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RESUMO

Polissacarideos fungicos séo polimeros estruturalmente variaveis, presentes na
parede celular do basidioma ou como polissacarideos excretados para 0 meio
extracelular. Apresentam grande diversidade em relacdo ao numero de unidades
constituintes, configuragdo anomérica, posicao e sequéncia de ligacdes glicosidicas
ao longo da cadeia, grau de ramificacdo e conformacédo da cadeia. Para analisar os
polissacarideos presentes no basidioma de Pholiota nameko foram realizadas
extracbes sucessivas, sendo uma extragdo aquosa a temperatura ambiente, uma
extracdo aquosa a quente e uma extracdo alcalina com KOH a 5%. O extrato
aquoso a temperatura ambiente foi purificado através de congelamento/degelo e
submetido a Precipitacdo com Solucdo de Fehling, originando duas fracdes (SCW-
PF e SCW-SF), a partir das quais foram extraidos dois polissacarideos, uma
manogalactana e uma glucana. A manogalactana isolada, a partir da fracdo SCW-
PF-P, apresenta unidades naturalmente metiladas, sendo constituida por unidades
de 3-O-Me-a-Galp e a-Galp ligadas (1-6), com unidades de a-Galp 2-O-
substituidas por terminais nado redutores de B-Manp. Além disso, foi isolada da
fragdo SCW-SF-P uma glucana com cadeia principal ligada B-(1->3), com
substituicdes em O-6 por unidades de B-Glcp 6-O-substituidas e por terminais néo
redutores de Glcp. Os demais extratos, aquoso a quente e alcalino, ndo foram
submetidos a purificagdo, porém apresentam em sua composicdo monossacaridica
unidades de Man, Gal e Glc, e em seus espectros de *C-RMN semelhanca
estrutural as fracdes ja isoladas.

Palavras-chave: Caracterizacdo Estrutural, Pholiota nameko, Manogalactana,
Glucana.



ABSTRACT

Fungal polysaccharides are structurally variable polymers found in the basidioma cell
wall or secreted into the extracellular medium. They present a large diversity in the
number of constituent units, anomeric configuration, position and sequence of
glycoside bonds along the chain, degree of branching and conformation of the chain.
To analyze the polysaccharides present in the basidioma of Pholiota nameko,
successive extractions were made with one sample being in agueous extraction at
ambient temperature, another with aqueous extract and lastly in hot alkaline
extraction with 5% KOH. The aqueous extract temperature was purified by
freezing/thawing and subjected to precipitation with Fehling solution, yielding two
fractions (SCW-PF and SCW-SF), from which were extracted two polysaccharides, a
mannogalactan and a glucan. The mannogalactan isolated from the SCW-PF-P
fraction has naturally methylated units being constituted of 3-O-a-Me-Galp and a-
Galp linked (1->6) with a-Galp 2-O substituted by the terminal non-reducing of -
Manp. Also it was isolated the fraction SCW-SF-P glucan with one main chain linked
B-(1->3), with substitutions at the O-6 by units of B-Glcp 6-O-substituted and non-
reducing terminals of Glcp. The other extracts, agueous hot and alkaline, were not
submitted to purification, however show in their monosaccharide composition units of
Man, Gal and Glc, and its **C-NMR spectra structural similarity to the already
isolated fractions.

Key-words: Structural characterization, Pholiota nameko, Mannogalactan, Glucan.



Figural -
Figura2 -

Figura 3 -
Figurad -
Figura5 -
Figura6 -

Figura7 -
Figura 8 -

Figura 9

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -
Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

LISTA DE FIGURAS

Esquema da morfologia de membros do filo Basidiomycota.............. 18

Esquema representativo do ciclo de vida de um cogumelo

DASIAIOMICETO. ....cce i 19
Basidiomas de Pholita nameko..........ccccoveiiiiiiiiiiiiic e 21
Esquema da estrutura de um homopolissacarideo..............c.cccocuueeee. 24
Estrutura esquemaética de um heteropolissacarideo.......................... 26

Esquema geral das extragbes do basidioma liofilizado de Pholiota

13C-RMN da fracdo bruta CW em Me,-SO-dga 70°C..........cccevvvreene 34
13C-RMN das frages PCW (A) e SCW (B) em Me,-SO-dg a 70°C,
obtidas apds fracionamento do extrato CW, obtido de Pholiota
nameko, por congelamento € degelo.........vveieeiiiiiiiiiiiiiieee 35

Esquema geral das etapas de purificacdo do extrato aquoso de

Pholiota nameko obtido a temperatura ambiente (CW)...................... 36
13C-RMN da fracdo SCW-PF (A) e SCW-SF (B) em Me,-SO-dg a
70°C, obtidas através de Precipitacdo com Fehling.......................... 37

Fluxograma do processo de purificacdo da manogalactana extraida do

cogumelo Pholiota nameko.............ccoooiiiiiiiiiiiccc e, 38
13C-RMN da fracdo SCW-PF-P em Me»-SO-dga 70°C........ccc......... 39
Espectro de DEPT135-RMN da Manogalactana obtida de Pholiota
=T TS o T 40
Espectro de HSQC da manogalactana (SCW-PF-P) em DMSO
deuterado @ 70°C.....cooo i 41
Fluxograma do processo de purificacdo da glucana extraida do
basidioma de Pholiota Nnameko................uuvviiiiiiiiiiieieee e 42
3C.RMN da fracdo PB-Glucana-(1,3)-(1,6) em Me,-SO-ds a
40 OSSPSR PPOPPRRR 43

13C-RMN da fracdo SCW-SF-P resistente a degradacéo controlada de
Smith €M Me2-SO-Uga 70°C....nieiiiieiie e 45



Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Espectro de HSQC da p-Glucana-(1,3)-(1,6) em Me,-SO-ds a

Oligossacarideo repetitivo da glucana obtida do basidioma de Pholiota

F= 101 (o PP URURPT P 46
3C.RMN  da fragdo HW  bruta em  Me,-SO-ds a
4 e PP TPPPT 48
13C-RMN da fracdo AK bruta em Me,-SO-dga 70°C..........cocveuee..... 49



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4
Tabela 5

LISTA DE TABELAS

Composicdo monossacaridica das fracoes SCW-PF e SCW-SF,

obtidas apos tratamento de Fehling da fragdo SCW........ccccccceeeeeen. 38
Andlise dos derivados metilados da fracdo SCW-PF-P obtida do
basidioma de Pholiota Nnameko.............cooovviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeii 40

Andlise dos derivados metilados da fracdo SCW-SF-P obtida do
basidioma de Pholiota nameko..............ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiceeen 44
Composicdo monossacaridica da fracdo HW..............coevvvvviiceeeennn. 48

Composicdo monossacaridica da fracdo AK..........cccceevvvivieeeeeeeeeee, 49



AK

Cw
DMSO
Fucp
Galp
GC-MS
Glcp
HDL
HSQC
HW
kDa
LDL
Manp
Me,-SO-ds
MeOH
NaBD4
PCW

pH

RMN
RPM
SCW

SCW-PF
SCW-PF-P
SCW-SF
SCW-SF-P
TFA

Xylp

LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E TERMOS

Extrato alcalino a 5%

Extrato aquoso obtido a temperatura ambiente
Dimetilsulfoxido

Fucose piranosidica

Galactose piranosidica

Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometro de Massas
Glucose piranosidica

Lipoproteinas de alta densidade
Heteronuclear single-quantum correlation
Extrato aquoso a quente

Quilodalton

Lipoproteinas de baixa densidade

Manose piranosidica

Dimetilsulfoxido deuterado

Metanol

Borohidreto de sédio deuterado

Precipitado de gelo/degelo do extrato aquoso a temperatura

ambiente
Potencial hidrogeniénico
Ressonancia Magnética Nuclear

Rotacdes por minuto

Sobrenadante de gelo/degelo do extrato aquoso a temperatura

ambiente

Precipitado de Fehling da fragdo SCW
Manogalactana extraida de Pholiota nameko
Sobrenadante de Fehling da fragdo SCW
B-Glucana-(1,3)(1,6)

Acido trifluoroacético

Xilose piranosidica



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt nnanis 15
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 17
2.1 REINO FUNGI ....coiiiiiiiiiee ettt ettt e e e et e e e e e e e e s annnneees 17
2.2 COGUMELOS BASIDIOMICETOS ...ooiiiiieeiiiiiiiiiiieeee e sesiiireeee e e e 17
2.2.1 Pholiota NAMEKO .......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee et 20

2.3 POLISSACARIDEOS EM COGUMELOS COMESTIVEIS........cccooviierinnnee. 22
2.3.1 HOMOPOIISSACANUEOS ......cceeiieeiiiiiie e e 23
2.3.2 HeteropolisSacarideos ..........ooeuuuiiiiiii e 25

3 OBUIETIVOS .. e 27
3.1 OBJIETIVO GERAL.....e et e e e 27
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......oooveoeeeeeeeeeeeeeeeee e 27

4  MATERIAL E METODOS ......coiiiieieceeeieeee ettt eaeetestesaesae e e 28
A1  BASIDIOMAS ..o 28
4.1.1 ODbtencao d0OS BASIAIOMAS .........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 28

4.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS .......cocooieeieeeeeeeeeeeen e, 28
4.2.1 Deslipidificacdo com Cloroformio-Metanol..............ccoooooviiiviiiiiiiiieceeeeeenn, 28
4.2.2 Extracdo Aquosa a Temperatura AmbIente ..........cccoeeeieiieviiiiiiiinieeeeeeeeennn, 28
4.2.3 EXtracao AQUOSE 8 QUENTE .......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeneaennnee 29
4.2.4 EXIraGao AlCAIING .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 29

4.3 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS ......ccoeoveeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
4.3.1 Separacao dos Polissacarideos por Congelamento e Degelo.................. 29
4.3.2 Purificacdo por Precipitacdo com Solucdo de Fehling .........cccccoovveevvvennn. 30

4.4  ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS .......cccovveiiieieieiiennen, 30
4.4.1 Hidrolise ACida TOI ........c.ccvevueereieeeeeeeeeeee et 30
4.4.2 Reducdo e Acetilacdo dos Produtos de Hidrolise ............cccccevvvvnnnnnnnnnnnnns 30
4.4.3 Metilag@o dos PoliSSacarid@osS.............uuuuuuuiuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 31
4.4.4 Degradacdo Controlada de Smith..............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 31

45 METODOS ANALITICOS ..ottt 32

4.5.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) ..32

4.5.2 Ressonancia Magneética NUCIEAr ..............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaes 32



5 RESULTADOS E DISCUSSAOD ...oooieeeeeeeee ettt 33

5.1 EXTRATO AQUOSO ATEMPERATURAAMBIENTE.......cccoi i, 33
5.1.1 Isolamento e caracterizacdo estrutural da Manogalactana (fracdo SCW-

o e o PSP USPPR PRSI 38
5.1.2 Isolamento e caracterizagdo da B-Glucana-(1,3)(1,6) (fracdo SCW-SF-

P ettt ettt ettt ettt ettt et et e et et 42
5.2 EXTRATO AQUOSO A QUENTE ...uttiiiiiieeei ittt 48
5.3 EXTRATO ALCALINO ....ccttiiiiiiiiiittiieee ettt e e e e 49
B CONCLUSOES ..ottt 50

REFERENCIAS ..o ettt 51



15

1 INTRODUCAO

Cogumelos comestiveis sdo conhecidos ha muito anos como um suplemento
alimentar, devido a suas altas taxas de proteinas, carboidratos e fibras alimentares
(CARBONERO et al., 2006; ZHAO; WANG; LU, 2009). Estes cogumelos tem
causado um grande interesse na area biomédica, principalmente devido ao seu
elevado teor de substancias bioativas, especialmente polissacarideos (ZHAO;
WANG; LU, 2009). Os polissacarideos fungicos compreendem um grande grupo de
biopolimeros com funcdo estrutural na parede celular do basidioma ou
exopolissacarideos encontrados ligados a superficie das células e excretados para o
meio extracelular (CAMELINI et al., 2005; GIAVASIS, 2014).

Polissacarideos fungicos sédo polimeros varidveis que, embora possam ser
constituidos por apenas uma ou mais unidades monossacaridicas, apresentam
grande diversidade em relacdo ao nimero de unidades constituintes, configuracéo
anomerica, posicao e sequéncia de ligacdes glicosidicas ao longo da cadeia, grau
de ramificacdo e conformacéo da cadeia (SYNYTSYA; NOVAK, 2013). A atividade
biolégica de diversos polissacarideos pode ser influenciada principalmente por estas
variagbes na estrutura quimica (BOT et al., 2001; XIAO et al.,, 2007) e em suas
conformacdes tridimensionais (TAO et al., 2007). Além disso, a atividade biol6gica
estd diretamente associada ao peso molecular, composi¢cdo quimica, estrutura do
polimero e grau de ramificacdo da molécula (JIN et al., 2003; CUI et al., 2007).

Polissacarideos dos basidiomas sédo principalmente glucanas e
heteropolissacarideos, constituidos por galactose, glucose, manose e fucose
(SMIDERLE, 2012), enquanto polissacarideos provenientes do micélio fungico séo
principalmente glucanas, na forma de proteoglucanas ou heteroglucanas (ZAIDMAN
et al., 2005).

Para determinar a estrutura quimica exata destes polimeros varios métodos
analiticos vém sendo empregados, tais como analises de metilagdo, métodos de
oxidacdo parcial e analise por ressonancia magnética nuclear, sendo esta a mais
eficaz atualmente, uma vez que proporciona a analise dos desvios e acoplamentos
quimicos, identificando unidades e suas formas anoméricas, além da posicado de
ligacdes glicosidicas ou substituintes (SYNYTSYA; NOVAK, 2013).
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Para os basidiomicetos do género Pholiota sdo geralmente encontrados
dados sobre atividades biologicas de extratos brutos de moléculas bioativas, tais
como polissacarideos. No entanto, o isolamento, purificacdo e proposicdo da
estrutura quimica destas moléculas ainda ndo foram relatados. Os dados da
literatura apresentam a composicdo monossacaridica, assim como analises
espectrométricas destes polimeros (LI et al., 2007; LI et al., 2014). Grande parte da
atividade biolégica dos polissacarideos esta diretamente relacionada ao grau de
ramificacdo, peso molecular e estrutura quimica da molécula. A extracao, purificacao
e elucidacdo da estrutura quimica dos polissacarideos isolados de P. nameko ira
permitir a identificacdo destas moléculas presentes nos diferentes extratos obtidos
desta espécie fungica, além de contribuir para a investigacdo dos efeitos
farmacoldgicos e mecanismos de acdo destas moléculas em diversos processos

biologicos avaliados em diferentes areas de estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 REINO FUNGI

Os fungos representam um conjunto heterogéneo de organismos eucarioticos,
unicelulares e pluricelulares, encontrados em ambientes distintos e conhecidos
devidos a sua importancia biologica, industrial e farmacolégica (MORETTI,
SARROCCO, 2016). Pertencem a este grupo organismos com estruturas
microscépicas e macroscopicas, sendo seus principais representantes as leveduras,
bolores e cogumelos.

Desempenham um papel essencial na decomposicdo da matéria organica,
auxiliando na troca e reciclagem de nutrientes. Podem formar associacdes
simbidticas ou de parasitismo com plantas, animais e outros fungos. S&o utilizados
como fonte direta de alimentagédo, no caso de cogumelos e trufas, e na fermentacao
de varios produtos alimenticios, tais como paes, vinhos e cerveja, além de
possuirem compostos bioativos, tais como ergosterol e polissacarideos, que podem
ser utilizados de forma nutracéutica ou na formulagéo de alimentos, medicamentos e
compostos de interesse industrial.

Dentre os representantes deste grupo, sdo denominados cogumelos as
frutificacbes macroscopicas de alguns fungos dos filos Ascomycota e Basidiomycota,
sendo os basidiomicetos constituintes da grande maioria de biomassa viva do solo,

constituindo também um dos filos mais abundantes do Reino Fungi.

2.2 COGUMELOS BASIDIOMICETOS

Membros do filo Basidiomycota s&o comumente referidos como
basidiomicetos. Estes constituem um amplo e diverso grupo de organismos, que
incluem formas conhecidas como cogumelos comestiveis € venenosos,
gasteromicetos, orelhas-de-pau, bem como dois grupos fitopatogénicos, as
ferrugens e os carvoes (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007; ALEXOPOULUS;
MIMS; BLACKWELL, 1996). Assim como os demais pertencentes do Reino Fungi
sdo organismos denominados saprofitas, porque decompdem substratos organicos.
Apresentam, em sua maioria, uma frutificagdo macroscopica, denominada
basidiocarpo ou basidioma, constituida por um pileo ou chapéu, apoiado sobre um

estipe (Figura 1). No inicio do seu desenvolvimento o cogumelo pode apresentar um
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envoltério membranoso, que se rompe com 0 Seu crescimento, porém permanece
em algumas espécies como uma bainha protetora na regido superior do pileo,
formando o anel, ou na base do estipe, formando a volva. Em algumas espécies a
face inferior do pileo apresenta estruturas radiadas chamadas de lamelas,
responsaveis pela dispersédo dos basididosporos (PUTZKE; PUTZKE, 1998; RAVEN;
EVERT; EICHHORN, 2007).

— e lamelas

pileo

basidiésporos

anel

estipe

volva —= |/

micélio (hifas)

basidio

Figura 1. Esquema da morfologia de membros do filo Basidiomycota.
Fonte: Adaptado de: http://cienciaybiologia.com, acesso em 18/12/2015.

Basidiomicetos sdo caracterizados primariamente pela producdo de esporos
sexuais, denominados basididsporos, que sao produzidos pelo basidio (Figura 2).
Quando o basidiésporo germina, da origem ao micélio, que pode ser inicialmente
multinucleado, sendo sempre septado e com septos perfurados (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2007).

Na maioria dos Basidiomycota, o micélio passa por duas fases distintas,
monocaridtica e dicaridtica. Apés a germinacdo do basididosporo, 0s septos séo
formados e o micélio é dividido em células monocarioticas, sendo entdo chamado de
micélio primario. O micélio secundario é originado da fusdo das hifas
monocaribticas de diferentes linhagens, ainda sem a ocorréncia de cariogamia,
originando um micélio secundario dicariético. A formagéo do basidioma ocorre com o
micélio terciario, que posteriormente ir4 sofrer cariogamia e meiose de cada nucleo
dipléide, originando quatro nacleos haploides. Cada um desses quatro nucleos migra
para a extremidade, alargando-se e formando um basidiésporo uninucleado e
haploide (Figura 2) (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007).
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O grupo dos basidiomicetos inclui aproximadamente 22 000 espécies
documentadas (CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001), sendo a taxa reprodutiva
destas espécies bastante elevada, devido a dispersao de basidiésporos pelo vento.

Cada espécie ocupa um nicho bastante especifico, sendo crucial a ampla disperséao

bY

de estruturas reprodutivas, visando a amplitude da possibilidade do encontro do
substrato e das condi¢cdes ideais para o crescimento fungico (RAVEN; EVERT,;
EICHHORN, 2007).
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Figura 2. Esquema representativo do ciclo de vida de um cogumelo basidiomiceto.
Fonte: Raven; Evert; Eichhorn (2007).

Os cogumelos possuem caracteristicas de interesse para diferentes areas de
aplicacéo e estudo. Diferentes espécies sdo conhecidas por provocarem danos em
materiais lignocelulosicos utilizados em diversas areas econdmicas, além de
possuirem a capacidade de parasitismo em espécies animais, vegetais e até mesmo
em outras espécies fungicas. No entanto, diversos basidiomicetos possuem

importancia simbidtica em ecossistemas, devido a sua capacidade de decomposi¢ao
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e a presenca de micorrizas, que colaboram com a manutencdo do equilibrio do
ambiente (ALEXOPOULUS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

Dentre as diversas formas de aplicacdo destes cogumelos, muitas espécies
deste grupo séo cultivadas comercialmente para alimentacdo ou formulacdo de
produtos secundarios a partir de compostos extraidos dos mesmos. Espécies como
Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleurotus spp. sdo cultivadas em grande
escala em quase todo o mundo para consumo humano e animal do produto in
natura, desidratado ou incluso em diferentes formulacdes. Além disso, nhumerosas
espécies sao fontes de moléculas bioativas, responsaveis por diversas propriedades
farmacéuticas, tais como atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral e
imunomoduladora (ENSHASY; HATTI-KAUL, 2013; SMIDERLE et al., 2013;
GIAVASIS, 2014; SMIDERLE et al., 2014).

Um grande numero de compostos bioativos vem sendo extraido de
cogumelos, incluindo polissacarideos, glicoconjugados, proteinas e ergosterol
(ZHANG et al., 2014). Estes dados apontam para o potencial alimenticio, industrial e
biotecnolégico destes cogumelos, ampliando o campo de investigacdo para novas

espécies, além de diferentes aplicagdes para espécies ja documentadas.

2.2.1 Pholiota nameko

A espécie Pholiota nameko (Figura 3) pertence a Ordem Agaricales,
constituinte da complexa divisdo dos basidiomicetos.

Pholiota nameko, popularmente conhecido como Nameko, é um cogumelo
pequeno e marrom com um revestimento levemente gelatinoso em seu pileo. E um
cogumelo amplamente cultivado na China e no Japédo. Apresenta elevado valor
proteico, além da presenca de vitaminas, aminoacidos, lipidios e polissacarideos,
sendo alguns destes compostos relacionados a diferentes atividades biolbgicas, tais
como atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral e hipolipidémica (CUI; LI,
2004; ZHANG et al., 2007; LI et al., 2008; LI; ZHANG; MA, 2010; GAN et al., 2011).
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Figura 3. Basidiomas de Pholiota nameko. Fonte: http://mycomed.eu, acesso em
12/01/2016.

Dentre os estudos deste cogumelo a avaliacdo anti-inflamatéria de uma
fracdo de polissacarideos, obtida a partir de extracdo aquosa de P. nameko, foi
demonstrada em diferentes modelos de inflamacdo, associada a auséncia da
atividade ulcerogénica, inibicdo da ciclo-oxigenase e producdo de prostaglandinas,
sendo estas condi¢Bes relacionadas a alguns processos inflamatérios (LI et al.,
2008). A fracdo aquosa avaliada foi submetida posteriormente a analises de
atividade hipolipidémica, onde pode ser verificada a reducdo dos niveis de lipidios
totais e lipoproteinas de baixa densidade (LDL), seguido de aumento dos niveis de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) e na atividade das enzimas do estresse
oxidativo, relacionadas a prevencdo do dano oxidativo e a inibicdo da peroxidacdo
lipidica (LI; ZHANG; MA, 2010). Além disso, a fracdo apresentou atividade
imunomoduladora, sobre a imunidade inata e adaptativa, em voluntarios saudaveis,
nos quais foi observada a estimulacdo célula-célula com sintese de citocinas, além
da estimulacdo da imunidade humoral, através da sensibilizacdo de células efetoras
(LI et al.,, 2012). Foram observados também efeitos positivos na maturacdo de
células dendriticas em ratos, através de alteracdes morfolégicas, expressédo do
fendtipo e secrecdo de citocinas, relacionados a modulacdo positiva do sistema
imunoldgico (LI et al., 2014).

A fracdo de polissacarideos de P. nameko que apresentou as atividades
acima descritas € composta por arabinose (50,34%), galactose (23,13%), glucose
(14,29%), xilose (10,54%) e manose (1,7%) (LI et al., 2007). Analises

espectrométricas de infravermelho sugerem a presencga de unidades furanosidicas e
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piranosidicas, sendo observada em algumas destas unidades a presenca de &cido
urénico (LI et al., 2012).

2.3 POLISSACARIDEOS EM COGUMELOS COMESTIVEIS

Os carboidratos sdo as biomoléculas mais abundantes na Terra. A maioria
dos carboidratos encontrados na natureza ocorre como polissacarideos, polimeros
de médio a alto peso molecular. Eles possuem grande variedade de func¢des, que
incluem o fornecimento significativo de energia na dieta da maioria dos organismos e
a atuacdo como forma de armazenamento de energia no corpo e como
componentes da membrana celular, mediando algumas formas de comunicagao
intercelular (HARVEY; FERRIER, 2012). Polimeros de carboidratos agem como
elementos estruturais e protetores em paredes celulares bacterianas, fangicas e
vegetais e também nos tecidos conjuntivos animais (NELSON; COX, 2011).

Os polissacarideos fungicos compreendem um grande grupo de biopolimeros
com funcdo estrutural na parede celular do basidioma ou exopolissacarideos
encontrados ligados a superficie das células e excretados para o meio extracelular
(CAMELINI et al., 2005; GIAVASIS, 2014). Polissacarideos dos basidiomas séo
principalmente glucanas e heteropolissacarideos, constituidos por galactose,
glucose, manose e fucose (SMIDERLE, 2012), enquanto polissacarideos
provenientes do micélio fangico sdo principalmente glucanas, gliconjugados na
forma de proteoglucanas ou heteroglucanas (ZAIDMAN et al., 2005).

Polissacarideos bioativos sao frequentemente descritos como modificadores
da resposta bioldgica, uma vez que sao capazes de desencadear uma rea¢do nao
especifica do sistema imunoldgico auxiliando na acdo contra células tumorais,
infeccdes virais e bacterianas e inflamacdes (LEIFA et al., 2007; GIAVASIS, 2014).
Além disso, podem atuar também no sistema imunolégico especifico, estimulando o
aumento de células efetoras e a sintese de citocinas, alterando os padrbes
proliferativos das células invasoras (FEARON et al., 2011). Apesar das propriedades
medicinais popularmente ja conhecidas durante séculos, a investigagcdo das
propriedades farmacoldgicas correlacionada com 0s seus mecanismos de acao
iniciou-se mais intensivamente somente nas Ultimas décadas, revelando a
importancia de varios polissacarideos em terapias antitumorais, imunomoduladoras,

antimicrobianas, hipocolesterolémicas e na prevencéo da hiperglicemia, assim como
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complementagcdo em procedimentos radio e quimioterdpicos (WASSER, 2002;
GIAVASIS; BILIADERIS, 2006; MIZUNO; NISHITANI, 2013).

A atividade bioldgica verificada em diversos polissacarideos pode ser
influenciada por variagdes na estrutura quimica destas moléculas (BOT et al., 2001;
XIAO et al., 2007) e em suas conformacdes tridimensionais (TAO et al., 2007). Além
disso, a atividade biologica esta diretamente associada ao peso molecular,
composicao quimica, estrutura do polimero e grau de ramificacdo da molécula (JIN
et al., 2003; CUI et al., 2007). Assim, uma compreensao da relacdo entre estrutura
do polissacarideo e sua fungéo bioldgica é fundamental para a elucidacao dos seus
mecanismos de a¢ao e vias de ativacao, assim como proposicado de novos farmacos
(LI et al., 2014). Informacdes sobre isolamento, estrutura quimica e propriedades
fisico-quimicas de polissacarideos sdo essenciais para novos estudos e aplicacdes
destes polissacarideos (GRACHER, 2005).

2.3.1 Homopolissacarideos

Polimeros constituidos apenas por um tipo de unidade monomérica sao
denominados  homopolissacarideos  (Figura 4). Dentre o0s principais
homopolissacarideos isolados de basidiomicetos se encontram as glucanas,
moléculas cujas cadeias principais sao formadas por unidades de a- e/ou [3- glucose,
sendo elas lineares ou ramificadas (GRACHER, 2005). As glucanas flngicas
representam varios polimeros de glucose estruturalmente diferentes, com uma
grande diversidade de massa molecular, ligagdes glicosidicas e grau de substituicdo
(SYNYTSYA; NOVAK, 2013). A maioria destas moléculas desempenha um papel
importante na constituicdo da parede celular e como fonte de energia para o

metabolismo destes organismos.
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Figura 4. Esquema da estrutura de um homopolissacarideo. Fonte:

http://commons.org, acesso em 02/02/2016.

Existem trés principais tipos estruturais destes polissacarideos: a-glucanas, 3-
glucanas e a,B-glucanas (SYNYTSYA; NOVAK, 2013). Glucanas lineares formadas
por unidades de a-Glcp possuem menor ocorréncia em cogumelos, no entanto se
apresentam como constituinte da parede celular em algumas espécies flngicas, tais
como Agrocybe cylinducea e Piptoporus betulinus (KIHO et al., 1989; JAMES;
CHERNIAK, 1990). Além disso, glucanas com cadeias principais de a-Glcp e
substituicbes em diferentes carbonos também foram descritas para diferentes
espécies fungicas. Glucanas ramificadas do tipo a-(1->4), (1->6) sao descritas,
possuindo relatos para espécies como Agaricus bisporus, Flammulina velutipes e
Cordyceps sinensis (SYNYTSYA; NOVAK, 2013).

Dentre as glucanas mais frequentemente descritas para basidiomicetos estao
as B-glucanas, prioritariamente aquelas com cadeia (1->3) sendo substituidas em O-
6 (GRACHER, 2005; SMIDERLE, 2012). Cadeias lineares de (3-Glcp (1> 3) também
podem ser observadas em extracdes alcalinas do basidioma de Termitomyces
eurhizus e Ganoderma lucidum (GRACHER, 2005; CHAKRABORTY et al., 2006;
WANG; ZHANG, 2009).

B-D-Glucanas ramificadas sdo as principais constituintes das paredes
celulares flngicas e, portanto, existem varios relatos sobre o isolamento, estrutura e
atividades biolégicas associadas a estas moléculas (WASSER, 2002). A maioria
destas glucanas apresenta uma cadeia principal com ligacdes B-(1->3) e, com
cadeias laterais de B-(1-26)-Glcp (CHEN; SEVIOUR, 2007), enquanto outras
moléculas apresentam a estrutura inversa, com cadeia principal ligada B-(1->6) e
ramificagbes em B-(1>3)-Glcp (SYNYTSYA; NOVAK, 2013). Mizuno e



25

colaboradores (1995) isolaram um polimero com cadeia principal formada por
unidades ligadas B-D-Glcp-(1->6), com ramificacbes em C-3, proveniente do
basidioma de Tricholoma giganteum.

Além disso, h& ocorréncia de polimeros cuja estrutura apresenta
configuragdes do tipo a- e - em uma mesma cadeia de monossacarideos, tais como
em polissacarideos isolados de Termitomyces microcarpus e Piptoporus betulinus,
sendo essas variagOes estruturais observadas na cadeia principal ou lateral do
polimero (SYNYTSYA; NOVAK, 2013).

O grau de substituicdo e os grupos substituintes variam de acordo com a
espécie de origem, o modo de isolamento e de purificacdo, sendo que as estruturas
provenientes das extracdes aquosas tendem a apresentar um maior grau de

substituicdo em relacéo as obtidas por extracdes alcalinas (GRACHER, 2005).

2.3.2 Heteropolissacarideos

Os heteropolissacarideos (Figura 5) apresentam variabilidade em sua
composicdo monossacaridica, além de algumas destas moléculas apresentarem
monossacarideos metilados naturalmente, sendo consideradas moléculas de
interesse para aplicacdes medicinais e industriais (RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI,
2016). Entre os heteropolissacarideos comumente isolados de basidiomicetos se
destacam as heterogalactanas, como fucogalactanas e manogalactanas, as
heteroglucanas, tais como galactomanoglucanas e xiloglucanas, e as
heteromananas, como galactoglucomananas, xilomananas e galactomananas
(GRACHER, 2005; SMIDERLE, 2012).
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Figura 5. Estrutura esquematica de um heteropolissacarideo. Fonte:

http://chemistry.msu.edu, acesso em 02/02/2016.

Dentre as heterogalactanas, os polimeros isolados apresentam, geralmente,
uma estrutura de cadeia principal a-(1->6)-D-Galp, com substituicbes em C-2 por
diferentes monossacarideos, tais como Fucp e Manp (RUTHES; SMIDERLE;
IACOMINI, 2016). Além disso, heterogalactanas podem apresentar naturalmente
unidades de 3-O-Me-a-D-Galp (SILVEIRA et al.,, 2015; RUTHES; SMIDERLE;
IACOMINI, 2016). As heteroglucanas, embora ndo tdo comuns como as glucanas,
podem ser observadas em algumas espécies, onde a cadeia principal € constituida
por unidades de B-D-Glcp ligadas (1->6), (12>4) ou (1->3), com substituicbes
geralmente em O-3 e O-6 por unidades de a-D-Galp, a-D-Fucp e a-D-Glcp (RUTHES;
SMIDERLE; IACOMINI, 2016). As heteromananas, por sua vez, sdo0 comumente
encontradas na parede celular fangica. Apresentam cadeia principal composta
principalmente por a-D-Manp ligadas (1-23), (1-22) ou (1->6), com substituicdes em
C-4 por monossacarideos como Galp e Xylp (SMIDERLE et al., 2006).

Devido a variedade de espécies fungicas, os heteropolissacarideos extraidos
destas fontes podem ser utilizados em uma ampla gama de aplicacdes ecoldgicas,
medicinais e industriais, da mesma forma que as glucanas, que constituiam a
grande parcela de material de interesse dos polissacarideos extraidos de cogumelos
(RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2016).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Extrair, purificar e caracterizar estruturalmente os polissacarideos obtidos do

basidioma de Pholiota nameko.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para o cumprimento deste objetivo geral, os seguintes objetivos especificos
foram estabelecidos:

v’ Extrair os polissacarideos do basidioma através de extrac6es aquosas e alcalina;

v' Purificar as fragcdes de polissacarideos obtidas, através de congelamento/degelo e
Precipitacédo por Solucéo de Fehling;

v’ Caracterizar estruturalmente as fracées obtidas, utilizando métodos quimicos e
técnicas analiticas de RMN e GC-MS.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BASIDIOMAS

4.1.1 Obtencéo dos Basidiomas

Os basidiomas foram gentilmente cedidos pela Empresa Nayumi Cogumelos,
localizada na cidade de Mogi das Cruzes, Sado Paulo (Latitude 23° 31’ 29” Sul;
Longitude 46° 11’ 14” Oeste).

4.2 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS

4.2.1 Deslipidificagdo com Cloroférmio-Metanol

Os basidiomas (2,5 kg) foram liofilizados e triturados em liquidificador.
Posteriormente foram submetidos a deslipidificacdo com uma solucdo de
cloroférmio-metanol (2:1, v/v), a 60°C com trés extracdes sucessivas (5h/cada),
como desenvolvido por Smiderle (2012). Este procedimento forneceu o extrato de
compostos apolares e o residuo I, que apos secura foi submetido a processos

sequenciais de extracao.

4.2.2 Extracdo Aquosa a Temperatura Ambiente

O residuo I, proveniente da deslipidificacdo, foi submetido a extracdes
aquosas a temperatura ambiente (CW), sob agitacdo mecénica, durante 6 horas.
Apds cada etapa, o material foi centrifugado (8000 rpm, 15 min, 25°C) para
separacdo do extrato aquoso (extrato aquoso 1) e do material residual (residuo II).
Os extratos obtidos foram concentrados sob pressao reduzida e precipitados com
etanol (3:1, v/v). O material foi submetido a centrifugacéo (8500 rpm, 20 min, 10°C),
e o precipitado etandlico foi dialisado (12-14 kDa) contra agua corrente por 24 horas

e liofilizado.
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4.2.3 Extracdo Aquosa a Quente

O residuo Il foi submetido a extracdes aquosas sob refluxo, aproximadamente
100°C, durante 6 horas. O material obtido foi centrifugado (8000 rpm, 15 min,
25°C), gerando um extrato aquoso Il (HW) e um residuo Ill, que foi submetido a
demais extracdes. O extrato Il foi concentrado sob presséo reduzida e precipitado
com etanol (3:1, v/v). A fracdo polissacaridica foi coletada através de centrifugacao
(8000 rpm, 20 min, 10°C), dialisada (12-14 kDa) contra agua corrente por 24 horas e
liofilizada.

4.2.4 Extracdo Alcalina

O residuo Il foi tratado com uma solugcédo de hidréxido de potassio (KOH) a
5%, sob refluxo em banho com agua fervente, na presenca de borohidreto de sédio
(NaBH,), para evitar degradacdo das cadeias polissacaridicas. O extrato alcalino
(AK) obtido foi neutralizado com &cido acético (AcOH), dialisado (12-14 kDa) contra

agua corrente, durante 48 horas, e liofilizado.

4.3 PURIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS

4.3.1 Separacdo dos Polissacarideos por Congelamento e Degelo

Os extratos aquosos (CW e HW) e alcalino (AK) foram, separadamente,
solubilizados em agua destilada e submetidos ao processo de congelamento,
seguido por descongelamento a temperatura ambiente. Neste procedimento as
fracOes soluveis em agua fria foram separadas das fragcdes insoluveis, através de
centrifugacéo (8500 rpm, 20 min, 4°C), repetidas vezes, até que o sobrenadante
aquoso néo apresentasse nenhum precipitado por congelamento e degelo, segundo

procedimento de Gorin e lacomini (1984).
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4.3.2 Purificacdo por Precipitacdo com Solucao de Fehling

A fracdo aquosa a temperatura ambiente (CW) foi submetida a precipitacédo
com solugédo de Fehling (JONES; STOODLEY, 1965). Esta solugcao consiste em
duas solucbes (A e B), sendo a solucdo A composta por tartarato de sodio e
potassio e KOH (346,0 g/L + 250,0 g/L), enquanto a solucéo B consiste de sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO45H,0) (111,4 g/L).

As fragbes submetidas a este procedimento foram solubilizadas
primeiramente na solucdo A (30 mL), seguida da adi¢c&o de igual volume da solucao
B. ApoOs intensa agitacdo, o material foi mantido sob refrigeracdo por 12 horas. O
precipitado formado foi separado por centrifugacdo (8500 rpm, 15 min, 25°C). As
fragcOes obtidas foram neutralizadas com AcOH concentrado, dialisadas (12-14 kDa)
contra agua corrente por 48 horas e deionizadas por resina Dowex na forma
cationica. Posteriormente, as fracdes foram dialisadas (12-14 kDa) e liofilizadas
(SMIDERLE, 2012).

4.4 ANALISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS

4.4.1 Hidrélise Acida Total

Aliguotas de cada fracao polissacaridica (1,0 mg) foram hidrolisadas com 0,2
mL de TFA (acido trifluoracético) 2 M, durante 8 horas, a 100°C (CORRADI DA
SILVA et al., 1993). Transcorrido o tempo de hidrélise, o &acido foi eliminado das
amostras por evaporacdo a secura. Os produtos hidrolisados foram reduzidos e

acetilados como descrito a sequir.

4.4.2 Reducdo e Acetilacdo dos Produtos de Hidrélise

Os produtos de hidrdlise foram reduzidos com borohidreto de sodio (NaBH,)
(1,0 mg), a temperatura ambiente, pH 9-10, por 15 horas (WOLFROM; THOMPSON,
1963a). Apos esse periodo, as amostras reduzidas foram neutralizadas com AcOH e

levadas a secura sob pressdo reduzida. O residuo formado desta reagdo foi
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eliminado por co-evaporacdo com metanol. Os alditéis formados foram acetilados
com uma mistura de anidrido acético (Ac,O)/piridina (1:1, v/v, 0,2 mL), a 100°C, por
30 min (WOLFROM; THOMPSON, 1963b). Os acetatos de alditois formados foram
extraidos com cloroférmio e a piridina residual foi removida através de sucessivas
adicBes de solucdo de sulfato de cobre 5% (m/v). Apdés remocao total da piridina, a
fracdo cloroformica foi desidratada com sulfato de so6dio anidro e filtrada por
algodao. Apés secura, os acetatos de alditois isolados foram analisados por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).

4.4.3 Metilacdo dos Polissacarideos

As fragdes polissacaridicas purificadas foram metiladas segundo a
metodologia descrita por Ciucanu e Kerek (1984). Uma aliquota da amostra (10 mg)
foi solubilizada em 1,0 mL de dimetilsulfoxido (DMSOQO). Posteriormente foi adicionado
hidroxido de sédio (NaOH) seco e triturado (4:1 de carboidrato) e 1,0 mL de iodeto
de metila (CHgzl). A amostra foi mantida em agitacdo por 30 min e em seguida
mantida em repouso. Transcorridas 24 horas, o material foi solubilizado em agua
destilada, neutralizado com AcOH concentrado em banho de gelo, dialisado (2 kDa)
contra agua corrente, por 48 horas e liofilizado.

Os polissacarideos per-O-metilados obtidos foram submetidos a metandlise,
seguida de hidrolise com H,SO4 1 M (JANNSON et al.,, 1976). Foi adicionado a
amostra MeOH-HCI 3% (1 mL), permanecendo por 2 horas, a 80°C. Apoés
evaporacao da solucdo de MeOH-HCI, sob presséo, foi adicionado H,SO, 1 M (1,0
mL) e a reacdo prosseguindo por 16 horas, a 100°C. O acido foi neutralizado com
BaCOj; e centrifugado. Em seguida, os monossacarideos per-O-metilados formados,

reduzidos e acetilados, foram submetidos a analise por GC-MS.

4.4.4 Degradacao Controlada de Smith

Uma amostra do polissacarideo a ser analisado foi pesada (50 mg),
solubilizada em 10 mL de &gua destilada, oxidada com 10 mL de solucdo de
periodato de sodio (NalO,4) a 0,1 M, a temperatura ambiente, na auséncia de luz, em
agitacao constante por 72 horas. Em seguida o material foi dialisado em membranas
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com limite de exclusdo de 2 kDa por 24 horas contra dgua corrente. Posteriormente
o material foi reduzido com NaBH,4, mantido a temperatura ambiente por 12 horas,
neutralizado com acido acético e dialisado em membrana com limite de exclusdo de
2 kDa contra agua corrente, por 24 horas. Apos didlise, o material foi submetido a
hidrélise parcial com solucdo de TFA pH 2,0 por 30 minutos, a 100°C.
Posteriormente o material foi dialisado em membranas com limite de excluséo de 2
kDa e liofilizado. O liofilizado, resistente a degradacdo controlada de Smith foi

analisado por espectroscopia de RMN.

4.5 METODOS ANALITICOS

4.5.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS)

As andlises de GC-MS foram realizadas em cromatografo a gas Varian Saturn
2000R - 3800, acoplado a um espectrdmetro de massa da marca Varian lon-Trap
2000R, equipados com colunas capilares de silica fundida (30 m x 0,25 mm d. i.)
revestidas DB 225. As injecfes nas colunas foram realizadas em 50°C (mantida por
1,0 min), sendo seguido de um aumento gradual de 40°C/min até 215°C (acetatos de
alditéis parcialmente O-metilados) ou 220°C (acetatos de alditéis). Hélio ultra puro foi

utilizado como gas de arraste com um fluxo de 1,0 mL/min.

4.5.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Foram realizados espectros de RMN *H, *C, HSQC e DEPT135 em
espectrometro BRUKER, modelo Avance l1ll, 400 MHz. As analises foram realizadas
a 70°C com as amostras polissacaridicas (50 mg) solubilizadas em Me,-SO-dg
(dimetilsulfoxido deuterado). Os deslocamentos quimicos em Me,-SO-dg foram
expressos em ppm (8) relativos aos sinais de *C e *H em § 39,40 (**C) e 2,40 (*H),

para amostras soluveis neste composto.



33

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os basidiomas de Pholiota nameko (2,5 Kg) liofilizados e triturados (226,0 g)
foram submetidos a deslipidificacdo, visando a remoc¢do dos compostos apolares,
utilizando a solugdo de cloroférmio-metanol (2:1, v/v), obtendo um rendimento
lipidico aproximado de 20% (45 g). Posteriormente o material deslipidificado foi
submetido as extracfes: aquosa a temperatura ambiente (CW), com rendimento de
16,5% (37,4 g); extragdo aquosa a quente (HW), com rendimento de 6,9% (15,6 g) e
extragcdo alcalina (AK), com rendimento de 11,5% (26,0 g) (Figura 6).

Pholiota nameko

Liofilizado e deslipidificado

| H,0 atemperatura ambiente por 6 h (5x, 4000 mL)
[ I

Extrato Aquoso a Temperatura Residuol
Ambiente (CW) | H,0 a 100 °C por 6 h (5x, 1000 mL)
(3749 | |

Extrato AquosoaQuente Residuoll

(1(2“;4)) KOH 5 % a 100 °C por 6h (3x, 1000 mL)
69

Extrato Alcalino  Residuo
(AK) [}
(26,09

Figura 6. Esquema geral das extracdes do basidioma liofilizado de Pholiota nameko.

5.1 EXTRATO AQUOSO A TEMPERATURA AMBIENTE

A fracdo aquosa bruta obtida a temperatura ambiente (CW) apresentou, apés
derivatizacdo, os monossacarideos glucose (79,6%), manose (14,1%) e galactose
(6,3%).

A analise de CW por *C-RMN (Figura 7) apresentou sinais & 102,7; 101,0 e
98,6 correspondendo aos C-1 de B-Glc, p-Man e a-Gal, respectivamente
(SMIDERLE et al., 2013). Sinais na regido de ¢ 85,7; 86,0 e 86,4 indicam a presenca
de polimero com unidades 3-O-substituidas e para C-6 ndo substituidos na regido
de 6 60,7 e 60,8.
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Figura 7. **C-RMN da fracéo bruta CW em Me,-SO-dg a 70°C.

Visando a purificacdo deste material foram empregados métodos baseados
na solubilidade e na composi¢do quimica das moléculas presentes no extrato. Foi
realizado, inicialmente, um congelamento da amostra, seguido de descongelamento,
originando duas fra¢@es: fracao insoltvel (PCW) e soltuvel (SCW). Ambas as fracdes
apresentaram os sinais predominantes do extrato bruto (Figura 8), demonstrando a
necessidade de etapas adicionais de purificacdo, para a completa elucidacdo da
estrutura da molécula.

A fragdo SCW foi escolhida para dar continuidade ao trabalho, devido a sua

solubilidade e alto rendimento (17,9 g).
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Figura 8. *C-RMN das fragdes PCW (A) e SCW (B) em Me,-SO-ds a 70°C, obtidas
apos fracionamento do extrato CW, obtido de Pholiota hameko, por congelamento e

degelo.
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Visando o fracionamento deste material a fragdo SCW foi tratada com solucao
de Fehling, obtendo duas fragdes: sobrenadante (SCW-SF) e precipitada (SCW-PF)
(Figura 9). Apds fracionamento o material foi submetido a analise de RMN.

De acordo com o espectro de **C-RMN a fracdo precipitada (SCW-PF) e a
fracdo sobrenadante (SCW-SF) apresentaram sinais caracteristicos de C-1 de
unidades de B-glucose (6 102,9), B-manose (6 101,7) e a-galactose (6 98,8) (Figura
10). Além disso, a composicdo monossacaridica destas fracdes comprova a
presenca destas unidades (Tabela 1), possivelmente relacionadas a presenca de
duas moléculas distintas neste extrato (CARBONERO, 2003; RUTHES; SMIDERLE;
IACOMINI, 2016).

Extrato Aquoso a
Temperatura Ambiente (CW)

‘ Gelo/Degelo (3x)
l l
Fracaoinsoluvel Fracao soluvel

(PCW) (SCW)
| Precipitacao de Fehling
| |

Fracaoprecipitada Fracédo sobrenadante

(SCW-PF) (SCW-SF)
Precipitacao de Fehling | | Gelo/Degelo (3x)
| | ' '
Fracdo precipitada Fracdo sobrenadante Fracaoinsoluvel Fragaosolavel
(SCW-PF-P) (SCW-PF-S) (SCW-SF-P) (SCW-SF-S)
\’ \’
Manogalactana B-Glc (1,3)(1.6)

Figura 9. Esquema geral das etapas de purificacdo do extrato aquoso de Pholiota
nameko obtido a temperatura ambiente (CW).
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Tabela 1. Composi¢cdo monossacaridica das fragbes SCW-PF e SCW-SF, obtidas
apos tratamento de Fehling da fracdo SCW.

Composicéo monossacaridica Manose"  Galactose’ Glucose”
SCW-PF 47, 7% 26,4% 25,9%
SCW-SF 36,1% 6,6% 57,3%

*Derivados alditol-acetatos obtidos apds hidrélise, reducéo e acetilacdo. Analisados por GC-MS.

5.1.1 Isolamento e caracterizacéo estrutural da Manogalactana (fracdo SCW-PF-P)

Devido a intensidade dos sinais relativos as unidades de manose e galactose
na fracdo SCW-PF (Figura 10A), o isolamento da manogalactana prosseguiu através
do fracionamento deste material, conforme o procedimento de extracdo

demonstrado na Figura 11.

Extrato Aquoso a
Temperatura Ambiente (CW)

| Gelo/Degelo (3x)
[ I

Fracaoinsoluvel Fracao soluvel
(PCW) (SCW)
| Precipitacéo de Fehling
I I
Fracédo precipitada Fracao sobrenadante
(SCW-PF) (SCW-SF)
Precipitacéo de Fehling |
[

Fracao precipitada Fracédo sobrenadante
(SCW-PF-P) (SCW-PF-S)

\

Manogalactana

Figura 11. Fluxograma do processo de purificagdo da manogalactana extraida do

cogumelo Pholiota nameko.

Visando purificar esta fracdo foi realizado um novo fracionamento por
precipitacdo com solucéo de Fehling. Este tratamento originou duas novas fracoes,
SCW-PF-P e SCW-PF-S, sendo o material precipitado (SCW-PF-P) referente a

molécula de interesse (Figura 12).
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Esta fracdo apresentou manose (33,0%), galactose (43,0%) e 3-O-metil-
galactose (24,0%). Uma manogalactana semelhante, com presenca de manose,
galactose e 3-O-metil-galactose, foi isolada de um exopolissacarideo produzido por
Pleurotus sajor-caju (SILVEIRA et al.,, 2015), além de também ser relatada em

algumas outras espécies do género Pleurotus (CARBONERO et al., 2008).

76,9
735
66,9
61,1

70,1

68,3

101,7

98,7

T T
105 100 95 20 85 80 75 70 65 60 ppn

Figura 12. **C-RMN da fracdo SCW-PF-P em Me,-SO-dga 70°C.

A andlise de metilagdo demonstra um polissacarideo com cadeia principal
constituida por unidades de 3-O-Me-Galp, com unidades de Galp 2,6-di-O-
substituidas, indicando ligac¢des glicosidicas do tipo (1->6), confirmadas no espectro
de DEPT135-RMN, pela inversao de fase e deslocamento dos sinais ¢ 66,3; 66,5 e
66,8 (Figura 13) e ramificagfBes constituidas por unidades terminais ndo redutores de

Manp (Tabela 2), indicando a presenca de uma manogalactana.
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Figura 13. Espectro de DEPT135-RMN da Manogalactana obtida de Pholiota
nameko.

Tabela 2. Anélise dos derivados metilados da fracdo SCW-PF-P obtida do cogumelo

Pholiota nameko.

Acetatos de Aldit6is parcialmente O- % Tipo de ligacdo®
metilados®
2,3,4,6-Mey-Manp 31,0 Manp-(1->
2,3,4-Me3-Galp 37,0 —6)-3-O-Me-Galp-(1->
3,4-Me,-Galp 32,0 -22,6)-Galp-(1->

BAnalisado em GC-MS ap6s metilacéo, hidrélise acida total, reducdo com NaDH, e acetilacao.
@Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

O espectro de HSQC da manogalactana (Figura 14) mostrou a correlagéo dos
sinais 6 98,6/4,62, 76,7/2,96, 66,3/3,55 e 66,1/3,44 referentes ao C1/H1, C3/H3 e
C6/H6, respectivamente, de unidades de 3-O-metil-Galp, além do sinal do
grupamento metil destas unidades em 6 56,1/3,23 e sinais em 98,9/4,82, 66,3/3,55 e
66,1/3,44 correspondentes ao C1/H1 e C6/H6 de unidades de a-Galp 2,6-di-O-
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substituidas. Os sinais referentes ao C1/H1 das unidades terminais ndo redutoras de
B-Manp foram observados em 101,7/4,35 e 101,5/4,42.
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Figura 14. Espectro de HSQC da manogalactana (SCW-PF-P) em DMSO deuterado
a 70°C.

A investigacdo sobre a presenca de heterogalactanas em cogumelos vem
sendo crescente, assim como a de diversos heteropolissacarideos fungicos.
Polissacarideos extraidos de cogumelos do género Pholiota ndo sdo comumente
descritos na literatura e a caracterizagdo estrutural de nenhuma dessas moléculas
havia sido elucidada até o momento, para esta espécie.

Manogalactanas sé@o descritas frequentemente associadas as suas relevantes
atividades bioldgicas (RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2016), podendo conter em
suas estruturas unidades parcialmente metiladas, tais como 3-O-Me-Galp. Silveira e
colaboradores (2015) relataram a presenca de uma manogalactana, composta por
manose (37,0%), galactose (39,7%) e 3-O-metil-galactose (23,3%), purificada do

exopolissacarideo de Pleurotus sajor-caju. Manogalactanas parcialmente metiladas
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também foram relatadas por Smiderle e colaboradores (2008), extraidas do

basidiomiceto Pleurotus pulmonarius.

5.1.2 Isolamento e caracterizacéo da B-Glucana-(1,3)(1,6) (fracdo SCW-SF-P)

O isolamento da glucana prosseguiu através do fracionamento da amostra
SCW-SF (Figura 10B). Visando obter a purificacdo desta fracdo foi realizado um
gelo/degelo, obtendo duas novas fracbes, SCW-SF-P e SCW-SF-S, sendo a fracéo
precipitada correspondente a uma molécula composta somente por unidades de

glucose. O procedimento de purificacao esta exemplificado na Figura 15.

Extrato Aquoso a
Temperatura Ambiente (CW)

[ Gelo/Degelo (3x)
I |
Fracaoinsoluvel Fracéao soluvel

(PCW) (SCW)
| Precipitacdo de Fehling
I I
Fracao precipitada Fracédo sobrenadante
(SCW-PF) (SCW-SF)
| Gelo/Degelo (3x)

Fracaoinsoluvel Fracéo soluvel
(SCW-SF-P) (SCW-SF-S)
\:

B-Glc (1,3)(1.6)

Figura 15. Fluxograma do processo de purificacdo da glucana extraida do

basidioma de Pholiota nameko.

O espectro de C-RMN (Figura 16) apresentou sinais em §102,9
correspondendo ao carbono anomérico das unidades de B-Glcp, além da presenca
de sinais de ligagdo em C-3 (6 86,0 e 86,6).
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Figura 16. **C-RMN da fragdo B-Glucana-(1,3)-(1,6) em Me,-SO-dga 70°C.

A analise de metilacdo (Tabela 3) revelou a presenca de uma molécula
altamente ramificada, com cadeia principal do tipo B-(1->3), devido a presenca das
unidades de Glcp 3-O-substituidas. As unidades 2,4-Me,-Glcp indicam a presenca
de unidades 3,6-di-O-substituidas, revelando o alto grau de ramificacdo deste
polimero. Comprovando a ramificacdo foram identificados derivados metilados 2,3,4-
Mes-Glcp e 2,3,4,6-Mey4-Glcp, indicando a presenca de unidades de Glcp 6-O-
substituidas na ramificacdo e de unidades terminais ndo redutores de Glcp,

respectivamente.
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Tabela 3. Andlise dos derivados metilados da fragdo SCW-SF-P obtida do

basidioma de Pholiota nameko.

Acetatos de Aldit6is parcialmente O- % Tipo de ligacdo®

metilados®

2,3,4,6-Mey-Glcp 24,5 Glcp-(1>
2,4,6-Me3-Glcp 26,2 -2>3)-Glcp-(1>
2,3,4-Me3-Glcp 23,6 -6)-Glcp-(1->
2,4-Me,-Glcp 25,7 -3,6)-Glcp-(1->

WAnalisado em GC-MS ap6s metilacéo, hidrélise acida total, reducdo com NaDH, e acetilago.
@Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados.

Visando comprovar o tipo de ligacdo da cadeia principal foi realizada uma
Degradacao Controlada de Smith na fracdo SCW-SF-P, seguida de hidrolise acida
parcial. A fracdo resistente a degradacdo (Figura 17) demonstra as unidades
monossacaridicas que nao sofreram degradacao e que constituem a cadeia principal
do polimero. No espectro de **C-RMN da fracdo obtida ap6s Degradacéo Controlada
de Smith pode ser observada a presenca de sinais em 6102,8; 86,1; 76,3; 72,8;
68,3 e 60,7 ppm correspondentes aos C-1, C-3, C-5, C-2, C-4 e C-6 das unidades de
B-Glcp 3-O-substituidas.
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Figura 17. 3C-RMN da fracdo SCW-SF-P resistente a degradacdo controlada de
Smith em Me,-SO-dga 70°C.

O espectro de HSQC da glucana (Figura 18) mostrou os sinais 6 102,4/4,41 e
102,4/4,12; 85,8/3,38; 60,5/3,58 e 60,6/3,36, respectivos ao C1/H1, C3/H3 e C6/H6
de unidades de B-Glcp 3-O-substituidas. Além disso, sinais em 668,1/3,41 e
68,1/3,15 e 68,1/3,96 sao referentes as unidades de B-Glcp 6-O-substituidas.
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Figura 18. Espectro de HSQC da B-Glucana-(1,3)-(1,6) em Me,-SO-dga 70°C.

O oligossacarideo repetitivo da glucana isolada (SCW-SF-P) esta

representado na Figura 19.

BGlcp

> 3)-BGlcp-(1>3)-BGlcp-(1>

Figura 19. Oligossacarideo repetitivo da glucana obtida do basidioma de Pholiota

nameko.
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Glucanas com cadeia principal B-(1-2>3) e ramificagbes em B-(1->6) sao
frequentemente descritas em extratos obtidos a partir de basidiomicetos, seja de seu
basidioma ou biomassa micelial. Diversas espécies vém sendo estudadas em
relacdo a estes polissacarideos, tais como Hericium erinaceum (DONG; JIA; FANG,
2006), Pleurotus pulmonarius (CARBONERO et al., 2006) e Agaricus subrufescens
(WISITRASSAMEEWONG et al., 2012). Estes polimeros geralmente estdo
associados a outras estruturas da parede celular fingica e apresentam ampla
diversidade de estruturas e aplicacdes (SYNYTSYA; NOVAK, 2013; GIAVASIS,
2014).
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5.2 EXTRATO AQUOSO A QUENTE

A fracdo aquosa a quente (HW), com rendimento de 15,6 g, foi analisada
guanto a sua composicdo monossacaridica e apresentou como monossacarideos

glucose, manose e galactose (Tabela 4).

Tabela 4. Composicdo monossacaridica da fracdo HW.

Composicéo Manose  Galactose” Glucose’
monossacaridica
HW 10,1% 6,7% 83,2%

*Derivados alditol-acetatos obtidos ap6s hidrdlise, reducao e acetilacdo. Analisados por GC-MS.
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Figura 20. **C-RMN da fracdo HW bruta em Me,-SO-dga 70°C.

A andlise de *C-RMN (Figura 20) apresentou os sinais & 102,8; 101,1 e 98,7
correspondentes aos carbonos anoméricos das unidades de B-Glcp, a-Galp e B-
Manp, respectivamente. O sinal em & 68,3 revela a presenca de unidades 6-O-
substituidas e em 6 85,8; 86,1 e 86,4 a presenca de unidades 3-O-substituidas
(SMIDERLE et al., 2013).
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Devido a presenca de diferentes monossacarideos constituindo essa fracéo,
novos fracionamentos devem ser realizados em futuro proximo para a purificacao e

elucidacao da estrutura dos principais polissacarideos desta fracao.

5.3 EXTRATO ALCALINO

A fracdo aquosa alcalina a 5% (AK), com rendimento de 26,0 g, apresentou

como principais monossacarideos manose, galactose e glucose (Tabela 5).

Tabela 5. Composi¢do monossacaridica da fracao AK.

Composicéo Manose  Galactose” Glucose’
monossacaridica
AK 50,3% 9,1% 40,6%

*Derivados alditol-acetatos obtidos ap6s hidrdlise, reducéo e acetilacdo. Analisados por GC-MS.

O espectro de *C-RMN (Figura 21) apresentou um padrdo semelhante a
fracdo HW, porém com maior intensidade no sinal & 102,8 referente ao C-1 da B-
Glcp. Para a purificacdo desta fracdo devem ser desenvolvidas metodologias de

fracionamento para a completa elucidacédo das estruturas presentes neste extrato.
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Figura 21. **C-RMN da fracdo AK bruta em Me,-SO-dga 70°C.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos apds o processo de extracdo de polissacarideos do

cogumelo Pholiota nameko sugerem as seguintes estruturas:

a) Manogalactana com cadeia principal de 3-O-Me-a-Galp e a-Galp (1->6)
ligadas, com unidades a-Galp 2,6-di-O-substituidas, constituindo uma
ramificacdo em O-2 por terminais n&o redutores de 3-Manp;

b) B-glucana com cadeia principal ligada (1->3), com presenca de unidades de
B-Glcp substituidas em O-6, como unidades ramificantes e posteriormente por

unidades terminais n&o redutoras de B-Glcp.

Os extratos obtidos das extragcbes aquosa a quente e alcalina ndo foram
purificados, portanto as estruturas quimicas ndo foram caracterizadas. No entanto,
por estudos parciais dos espectros de *C-RMN e composicdo monossacaridica,
pode-se sugerir a presenga de estruturas compostas por B-Glcp, a-Galp e B-Manp,

possivelmente semelhantes as extraidas na fragdo aquosa a temperatura ambiente.
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