO3 3,09
KH,PO, 1,09
MgSO.. 7H,0 1,09
KCl 0,59
FeSO4. 7H20 0,18 g
extrato de levedura 1,09
glucose 10,09

Agua destilada g.s.p. 1000 ml

*Estas solugdes sao autoclavadas a 121 °C por 25 min.

TABELA 5 — MEIO DE CULTURA LiQUIDO POL

C

(NH,4)2 SO, 509
K2H PO4 1 ,0 g
extrato de levedura 20g
peptona de carne 1,09
CaCO; 1,0¢g

Agua destilada g.s.p. 900 ml

Solugao B*

Solucao de glucose:
glucose 60 g
Agua destilada 100 m

*Estas solugdes sdo autoclavadas separadamente a 121 °C por 20 minutos
e depois sdo agrupadas em condi¢des estéreis.
Fonte: CAVAZZONI; ADAMI, 1992, citado por MAZIERO, 1996.
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Os cultivos no meio CZAPECK e POL foram realizados em frascos de
2000 ml contendo 1000 ml de meio, sob agitacdo, a 25 °C, em auséncia de luz por
10 dias. Tais condi¢des foram determinadas por estudos anteriores realizados por
Maziero (1996), e Rosado et al. (2003a), com outros meios de cultivo, em

experimentos com outros cogumelos do mesmo género.

3.4 RECUPERACAO DOS EXOPOLISSACARIDEOS (EPS)

Ap6s 10 dias de cultivo, a biomassa micelial foi separada por meio de
centrifugacdo. O meio liquido foi concentrado a um volume reduzido e tratado com
etanol (3:1, v/v), com a finalidade de separar os compostos de alta massa dos de
baixa massa molar. O precipitado foi separado por centrifugacdo, dialisado,
concentrado e liofilizado para obtencado do rendimento de EPS. Apds este processo
o material foi submetido a sucessivos processos de purificacao.

A biomassa micelial passou por processos de extragcdo para obtencdo dos
polissacarideos que posteriormente foram purificados de acordo com os métodos
descritos no item 3.6.

3.5 EXTRAGAO DA BIOMASSA MICELIAL

A extragdo dos polissacarideos a partir da biomassa micelial foi realizada
através de extragbes seqlienciais e exaustivas, com agua a temperatura ambiente
(~ 28 °C) e banho fervente (~ 100 °C) e com solugéo alcalina de hidroxido de sdédio
(NaOH 1%) em banho fervente, com temperatura em torno de 100 °C (Figura 5).



Biomassa micelial de P. ostreatus var. florida

, Extragao aquosa temperatura
] ambiente, sob agitacao

i Extrato Aquoso | Residuo

| Extragdo aquosa em banho fervente

| Extrato Aquoso Il | Residuo

............................................. | EXtragéo alcalina (NaOH-1 o/o); .
................................. T ~100
! Extrato alcalino N1 Residuo

FIGURA 5 — FLUXOGRAMA DA EXTRAGAO DO MICELIO DE P. ostreatus var.

florida

3.5.1 Extracao Aquosa

A biomassa micelial apés liofilizagdo foi inicialmente extraida com agua
destilada a temperatura ambiente, sob agitagdo mecanica. O extrato foi separado do
residuo por centrifugacédo e submetido a extracao aquosa em banho fervente.

As extragbes foram acompanhadas por andlise colorimétrica pelo método de
fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956). A extracdo aquosa a temperatura
ambiente foi realizada por diversas vezes até apresentar coloracdo negativa para
carboidratos. A partir desse momento o material residual foi extraido em banho
fervente.

Os extratos desses processos foram concentrados e precipitados com etanol
(v/v, 3:1), centrifugados, dialisados e liofilizados. Deste modo, foram obtidos os
extratos aquoso | (extracdao aquosa a temperatura ambiente) e aquoso Il (extracao
aquosa em banho fervente) (Figura 5).
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3.5.2 Extragdo Alcalina

O material residual da extracdo aquosa, foi extraido com solugao alcalina de
NaOH 1%, (p/v, 1 g/100 ml), até apresentar coloragdo negativa para carboidratos. O
extrato deste processo foi neutralizado com acido acético glacial, dialisado,
concentrado e liofilizado, dando origem ao extrato N1 (extrato alcalino NaOH 1%)
(Figura 5). A extragao alcalina é realizada com adicdo de uma pequena quantidade
de NaBHo,.

3.6 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS OBTIDOS EM CULTURA
SUBMERSA

A purificacdo dos exopolissacarideos e dos polissacarideos obtidos das
fracoes aquosas e alcalinas foi realizada através de processos como: congelamento
e descongelamento, precipitacao por formacao de complexo soluvel e insoluvel em
Cu?* (Precipitacdo com solucdo de Fehling), ultrafiltracdes e/ou didlises em
membranas, entre outros, que serao descritos a seguir.

O processo de purificacao foi monitorado através do perfil cromatografico
obtido por cromatografia de exclusdo estérica de alta resolugdo acoplada a
detectores de indice de refracdo e espalhamento de luz (HPSEC-MALLS),
composicdo monossacaridica e RMN-'3C.

3.6.1 Fracionamento dos Polissacarideos por Congelamento e Degelo

A fragéo polissacaridica foi solubilizada em agua destilada e submetida ao
congelamento e posterior descongelamento a temperatura ambiente (~28°C).
Geralmente, esse processo resulta na formacdo de um precipitado insoluvel em

agua fria, que é separado por centrifugacao (9000 r.p.m. por 15 min a 25 °C). Este
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procedimento foi repetido até fracionamento adequado, no qual ndo se observou

mais a formacgéo de precipitado apos o processo (GORIN; IACOMINI, 1985).

3.6.2 Purificagao por Precipitagcdo com Solugao de Fehling

A solucao de Fehling (JONES; STOODLEY, 1965) consiste em duas solugdes
A e B. A solucéo A é composta de 173 g de tartarato de sddio e potassio e 125 g de
hidréxido de potassio em volume suficiente de agua para 500 ml. A solugéo B €
composta de 55,74 g de sulfato de cobre pentahidratado em volume de &agua
suficiente para 500 ml.

As fracbes polissacaridicas submetidas a este processo foram inicialmente
solubilizadas na solugado A, seguida da adicdo de mesmo volume da solugado B.
Apoés intensa agitacao, o material foi mantido sob refrigeracédo por 12 horas.

O precipitado formado foi separado por centrifugacao (8.000 rpm), sendo as
fracoes resultantes (precipitado e sobrenadante) neutralizadas com acido acético
glacial e dialisadas contra agua corrente (~ 48 horas).

Em seguida as mesmas foram tratadas com resina cationica fortemente acida
e novamente dialisadas (~24 horas). Estas fracbes foram concentradas em

rotaevaporador, congeladas e liofilizadas.

3.6.3 Purificacédo dos Polissacarideos por Dialise em Membranas e Ultrafiltracao

As fragdes solluveis em agua fria que se mostraram heterogéneas em HPSEC
apos tratamento com solugéo de Fehling foram submetidas a purificagéo por dialises
em membranas com diferentes limites de exclusdo (Spectra/Por® Biotech). As
membranas utilizadas foram de: 16 KDa, 25 KDa e 50 KDa, sendo as duas ultimas
membranas constituidas de ester celulose. Além da membrana de 1000 KDa de
polivinilideno difluor (PVDF). A purificacao destes polissacarideos foi realizada com

agua destilada por dialise fechada com agitacdo magnética a temperatura ambiente
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(~28 °C) por 48 horas, sendo que a agua de dialise foi trocada duas vezes. O
processo foi interrompido quando a agua de didlise apresentou reagdo negativa para
carboidratos por meio do método de fenol-acido sulfdrico.

A purificagdo com membranas de ultrafiltracdo foram realizadas através de
membranas com limite de exclusdo de 30 KDa e 10 KDa (Millipore®) e 5 KDa
(triacetato de celulose, Sartorius®). Estas membranas foram inseridas em um

aparato de ultrafiltracdo acoplado ao cilindro de gas comprimido.

3.6.4 Purificacao por Degradacao Enzimatica

As fragdes que apresentaram glicogénio foram purificadas por degradagao
enzimatica utilizando a-amilase salivar, o processo foi acompanhado utilizando lugol.
ApoOs o tratamento enzimatico, as fracées foram dialisadas em sistema fechado
utilizando membrana de 16 KDa, o qual forneceu uma fragcao retida e uma fracao
eluida ( produtos de hidrdlise).

3.7 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS

A caracterizagdo estrutural dos polissacarideos foi realizada através de
metodologias e experimentos. Estes fornecem dados que indicam: composicao
monossacaridica, homogeneidade, tipo de ligacdo, massa molar, grau de
ramificagdo, dentre outros. Desta forma, foi possivel determinar a estrutura fina
destes polimeros.

Abaixo serdo descritas estas metodologias, que sdo baseadas em métodos
quimicos, espectrométricos e espectroscopicos.
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3.7.1 Composigao Monossacaridica

As fracOes polissacaridicas obtidas foram derivatizadas (hidrélise acida total,
seguido de reducao (NaBH4) e acetilacdo) com a formacao de acetatos de alditol
para a determinacao da composicao monossacaridica.

A hidrolise acida total foi realizada utilizando aproximadamente 1 mg de
amostra com 1 ml de acido trifluoroacético (TFA) 2 M, por 6 horas a 100 °C ou com
1 ml de acido trifluoroacético (TFA) 1 M, “overnight” (12 horas) a 100 °C. Apéds este
periodo, o 4cido foi evaporado.

Os produtos da hidrolise foram reduzidos com borohidreto de sédio até pH 9-
10, sendo mantidos a temperatura ambiente por 12 horas. Apds este periodo, o
material foi neutralizado com resina catifnica, filtrado e co-destilado com metanol,
em rota-evaporador, até total remogdo do acido boérico, na forma de borato de
trimetila (WOLFROM; THOMPSON, 1963a).

O material resultante foi acetilado com anidridro acético e piridina (1:1, v/v),
mantidos a temperatura ambiente, “overnight” (em torno de 12 horas). A reacéao foi
interrompida com adicdo de gelo e os derivados acetilados foram extraidos com
cloroférmio. A remogéo da piridina foi feita com solugao de sulfato de cobre 5%.
Sulfato de sodio anidro foi adicionado a fase cloroférmica, e o material filtrado com
algodao e seco em temperatura ambiente (WOLFROM; THOMPSON, 1963b).

3.7.2 Metilagao dos Polissacarideos

Para a metilacdo, aliquotas dos polissacarideos (5-10 mg) foram solubilizadas
em 1 ml de dimetilsulféxido (Me>SO). Apds a solubilizagéo foi adicionado 1 ml de
iodeto de metila (CHsl) e hidroxido de sdédio (NaOH) pulverizado. Seguido de
agitacao vigorosa por 30 min, sendo entdo mantido em repouso overnight. Apos este
periodo o material foi neutralizado com &cido acético em banho de gelo, dialisado
exaustivamente contra agua corrente (~24 h) e liofilizado, repetindo-se este
processo por mais uma vez para garantir a total metilacdo do material (CIUCANU;
KEREK,1984).
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3.7.3 Hidrélise por Acido Férmico

A hidrdlise total dos polissacarideos per-O-metilados foi realizada com 1 ml de
solucéo de acido férmico 45% a 100 °C por 6, 9 e 12 horas de acordo com cada
material (STORTZ, et al., 1997).

Apds o periodo necessario para hidrélise, o material foi evaporado e reduzido
com borohidreto de sédio deuterado (NaB®H,), e acetilado como citado

anteriormente (item 3.6.1).

3.7.4 Hidrdlise por Acido Sulfirico

A hidrolise total dos polissacarideos metilados foi realizada com 0,5 ml de
acido sulfurico (H2SO4) 72% (p/v); mantido em banho de gelo por 1 hora. Seguido
por diluicdo com 4 ml de agua destilada e mantido a 100 °C por 14h (SEAMAN et al,
1954).

Apds o periodo necessario para hidrélise, o0 material foi evaporado e reduzido
com borohidreto de sédio deuterado (NaB®H,), e acetilado como citado

anteriormente (item 3.6.1).

3.8 METODOS ANALITICOS

3.8.1 Teste de Homogeneidade e Determinagéo da Massa Molar

As andlises de homogeneidade e determinagdo de massa molar foram
realizadas através de cromatografia de exclusdo estérica de alta resolugdo Acoplada
a detectores de indice de refracdo e espalhamento de luz (HPSEC-MALLS).

As amostras foram solubilizadas em nitrito de sédio 0,1 mol.I"" contendo azida

de sédio (NaNs) 0,2 g.I'", numa concentracéo final de 1 mg de amostra por 1 ml de
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solvente e em seguida, filtradas através de membrana de acetato de celulose com
limite de exclusao de 0,22 um.

Apos estes procedimentos, as amostras foram analisadas em cromatografo
de exclusao estérica de alta pressao (HPSEC-MALLS) WATERS equipado com
detector de indice de refragédo diferencial, modelo WATERS 2410, e com detector de
espalhamento de luz em multidngulos WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN
DSP-F. Foram utilizadas 4 colunas de gel permeacao WATERS em série com limites
de exclusdo de 1x10°, 4x10°, 8x10* 5x10°. O eluente utilizado foi uma solugéo de
nitrito de sédio (NaNOy) 0,1 mol.I"" contendo NaNs, 0,2 g.I"', com fluxo de 0,6 ml/min,
monitorados através de bomba peristaltica WATERS 515.

3.8.2 Determinacao da Composicao Monossacaridica e de Metilacao

A determinacdo da composicdo monossacaridica e dos derivados per-O-
metilados foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS).

As analises foram realizadas em cromatégrafo gasoso acoplado a um
espectrometro de massa VARIAN-SATURN 2000, equipado com coluna capilar de
silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) modelo DB-225-MS. As injecdes nas colunas
foram feitas com a temperatura inicial de 50 °C (mantida por 1 min), com aumento
gradual de 40 °C.min™" até 210 °C (acetatos de alditdis parcialmente O-metilados) ou
220 °C (acetatos de alditois), sendo mantida isotermicamente até o final da andlise.
Hélio 5.0 analitico foi utilizado como gas de arraste, a um fluxo de 1,0 ml.min™.

As composi¢cdes monossacaridicas, também foram analisadas em
cromatografo gasoso THERMO ELETRONIC CORPORATION, modelo Trace GC
Ultra, equipado com coluna capilar de silica fundida (80 m x 0,25 mm d.i.) modelo
DB-225. As injegdes nas colunas foram feitas com a temperatura inicial de 40 °C
(mantida por 1 min), com aumento gradual de 40 °C.min" até 215 °C (tempo de
corrida 15 min.) para os materiais com 3-O-metil-galactitol ou com a temperatura
inicial de 100 °C (mantida por 1 min) com aumento gradual de 40 °C.min™" até 225 °C

(tempo de corrida 15 min.) para os acetatos de alditdis, sendo mantida
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isotermicamente até o final da analise. Hélio, ar sintético, hidrogénio e nitrogénio
grau FID foram utilizados. O hélio foi utilizado como gas de arraste, a um fluxo de

1,0 ml.min™ e a detecgao feita por FID.

3.8.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Foram realizadas andlises espectroscépicas de RMN-'C, RMN-'*C-DEPT e
H, ®C -HMQC em espectrometro BRUKER, modelo Avance-DRX-400.

As analises foram feitas a 30, 50 ou 70 °C, com as amostras sendo
solubilizadas em D,O (6xido de deutério) ou Me,SO-ds (dimetilsulféxido deuterado),
dependendo da solubilidade. Os deslocamentos quimicos das amostras solUveis em
D,O foram expressos em & (ppm) relativos aos sinais de '*C e 'H da acetona em
5 30,20 e 2,22, respectivamente, ou aos sinais do Me;SO-ds em & 39,43 (°C) e
2,40 ('H), para as amostras sollveis no mesmo.

3.9 TESTE BIOLOGICO: ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTIINFLAMATORIA

Os ensaios biolégicos foram realizados pelo Professor Adair Roberto Soares
dos Santos e colaboradores, no Departamento de Ciéncias Fisiolégicas do Centro de

Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.9.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos machos
Swiss (25-35 g), os quais foram mantidos em sala climatizada (23 + 2 °C), em ciclos
de claro-escuro de 12 horas com ragdo e agua ad libitum. Os animais foram

mantidos no laboratério para aclimatacdo, por no minimo, duas horas antes dos
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testes e utilizados uma Unica vez para os experimentos. Os ensaios foram realizados
de acordo com as normas vigentes sobre cuidados com animais utilizados em
laboratérios e sobre ética em experimentos sobre dor em animais conscientes
(ZIMMERMANN, 1983) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina. O numero de animais
utilizados e os estimulos empregados foram o minimo necessario para demonstrar

os efeitos dos tratamentos.

3.9.2 Constricao Abdominal, Permeabilidade Capilar Peritoneal e Infiltracdo de
Leucdcitos Causada por Injecdo de Solucao de Acido Acético 0,6%

As contor¢gdes abdominais foram induzidas de acordo com procedimentos
previamente descritos (LUCENA et al.,, 2007), em que a resposta a injecao
intraperitoneal (i.p.) de acido acético 0,6% resulta na contracdo da musculatura
abdominal juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores.

Inicialmente, foi administrada nos animais, por via intravenosa, uma solucao do
corante Evans Blue 2,5% (10 mil/kg), a qual é utilizada como marcador da
permeabilidade capilar peritoneal. Apés uma hora, foi administrado o polissacarideo
M-EP (1-100 mg/kg, i.p.) e nos animais controle negativo, um volume similar de
salina (10 ml/kg, i.p.), a qual foi utilizada também para diluir as amostras em estudo.

Em seguida, os animais foram mantidos individualmente em cilindros de vidro
de 20 cm de didmetro e o numero de contor¢cdes abdominais foi cumulativamente
quantificado durante um periodo de 20 minutos. A atividade antinociceptiva foi
determinada pela reducdo do numero de contor¢oes abdominais (diferenca entre o
controle negativo e animais pré-tratados com amostra). Imediatamente apds os
testes, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade
peritoneal foi exposta e lavada com 1 ml de salina estéril contendo heparina
(25 Ul/ml) e o fluido peritoneal coletado com pipetas automaticas. A contagem de
leucdcitos totais foi realizada em camara de Neubauer em microscopio optico, apds
diluicao do fluido peritoneal com solucao de Tirk (1:20), uma aliquota do material
coletado (700 pl) foi centrifugada (1000 rpm por 10 min) e a absorbancia do

sobrenadante foi lida a 550 nm com analisador de ELISA. A permeabilidade capilar
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peritoneal induzida por acido acético foi expressa em relacdo ao extravasamento do
corante Evan’s Blue (ug/ml), de acordo com a curva padréo obtida por Lucena et al.
(2007).

3.9.3 Andlises Estatisticas

Os resultados foram expressos como a média * erro padrdao da média, exceto
os valores de Dlsyg (dose de amostra que reduziu a contor¢do abdominal,
permeabilidade capilar peritoneal ou a infiliracdo de leucécitos em 50% em relacao
grupo controle negativo), que estdo apresentadas como meédias geométricas
acompanhadas de seus respectivos limites de confianca em nivel de 95%. Os
valores de Dlso foram obtidos através do método de regressao linear utilizando-se o
software Graph Pad Prism (2005, San Diego, CA). As andlises estatisticas entre os
grupos experimentais foram realizadas através da analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Newman-Keuls. Valores de p menores que 0,05 (p< 0,05)

foram considerados como indicativos de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os polissacarideos, extracelular e do micélio de Pleurotus ostreatus var.
florida foram avaliados quanto a sua estrutura quimica.

Inicialmente, o micélio foi isolado a partir do basidioma deste cogumelo,
desta forma, foi obtido o micélio para realizar o cultivo submerso nos meios liquidos
CZAPECK e POL. Ap6s o tempo necessario (10 dias) para o crescimento micelial e
para a producao de exopolissacarideo (EPS), a biomassa micelial foi separada por
centrifugacédo e o meio liquido foi concentrado e precipitado com etanol, fornecendo
a fragéo contendo o EPS.

A biomassa micelial foi submetida a extragbes sequienciais com agua a
temperatura ambiente (Extrato Aquoso ), agua em banho fervente (Extrato aquoso
Il) e solugéo alcalina de NaOH 1% (Extrato Alcalino NI).

O EPS e os extratos obtidos passaram por processos de purificagdo
descritos anteriormente (ltem 3.6) e as fracbes polissacaridicas foram analisadas
quanto a sua estrutura fina, utilizando métodos quimicos, espectrométricos e
espectroscopicos. Além disso, uma das fracbes purificadas a partir do EPS e
caracterizada estruturalmente foi avaliada quanto a sua atividade antinociceptiva e

antiinflamatoria.

4.1 ISOLAMENTO E CULTIVO PLEUROTUS OSTREATUS VAR. FLORIDA

O isolamento do micélio de P. ostreatus var. florida realizado de acordo com
0 método descrito anteriormente resultou em culturas axénicas do basidiomiceto em
estudo e possibilitou a realizagdo do cultivo em meio liquido utilizando os meios
CZAPECK e POL.

Inicialmente, discos do micélio em meio BDA foram transferidos para o meio
BD liquido para a produgéo do pre-indculo (Figura 6A) e estes foram transferidos
para os meios liquidos CZAPECK e POL. Os pellets formados apresentaram forma

esférica com pequenas projecdes em toda sua superficie. A analise em microscopio
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optico revelou a presenca de clamp connections ou ansas (Figura 6B), que sao

estruturas caracteristicas das espécies de Pleurotus.

FIGURA 6 — MICELIO DE P. ostreatus var. florida, EM MEIO LIQUIDO BD (A),
HIFAS COM ANSAS (SETA) (B)

Aumento de 1000x em microscépio 6ptico

O cultivo foi realizado utilizando frascos de 2000 ml, contendo 1000 ml de
meio de cultura, sob agitagdo, a 25 °C, em auséncia de luz, por 10 dias. Foram
utilizados 12 | para o meio CZAPECK e 12 | para o0 meio POL. O micélio foi separado
por centrifugagédo e o meio liquido foi concentrado e precipitado com etanol (3:1, v/v).
Desta forma, obteve-se 36 g de micélio (3 g.I"') e 6,3 g de EPS (525 mg.I""), a partir
do cultivo em meio liquido CZAPECK e 30,4 g de micélio (2,53 g.I") e 6,4 g de EPS
(530 mg.I""), a partir do meio POL.

Quando comparado com a produgdo de EPS de P. eryngii em meio POL
(241 mg.I"), a obtida para P. ostreatus var. florida foi maior. Contudo, a producéo de
biomassa micelial foi menor (5,14 g.I'") (KOMURA et al., 2006).

Além disso, foi observado que, em geral, a producdao de EPS e biomassa em
outras espécies de Pleurotus superaram a producdo em relacdo ao cogumelo em
estudo, chegando a produzir até 5 g.I"" de EPS, em P. ostreatoroseus, sendo que a
biomassa ficou em torno de 22 g.I" para P. sp “florida” (ROSADO et al., 2002).

A Tabela 6 mostra a producdo de EPS e biomassa micelial de algumas
espécies de Pleurotus, inclusive da espécie em estudo que foi cultivada por outros

autores.
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TABELA 6 — QUADRO COMPARATIVO DA PRODUCAO DE EPS E BIOMASSA
MICELIAL EM Pleurotus spp.

Espécie EPS (mg.I") Bi'om.assa 1 Melo de cultiv? Referéncia
micelial (g.I"") | Tempo de cultivo
P. flabellatus 800—-2000 |5,9-8,5
P. sp. “florida” 2850 — 1400 | 11,0—11,7 Meio POL. 7 & 10
P. ostreatus 570 - 320 41-45 dias MAZIERO, 1996
P. ostreatoroseus 2200 — 2400 | 8,6 —9,0
P. sajor-caju 1800-1700| 11,5-10,4
P. eryngii 241 5,1 Meio POL, 10 dias | KOMURA et. al,
2006
P. ostreatus var. H1 | 275 2,1 POL, 12 dias KOMURA et. al,
P.citrinopileatus 675 7,9 Meio MCM?® 2008
P. ostreatus 862 6,7 MCM, 10 dias KIM et al., 2002
P. sajor-caju 883 6,5
P. sp. “florida” 1400 22,8 POL, 7 dias (EPS) | ROSADO et. al.,
P. ostreatoroseus 5800 16,8 e 10 (biomassa) 2002

No entanto,

apesar do baixo rendimento relativo obtido neste trabalho, o

material obtido foi suficiente para ser utilizado para a etapa de purificagcdo e

caracterizagdo de uma das fragdes polissacaridicas presentes.

4.2 PURIFICAGAO DOS EXOPOLISSACARIDEOS

A purificacdo do EPS foi realizada utilizando as metodologias descritas

anteriormente (item 3.6). O Fluxograma (Figura 7) mostra as etapas de purificagéo
dos EPS obtidos a partir do cultivo em meio CZAPECK (EC) e POL (EP).

Inicialmente as fragdes foram solubilizadas em agua destilada e submetidas

ao processo de congelamento e descongelamento a temperatura ambiente, este

processo forneceu uma fracao insollvel em agua fria que mostrou ser composta por

8 MCM- Mushroom Complete Medium: glucose 20 g.I"", peptona de carne 2 g.I", extrato de
levedura 2 g.I'", KH,PO, 0,46 g.I'", K;HPO, 1 g.I", MgSO,. 7 H,0 0,5 g.I" (KIM et al., 2005).
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93,2% de glucose para a fracao P-EC (precipitado de gelo/degelo do EPS em meio
CZAPECK) e manose (49,9%) e glucose (42,8%) para a fragcao P-EP (precipitado de

gelo/degelo do EPS em meio POL).

EPS de P. ostreatus var. florida
6,3g (meio CZAPECK)
6,49 (meio POL)

Congelamento/ degelo

Fracéo insoluvel
P-EC (1,729)
P-EP (1,99)

Fragao soluvel
S-EC (1,109)
S-EP (700 mg)

sereeeeennnnrreeeeeaanas [, .

: Fragao insoltvel
PFS-EC (118 mg)
PFS-EP (226 mg)

Dialise em membrana de 16KDa

lPrecipitagéo com solugao de

Fehling

Fragao solavel
SFS-EC (500 mg)
SFS-EP (396 mg)

Fracéo insoluvel
R16PFS-EC (98 mg)
R16PFS-EP (124 mg)

Fragédo Retida

R16SFS-EC E16SFS-EC (148 mg)

Fracéo Eluida

FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DE PURIFICAGAO DO EPS DE P. ostreatus var. florida
EM CULTIVO SUBMERSO NOS MEIOS LiQUIDOS CZAPECK E POL

As fracdes polissacaridicas solUveis em agua fria do processo anterior, S-EC

e S-EP foram submetidas ao tratamento com solucao de Fehling, o qual forneceu

fragcbes complexo cupricas soluveis e insoluveis. As fracdes sollveis deste processo

apresentaram-se compostas por manose, 3-O-Me-galactose, galactose e glucose

(Tabelas 7 e 8).
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TABELA 7 — COMPOSIQAO MONOSSACARIDICA DAS FRAQOES OBTIDAS DO
EPS DE P. ostreatus var. florida EM MEIO CZAPECK

Composi¢do Monossacaridica (mol%)?
Fracao

Xyl Man 3-O-Me-Gal° Gal Glc
EC - 45,2 8,4 11,7 34,7
S-EC - 50,0 16,9 6,8 35,3
P-EC - 5,0 0,8 1,0 93,2

PF-EC - 95,3 - - -

R16PF-EC - 100 - - -
SFS-EC - 28,3 42,6 11,7 17,4
E16SFS-EC| 16,5 25,3 2,8 4,6 50,8
R16SFS-EC - 26,2 20,6 15,6 37,6

e pals fomon e e i 138 o) 1000 por 6 oras),fecugio (NaBH) o acfiagio.

As fracbes SFS-EC e SFS-EP apresentaram-se heterogéneas quando
analisadas por HPSEC-MALLS.

A fragcdo SFS-EC foi submetida a didlise em sistema fechado com &gua
destilada, utiizando membrana com limite de exclusdo de 16 KbDa. Este
procedimento forneceu uma fracao eluida (E16SFS-EC) e outra retida (R16SFS-EC).
As composigdes monossacaridicas destas fracdes mostraram que a fracdo R16SFS-
EC apresenta uma maior proporcao de galactose e 3-O-metil-galactose em relacao a
fracdo E16SFS-EC (Tabela 7). Desta forma, este procedimento de purificagdo tem

se mostrado uma etapa importante no isolamento de fragdes homogéneas.

TABELA 8 — COMPOSIQAO MONOSSACARIDICA DAS FRA(;OES OBTIDAS DO
EPS DE P. ostreatus var. florida EM MEIO POL

Composi¢do Monossacaridica (mol%)?
Fragcéao

Man 3-O-Me-Gal° Gal Glc
EP 49,9 1,9 - 48,2
S-EP 40,5 16,3 7,0 35,5
P-EP 49,9 1,9 Tr 48,2
PF-EP 61,3 4,5 0,5 23,7
R16PF-EP 94,6 - 1,2 4,2
SFS-EP 34,6 10,7 29,1 25,6

Analisado em GC-MS ap6s hidrélise acida total (TFA 2M a 100 °C por 6 horas), reducdo (NaB?Ha) e acetilacio.
®Confirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190.
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Por outro lado, as fragdes complexo cuprico insoluveis, PF-EC e PF-EP,
denominadas de precipitados de Fehling, quando analisadas em relacdo a
composicao monossacaridica, apresentaram ser compostas principalmente de
manose (Tabelas 7 e 8). Porém, apos a didlise em membrana de 16 KDa, as fragdes
precipitado de Fehling que ficaram retidas na membrana, apresentaram uma maior
propor¢cao de manose e em relacdo ao perfil de eluicdo por HPSEC as fracdes
R16PF-EC e R16PF-EP apresentaram-se homogéneas (Figura 8).

0.06[—
004

U.UZ_—

DDD_

indice de refracao (volts)

a.o2 L L L | L L L 1 L L L 1
o z0 L] ]

Tempo (min)
FIGURA 8 — PERFIS DE ELUIQAO DAS FRAQOES R16PF-EC (A) E R16PF-EP (B)
POR HPSEC UTILIZANDO O DETECTOR DE iNDICE DE REFRAQAO

Estas fracdes apresentaram uma massa molar de 3,9.10* g.mol'(1,0% de
probabilidade de erro) e 4,6.10* g.mol™ (0,5% de probabilidade de erro), com dn/dc
de 0,149 e 0,145, para as mananas das fracbes R16PF-EC e R16PF-EP,
respectivamente

Os espectros de RMN-'3C das fragées R16PF-EC e R16PF-EP mostraram-
se similares as mananas descritas por Rosado et al. (2002) e Corsaro et al. (1998).
Nestes dois trabalhos tal estrutura foi descrita para o EPS de Pleurotus ostreatus e
Phomopsis foeniculi, respectivamente. Desta forma, foi possivel determinar os
assinalamentos destes polimeros (Figuras 9A e B), que foram cultivados em meios

de cultura distintos, porém apresentam estruturas idénticas.
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Na regido anomérica, o sinal em & 102,0 corresponde ao terminal nao-
redutor e as unidades 3-O-substituidas. Os sinais em & 100,5 e 98,3, as unidades
2-O- e 2,6-O-substituidas de a-D-manopiranose, respectivamente. As unidades
2,6-0O- e 2-O-substituidas sao atribuidos os sinais em 4 78,5 e 78,1, enquanto que os
sinais em d 66,1 e 61,2 referem-se a C-6 substituido e C-6 livre, respectivamente
(GORIN, 1973).

A © E.
- & = 1 <l sl
pl: :;oo | . [
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| | iil | !'Uu i'l
!' |1||| [ i“' | _jl-l] Yl |“
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FIGURA 9 — ESPECTROS DE RMN-'3C DA FRACAO R16PF-EC (A) E R16PF-EP

(B) DO EPS DE P. ostreatus var. florida
Solvente: D,O a 50 °C. Deslocamento quimico expresso em & (ppm)
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Inicialmente, com o objetivo de confirmar os dados obtidos pelos espectros
de RMN-'3C, foram realizadas hidrélises das fracdes polissacaridicas parcialmente
O-metiladas utilizando acido férmico nos tempos de 6 e 12 horas a 100 °C (Tabela
9). No entanto, as proporcoes obtidas desses derivados nao correspondem ao
esperado, pois a propor¢ao de terminal ndo-redutor das fragbes M-EC6 e M-EP6 é
muito alta em relacdo a ramificagdo. Aparentemente, as fracbes M-EC12 e M-EP12
tiveram essa proporgao diminuida, o que sugere que um tempo maior de hidrélise
poderia levar a hidrélise total destes polimeros, que a principio a cadeia principal
estaria resistente a quebra.

Porém, outra hipbtese descrita por Barreto-Bergter e Gorin (1983), € que o
derivado 3,4-Me>-Man é 4&cido-label e desta forma, estaria ocorrendo a sua
degradacéo durante o processo de hidrdlise, levando a uma baixa proporgéo deste.

TABELA 9 — ANALISE POR METILAGCAO DAS FRAGCOES R16PF-EC (M-EC) E
R16PF-EP (M-EP) DE P. ostreatus var. florida

Fracao (mol %)

Acetato de alditol

T. I ~ b
parcialmente O-  M-EC6° M-EC12¢ M-EP6S MEP1ze PO d° 1192630

metilado ?
2,3,4,6-Mes-Man 79,0 67,6 63,6 55,8 Manp — (1—
3,4,6-Mez-Man 13,8 24,5 19,2 23,7 2—)—-Manp-(1—
2,4,6-Mesz-Man 2,6 3,0 6,8 3,3 3—)—-Manp-(1—
2,3,4-Mez-Man 2,7 2,7 1,3 3,5 6—)—Manp-(1—
3,4-Mex-Man 1,9 2,2 9,1 13,7 2,6-)—Manp-(1—

 Analisado em GC-MS, ap6s metilagao, hidrélise acida total com &cido férmico, redugéo (NaBZH4) e acetilagao.
Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

®Tempo de hidrolise de 6 horas;

4 Tempo de hidrélise de 12 horas

Outra metodologia comumente utilizada é a hidrolise com &cido sulfarico. A
fracdo R16PF-EC foi submetida a esse processo por 14 horas a 100 °C, levando a
resultados condizentes com o esperado (Tabela 10), no qual foram observados os
derivados parcialmente O-metilados referentes aos terminais nao-redutores de a-D-
Manp (29,8 %), além dos derivados 2,3,4-MesMan (4,0%), 3,4-Me>Man (34,0%),
referentes a cadeia principal e 2,4,6- (2,0%) e 3,4,6-MesMan (30,2%), das
ramificagoes.
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TABELA 10 — ANALISE POR METILACAO DA FRAGAO R16PF-EP (M-EP) DE P.

ostreatus var. florida

Acetato de alditol Proporgéo (%) | Tipo de ligagao®
parcialmente O-metilado ?
2,3,4,6-Mes-Man 29,8 Manp-(1—
3,4,6-Mez-Man 30,2 2—)-Manp-(1—
2,4,6-Mez-Man 2,0 3—)-Manp-(1—
2,3,4-Mez-Man 4,0 6—)-Manp-(1—
3,4-Me,-Man 34,0 2,6—)-Manp-(1—

2 Analisado em GC-MS, ap6s metilagao, hidrélise acida total H,SO, a 100 °C por 14 horas, redugdo (NaB?Ha)
e acetilagao.
® Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

De acordo com os dados obtidos, avaliados conjuntamente com a literatura,
sugere-se que as mananas obtidas sao constituidas por uma cadeia principal de a-
Manp-(1—6), parcialmente substituida em O-2 por cadeias laterais de diferentes
tamanhos, as quais contém unidades de a-Manp 2-O- e 3-O-substituidas.

Mananas similares foram encontradas em EPS de outras espécies de
Pleurotus estudadas no Laboratorio de Quimica de Carboidratos, como P. eryngii,
P.ostreatus var. H1 e P. citrinopileatus (KOMURA et al., 2008). Porém, tal estrutura
nao foi descrita, na literatura, para o basidioma e nem para o micélio obtido em
cultura submersa de basidiomicetos.

Além do género Pleurotus, ha descricdo da manana em estudo, para o EPS
de Ganoderma tsugae (PENG et al., 2003). Mananas com diferentes estruturas sao
descritas para varias espécies de levedura, como Saccharomyces spp e Torulopsis
spp. € foram obtidas através da acetdlise parcial para a producdo de
oligossacarideos. Desta forma, foi evidenciado que a cadeia principal de polimeros
de muitas leveduras é formada por unidades de a-Manp (1—6)-ligadas (GORIN,
1973; BARRETO-BERGTER; GORIN, 1983).

A manana encontrada na fragdo R16PF-EP (M-EP), obtida a partir do cultivo
submerso no meio POL, caracterizada estruturalmente foi submetida ao teste de
efeito antinociceptivo e antiinflamatério, os resultados estdo descritos no ltem 4.4.
Esta fracao foi selecionada por apresentar maior rendimento em relagdo a manana
obtida a partir do meio CZAPECK.
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4.3 EXTRAGCAO E PURIFICACAO DOS EXTRATOS OBTIDOS DO MICELIO EM
CULTIVO SUBMERSO EM MEIO CZAPECK

O micélio de P. ostreatus var. florida foi submetido a extragbes aquosas
(temperatura ambiente e agua fervente) e alcalinas (NaOH 1%), desta forma, foram
obtidos os seguintes extratos: Aquoso | (1,4 g), Aquoso Il (3,4 g) e Alcalino N1
(10,7 g), respectivamente (Figura 10). Estas massas correspondem a um rendimento
de 3,9%, 9,5% e 29,7% para CW, HW e N1, respectivamente.

Biomassa micelial de P. ostreatus var. florida (36 g)

Extragdo aquosa temperatura ambiente

[ | (~28 °C, sob agitagéao
Extrato Aquoso | Residuo |
CW (1,4 g)
8ececcccccccccccscccssssssssnes EXtragéO aquosa em banho fervente
l (~100 °C)
i Extrato Aquoso I Residuo Il
HW (3,4 g)

........................ S |

Extrato Alcalino NaOH-1% : Residuo Il
N1 (10,7 g)

Extracdo alcalina (NaOH-1%), ~100°C

FIGURA 10 - FLUXOGRMA DE EXTRAQAO DOS POLISSACARIDEOS DO
MICELIO DE P. ostreatus var. florida

Esses extratos foram fracionados e purificados de acordo com os métodos
descritos anteriormente (ltem 3.6).

As extracoes sequenciais, partindo de condicées mais brandas até condicées
mais drésticas, tem se mostrado uma maneira eficiente de extrair e fracionar
polissacarideos, pois a purificacado € feita com fragbes com uma menor mistura de
polissacarideos. A partir das composicdées monossacaridicas, constatou-se que as
extracbes aquosas apresentam uma maior propor¢do de 3-O-Me-galactose em
relagdo ao extrato alcalino.
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4.3.1 Purificagdo do Extrato Aquoso |

A extracao do micélio com agua fria forneceu o extrato aquoso | (1,4 g), o qual

passou por processos de purificacdo (Figura 11).

Extrato Aquoso | (1,4 g)

| | Congelamento/ degelo

i Fragdo insoltvel Fragéo solavel
: PCW(362mg) : SCW (390 mq)
....................... [...... ] Precipitacio solugo de Fehing
Fragao insolivel Fragao soltvel
: PFCW (32 mg) SFCW (349 mg)
[ | | Dialise em membrana de 16 KDa
Fracao retida Fracéo eluida
R16CW (260 mg) : E16CW (62 mg)
| | lDegradagéo enzimatica (a-amilase)/ didlise em 16 KDa
Fragéo retida Fragao eluida '
R16DCW (200 mg) : E16DCW
| Ultrafiltragdo em membrana de 10 KDa
L | O,
Fracao retida i Frag&o eluida
R10CW (150 mgq) E10CW

FIGURA 11 — FLUXOGRAMA DE PURIFICAGAO DA FRACAO CW

ApGs os processos inicias de purificagdo, a fragado SFCW foi selecionada para
ser submetida a métodos adicionais de purificagdo. Inicialmente esta fracao foi
dialisada em sistema fechado, em membrana de 16 KDa, resultando nas fracdes
retida (R16CW) e eluida (E16CW). Estas fragcbes apresentaram-se heterogéneas
(Figura 12), porém pode se observar que este método foi parcialmente eficiente no

fracionamento de moléculas presentes na fragédo anterior, SFCW.
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R16CW
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FIGURA 12 — PERFIS DE ELUICAO DAS FRACOES DERIVADAS DA
FRACAO SFCW POR HPSEC UTILIZANDO O DETECTOR
DE iNDICE DE REFRACAO

Além disso, a andlise de composicdo monossacaridica (Tabela 11), mostrou

que a proporgcao das unidades de Gal e 3-O-Me-gal € maior na fragdo retida em

relagéo a fracao eluida.

TABELA 11— COMPOSIQAO MONOSSACARIDICA DAS FRAQOES OBTIDAS DO
EXTRATO AQUOSO | DE P. ostreatus var. florida

Composigdo Monossacaridica (mol%)?

Fragcéo
Fuc Man 3-O-Me-Gal° Gal Glc
CW - 20,5 14,3 11,4 53,8
SCW - 12,7 8,3 10,3 68,7
PFCW 5,0 54,8 11,1 16,7 6,3
SFCW - 23,0 22,3 12,7 40,6
E16CW - 13,8 1,5 10,1 71,9
R16CW - 8,8 6,9 21,5 50,0
R16DCW - 20,3 16,9 32,6 30,2
E10CW - 8,1 2,5 4,5 84,9
R10CW - 31 34 24,2 10,8

#Analisado em GC-MS apés hidrolise &cida total (TFA 2M a 100 °C por 6 horas), redugéo (NaB?H,) e

acetilagao.

®Confirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190.

A fragdo R16CW foi analisada quanto ao seu espectro de RMN-'3C (Figura

13A) e apresentou sinais semelhantes a manogalactana descrita para o basidioma
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de Pleurotus ostreatus var. florida (SANTOS-NEVES, 2007). Além disso, foram
observados os sinais em § 99,9, 78,3, 73,3 e 60,8 referentes a a-glucanas (1—4)-

ligadas, sugerindo a presencga de glicogénio (descrito a diante no item 4.3.2)
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FIGURA 13 — ESPECTRO DE RMN-'3C DAS FRAGOES R16-CW (A) E R10CW (B)
MICELIO DE P. ostreatus var. florida OBTIDA EM MEIO CZAPECK

Solvente: D,O a 30 °C. Deslocamento quimico expresso em & (ppm)

Desta forma, com o intuito de purificar a fracdo R16CW, esta foi tratada com
a-amilase, e apds dialise em membrana de 16 KDa, foram obtidas as fragdes eluida
(E16DCW) e retida (R16DCW). Esta ultima por apresentar um perfil heterogéneo
quando analisado em HPSEC-MALLS, foi submetida a uma ultra-filtracdo com
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membrana de 10 KDa de limite de exclusao, a qual forneceu a fracao retida R10CW,
que apresentou-se homogénea, com uma massa molar de
4,4.10* g.mol™ (dn/dc 0,139 e 0,8% -probabilidade de erro) (Figura 14).

— R16DCW
— Ri1oCwW

0.08
0.06
0.04—

0.02—

0.00F

indice de refracao (volts)

_0.02- ! ! ! | ! ! ! | ! ! ! |
0 20 40 60 80

Tempo (min)
FIGURA 14 — PERFIS DE ELUIQAO DAS FRAQOES R16DCW E R10CW POR

HPSEC UTILIZANDO O DETECTOR DE iNDICE DE REFRAGAO

A fragdo R10CW foi analisada quanto ao seu espectro de RMN-"*C (Figura
13B) e pode se observar que alguns sinais referentes ao glicogénio ndo foram
evidenciados (6 98,9, 73,3, 71-72 e 60,8), desta forma pode-se sugerir que 0
processo enzimatico foi eficiente na purificagado desta fragéo.

Baseado nos dados da literatura foi possivel determinar alguns sinais
presentes neste espectro. Na regido de carbono anomérico pode-se destacar os
sinais em & 101,6, 98,7, 98,3 referentes aos terminais nao-redutores de B-D-Manp, o-
D-Galp 6-O- e 2,6-O-substituidas de a-D-Galp, respectivamente. Além disso, podem
ser assinalados os sinais de CH, dos terminais nao-redutores de B-D-Manp em
o 61,2 e os sinais o 66,8 e 66,5 referentes a C-6 livre confirmado pela inversdo
destes sinais por espectro de RMN-"3C-DEPT. Os sinais em & 56,8 e 56,4 referem-
se ao O-CH3; (SANTOS-NEVES, 2007).

A Figura 15 mostra o espectro da manogalactana obtida neste trabalho
(Figura 15A) e o espectro obtido por Santos-Neves (Figura 15C), nos quais, podem
se observar que, apesar de muito semelhantes, um ponto que chama atencéo sao

os sinais 6 56,8 e 56,4 com maior intensidade para o polimero deste trabalho.
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FIGURA 15 - ESPECTRO DE RMN-'3C DA FRAGAO R10CW (A) E ESPECTRO DE
RMN-"3C-DEPT (B) DO MICELIO DE P. ostreatus var. florida;
MANOGALACTANA DO BASIDIOMA DE P. ostreatus var. florida (C)

SOLVENTE: D,O a 30 °c. Deslocamento quimico expresso em & (ppm)
Figura B — Retirado de SANTOS-NEVES, 2007.

Polimeros contendo manose e galactose sdo descritos para outras espécies
de Pleurotus. Manogalactanas sao descritas para o basidioma de Pleurotus
ostreatus “florida” e P. ostreatoroseus (ROSADO et al, 2003b) e P. pulmonarius

(SMIRDELE et. al., 2008), sendo que tais estruturas apresentam unidades de

60
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3-O-Me-a-D-Galp e a-D-Galp (1—6)-ligadas na cadeia principal com substituicao em
O-2 por unidades de B-D-Manp.

A presenca de unidades de 3-O-Me-a-D-Galp na estrutura de polissacarideos
€ sugerida como tipica para o género Pleurotus (ROSADO et al, 2003b).

Desta forma, pode-se observar que a estrutura encontrada no micélio de P.
ostreatus var. florida é similar a encontrada no basidioma de Pleurotus spp. Além
disso, as manogalactanas descritas por Rosado et al. (2003b) apresentaram uma

massa molar muito proxima a encontrada neste trabalho.

4.3.2 Purificagao do extrato aquoso Il

O material residual da extracdo aquosa a frio foi submetida a extracao
aquosa em banho fervente, pelo qual foi obtido o extrato aquoso Il (3,4 g). Este
extrato foi submetido a processos de purificacdo de maneira similar aos descritos
anteriormente (Figura 16).

Extrato Aquoso Il (3,4 g)

] l | Congelamento/ degelo

i Frag&o insolavel Fracdo soluvel
PHW SHW (2,19 g)
I | I Precipitagédo solugéo de Fehling
Fragao insolavel Frago soluvel
PFHW (50 mg) : SFHW (1,8 g)
J ......... : —Dilise fochada em mermbrana de
............ b 1000 KDa
Fragéo eluida : Fracao retida
.......... EMAW .0 | RMHW (500 mg)

FIGURA 16 — FLUXOGRAMA DE PURIFICACAO DO EXTRATO AQUOSO I

A fracao sobrenadante de Fehling (SFHW) por apresentar maior rendimento,
foi selecionada para a etapa posterior de purificacdo. Esta fracdo, quando analisada
em HPSEC, mostrou-se heterogénea, e de acordo com o perfil de eluicao

apresentado (Figura 17), esta fragcdo poderia ser purificada utilizando a didlise
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fechada em membrana de 1000 KDa de limite de exclusdo. Desta forma, a partir

deste processo foi obtida uma fracao eluida (EMHW) e uma fracao retida (RMHW),

esta ultima apresentou um perfil homogéneo em HPSEC (Figura 17) e composta
principalmente, de Gic (97,8%) (Tabela 12).

—  RMHW
012 _— SFHW
:,Z, L
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[
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\E _|:||:|4 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1
I 20 40 G0 g0

Tempc;(mirnr) |

FIGURA 17 — PERFIS DE ELUIGAO DAS FRACOES SFHW E RMHW POR HPSEC
UTILIZANDO O DETECTOR DE iNDICE DE REFRAGAO

TABELA 12 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DAS FRACOES OBTIDAS DO
EXTRATO AQUOSO Il DE P. ostreatus var. florida

Composigdo Monossacaridica (mol%)?
Fracao

Man 3-O-Me-Gal° Gal Glc
HW 13,4 8,4 6,9 71,3
PHW 6,1 Tr 4,9 89,0
SHW 9,2 4,9 3,7 82,2
PFHW 2,9 1,7 2,5 90,8
SFHW 3,3 2,5 2,9 91,3
RMHW - - - 97,8
EMHW 5,5 5,7 8,8 75,7

#Analisado em GC-MS apés hidrolise &cida total (TFA 2M a 100 °C por 6 horas), reducéo (NaB?H,) e

acetilagao.

®Confirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190.
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A fracdo RMHW foi analisada quanto ao seu espectro de RMN-'3C (Figura
18A) e mostrou-se idéntica ao espectro do glicogénio (Figura 18C), no qual os sinais
em o 78,3 e 77,6 referem-se ao C-4 das unidades 4-O-ligadas e C-6 livres em 6 60,9
STANEK; FALK; HUBER, 1998). Este ultimo confirmado pela inversédo deste sinal no
experimento de RMN-'C DEPT (Figura 18 B)
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FIGURA 18 — ESPECTROS DE RMN-'*C DAS FRACOES RMHW DO MICELIO DE
P. ostreatus var. florida OBTIDA EM MEIO CZAPECK (A), ESPECTRO
DE RMN-'3C-DEPT (B) E PADRAO DE GLICOGENIO (C).

*Regiao do C-6 livre
Solvente: D,O a 30 °C. Deslocamento quimico expresso em & (ppm)
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Os dados anteriores foram confirmados por resultados de metilagéo (Tabela
13) no qual foram observados os derivados 2,3,4,6-Me4-Glc, 2,3,6-Me3-Glc e 2,3-
Me,-Glc, dos terminais nao-redutores, das cadeias e dos pontos de ramificacao,

respectivamente.

TABELA 13 — ANALISE POR METILACAO DA FRACAO RMHW DE P. ostreatus

var. florida

Acetato de alditol Fracdo (mol %) , s b
parcialmente O-metilado # RMHW Tipo de ligagao
2,3,4,6-Me,4-Glc 8,2 Glecp—(1—
2,3,6-Me3-Glc 80,0 4—)—-Glcp- (1—
2,3-Me.-Glc 11,8 4,6—)—Glcp- (1>

2 Analisado em GC-MS, ap6s metilacgo, hidrélise 4cida total com acido férmico, reducéo (NaB?H,) e acetilacgo.
Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.
¢ Tempo de hidrélise de 9 horas

O Glicogénio encontrado na fragdo RMHW apresentou uma massa molar de
1,1.10° g.mol™ (0,8% de probabilidade de erro), sendo que esta estrutura é um
polimero de reserva tipica de fungos, encontrado inclusive no basidioma de
basidiomicetos (GRIFFIN, 1994).

Além desta fragdo, o glicogénio foi encontrado como “contaminante” nas
fracoes derivadas do extrato aquoso a frio (descrito anteriormente) e no extrato

alcalino que sera descrito a seguir.

4.3.3 Purificacao do Extrato Alcalino N1

Apos a extracdo do micélio com agua em banho fervente, o material residual
foi submetido a extracao com solugdo de NaOH 1 % a 60 °C, desta forma foi obtido
o extrato alcalino (10,7 g), que também foi submetido ao processo de purificagao
(Figura 19).
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Extrato Alcalino (10,7 g)

| | Congelamento/ degelo

............................ l.....
i Fragdo insoluvel Fracéo soltvel
PN1 (3,2 g) SN1 (2,3 g)
| Precipitagéo solugéo de Fehling
............................... Lo, |
i Fragdoinsoluvel i Fracdo soltvel
PFN1 (70 mq) SFN1 (1,4 g)
Degradacao enzimética e didlise
[ |
Fragao retida Fracao eluida
RDN1 (338 mg) EDN1

FIGURA 19 — FLUXOGRAMA DE PURIFICACAO DA FRAGAO N1

O processo de purificagdo mostrou que desde o inicio, este extrato
apresentou altos teores de glucose (Tabela 15). A fracdo SFN1 foi selecionada para

posterior processo de purificagdo por apresentar maior rendimento.

TABELA 15- COMPOSIGAO MONOSSACARIDICA DAS FRAGOES OBTIDAS DO
EXTRATO ACALINO | DE P. ostreatus var. florida

Composicdo Monossacaridica (mol%)?
Fragcéao

Fuc Xyl Man 3-O-Me-Gal°  Gal Glc
N1 2,6 2,0 7,7 3,6 - 84,1
PN1 - 1,4 2,5 - 1,7 94,0
SN1 1,7 1,8 4,2 - - 90,6
PFNA1 1,6 43 7,2 - 1,0 85,6
SFN1 - 3,9 3,7 - 1,6 90,4
RDN1 - - 1,6 - - 98,4

Analisado em GC-MS apés hidrélise acida total (TFA 2M a 100 °C por 6 horas), reducdo (NaB?H,) e
acetilagao.
®Confirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190.

A fracdo SFN1 foi analisada quanto ao seu espectro de RMN-'°C e
apresentou os sinais em 6 99,7, 98,4, 77,6, 73,3, 71,7, 71,2, 69,7 e 60,9 que

sugerem a presenca de glicogénio (Figura 20A). Com o intuito de eliminar o
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glicogénio presente nesta fracdo, foi realizada uma degradagao enzimatica com
a-amilase e apds o tratamento enzimatico, o material foi dialisado fornecendo uma
fracao retida (RDN1).
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FIGURA 20 — ESPECTROS DE RMN-'3C DA FRACAO SFN1 (A); RDN1 (B) E RMN-
'3C-DEPT (C) DO MICELIO DE P. ostreatus var. florida OBTIDA EM
MEIO CZAPECK

Solvente: D,O a 30 °C. Deslocamento quimico expresso em & (ppm)

Nesta fragdo pode-se observar a diminuicdo de sinais caracteristicos de
glicogénio (Figura 20B), mostrando que o método de purificagdo foi eficaz na
degradacao deste polimero. Ap6s este processo, pode-se sugerir que a fracao
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apresenta uma glucana do tipo B(1—3)-ligada, devido ao sinal em & 1024,
caracterizando a configuragcao do tipo B e o sinal em & 84,4, caracteristico para C-3
ligado de unidades de glucose. Além disso, os sinais em 6 68,8 e 60,7 referem-se
aos sinais de C-6 substituidos e C-6 livres, respectivamente (Figura 20C)
(CARBONERO et al., 2005). Porém analises complementares como metilacao,
degradacao de Smith, devem ser realizadas para desvendar a estrutura fina desta
glucana.

No trabalho realizado por Santos-Neves et al. (2008b) com o basidioma de P.
ostreatus var. florida foi caracterizada uma glucana, capaz de formar géis em baixa
temperatura, de cadeia principal formada por unidades de a-D-Glcp-(1—3)-ligados,
parcialmente substituida em O-6 por unidades de B-D-Glcp, sendo que parte desta
ramificagdo é formada por trés unidades de B-D-Glcp-(1—3)-ligados (SANTOS-
NEVES et al., 2008b).

Outra glucana descrita para 0 mesmo basidiomiceto € composta por a-D-Glcp-
(1—3)-ligadas, parcialmente substituidas em O-6 por unidades de B-D-Glcp a cada
quatro unidades da cadeia principal (SANTOS-NEVES, et al., 2008a).

As glucanas sdo homopolimeros que apresentam estruturas extremamente
diversas, sendo ramificadas ou lineares e podendo apresentar comportamentos
distintos, como propriedade de formar géis, e insolubilidade em agua fria. Portanto
merecem um estudo muito detalhado com relagcédo a caracterizacao de sua estrutura,
uma vez que a generalizacao desta leva a simplificacbes que geram descricoes
errdbneas destes polimeros. Além disso, quando se tem o objetivo de estudar os
mecanismos de acao destes polimeros, esse cuidado se torna ainda mais
importante, uma vez que em estudos de atividades biolégicas diversas é observado
que a estrutura quimica destas glucanas é de extrema importdncia no efeito
farmacologico (ZHANG et al., 2007).
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4.4 TESTE DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTIINFLAMATORIA

A administragdo intraperitoneal de M-EP (manana obtida a partir do cultivo em
meio POL — fragdo R16PF-EP), foi testada nas doses de 1, 10 e 100 mg/Kg, 30 min.
antes da injecdo de acido acético como agente irritante.

O polissacarideo M-EP causou uma inibigdo da resposta nociceptiva induzida
pelo acido em 91 + 7% na dose de 100 mg/kg (Figura 18 A). A dose calculada de M-
EP necessaria para inibir 50% das contorg¢des (I1Dsg) foi de 19,6 (9,1- 42,1) mg/Kg.

No entanto, M-EP (1-100 mg) n&o foi capaz de inibir a migracao de leucdécitos
(migracao de células totais) e nem a permeabilidade capilar (extravasamento do
corante Evan’s Blue) induzidas pelo acido acético (Figuras 18 B e 18 C), ou seja,

nao apresentou acao antiinflamatoéria.

Inibicdo: 91 £ 7% =
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Acido acético 0,6% (450 pl, i.p.) Acido acético 0,6% (450 pl, i.p.) Acido acético 0,6% (450 pl, i.p.)

FIGURA 21 — EFEITO DE M-EP (1-100 mg/Kg, I.P.) SOBRE AS CONTORGCOES
ABDOMINAIS (A), INFILTRACAO DE LEUCOCITOS (B) E
EXTRAVASAMENTO DO CORANTE EVAN'S BLUE (C) INDUZIDAS
POR ACIDO ACETICO EM CAMUNDONGOS.

Os resultados estdo expressos como a média + erro padrao; n = 6-8 animais por

grupo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Controle (C), e *p<0,001 vs. salina (Sal),
ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls.

A acdo antinociceptiva e/ou antiinflamatéria de polissacarideos isolados do
basidioma de basidiomicetos foi estudada recentemente. A partir de Lentinus
edodes, foi isolada uma fucomanogalactana, a qual possui uma cadeia principal de
unidades de Galp ligadas (1—6), parcialmente substituida por Manp e Fucp em O-2,
sendo que este polimero inibiu totalmente a nocicep¢do com uma dose de

100 mg/kg. Além disso, nesta mesma dose, este polimero foi capaz de diminuir a
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permeabilidade capilar peritoneal em 76% e inibiu completamente a infiltracao
leucocitaria, ou seja, apresentou atividade antiinflamatéria (CARBONERO et al.,
2008).

Outro polissacarideo que foi avaliado quanto a estas atividades foi uma
manogalactana com cadeia principal formada por unidades de a-D-Galp-(1—6) e 3-
O-Me-a-D-Galp, sendo parcialmente substituida em O-2 apenas por terminais nao
redutores de Manp, a qual foi isolada do basidioma de Pleurotus pulmonarius. Esta
molécula inibiu em 93% a nocicepgao induzida por acido acético com a dose de
30 mg/kg (Dlspo = 16,2 mg/kg) e nao apresentou atividade anti-inflamatéria
(SMIDERLE et al., 2008a).

A B-glucana com cadeia principal B-Glcp-(1—3), substituida em O-6 a cada
trés unidades da cadeia principal por terminais ndo redutores de B-Glcp obtida do
cogumelo citado anteriormente também foi submetida ao mesmo teste. Este
polimero inibiu em 85% a nocicepc¢ao induzida por acido acético com a dose de
3 mg/kg (Dlsp= 1,26 mg/kg). Além disso, promoveu a reducdo da infiltracdo de
leucocitos (migracao de célula total) induzida por acido acético. O Dlsy foi de
1,19 mg/kg, a inibicdo foi de 82% com uma dose de 3 mg/Kg. Porém, a
administracao desta molécula foi capaz de reduzir em apenas 37% (3mg/Kg) a
permeabilidade capilar abdominal (extravasamento do corante Evans Blue)
(SMIDERLE et al., 2008b).

O estudo de fracbes polissacaridicas puras e caracterizadas quanto a sua
estrutura quimica é, portanto, um passo importante para o entendimento dos
mecanismos de acdo de drogas em vias complexas, como a inflamatéria estudada

neste trabalho.
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5 CONCLUSAO

Ap6s as analises dos resultados obtidos podem ser propostas algumas
consideracdes sobre esta pesquisa com o Basidiomiceto Pleurotus ostreatus var.
florida:

CULTIVO:

A producgédo de EPS e biomassa micelial de Pleurotus ostreatus var. florida
nos meios de cultivo CZAPECK (EPS: 530 mg.I", Biomassa: 3 g.I'' ) e POL
(464 mg.I"; Biomassa: 2,2 g.I'") apresentaram baixo rendimento, quando
comparados com dados da literatura.

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO EPS:

A partir dos EPSs obtidos em cultivo submerso do micélio de P. ostreatus var.
florida nos meios CZAPECK e POL foram caracterizadas mananas similares,
independente do meio em que o micélio foi crescido. Estes polimeros apresentaram-
se compostos por uma cadeia principal formada por a-Manp-(1—6)-ligadas,
parcialmente substituida em O-2 por cadeias laterais de diferentes tamanhos, as
quais contém unidades de a-Manp 2-O- e 3-O-substituidas e uma massa molar de
3,9.10* g.mol'e 4,6.10* g.mol’, para as mananas obtidas a partir dos meios
CZAPECK e POL, respectivamente. Tal estrutura n&do foi descrita para o basidioma
de Pleurotus spp;

CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL DOS EXTRATOS OBTIDOS DO MICELIO:

A manogalactana presente no extrato aquoso a frio é similar a encontrada no

basidioma do cogumelo em estudo;
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A partir do extrato aquoso foi isolado o polimero de reserva tipico de fungos —
glicogénio, de massa molar de 1,1.10° g.mol™;
No extrato alcalino foi detectada a presenca de uma B-glucana-(1—3)-ligada,

a principio com pouca similaridade com as estruturas descritas para o basidioma.

ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTIINFLAMATORIA:

A manana obtida pelo cultivo em meio POL (M-EP) apresentou atividade
antinociceptiva, causando uma inibicdo da resposta nociceptiva induzida pelo acido
acético em 91 + 7% na dose de 100 mg/kg, porém nao apresentou efeito

antiinflamatorio.
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