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ReEsumo

0 liquen Ramaldina eckldonii forneceu principalmente
uma ¢-D-glucana obtida pela extragao aquosa, com o elevado ren
dimento de 25,7% e uma D-galactomanana, obtida atraves da extra

¢30 alcalina, com rendimento de 3,7%

A o-D-glucana tem uma estrutura linear em que asuni-
dades de glucoég encontram-se ligadas por a-(1 + 3) e a-(1 + 4)
na relagao molar de 3:1. A sequencia das mesma foi verificada
pela analise estrutural dos tres oligossacarideos obtidos pela
degradagao de Smith controlada, que demonstra estar estas liga-
goes dispostas de forma irregular ao longo do polimero, estrutu

rautipica da familia de disolequenanas.

A galactomanana ¢ formada por uma cadeia principal
constituida por unidades o-D-manopiranosidicas 1ligadas por
(1 » 6) n3o substituidas, também mono-O-substituidas em 0-4 e
di-0- substituidas em 0-2 e 0-4, por unidades B-D-galactopirano
sidicas. -

Evidencias preliminares foram obtidas quanto a pre-
senga de uma B-D-glucopiranana linear ligada por (1 » 3) e uma
a—g—glucopirana;a (mycodextrana) ,nigerana, tambem linear, con-
tendo ligagoes (1 + 3) e (1 » 4) com relagao molar aproximada-
mente 1:1. Quanto a isto R. eckdonii contem uma acentuada di-
versidade em glucanas.



SUMMARY

On hot aqueous extractions, the lichen Ramalina ecklo-
nii provided principally an a-D-glucan, isolated in a high yield
of 25.7%. Also isolated via aqueous alkaline extraction was a

galactomannan (3.7% yield).

The o-D-glucan is linear with (1 + 3) and (1 + 4)-lin
kages in a molar ratio of 3:1. The arrangement of these 1linka-
ges along the chain was shown by a controlled Smith degradation,
to be irregular, typical of the family of isolichenans.

The galactomannan has a main chain consisting of
(1 + 6)—1inked a—gémannopyranosyl units, which are unsubstitu-
ted, mono—g-subst;tuted at 0-4, and di-O-substituted at 0-2,4
by B-D-galactopyranosyl units. This type of disubstitution re-
prese;ts a hitherto unreported structure in lichen galactoman-

nans.

Preliminary experiments showed the presence of a
(1 » 3)-linked linear B-D-glucopyranan and an a-D-glucopyranan
with (1 + 3)- and (1 =+ 47-1inkages in a 1:1 ratio—(mycodextran,
nigeran). Thus R. eckldonii contains a diversity of glucans,which

is rare in lichens.
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1 InTRODUCAO

A primeira descrigao dos liquens, segundo XAVIER L.
FILHO e RIZZINI (95), que destacam o trabalho de intmeros pesqui
sadores, foi feita por TOURNEFORT em 1964, que no entanto,nao os
diStingUiu dos musgos. A verdadeira definigéo do termo “liquen"
(do grego "lichen"), como planta rasteira ou lambechao, em que
os apotécios foram chamados de receptaculos florais, foi feita

em 1729 pelo biologo italiano Micheli.

Quase um século depois, em 1815, e que BERZELIUS
veio publicar o primeiro trabalho sobre o isolamento de um polis
sacarideo via sua precipitagéo por resfriamento de um extrato a-
quoso quente, obtido do liquen Cetraria isdandica "Iceland moss",
dando com isso os primeiros passos no estudo dos componentes qui
micos dos liquens. Contudo, a verdadeira natureza dos 1iquens SO
viria ser conhecida em 1868, quando o biélogo suigo SIMON
SCHWENDENER demonstrou tratar-se, nao de uma entidade vegetal e
sim, de uma simbiose complexa de fungo e alga; ideia que, entre-
tanto, nao foi bem aceita pelos botanicos da época. Todavia, qua
renta anos antes da definigao dada aos liquens por . SCHWENDENER,
MARTIUS, o precursor da botanica no Brasil, no seu livro "I-
cones Plant. Cryptog." de 1828, se reportava ao estudo de liquens
brasileiros, possivelmente sem conhecer a sua estruturagao de
vegetal simbionte '"alga-fungo", o que, entretanto, 1lhe valeu o

titulo de "pioneiro dos estudos sobre liquens no Brasil".

Em 1833, F. ESCHWEILER, no seu 1livro "Lichens in
Martius, Fl. Bras.'", estaria publicando comentarios sobre os tra

balhos de Martius.

MARTIUS, em 1843, ao publicar um outro livro "Sist.
Mat. Med. Brasil", se peporta a utilizagao dos liquens como medi
camento, ao observar que a populagao de Minas Gerais utilizava-
se dos mesmos no tratamento de '"afta das criangas", = observagao
confirmada em 1957 por FUJIKAWA et alii (29).



Mesmo sem o total conhecimento da estrutura liquénica,
muitos pesquisadores apresentavam trabalhos sobre sistematica,
mas sO por volta de 1890 é que outros pesquisadores como W-.ZOPF,
daria a conhecer seus trabalhos sobre a estrutura quimica dos li
quens.

Os estudos detalhados para determinacao da estrutura
fina dos componentes de liquens surgiram novamente na literatura
em 1947 com MEYER e GGRTLER (66), os quais, trabalhando com o
liquen C. 4sdandica, isolaram um polissacarideo pelo mesmo proce
dimento de BERZELIUS, o qual foi denominado "lichenine", ou mais
precisamente uma B-D-glucana linear contendo ligagcoes (1 » 3) e
(1 + 4), na proporggo molar de 1:3. Estudos posteriores para de-
terminacao da seqaéncia das ligacoes (1 + 3) e (1 + 4) deste po-
limero foram realizados em 1957 por CHANDA et alii (18), utili-
zando o mesmo procedimento de extracao aquosa quente, precipita-
cao por resfriamento e posterior fracionamento com solucao de
Fehling; PEAT et alii (73), em 1957, com estudos através de hi-
drolise acida parcial; PERLIN e SUZUKI (75), em 1962, por proces
sos de enzimoOlise seletiva com enzimas celulase e laminarinase;
bem como FLEMING e MANNERS (26), em 1966, utilizando degradacao
de Smith controlada, concluiu-se por um polissacarideo estrutu-
ralmente constituido por uma sequeéncia de celotrioses, que indi-
cam duas ligagoes consecutivas (1 + 4), alternada por uma liga-
cao (1 + 3) isolada; porém, ocasionalmente, quatro monomeros con
secutivos apresentavam-se unidos por ligacoes (1 + 4), sendo en:
tao sugerida a estrutura I como predominante:

-8-D-Glcp—(1 + 4)-B-D-Glcp-(1 + 4)-8-D-Glcp-(1 =+ 3)-

(I)

Em 1947, em outro trabalho sobre Cetzazia L4landica,
MEYER e GGRTLER (67) isolaram um polissacarideo do sobrenadante
aquoso frio, que foi denominado "1'isolichénine", o qual, por hi
drolise acida forneceu principalmente glucose, mas também tracos
de galactose e manose. Contudo, em 1957, CHANDA et alii (18), u-
tilizando o mesmo procedimento de extracao aquosa, obtiveram des
se liquen um polissacarideo similar ao isolado bpor MEYER e

1]
GURTLER, o0 qual, entretanto, ao ser tratado com solugéo de Feh-



ling, apresentou-se constituido apenas por residuos de D-glucose.
A andlise por polarimetria, metilacao e oxidagao com periodato
mostrou que este polimero é de configuragcdo alfa com ligagao
(1 + 3) e (1 + 4), numa relacao molar de 60:40.

Em 1961, PEAT et alii (74), apds os estudos sobre os
produtos de hidrolise acida parcial da isoliquenana e oxidacgao
com periodato confirmaram a presenca das ligacoes a-(1 + 3) e
a—=(1 + 4), numa relacao molar de 55:45.

Em 1966, FLEMING e MANNERS (27), efetuando tambem a
degradacao de Smith controlada sobre a isoliquenana, tal como ja
haviam feito com a liquenana, obtiveram desta 0s seguintes pro-
dutos: a-nigerosil-eritritol (43%), a-glucosil-eritritol (38%) e
em menores quantidades - glicerol (3%), eritritol (6%), nigerose
(3%) e um oligossacarideo de peso molecular mais elevado (POssi
velmente nigerotriosil-eritritol) (5%). Assims»calcularam a pro-
porgao das ligagdes (1 » 3) e (1 + 4) em 57:43.

Face a esses resultados, concluiu-se que a estrutura
da isoliquenana apresentava seqﬁeﬁcias de um ou dois residuos de
glucose unidos por ligacdes a—-(1 + 3), alternados por residuos
de glucose unidos por ligacoes o-(1 + 4). Todavia, a relagao mo-
lar de ligacgoes (1 + 3) e (1 * 4) presente na isoliquenana perma
necia duvidosa até que, em 1984, GORIN e IACOMINI (34), empregan

1 . .
3con.m.r. ao analisar os polissacarideos

do a espectroscopia de
de C. 4isdandica, bem como O R. wusnea, Obtiveram de ambas, isoli-
quenanas que apresentaram espectro com sinais para C-3 (§ 82,1 e
81,9) e C-4 (6 79,3) substituldos, numa relacao molar de 66:34,
indicando uma proporgao superior de residuos de glucose substi-
tuldos em C-3, ao contrario de 60% (18), 55% (74) e 57% (27),
em que nao havia sido empregado esse recurso para a quimica de
carboidrato, sugerindo uma estrutura com duas ligacoes consecu-
tivas e-(1 » 3), alternada por uma ligagao a-(1 + 4) isolada (es
trutura II), embora uma outra estrutura com seqﬁéncia alternada
de ligagdes a-(1 + 3) e a-(1 + 4) também ocorresse ao longo do
polimero.

-o-D-Glcp-(1 =+ 3)=a-D-Glcp-(1 * 3)-0-D-Glcp-(1 *+ 4)-

(II)



Objetivando isolar outros componentes carboidratados de
C. isdandica, além dos ja conhecidos, CHANDA et alli (18), atra-
ves dos processos de extracao e fracionamento descri-
tos, separaram a liquenana da isoliquenana. Esta ul-
tima, apresentava-se constituida principalmente por glucose, mas
pequenas quantidades de galactose, manose e uma pentose, estavam
presentes. Tratando este polissacarideo com solucao de Fehling,
0os autores obtiveram uma isoliquenana mais pura, segundo sua ro-
tacao especifica, entretanto, tragos de galactose e manose ainda
permaneciam. Observacdes semelhantes ja haviam sido feitas por
KARRER e JOOS, em 1924 (54), os quais, ao isolar a 1liquenana da
C. 4isdandica, por resfriamento do seu extrato aquoso quente e
tratamento do sobrenadante com solucao de Fehling, obtiveram um-
complexo cuprico insoluvel, o qual, apos decomposigdo por acgao
do acido acético diluido, forneceu um polissacarideo formado por
glucose, galactose e manose, com relacao molar 44:35:21,indican-
do uma co-precipitacao de um heteropolissacarideo contendo mano-
se galactose, como complexos cﬁpricos, juntamente com uma lique-
nana residual.

Em 1933, BUSTON e CHAMBERS (17), empregando O processo
de extracao aquosa quente, em C. islandica seguido por extracao
a frio com solugao aquosa de hidroxido de sbédio a 4% e posterior
mente a quente, isolaram do residuo liquénico uma fracdo chamada
hemicelulose,constituida particularmente por manose e galactose,
bem como acido urdnico (galacturdnico). E oportuno ressaltar que
O termo "hemicelulose'" utilizado por BUSTON e CHAMBERS como sig-
nificado de substancias resistentes a extracao com agua, mas SoO-
luvel em alcali diluldo, deveria ser uma definigdo incorreta, u-
ma vez qué as hemiceluloses nio poderiam ser definidas unicamen-
te por suas propriedades de solubilidade.

Em 1943, GRANISCHSTADTEN e PERCIVAL (41 ), submetendo
tambem, o liquen C. 4{islandica a extracao aquosa e alcalina, nas
mesmas condigoes descritas por BUSTON e CHAMBERS ndo obtiveram
resultados similares,como confirmacao : daquela propriedade atri
buida as hemiceluloses, uma vez que o tratamento posterior do ex
trato alcalino com solucao de Fehling forneceu um complexo cﬁpri
co insoluvel,o qual, apds decomposicao por acido diluido, forne-
ceu uma mistura de polissacarideos constituida de glucose (89%),
galactose (7%), manose (3%) e um acido urdnico (5%). Esta eleva-



da concentracao de glucose no extrato alcalino mostrou uma dife-
renca significativa em comparagao ao extrato alcalino obtido por
BUSTON e CHAMBERS (17), no qual a glucose se mostrou ausente,
tendo sido revelada apenas no residuo celuldsico apds extragao e
xaustiva com solucao aquosa de hidroxido de sodio a 17%, quando
pelo menos 80% desse residuo forneceu glucose. Estes resultados
discordam ainda daqueles relatados por ULANDER e TOLLENS (94) ,
que em 1906 haviam relatado a presenga de manose e galactose no
residuo liquénico de C. isdandica, C. nangiferina, Peldtigera aph-
thosa € outras especies, bem como quantidade significativa de glu
cose, apos a remocao de liquenana por extragao aquosa quente, ob
servacao esta também confirmada por HESSE em 1916, segundo BUS-
TON e CHAMBERS (17).

GRANICHSTKDTEN e PERCIVAL (41), baseados nos dados de
metilacdo foram os primeiros a encontrar uma possivel estrutura
de um heteropolimero de Ce#raria isdandica, embora O mesmo nao
tenha sido isolado no estado puro, uma vez que a glucose obtida
do extrato alcalino certamente era oriunda da liquenana residual
parcialmente extraida por agua quente. Foi demonstrado por aque-

les autores a presenca do derivado metilado 2,3,4,6-tetra-O-me-
til-p-galactose, indicando que aquele polissacarideo era raaifi-
cadof com unidades terminais nao redutoras de D-galactopiranose,
enquanto que, os polissacarideos isolados daquele 1liquen, eram
todos lineares.

Além dos intensos trabalhos dirigidos para a determina-
¢ao da estrutura quimica dos componentes de Cetraria isdandica, as
atencdes dos pesquisadores se voltaram também para outros liquens.
ASPINALL et alii (7 ), em 1955, trabalhando com o liquen  Clado-
nia adpestris, submeteram-no a uma extracao com solugcao aquosa
de hidroxido de potassio a frio, e posteriormente o fracionaram
via precipitacao com solugao de Fehling. Atraves desse processo,
obtiveram uma mistura de polissacarideo extremamente ramificado;
0 inicialmente precipitado com etanol continha glucose (51,4%),
galactose (12,6%) e manose (34,2%), enquanto que, a fragao cor-
respondente ao complexo cuprico apresentou a composicado: glucose
(28,2%), galactose (15,2%) e manose (49,8%), mostrando que, embo
ra reproduzivel, ndo era um polissacarideo homogéneo. Os dados
de metilacao desse material mpstraram que a maioria dos resi-
duos de D-galactose ocupavam as posigoes terminais, bem como uma



pequena quantidade dos residuos de D-glucose e D-manose, ao pas-
so que a cadeia principal da estrutura molecular era constituida
especialmente por residuos de D-glucose e D-manose. O fato desse
liquenvconter mais que 90% de ;arboidrato,_aumentou O interesse
pelo seu estudo, supondo-se que ele pudesse servir como uma exce
lente fonte de alimento para as renas norueguesas. Surgiu dai o
nome vulgar de '"reindeer moss" relatado por HAUAN e KJ%LBERG
(44).

LINDBERG e McPHERSON (61), em 1954, acreditando na pre
senca de um polissacarideo com unidades galactofuranosidicas no
liquen Umbidicaria pusiudlata, face a ocorrencia da umbilicina-
um glicosideo (galactofuranosideo de D-arabinitol) - ja detecta-
do naquele liquen, embora nao tivessea sido premiados nas tenta-
tivas de seu isolamento, encontraram, contudo, uma glucopiranana
linear com ligacdes g-(1 + 6) e rotagdo especifica -38°, que segundo
SHIBATA et alii (82), veio confirmar este achado, entao anuncia-
do por DRAKE em 1943 (83) de que o havia isolado daquele mesmo
liquen, bem como de Umbidicaria hirsuta. Este polimero foi tam-
bem isolado dos liquens Gyrophora escudenta e Lasallia papudlosa,
em 1968, por SHIBATA et alii (83), que apresentou ao infra-verme
lho, bandas de absorcao de éster em 1735 e 1250 cm” ) para as glu .
canas destes liquens, ao passo que, as pustulanas isoladas de U.
pustudata e U. hinsuta, por DRAKE, em 1943, ndo apresentaram es-—
pectros de absor¢ao nestas regioes.

NISHIKAWA et alii, em 1970 (69 ), determinaram a estru-
tura dos polissacarideos isolados dos liquens Umbidicaria anguda
ta, U. carodiniana e U. podyphydda, sendo que de todos estes, e-
les isolaram glucanas tipo pustulana O-acetiladas, que lembram a
quelas da G. esculenta e L. papulosa, isoladas por SHIBATA et
alii (83), em que cerca de 10% das unidades de glucose carregam
grupos O-acetil na posigao 3.

Face a essas observacoes, pensou-se numa possivel cor-
relagao entre a estruturagao polissacaridica dos liquens e  sua
posicao taxonOmica, uma vez que as pustulanas parcialmente acila
das foram encontradas em trés generos: Gynrophora, Lasaddiae Um-
bilicaria, da familia Gyrophoraceae,o que foi confirmado em 1974
por NISHIKAWA et alii (71) ao isolar glucana dessa natureza em
outra espécie do genero Lesadlia - L. pensyldvania. Em contrapar-
tida, as ﬁustulanas isoladas de U. pustudata e U. hinsuta  por.



DRAKE, segundo SHIBATA (83), nao eram aciladas.

Quanto a natureza acidica de certos polissacarideos 1i
quénicos, em 1969, MICOVIC et alii (68), provavelmente foram tam
bem os primeiros a isolar um heteropolissacarideo puro dessa na-
tureza, ao submeter o liquen E&vewmia paunasisi a uma extragao com
solucao aquosa de hidroxido de sodio, a frio, seguido de purifi-
cacao por precipitacao com hidroxido de 'bario;solugdo de Fehling
e solucao de iodo, cuja estrutura identificada apresentou D-ga-
lactose (36%), D-manose (54%) e acido Q-galactuanico (10%) .Pe
la analise de megilagéo, verificou-se qu esse polissacarideo e-
ra abundantemente ramificado, com unidades terminais nao reduto-
ras de galactopiranosil, manopiranosil e acido D-galacturdnico a
presentando ainda unidades de manopiranosil 2—0? 2,6-di-0; 3,6-
di-0- e 2,3—6—tri—9—substituidas, sendo que a tri—g—substituigéo
foi um achado inédito, uma vez que fora entdo observado pela pri
meira vez como constituinte destes polissacarideos. Na oportuni-
dade, foi ainda esclarecido pelos dados de espectroscopia de in-
fra-vermelho e hidrolise enzimatica, que os residuos de galacto-
se apresentavam-se com a configuracao beta, ao passo que os de
manose apresentavam-se com predominancia a configuracao alfa.

Posteriormente, TAKEDA et.alii (91),estudando o liquen
E. prunastai, obtiveram trés polissacarideos com estruturas dife
rentes, 0s quais foram isolados via processo repetitivo de conge
lamento e degelo, do seu extrato aquoso quente, em que foi fra-
cionada uma a-D-glucana com rotagao especifica +200°, apresen-
tando ligacoes (T +3) e (1 + 4) numa relacao molar 4:1 e uma ou
tra fracdo polissacaridica soluvel em agua fria, a qual foi por
sua vez purificada por precipitacao com solucao de hidroxido de
cetiltrimetilamonio, fornecendo um componente insoluvel neste
reagente, identificado como g-glucana com 1ligagoes (1 + 3) e
(1 + 4) com relacao molar 3:1 e rotacao especifica +12° e ainda
uma fracao soluvel, constituida por um polissacarideo apresentan
do ligagoes (1 +-3) e (1 + 40 com relagao molar 3:2 e rotagdo es
pecifica +164°, caracteristica de o-D—glucopiranosideo. Ainda nes-
te trabalho, em 1972, TAKEDA et alii=?91), investigando os compo
nentes quimicos de Acroscyphus sphaerophonoides, verificaram que o mesmo
apresentava uma glucana 1linear com bandas de absorcao ao infra-
vermelho de 845 cm-1 e rotacao especifica +176°, na qual apare-
cia também ligacdes a-(1 + 6) na molécula, alem daquelas a—



(1 +3) e o-(1 + 4), ja caracterizadas nos outros liquens. Quan-
to aos demais liquens objeto deste trabalho: Alectozria sudcata e
A. sarmenitosa, OS mesmosS apresentaram um polimero com 1igag5es
B-(1 » 3) e a=(1 + 4) e rotagao especifica +18° e outro a-(1 + 3)
e (1 + 4) can+272°, identificados como liquenana e isoliquena

na, respectivamente, semelhantes aqueles da Cetraria isdandica.

TAKARASHI et alii, em 1974 (87), estudando sete espé-
cies de liquens da familia Stictaceae, com objetivo de determi-
nar os seus constituintes em agﬁcares. Os polissacarideos obti-
dos eram cbnstituidos por rhamnose, manose, arabinose, galactose
xilose, glucose e glucosamina, com rotagéo especifica que variou
de +28° a +49o, com bandas de absorgao nas faixas de 877 cm_1 a
890 cm1 ao infra-vermelho, levando estes pesquisadores a suge-
rir mais uma vez a correlagéo da estrutura quimica dos 1iquens ,
com sua posigéo toxonomica. Por outro lado, estes autobes,traba—
lhando mais especificamente com uma fragao do liquen lobazia o-
nientalis, daquele grupo, obtiveram pelo menos dois glicopepti-
deos, o0s quais foram as primeiras amostras dessa classe de hete-
ropolimero a ser detectadas com atividade anti—tumorigena;. Um
desses heteropolimeros, submetido a fracionamento por Sephadex
G-200, forneceu trés componentes com composicao semelhantes  &s
mencionadas acima; com bandas de absqrgéo 875 a 895 cm_l; compo-
sigao em agﬁcares bastante semelhantes e rotagao especifica de
+28°

cula. Estes resultados também levaram os autores a destaca - los

o . . Lo~ . ~ .
a +50° indicando predominancia de g-D-configuragao na mole-

como um novo ponto quimiotaxonamico, ao ressaltar ainda,como pre
cedente, o encontro por eles mesmos de glicopeptideos semelhan-

tes, em liquens de Cladoniaceae.
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